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resumen

se analizó la variabilidad genética de Pinus hartwegii y Abies religiosa en 27 y 17 puntos de muestreo, respectivamente, situados en el Área de protección de flora y fauna nevado de  toluca,  un  Área  natural  protegida  que por su ubicación geográfica se encuentra bajo diferentes presiones antropogénicas, las cuales a su vez generan problemas ambientales. par- ticularmente en los bosques de pino y oyamel existe tala ilegal y desmedida lo que provoca la propagación de plagas y enfermedades en estas coníferas, como el aumento de muérdagos enanos (Arceuthobium spp.) y de escarabajos descortezadores (Dendroctonus spp., Pseu- dohylesinus spp.). se utilizaron marcadores genéticos como: secuencias simples repetidas ancladas  (assr),  dna   mitocondrial  (mtdna), dna de cloroplasto (cpdna) e isoenzimas, para determinar niveles de heterocigocidad, número de alelos, flujo génico, diferenciación poblacional y distancias genéticas. se encon- traron niveles de diversidad genética bajos para
P. hartwegii y altos para A. religiosa, con base en estos resultados se realizaron propuestas de conservación para ambas especies.

palabras clave: dna, isoenzimas, áreas natura- les protegidas.





abstract

genetic variabillity of Pinus hartwegii and Abies religiosa were analyzed in 27 and 17 sampling points respectively, both located in the area de proteccion de flora y fauna nevado  de toluca,  a  natural  protected  area which owing to its geographical position  it is under antropic and ambiental issues. particularly, pine and fir woods are submitted to illegal loggin which in turn dwarf mistletoe (Arceuthobium spp.) and bark beetles (Dendroctonus spp., Pseudohylesinus spp.). genetic and biochemical markers as: anchored  simple  sequence  repeats  (assr), mitochondrial dna (mtdna), cloroplast dna (cpdna) and isozymes were used in order to determine heterozygosity, number of alleles, genic flow, population differentiation, and genetic distances. genetic diversity was low to P. hartwegii and high to A. religiosa, based on these results, conservation strategies were proposed.

Key words: dna, isozymes, natural protected areas.
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presentación





este libro ha sido escrito y revisado de manera minuciosa como parte de un continuo esfuerzo por presentar información actualizada, preservando el conocimiento y sobre todo con un lenguaje accesible para los lectores. el objetivo de este texto fue englobar las características ecológicas del Área de protección de flora y fauna nevado de toluca (apffnt), con análisis genéticos pioneros para el área de estudios en dos especies de coníferas y presentarlos como una herramienta más para llevar a cabo estrategias de conservación.
en México, un país que posee una riqueza considerable de recursos forestales, se necesitan estudios que puedan reflejarse en el aprovechamiento y cuidado de estos recursos, y para que esto sea posible, lo primero es difundir dichos estudios. si bien es un objetivo difícil de alcanzar, consideramos que llegar a los lectores interesados en el manejo y la conservación de los bosques es un primer gran paso.
el orden de los capítulos, bajo el cual se ha organizado esta obra, sigue un simple esquema: se inicia con los factores ecológicos y de conservación del sistema (capítulo 1), la biología de algunas coníferas del apffnt (capítulo 2), una breve descripción de las principales especies parásitas de estas coníferas (capítulo 3), los marcadores moleculares que en últimas fechas aportan una alternativa a la conservación (capítulo 4), mediante el conocimiento de la diversidad genética de dos especies clave para los bosques del estado de México: Pinus hartwegii y Abies religiosa (capítulo 5). Ya que todos los esfuerzos para salvaguardar la biodiversidad han dependido de las estimaciones del tamaño poblacional y la distribución de dichas poblaciones mediante análisis que, en ocasiones, consideran muestreos invasivos o no estandarizados por mencionar algunos inconvenientes, por lo que el análisis con dna promete ser una herramienta para monitorear la biodiversidad a gran escala.
este libro contiene los análisis de diversidad genética de las poblaciones representativas del apffnt de las coníferas antes citadas como una base para los pobladores locales, los profesionales del manejo y la conservación, las autoridades y las empresas que utilizan los recursos naturales con fines económicos para que logren la producción y uso de estos recursos, manteniendo el equilibrio de la zona a través
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de propuestas con base en la diversidad genética que presentan los pinos y abetos en sus zonas de distribución, dichas estrategias con técnicas que proporcionan buenos resultados a corto y largo plazo. sin embargo, esto puede ser considerado como un primer esfuerzo para elaborar planes de manejo y conservación con un enfoque multidisciplinario.
agradecemos a la universidad autónoma del estado de México por el apoyo brindado, a quienes hicieron posible la realización de estos estudios, así como a las personas que enriquecieron esta obra con sus comentarios y aportaciones, y de quienes aprendimos cómo comunicar el conocimiento de manera clara y veraz.

amaury M. arzate-fernández guadalupe gutiérrez-gonzález rosa laura Heredia-Bobadilla
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1. el Área De protección
De flora Y fauna nevaDo De toluca




introducción

la  abundancia  de  especies  en  México  es  consecuencia  de  una  variada  historia biogeográfica que ha dado como resultado una diversidad de climas que abarcan un reino neártico en el norte y uno neotropical en el sur (ramamoorthy et al., 1998). se considera que esta variación ambiental podría causar diferenciación genética en las poblaciones por adaptación a diferentes ambientes y a flujo génico limitado entre las poblaciones (furnier y eguiarte, 1997). se estima que México alberga aproximadamente 30 000 especies de plantas de más de 300 géneros, entre ellas las coníferas dominan grandes extensiones del territorio nacional y pertenecen a unos 15 géneros con más de 150 especies. Debido a su heterogeneidad orográfica y climática México es considerado un centro de diversidad para estas especies (nava et al., 2006). esta gran diversidad constituye un recurso biológico y social de gran valor por lo que su conservación se vuelve prioritaria, sobre todo ante un panorama mundial de calentamiento global, que evidentemente afectará las comunidades forestales, ya que las especies arbóreas son las primeras en resentir los cambios. los modelos climáticos proyectan hasta un aumento de 5°c en la temperatura global en los próximos cincuenta años, además, como resultado del aumento de la concentración atmosférica de co2, las especies forestales migrarían a sitios más elevados, por ejemplo, esto
podría conducir a la pérdida de individuos o de poblaciones (y sus genotipos) que se
han adaptado a su ambiente (ledig, 1997; villers et al., 1998).
en México existe un instrumento de política ambiental para la conservación de la biodiversidad, la delimitación de Áreas naturales protegidas (anp), estas son porciones del territorio nacional representativas de los diversos ecosistemas, donde el ambiente no ha sido esencialmente alterado, se crean mediante decretos presidenciales y las actividades que se pueden llevar a cabo en ellas están establecidas en la ley general del equilibrio ecológico y protección al ambiente (conanp, 2013).
el Área de protección de flora y fauna nevado de toluca (apffnt) constituye una de las principales anp del estado de México. cuenta con una vasta riqueza
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natural, una estructura orográfica singular y funciona como origen de la cuenca hidrográfica del río lerma, una de las cuencas más importantes de México, además de la presencia de bosques templados que contribuye a la captura de carbono, así como a la formación y protección de los suelos. esta anp se encuentra bajo constantes presiones antrópicas (agrícolas y pecuarias, principalmente) debido a su posición geográfica, ya que ésta limita con áreas urbanizadas. pese a su gran relevancia, la conservación de la región se ha visto limitada por la existencia de distintos regímenes de propiedad, lo que ha conducido a la sobreexplotación de los recursos forestales (conanp,  2007).


características  del  apffnt

se ubica en el estado de México, al suroeste del valle de toluca, dentro de una de las provincias fisiográficas más grandes del país denominada sistema volcánico transversal.  se  localiza  entre  los  18°59’  y  19°13’  latitud  n  y  99°37’  y  99°58’ longitud W. el volcán nevado de toluca representa la cuarta montaña más alta del país, alcanzando su mayor elevación en el pico del fraile, a los 4 660 metros sobre  el  nivel  del  mar  (msnm).  tiene  como  límite  físico  la  cota  de  los  3  000 msnm, presentando un rango altitudinal que incluye al cono volcánico y otra serie de geoformas que se extienden hacia el noroeste (candeau y franco, 2007; Domínguez et al., 2010). el apffnt  se extiende sobre cerca de 50 mil hectáreas, abarca  parte  de  los  municipios  de  toluca,  Zinacantepec,  almoloya  de  Juárez, amanalco, temascaltepec, coatepec Harinas, villa guerrero, calimaya y tenango del valle (figura 1.1); la temperatura media anual es de 3.1°c, la precipitación total anual es de 1 219.0 mm. en la temporada invernal presenta de 160 a 180 nevadas. los suelos son de tipo andesítico, producto del intemperismo de cenizas volcánicas, por lo que son profundos, ligeros y con alto grado de erosión. para tales
suelos se recomienda el uso forestal (inegi, 2001).
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Figura 1.1
Localización geográfica del Área de Protección de Flora y Fauna Nevado de Toluca
fuente: elaboración propia.



el nevado de toluca fue decretado como parque nacional en 1936 con la finalidad de proteger los bosques  templados  que  rodean  al  Xinantécatl,  sin  embargo, su función se ha dificultado porque el decreto de función nunca se ejecutó, y tampoco se indemnizó a los propietarios originales de los predios, por tanto, existe una problemática generada por la necesidad de los dueños de sacar el mayor aprovechamiento posible de sus predios y la de acatar el decreto de la región como parque nacional, esto ha generado una serie de problemas sobre la masa forestal, tales como la sobreexplotación de recursos forestales, cambio de uso de suelo, la extracción selectiva de madera, incidencia de incendios forestales y un aumento en la presencia de parásitos forestales como los insectos descortezadores y los muérdagos (candeau y franco,  2007).
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el 1 de octubre de 2013 se modificó el decreto presidencial de 1936, para cambiar el estatus de parque nacional por el de Área de protección de flora y fauna, esta categoría ofrece a los habitantes opciones para cultivar y manejar el bosque, así como reproducir fauna silvestre nativa en unidades de Manejo para la conservación de la vida silvestre (umas), el objetivo de este decreto es repoblar el anp con especies nativas y brindar alternativas productivas a los pobladores (conanp, 2013).
la diversidad de recursos naturales es, sin duda, una de las características que presenta esta región, los bosques templados son los que predominan en la zona y conforman las poblaciones primarias de este ecosistema, integradas por tres principales tipos de comunidades: bosque de pino formado por tres especies (Pinus montezumae, Pinus hartwegii y Pinus pseudostrobus), bosque de oyamel, en este caso monoespecífico (Abies religiosa) y bosque mixto formado por pino, oyamel y encino (Quercus spp.) (conabio,  2012).
el pino de la montaña (P. hartwegii) se desarrolla entre los 3 500 y 4 000 msnm. los bosques que forma están adaptados a condiciones de mayor altitud y menor temperatura, fisonómicamente es una comunidad abierta y baja con árboles espaciados entre sí. forma bosques que constituyen una transición entre los pastizales alpinos en la medida que sus individuos arbóreos se reducen de tamaño y se dificulta el crecimiento de sus raíces en los suelos pedregosos y sueltos, además del efecto de las heladas, lo cual provoca una reducción de la diversidad y el número de especies del estrato herbáceo y de las plantas arbustivas. por otra parte, a medida que el gradiente de altitud desciende, la diversidad y el número de especies aumenta, al igual que la abundancia, siendo el bosque de P. hartwegii sustituido por los bosques de A. religiosa o por los bosques mixtos de distinta composición (sierra, 2008; ceballos, 2011).
los  bosques  de  oyamel,  típicos  de  la  zona  ecológica  templada  subhúmeda  de México, tienen sus áreas continuas de mayor extensión en las serranías que circundan la cuenca del valle de México dentro de la faja volcánica transmexicana donde A. religiosa domina el estrato superior. las comunidades de oyamel presentan una mayor abundancia de especies de plantas y animales, ya que en general constituyen una comunidad más densa, el gran follaje de los oyameles provoca un ambiente de sombra y humedad que permite la proliferación de hongos, cuya presencia en especies es quizás la más significativa de toda la entidad, sobre todo por su valor económico para la población campesina, además del desarrollo de grandes poblaciones de musgos,


18

Diversidad genética de dos especies de coníferas en el Nevado de Toluca...


helechos y hepáticas (sánchez et al., 2005). existen fragmentos de este bosque en todas las vertientes del apffnt, particularmente en las laderas norte, oeste y sur entre los 2 800 y 3 400 msnm (sierra, 2008; ceballos, 2011).
en cuanto a la fauna, existen pocas referencias que aporten información precisa sobre las especies que actualmente habitan en esta anp, sin embargo, algunos estudios reportan la presencia de especies endémicas, entre éstas hay anfibios: Ambystoma rivulare, Abronia sp. y Hyla plicata y Pseudoeurycea belii; reptiles: Barisia imbricata y Thamnophis scalaris; aves: Dendrortyx macroura, Oporornis tolmeri, Accipiter striatus, Buteo jamaicensis, Parabuteo unincinctus, Falco peregrinus, Vermivora crissalis y Xenispoza baileyi, esta última en peligro de extinción; y mamíferos: Neotomodon alstoni, Sylvilagus floridanus, S. cunicularius, Cratogeomys merriami y C. fumosus (Domínguez et al., 2010; sánchez et al., 2013).


conservación  de  los  bosques  templados

la biología de la conservación es una ciencia cuyos intereses entran frecuentemente en conflicto con políticas y temas socioeconómicos antagónicos. por este y otros motivos, la preservación de los hábitats naturales es difícil de llevar a cabo, cuando esto ocurre se hace altamente recomendable conservar la variación contenida en el dna de los organismos, actualmente se desarrolla investigación con edna (environmental dna), el cual es material genético obtenido directamente de muestras ambientales para monitorear la biodiversidad a gran escala, sin utilizar muestreos invasivos (thomsen y Willersley, 2015). a medida que las poblaciones humanas crecen, las presiones ambientales sobre otros seres vivos crecen también, por esa razón un gran número de especies se han extinguido, mientras que otras más se encuentran en riesgo. la fragmentación del hábitat es un proceso que cobra importancia puesto que afecta a las poblaciones en cuanto a su número y distribución, esto a su vez reduce los niveles de variabilidad genética de las poblaciones que, aunado a la contaminación y a la introducción de especies foráneas, ha conducido a que muchas especies necesiten de intervención humana para mejorar su manejo y en consecuencia asegurar su supervivencia (frankham, 2003).
la diversidad genética es el fundamento de la diversidad biológica puesto que el potencial evolutivo de las especies depende de ella, una especie puede sufrir desde
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disminución de sus poblaciones hasta su extinción debido a la pérdida de diversidad genética. actualmente se reconocen tres niveles de diversidad biológica: ecosistemas, especies y el nivel genético, sin embargo, a nivel mundial sólo 20% de los países implementa de manera efectiva la variación genética de plantas y animales en programas de conservación (laikre et al., 2009).
la información sobre los niveles y patrones de variación genética es importante para  la  conservación  y  manejo  de  los  recursos  genéticos.  los  niveles  de  variación genética dentro de especies y poblaciones son necesarios porque ésta sirve como materia prima de la evolución, y está relacionada con la habilidad de las poblaciones para adaptarse a cambios ambientales (furnier y eguiarte, 1997).
Determinar el grado de diversidad genética así como explicar su organización y mantenimiento es fundamental en la aplicación de principios genéticos en la conservación. en otras palabras, la aplicación de estrategias de conservación in situ y ex situ con base en la variabilidad genética, permite establecer una manera de manejar las poblaciones para conservar su adecuación y permitir la evolución de la especie (Donoso et al., 2004).
actualmente, muchos programas de conservación no toman en cuenta la diversidad genética de las especies forestales. el calentamiento global, el mal manejo de los recursos forestales, la contaminación y destrucción de los hábitats ponen en riesgo a especies clave en los ecosistemas.
ante este panorama resulta necesario conocer los niveles de diversidad genética de especies forestales como P. hartwegii y A. religiosa del apffnt, con el objetivo de que este tipo de estudios puedan contribuir con los planes de manejo y conservación para esta área, la cual constituye un lugar de alto valor biológico, paisajístico, social y económico para el centro de México.
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2. Biología De las plantas HospeDeras





introducción

una gran diversidad de bosques y selvas cubren 64.5 millones de hectáreas en México, que representa 33% del territorio nacional. particularmente, los bosques templados tienen un alto valor biológico, brindan una gran cantidad de servicios ambientales y son una de las principales fuentes de ingresos para las comunidades locales que están inmersas en ellos. es sabido que México es un importante centro de diversidad de especies forestales de alta montaña con más del 50% de todas las especies de pino y más de 150 especies de encinos (styles, 1998; rzedowski, 1998; viveros et al., 2006).
el nevado de toluca es un Área natural protegida caracterizada por la presencia de una gran diversidad de especies animales y vegetales. los bosques en este lugar están formados por importantes especies de coníferas (pino y oyamel) y latifoliadas (encinos y aile) que están sometidas a una intensa presión de origen antrópica y que ponen en peligro la estabilidad de este ecosistema.
así, resulta necesario conocer las principales características biológicas de estas especies para tener las bases suficientes para coadyuvar en la creación de planes eficientes de conservación y manejo.
en este capítulo se describe la biología de dos especies de coníferas que actualmente están amenazadas por parásitos como los muérdagos y por insectos descortezadores.


familia pinaceae

la  familia  pinaceae  incluye  a  los  árboles  comúnmente  conocidos  como  coníferas, entre ellas están los pinos, abetos u oyameles y piceas. el ciclo de vida del pino es representativo de las coníferas, y a continuación se describe.
el árbol del pino es el esporofito maduro, es heterospórico (tiene dos tipos de esporas), por lo tanto, produce microsporas y megasporas en estróbilos separados.
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los  estróbilos  masculinos,  por  lo  común  de  1  cm  o  menos  de  longitud,  son  más pequeños que los femeninos y suelen formarse en las ramas inferiores cada primavera. los estróbilos femeninos, leñosos y más conocidos, suelen encontrarse en las ramas superiores y contienen semillas poco después de la reproducción (raven et al., 1991; salisbury y cleon, 1994; solomon et al., 2001).
cada estróbilo masculino (piña de polen) está formado por esporófilos que contienen esporangios en su base. en la base de cada esporófilo hay dos microesporangios que contienen numerosos microsporocitos (células madre de microsporas), cada microsporocito experimenta meiosis para formar microsporas haploides.  las  microsporas  se  convierten  después  en  gametofitos  masculinos, llamados también granos de polen. Dos grandes sacos aéreos dan al polen flotabilidad para ser dispersado por el viento. los granos de polen se desprenden de los estróbilos masculinos en gran cantidad y algunos son llevados por el viento a los estróbilos femeninos inmaduros. los esporófilos femeninos tienen megasporangios en su base, dentro de cada uno la meiosis de un megasporocito produce cuatro megasporas haploides, una de éstas se divide por mitosis (las otras tres se degeneran) y se transforma en un gametofito femenino que produce una célula ovular, cuando el óvulo está listo para recibir el polen produce una gota de una sustancia adhesiva donde los granos aterrizan. la polinización ocurre en primavera durante un periodo de 7 a 10 días, después de este lapso los conos de polen se marchitan y se desprenden del árbol (raven et al., 1991).
uno de los muchos granos de polen que se adhieren al estróbilo femenino desarrolla un tubo polínico el cual es una proyección que digiere con lentitud la  sustancia  del  megasporangio  a  su  paso  hacia  la  célula  ovular.  la  célula  ovular y la generativa entran en el tubo polínico, la segunda se divide para formar una célula pedunculada y una célula corporal, esta última se divide en dos microsporas inmóviles. cuando el tubo polínico llega al gametofito femenino, salen por él los dos anterozoides y uno de ellos se une a la célula ovular para formar un cigoto que se convierte en un pequeño embrión de pino dentro de la semilla (scagel et al., 1993; solomon et al., 2001).
el embrión en desarrollo consiste en una raíz y un tallo embrionarios con varios cotiledones, está rodeado por tejido del gametofito femenino haploide, el cual se convierte en el tejido nutritivo de la semilla. en el ciclo vital del pino la generación esporofita es dominante y la generación gametofita se restringe a estructuras
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microscópicas  en  los  estróbilos  (raven  et  al.,  1991;  scagel  et  al.,  1993;  solomon
et al., 2001).


Pinus hartwegii lindley

Pinus hartwegii o pino de las alturas como es conocido comúnmente fue nombrado en honor al botánico alemán Karl theodor Hartweg, quien trabajó e hizo colectas en México (figura 2.1). este tipo de pino se encuentra confinado en los picos y montañas más altas de México (3 000-4 000 msnm), aunque también se ha encontrado en guatemala, el salvador y Honduras. en el apffnt se llegaron a encontrar estos organismos hasta los 4 400 msnm. Debido a estas condiciones, es el pino con menor crecimiento en los bosques de México (iglesias et al., 1997).
en el apffnt el P. hartwegii alcanza su máxima altitud a nivel mundial sobre cualquier especie de pino (candeau y franco, 2007). el factor altitudinal ha determinado la formación de razas geográficas con variación regional y aislamiento genético total entre ellas, como menciona Hernández (1995), afecta la longitud de las acículas en forma inversa, es decir, los árboles de las partes más bajas tienen acículas más largas.
P. hartwegii mide entre 15 y 30 m, la corteza es agrietada, color pardo rojizo; con las ramas extendidas y colocadas irregularmente, ramillas ásperas, de color rojizo o grisáceo (figura 2.1). las bases de las brácteas son largas y fuertes, con frecuencia se descaman. las hojas de este pino se agrupan típicamente en tres, en otros casos de tres y cuatro, cuatro y cinco, y cinco constantes. Miden de 8 a 16 cm de largo, de color verde claro, medianamente gruesas, tiesas; carinadas (con la cara dorsal muy ancha y la costilla media apenas levantada) y bordes aserrados, presentan estomas en las tres caras, y dos haces vasculares muy próximos, rodeados de células de refuerzo. los canales resiníferos son medios, excepcionalmente con uno o dos internos, y en número de dos a once (más común de seis) (eguiluz, 1982; Judd et al., 2002).
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Figura 2.1
Ejemplar de P. hartwegii en el apffnt
fotografía de amaury Martín arzate fernández.


las vainas son de color castaño al principio, moreno y grisáceas, posteriormente. son escamosas abajo y anilladas arriba (10 a 17 mm). las yemas son largamente ovoides, agudas,  de  color  moreno  rojizo.  los  conos  son  ovoides,  acuminados,  ligeramente oblicuos y poco encorvados, extendidos, de 7 a 14 cm de largo. una media de diámetro de 3.73 cm y peso fresco de 54.19 g. son de color rojo oscuro casi negros, persistentes y sésiles. los pedúnculos presentados por pares, a veces tres, cuatro y cinco miden 10 mm; suele quedar con algunas escamas basales a la caída del cono (Judd et al., 2002).
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presenta escamas numerosas, delgadas y frágiles, derechas, pocas veces reflejadas, con el umbo aplastado, angostas en el ápice, con un ángulo casi recto. Miden de 24 a 28 mm de largo y de 10 a 13 de ancho (en la región media). apófisis aplanada, color oscuro,  quilla  transversal  y  la  costilla  perpendicular.  la  cúspide  hundida  con  una punta corta, gruesa y persistente. la floración ocurre entre enero y abril y los conos maduran durante noviembre y diciembre (eguiluz, 1982; Musálem y solís, 2000; Judd et al., 2002).
P. hartwegii forma comunidades clímax entre los 3 700 y 4 300 msnm, es una especie dominante por su buen desarrollo aun a bajas temperaturas y pobreza del suelo; a menor altitud sólo compite con P. montezumae. es una especie muy tolerante a nevadas fuertes, soporta hasta cinco nevadas y de 110 a 115 heladas por invierno, es considerada la especie de pino más tolerante a bajas temperaturas. actúa como regulador del ciclo hidrológico (deshielo de los volcanes) y alimentador de agua a los mantos freáticos del valle de toluca; como amortiguador importante de los efectos de la contaminación ambiental existente en sus áreas de distribución y su localización determina el rango altitudinal de vegetación arbórea. la madera de este pino es utilizada para celulosa, papel, pulpa y pasta mecánica, aserrín, chapa, triplay, durmientes, pilotes, postes y trozos para combustible, entre otros (Musálem y solís, 2000).
esta especie se encuentra sometida a diversos factores que amenazan su adecuación. earle (2005) realizó visitas a varios puntos donde se distribuye P. hartwegii, entre ellos el nevado de toluca, encontró que es un área natural protegida, sujeta a una intensa  presión  antrópica  por  su  cercanía  a  la  ciudad  de  toluca  con  cerca  de  2 millones de mexiquenses ligados, total o parcialmente, a actividades que conllevan a la sobreexplotación forestal, contaminación, déficit hídrico y erosión de los suelos. estos factores han puesto en detrimento de la conservación de esta especie altitudinalmente endémica, y tiene como consecuencia una pérdida de la biodiversidad del lugar y de recursos esenciales como el agua (candeau y franco, 2007).
la tala clandestina de manera selectiva ha dinamizado la disminución de masas arbóreas, la pérdida de poblaciones y con ello del acervo genético, con lo cual deja a los individuos menos propicios para reproducir la progenie, ya que para obtener los mejores productos, el hombre ha seleccionado los mejores fenotipos (de apariencia sana, y mejor adaptados al ambiente), de lo cual, lo más riesgoso es que estas son generalmente poblaciones genéticamente únicas (vargas et al., 1997; styles, 1998; ledig, 1998; Musálem y solís, 2000).
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todos estos factores han propiciado un aumento en las poblaciones de parásitos tales como insectos descortezadores y plantas parásitas; particularmente en el apffnt, podemos encontrar la población de P. hartwegii fuertemente parasitada por el descortezador Dendroctonus adjunctus, y por los muérdagos enanos Arceuthobium vaginatum y A. globosum (franco et al., 2009). endara y colaboradores (2012) determinaron un total de 9 358 ha infestadas de bosque de pino, pero se considera que, aunado a otros factores como la tala y los incendios, la tasa de deforestación ha aumentado un 40% con respecto al 2000, es decir, 156 ha/año.


Pinus montezumae lamb.

Pinus montezumae (figura 2.2), mejor conocido como ocote, su nombre deriva de las ciudades de ocotlán, Jalisco, ocotlán de Morelos, oaxaca y ocotal, nicaragua. se reconocen dos variedades: P. montezumae lamb. var. Montezumae y P. montezumae lamb.  var.  gordoniana.  se  distribuye  en  las  zonas  boscosas  de  las  montañas  de México:  nuevo  león,  coahuila, tamaulipas,  Hidalgo, tlaxcala,  puebla, veracruz, México, Morelos, Distrito federal, Michoacán, Jalisco, guerrero, oaxaca y chiapas; y también en guatemala (perry, 1991).
P. montezumae crece en un rango de climas cálidos a fríos, en bosques de pino y encino en lugares entre los 1 400 y 3 200 msnm, con lluvias entre 900 y 1 600 mm y con una temperatura media anual de 11 a 18°c (nava et al., 2010; perry, 1991).
el fuste de este pino es grande, de 20 a 35 m de altura y 50 a 80 cm de diámetro (figura 2.2). las ramas son grandes, generalmente horizontales y rojizas; la corteza es café grisácea dividida por fisuras horizontales y profundas; sus hojas forman generalmente fascículos de 5, de 15 a 25 cm de largo, ocasionalmente 30 cm, de color verde oscuro, con 2 a 6 canales de resina en la parte media; los conos son variables de 12 a 15 cm y de 7 a 10 cuando abren y la semilla mide de 6 a 7 mm (Judd et al., 2002).
esta especie es el principal hospedero del muérdago enano A. aureum subsp. aureum (guatemala), A. aureum subsp. petersonii (oaxaca y chiapas), A. durangense (Jalisco),
A. globosum subsp. grandicaule, y A. vaginatum subsp. vaginatum (Hawksworth et al.,
1996).
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Figura 2.2
Población de árboles de P. montezumae en el apffnt
fotografía de amaury Martín arzate fernández.



Pinus pseudostrobus lind.

es una especie de pino también llamada pino lacio, pacingo y chamite (figura 2.3). el nombre de pseudostrobus (pseudo: falso) se le confiere por la dificultad para identificarlo taxonómicamente y su gran parecido a P. strobus. se distribuye en el bosque templado desde el norte de México (sinaloa a Jalisco), es más común en la planicie central y el estado de chiapas. su rango se extiende a guatemala, el salvador y Honduras (26° a 15° n), de 1 300-3 250 msnm. crece en suelos profundos derivados de material volcánico, ácidos a moderadamente ácidos (pH 5.5 a 6.5), no crece en suelos con problemas de drenaje (viveros et al., 2006).
forma grandes masas forestales principalmente cuando se asocia con el oyamel. en el estado de México se le encuentra en el parque nevado de toluca y el parque nacional izta-popo. se reconocen tres subespecies: P. pseudostrobus var. pseudostrobus
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forma pseudostrobus (Michoacán), P. pseudostrobus var. pseudostrobus forma protuberans (Distrito federal), P. pseudostrobus var. apulcensis (chiapas, guerrero, Hidalgo, estado de México) (nava et al., 2010; viveros et al., 2006).
es un árbol perenne que mide de 3 a 40 metros de altura, ocasionalmente los 45 metros (figura 2.3). su tronco tiene un diámetro de 40 a 80 cm y el fuste recto, libre de ramas en 50% de su altura; las ramas a menudo son horizontales, copa espesa; corteza áspera, grisácea. cerca de la copa la corteza se hace suave y rojiza a café grisáceo; el follaje es verde oscuro y las acículas se agrupan en fascículos de 5, 4 o 6, el tamaño de éstas es de 16 a 35 cm de largo; los canales resiníferos de 2 a 4 son usualmente medios (Judd et al., 2002).

Figura 2.3
Acículas de árbol de P. pseudostrobus
fuente:   http://juliafoggterrain.wordpress.com).
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P. pseudostrobus cohabita con especies como P. cembroides, P. chihuahuana, eventualmente
P. durangensis, P. hartwegii, P. montezumae y P. ayacahuite. en algunos lugares es considerada especie canopia (su copa suele abarcar grandes espacios y generar sombra a las especies de menor altura) y de manera natural puede hibridizar con P. montezumae. es una de las especies más comunes por su uso maderero, la madera es de color amarillo claro, grano recto, textura fina, es madera moderadamente liviana, suave y poco resinosa, utilizada en construcción, ventanas flexibles, muebles, ebanistería, artesanías y pulpa para papel. en México es usada comúnmente como fuente de resina (lópez, 2003).
esta especie es el principal hospedero del muérdago enano Arceuthobium aureum subsp. aureum (guatemala), A. aureum subsp. petersonii (oaxaca y chiapas), A. durangense (Jalisco), A. globosum subsp. grandicaule (sureste de México y guatemala), y A. oaxacanum (oaxaca) (Hawksworth et al., 1996).


Abies religiosa (hbk) schltdl. et cham.

la distribución geográfica de los bosques de Abies en México es en extremo dispersa y localizada. en la mayor parte de los casos la comunidad se presenta en forma de manchones aislados muchas veces restringidos a un cerro, una ladera o una cañada, a menudo protegidos de la acción de vientos fuertes y de insolación intensa. este tipo de vegetación está prácticamente confinado a sitios de alta montaña, por lo común entre 2 400 y 3 600 msnm (rzedowski, 1998).
Abies religiosa (hbk) schltdl. et cham. (figura 2.4) se encuentra distribuida en el centro de México, en los estados de Hidalgo, puebla, estado de México, guerrero, tlaxcala, Jalisco, Michoacán, Morelos y el Distrito federal, aunque también se ha reportado la existencia de poblaciones de este oyamel en guatemala (aguirre et al., 2000). esta especie fue descrita por primera vez por Humboldt, Bonpland y Kunth, aunque su nombre actual fue dado por schltendal y chamisso (gómez, 2003); es la especie más frecuente en esta zona del país y los bosques que forma son extensos y muchos de ellos puros (rzedowski, 2006).
el oyamel se desarrolla en climas fríos y húmedos, generalmente por encima de los 2 500 msnm en suelos profundos (rzedowski, 1998). es un árbol corpulento, monoico, perenne, resinoso, de copa simétrica y triangular. posee hojas lineares persistentes, coriáceas, con canales de resina y aromáticas con ápice agudo y algo
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córneo. el tronco es erguido de 30 a 60 m de altura y de 40 a 180 cm de diámetro (figura 2.4). los conos son erguidos, sésiles, agrupados, bastante resinosos de forma cilíndrica  u  oval.  la  semilla  es  triangular,  envuelta  completamente  en  una  capa resistente papirácea y lustrosa, con un alto contenido de grupos benzeno y limoneno que le confiere a la semilla baja preferencia ante los depredadores (nieto de pascual, 2013), las estructuras reproductivas masculinas y femeninas se presentan desde diciembre. la fructificación se presenta de noviembre a enero, la dispersión de las semillas ocurre entre marzo y abril (conafor, 2012).

Figura 2.4
Bosque de Abies religiosa en el apffnt
fotografía de amaury Martín arzate fernández.



los suelos dondese establece el oyamel sonmuyjóvenes, deorigenvolcánico (andesitas, basaltos o riolitas), presentan geoformas con pendientes muy pronunciadas; aunque generalmente se establecen en suelos profundos, en el estado de México y en Jalisco se
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encuentran sobre una capa muy delgada de cenizas volcánicas; también se menciona que las propiedades físicas del suelo influyen más en el desarrollo de oyamel que las químicas, la profundidad, el drenaje, la textura, estructura y el contenido de humus son  propiedades  decisivas  en  el  desarrollo  del  oyamel  (conafor,  2012;  sánchez et al., 2005).
en México, la especie maderable más rica en celulosa es A. religiosa, en cuyos tallos jóvenes (de 20 a 40 años de edad) se encuentra hasta 75% de tejidos celulósicos, y éste a su vez con el mayor porcentaje de celulosa alfa, es empleado para la fabricación de papeles finos, por consiguiente es el que alcanza los mayores precios en el mercado. aunque la madera es suave y liviana es utilizada para la fabricación de vigas y cajas para embalaje. asimismo se le introduce al mercado de árboles de navidad, sin presentar inferioridad en la calidad con respecto a especies importadas (gómez, 2003).
los bosques de A. religiosa del sistema volcánico transversal son considerados como tipos de vegetación relictuales (vegetación cuya distribución actual fue determinada durante el calentamiento climático ocurrido durante los pasados     10 000 años), albergan las poblaciones hibernantes de la mariposa monarca (Danaus plexippus  l.)  más  significativas  del  mundo.  en  las  diversas  cuencas  de  captación también son importantes, pues en estos bosques se registran altas precipitaciones y por las características de la cobertura de los diferentes estratos de la comunidad y las propiedades físicas del suelo, permiten una eficiente absorción y retención del agua de lluvia (gómez, 2003; sánchez et al., 2005).
los bosques de oyamel del apffnt están siendo afectados por la creciente incidencia de plagas como los insectos descortezadores y plantas parásitas (franco et al., 2009). la presencia de estos organismos (tanto el muérdago como los descortezadores) en el bosque es natural, forman parte del ecosistema, sin embargo, se considera que es conveniente controlar sus poblaciones debido a que el aumento inusual de éstas pone en riesgo el equilibrio ecológico que guardan los bosques de coníferas del apffnt, ya que al matar al arbolado y por tanto disminuir sus poblaciones en el anp, se reduce también la variabilidad genética que de manera natural se encuentra en estos organismos. particularmente en esta área de estudio, la población de A. religiosa se encuentra fuertemente infestada por insectos descortezadores como Scolytus mundus y Pseudohylesinus variegatus, así como por el muérdago enano Arceuthobium abietis- religiosae (cibrián et al., 2007; franco et al., 2009).
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los bosques de pino y abeto se encuentran distribuidos en bosque denso (los árboles se distribuyen en varios pisos y sus copas se entrelazan), bosque semidenso y bosque fragmentado o claro (la distribución de los árboles es discontinua y sus copas no se entrelazan, asociados con zonas de agricultura) (www.fao.org). en el 2005, regil garcía determinó que los bosques densos de oyamel eran los más abundantes (13 040.22 ha) del apffnt, abarcan aproximadamente 24.76% de la superficie total distribuidos en la zona norte con manchones contiguos de bosque semidenso y bosque fragmentado hacia el sur del área. Mientras que los bosques de pino denso disminuyeron de 13 279.24 ha a 7 814.52 ha (41.16%) de 1972 a 2000, distribuidos en el centro del apffnt, es decir, cercanos al cráter a las mayores elevaciones (3 500 msnm) a causa de las actividades antrópicas, especialmente la tala selectiva.
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introducción

la  selección  natural  ha  desempeñado  un  papel  importante  en  la  evolución  de  las especies. las enfermedades, especialmentelas detipoinfeccioso, hansidounimportante agente evolutivo, ya que al ser un factor natural de muerte controlan la estructura de la población de una especie y en consecuencia se modifica el comportamiento de otras con las que ésta interactua (Haldane, 1997; Jason et al., 2006).
aunque resulta lógico aseverar que para la mayoría de las especies la presencia de una enfermedad es una desventaja por los daños provocados al organismo afectado, se puede observar que la diversidad genética es mayor cuando el origen es por resistencia a una enfermedad en comparación al incremento de diversidad genética derivada de la resistencia a un depredador (Haldane, 1997; lehmann, 2002).
en las especies vegetales existen individuos resistentes a enfermedades; esta resistencia proveniente de la diversidad genética es determinada por uno solo o un par de genes (pastorino et al., 2006), al mismo tiempo, los parásitos microscópicos han evolucionado para evadir la inmunidad de los hospederos. pese a esta agravante, los hospederos pueden producir nuevos genotipos y con ello variedades con nueva resistencia (Haldane, 1997; Díaz y ferrer, 2003; leister, 2004). estas relaciones de adaptación conocidas como simbiosis, son las responsables de la gran biodiversidad que actualmente se conoce en muchos taxa (Mccutcheon y Moran, 2007; futuyma y agrawal, 2009).
las interacciones insecto-planta son temporal, espacial, filogenética, biogeográfica, química y ecológicamente dinámicas; y son las causas principales de la variación y especiación de los insectos y de las plantas, es decir, son procesos englobados en la coespeciación, la cual ha sido fundamentada recientemente con estudios modernos de filogenia y técnicas moleculares (percy et al., 2004).
algunos especialistas sugieren que el aumento en las incidencias de parásitos en especies forestales es causado por el deterioro de los bosques a causa de actividades humanas, la más sobresaliente es la tala descontrolada y en muchos casos ilegal, que además reduce considerablemente la variabilidad genética (Zobel y talbert, 1998).
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las  coníferas  suelen  ser  parasitadas  por  una  gran  diversidad  de  organismos. a continuación se describen algunos de estos, sin embargo, por la naturaleza del presente estudio, sólo se explican con mayor detalle los insectos descortezadores y las plantas parásitas.

hongos

en el cuadro 3.1 se describen algunos de los hongos cuyos hospederos son Pinus spp. y Abies religiosa, su presencia es reportada en el estado de México.

Cuadro 3.1
Hongos que parasitan coníferas en el Estado de México

Tipo de hongo parásito	Especies de hongos parásitos y sus hospederos

Cancros. enfermedad producida por los hongos y que se desarrolla en el floema, el cambium y algunas capas del xilema. esta puede ser difusa (lo que suele causar la muerte del árbol) o discreta, lo que permite una respuesta fisiológica de la planta que se manifiesta en hipertrofia. su control se realiza mejorando las condiciones de crecimiento de los árboles o por manipulación genética (cibrián e íñiguez, 2001).

Destacan dos especies que afectan a los pinos: Diplodia pinea, suele encontrarse en los conos del árbol y causa la muerte de las ramas con patrones dispersos de la infección.
Fusarium circinatum (cancro resinoso), ha sido detectado en P. hartwegii con daños severos que se manifiestan en extravasaciones de resina (Brown, 1971; correll et al., 1991; gonzález, 1999; cibrián e íñiguez, 2001).

Royas. se trata de hongos patógenos obligados.	existen diversas especies que pueden afectar al arbolado:
Cronartium quercuum quercuum (roya esférica), suele atacar árboles de pino, causa agallas en ramas y troncos que provoca la muerte de los árboles.
Cronartium conigenum (roya agalladora de los conos), suele causar mortalidad severa en los pinos, ataca conos y follaje.
Coleosporium spp. (roya de las acículas del pino), su presencia hace susceptibles a los árboles del ataque de insectos descortezadores (Hawksworth, 1987; reséndiz, 1991; Kubisiak et al., 2004).
Melampsorella caryophyllacearum (roya de la escoba del oyamel), afecta a Abies religiosa, ocasiona reducción del crecimiento, hipertrofias y muerte de las ramas (Hawksworth y cibrián, 1985).

continúa...
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Tipo de hongo parásito	Especies de hongos parásitos y sus hospederos

Hongos que ocasionan enfermedades de la raíz. las enfermedades de la raíz suelen afectar a individuos adultos y su diagnóstico es difícil, por lo que una vez infectado el árbol generalmente está cerca de la muerte. el manejo de estas enfermedades se basa en la poda de las raíces infectadas (Martínez y sánchez, 1980; chio et al., 1989; alvarado y Bauer, 1991; rolando, 2000; Jonhk et al., 2005).
Hongos que ocasionan la pudrición de árboles vivos.   los   hongos   que   causan   la   pudrición de árboles vivos, atacan con alta incidencia individuos viejos o con severos daños ocasionados por los incendios del bosque (cibrián e íñiguez, 2001).

entre los parásitos importantes destacan:
Armillaria gallica y Heterobasidium annosum, cuya evidencia de daño en las poblaciones de oyamel es conocida como “círculo de la muerte”, ya que origina el deceso acelerado del arbolado joven y la reducción en el crecimiento de árboles adultos, facilitando con ello la infestación por Scolytus mundus (cibrián e íñiguez, 2001).

Dentro de esta categoría es posible mencionar: Porodaedalea pini, Phellinus coronadensis, P. hartwegii, P. rimosus, Inonotus fulomelleus, I. tomentosus (valenzuela et al., 2013) son hongos que producen la pudrición del corazón de la madera de diversas especies de pino.
Fomitopsis pinicola es de los más extendidos, produce la pudrición de los abetos (Abies religiosa) que estuvieron sujetos a lesiones severas, así como en tocones y troncos de árboles derribados.


fuente: elaboración propia con base en los autores citados.



insectos

los  organismos  más  perjudiciales  para  los  ecosistemas  forestales  de  coníferas  son los insectos (pertenecientes a los taxa coleoptera, principalmente y lepidoptera de manera secundaria) que se alimentan del floema y del cambium, debido a las grandes fluctuaciones poblacionales tan comunes en los insectos, en comparación con otros organismos parásitos que son poco móviles (Zobel y talbert, 1998; salle et al., 2008). en el cuadro 3.2 se describen los más importantes para pinos y oyameles en el estado de México.
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Cuadro 3.2
Insectos que parasitan pino y oyamel en el Estado de México
Tipo de insecto parásito	Especies de insectos parásitos y sus hospederos

Insectos que afectan conos y semillas. limitan la cantidad de semillas viables, pero no afectan el crecimiento de los   árboles.   las   larvas   de   algunos lepidópteros llegan a causar muerte o deformación en conos y semillas.
Insectos que se alimentan de brotes y yemas. estos insectos causan la muerte de yemas, deformación del fuste y/o reducción de crecimiento con respecto a la altura de los árboles.

Insectos defoliadores. son conocidos como esqueletonizadores debido a que se alimentan de las partes blandas del follaje, dejando las venas de las hojas.

Insectos chupadores de savia. causan daños severos a los árboles   al alimentarse directamente de su savia.   los   daños   son   considerables, dependiendo del estadio y la especie.
Insectos   formadores   de   agallas.   la mayoría de los insectos que entran en este grupo son avispas y mosquitos, cuya alimentación causa el desarrollo de formaciones tumorales (agallas).
Insectos que se alimentan de floema y corteza. los insectos que se alimentan de floema y cambium constituyen el grupo de mayor impacto negativo en sanidad forestal. entre ellos destacan, por los severos daños que ocasionan, los descortezadores (alatorre, 1977).

en este grupo se encuentran:
Leptoglossus occidentalis, Dioryctria erythropasa, Cydia spp., Apolychrosis synchysis que mata los conos en A. religiosa (cibrián, 1975; cibrián et al., 1986).



los  pinos  son  los  más  afectados  por  larvas  de  lepidópteros. pertenecen a este grupo:
Phityophthorus aztecus, Eucosoma sonomana, Rhyacionia cibriani (este lepidóptero sólo ha sido registrado para P. hartwegii), Retinia    edemoidana,    varios    tortrícidios    (tortricidae),    y Contarinia spp. (Wood, 1982; Miller, 1988).
entre los defoliadores se encuentran:
Eusattodera rugosa, Pandeleteius viridiventris parasita a P. hartwegii, Evita hyalinaria blandaria provoca disminución en el vigor de los oyameles (cibrián et al., 1980; o’Brien, 1989; Hernández, 1990).
Destacan en este grupo:
Cinara curvipes, que causa problemas graves al oyamel.
Pineus sp.y Chionaspis pinifoliae que causan severos daños a los pinos (ferris, 1954; furniss y carolin, 1977; Johnson y lyon, 1991).
Thecodiplosis sp. ataca árboles jóvenes de P. hartwegii (gagné, 1989; Bugbee, 1981).




A. Descortezadores en pinos
el género Dendroctonus, del cual se tienen reportados: D. mexicanus, D. adjunctus, D. approximatus, y D. valens. todos ellos atacan, principalmente, a especies forestales de alta montaña como P.  hartweggi, P.  montezumae, P.  seudostrobus, y
P. ayacahuite (cibrián et al., 2000).


continúa...
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Tipo de insecto parásito	Especies de insectos parásitos y sus hospederos

algunas especies como D. mexicanus y D. adjunctus suelen beneficiarse de la relación simbionte que establecen con hongos de los géneros Ceratocystosy y Ophiostoma, respectivamente. el género Ips se encuentra distribuido en diferentes ecosistemas del país y suele competir con las especies de Dendroctonus (Barras y perry, 1971; salle et al., 2008).
B. Lepidópteros en pinos
Destaca la especie Synanthedon cardinalis, cuyas poblaciones son abundantes en el centro del país, en arbolado maduro, denso y con poblaciones de muérdago enano. generalmente no causa la muerte de los pinos ya que no tiene simbiosis con algún hongo, pero sí conduce al debilitamiento de los árboles atacados debido a los hábitos alimenticios de las larvas (Beutelspacher, 2012 Hernández, 1983; De la Meza, 1987).
C. Descortezadores  en abetos
para el caso de Abies religiosa destaca la especie Pseudohylesinus variegatus, que infesta árboles jóvenes o sobremaduros, se asocia con otros insectos secundarios como Scolytus mundus y Pityophthorus blackmani y P. elatinus (Hernández y cibrián, 1981).
fuente: elaboración propia con base en los autores citados.



De manera general, las especies forestales pueden presentar tres tipos de resistencia a los insectos: 1) no preferencial, en el cual el insecto no es atraído para alimentarse y ovipositar en el árbol; 2) antibiosis, en la cual el insecto es destruido, dañado o se evita que complete su ciclo vital y 3) tolerancia, en la cual el hospedero se recupera del ataque del insecto. en el ámbito forestal, los insectos se clasifican por la estructura del árbol que dañan o por los daños causados sobre la madera (cibrián et al., 2000).
como se ha señalado, los insectos que se alimentan de floema y cambium, particularmente los descortezadores, son los de mayor impacto negativo en sanidad forestal (alatorre, 1977).
estos parásitos traen graves consecuencias para los bosques, la principal es la pérdida de macizos forestales, en el apffnt se han presentado fuertes infestaciones, sobre todo en el bosque de pino, entre 1985 y 1990 se registraron 7 846 ha infestadas,
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de las cuales se extrajeron más de 50 000 m³ de maderas muertas por el descortezador. De 1982 a 1996 fue extraída 200 000 m3 de madera de P. hartwegii en el parque nacional nevado de colima (carranza, 1999). en el 2010 la delegación de la secretaría del Medio ambiente y recursos naturales en el estado de México reportó un total de 1 245 m3 de madera de pino y oyamel infestados en cinco predios de la reserva  de  la  Biosfera  Mariposa  Monarca  (garduño,  2011).  endara  et  al.  (2012) determinaron 106 puntos de muestreo donde hay presencia de descortezador en la zona cercana al cráter con vegetación principal de pino fragmentado.


Descortezadores y sus hongos simbiontes en pinos

el orden coleoptera es el más grande de los insectos y su característica más distintiva es la estructura de las alas, el par anterior de éstas, los élitros, están engrosados, coriáceos o duros y se unen para formar una línea recta en el abdomen y cubrir a las alas posteriores, las cuales se encuentran dobladas. la familia scolytidae es la más importante, ya que los organismos pertenecientes al taxa hacen sus galerías debajo de la corteza, los adultos son cilíndricos de color oscuro, con estrías en los élitros y frecuentemente una depresión en el área posterior. las larvas son blancas y ápodas. esta familia contiene a los descortezadores (atkinson y equihua, 1988; cibrián et al., 2000).
el género más importante que tiene afectación en pinos es Dendroctonus, del cual se han reportado 11 especies para México. en cuanto a sus características físicas, el género es reconocido por una tonalidad café oscuro a negro, aunque en algunas excepciones se presenta un tono rojizo. los ojos son ovales y enteros. las antenas tienen un funículo formado por cinco segmentos, que dan base a una clave aplanada y subcircular que lleva tres suturas marcadas por setas. la cabeza es visible desde la vista dorsal. el cuerpo es cilíndrico con un pronoto más ancho que largo. los élitros tienen estrías e interestrías con granulaciones y terminan en un declive elitral convexo y cubierto con setas que según su tamaño y abundancia, permiten identificar a las especies (cibrián et al., 2000).
De manera general, las hembras de este género seleccionan a los árboles que van a infestar basados en claves genéticas. estas hembras pioneras perforan la corteza hasta llegar al floema, donde liberan feromonas y hormonas de agregación que atraen a
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los machos y a más hembras. el árbol infestado de manera inicial secreta grumos de resina para ahogar a las hembras y su emisión de hormonas. si esto no sucede, los machos alcanzarán a las hembras para la cópula. las hembras ovipositarán y las larvas emergerán y sufrirán metamorfosis a pupa y posteriormente a adultos (chansler, 1967; vargas et al., 2002).
el número de ciclos de vida varía según la especie; y algunas como D. mexicanus y
D. adjunctus se ven beneficiadas por la simbiosis que tienen con hongos de los géneros Ceratocystis y Ophiostoma, respectivamente. estos hongos germinan con rapidez y producen hifas que se desarrollan de manera acelerada y crecen en el interior de la albura de la madera y en el floema. el micelio de estos hongos bloquean los conductos de resina y las traqueidas transportadoras de agua, lo cual genera óptimas condiciones de vida para los descortezadores en todas sus etapas (Barras y perry, 1971; salle et al., 2008).
los daños que originan los descortezadores se ven reflejados en el amarillamiento de las hojas, la disminución en la calidad de la madera y la muerte del árbol. los ataques son generalmente en manchones de árboles de edad avanzada, con baja densidad principalmente por deforestación, sometidos a incendios y debilitados por el exceso de gases oxidantes. el D. adjunctus, D. mexicanus y D. parallelocollis causan la muerte de los árboles, contribuyendo a la deforestación de regiones completas en el centro del país. D. adjunctus es la especie que provoca mayor mortalidad de coníferas a altitudes mayores a 2 800 msnm. D. approximatus y D. valens son insectos secundarios que no tienen tales efectos (ascencio y serrato, 1984). el manejo que se da a los bosques infestados por descortezador se limita al corte y la aplicación de pesticidas.
el género Ips también se encuentra distribuido en diferentes ecosistemas del país. algunas de sus especies son plagas que causan considerables muertes de árboles y merman la calidad de la madera; por lo que es un género competidor de las especies de Dendroctonus. a diferencia de estos últimos, en el género Ips son los machos los que colonizan los árboles y cavan una galería donde llegarán las hembras para copular y ovipositar. este género tiene importancia media, ya que está involucrado en la muerte de los árboles, el manchado de la madera, la transmisión de patógenos y en ocasiones la disminución de las poblaciones de Dendroctonus (atkinson, 1982).
en el apffnt el descortezador D. adjunctus es la principal plaga de insectos en bosque de pino semidenso, se observó que el ataque del descortezador es posterior al ataque del muérdago enano (endara et al., 2013).
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Descortezadores en abetos

para el caso de Abies religiosa se encuentran los insectos Pseudohylesinus variegatus cuya colonización comienza con las hembras que son alcanzadas por los machos para realizar la cópula y ovipositar. los árboles que son infestados pueden ser jóvenes o sobremaduros, estos insectos pueden causar la muerte de su hospedero y generalmente se asocian con otros insectos secundarios como Scolytus mundus y Pityophthorus blackmani. los árboles susceptibles pertenecen a poblaciones con declinaciones de oyamel y aumento en la contaminación aérea (aguirre y Bernal, 1988). P. blackmani y P. elatinus originan la muerte de árboles jóvenes de oyamel que han sufrido daño por incendios o se han debilitado como consecuencia de sequías y competencia con otros árboles (Hernández y cibrián, 1981).
el insecto S. mundus coloniza a su hospedero mediante las hembras, las cuales cavan  las  cámaras  nupciales  para  ovipositar.  la  importancia  de  esta  especie  radica en su asociación simbiótica con un número vasto de organismos como los cléridos Enocleru sarachnodes, los ostómidos Temnochila, los parasitoides Ecphylus, Coeloides y Cecidostiba, así como los ácaros Pyemotes. S. mundus es una plaga de afectación importante para los oyameles del centro del país; causa daños de carácter estético en los parques nacionales, aumenta el riesgo de lesión a personas por la muerte de las ramas y origina la disminución de semillas, con lo cual afecta la regeneración natural (Hernández y cibrián, 1981; cibrián et al., 1993).
en el apffnt fue identificada la presencia de P. variegatus en la ladera norte del nevado (datos no editados).


plantas  parásitas

las plantas son comúnmente conocidas por ser autótrofas, esto hace que por lo general se ignore que muchas de ellas reemplazan este tipo de nutrición por la heterotrofia: algunas son carnívoras, otras fijan nitrógeno y otras son parásitas. estas últimas establecen una conexión directa con el xilema o el floema (o ambos) del hospedero por medio de raíces modificadas llamadas haustorios. las plantas que utilizan haustorios se consideran holoparásitas (no fotosintetizan) y hemiparásitas (fotosintetizan) (vidal y nickrent, 2008).
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los  muérdagos  son  plantas  con  flor  (angiospermas)  que  pertenecen  al  orden santalales dentro del cual se encuentran tres familias que destacan por ser parásitos aéreos de especies forestales: Misodendraceae (cuyos miembros parasitan árboles del  género  Nothofagus  spp.  o  hayas  del  sur),  loranthaceae  (la  familia  más  diversa y que contiene a los llamados muérdagos verdaderos) y viscaceae que incluye a los organismos llamados comúnmente muérdagos enanos y se distribuye en américa del norte y central, a esta última familia pertenece el género Arceuthobium spp. (nickrent y Musselman, 2004; Wilson y calvin, 2006; vidal y nickrent, 2008).
en México, las plantas parásitas se presentan en casi todos los ecosistemas naturales, constituyen el tercer agente de destrucción de bosques templados después de los incendios e insectos descortezadores. por efecto del parasitismo de estos muérdagos se pierde un volumen promedio maderable de 1.04m3/ha.año, lo que representa una pérdida anual a nivel nacional de cerca de 2 millones de m3 de madera en rollo (vázquez et al., 2006).
esta sección se enfocará en la familia viscaceae que incluye a las plantas hemiparásitas conocidas como muérdagos enanos.
los muérdagos enanos (cuadro 3.3) son un grupo muy diverso, usualmente utilizan el parasitismo aéreo y poseen frutos cubiertos por una capa. su distribución geográfica es muy amplia y tienen como hospederos a un grupo extenso de coníferas y otras plantas maderables. los muérdagos, en algunos lugares son considerados seriamente como plaga ya que ocasionan grandes pérdidas forestales (geils et al., 2002).

Cuadro 3.3
Plantas que parasitan pino y oyamel en el Estado de México

Tipo de planta parásita	Especies de plantas parásitas y sus hospederos

Muérdagos enanos (familia viscaceae)



Muérdagos verdaderos (familia loranthaceae)

la  familia  viscaceae  incluye  a  las  plantas  hemiparásitas  conocidas  como muérdagos enanos que corresponden a especies del género Arceuthobium y afectan a pinos (A. globosum y A. vaginatum) y oyameles (A. abietis-religiosae) (cibrián et al., 2007).
en los bosques de pino el muérdago verdadero (Psittacanthus macrantherus) representa un gran problema de tipo económico por los daños que causa a la madera, sus infecciones son severas y a menudo rebasan la importancia de las causadas por los muérdagos enanos (cibrián et al., 2007).




fuente: elaboración propia con base en los autores citados.
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los muérdagos enanos afectan a las familias pinaceae y cupresaceae. en México, 21 especies son parásitos de Abies, Pinus y Pseudotsuga (18 en pinos, 2 en oyamel y 1 en abeto de Douglas). cabe mencionar a dos de las especies que afectan a pinos con extendida incidencia en bosques de alta montaña: A. globosum y A. vaginatum, que tienen dos subespecies cada una. por lo general, son plantas pequeñas, de menos de 30 cm, aunque hay algunas que rebasan los 100 cm de altura; tienen hojas reducidas a pequeñas escamas y sus tallos son quebradizos con nudos gruesos y presentan coloraciones que varían de verde a amarillo, café, rojo o negro; las inflorescencias femeninas  son  opuestas  formadas  por  dos  flores,  las  masculinas  son  trímeras.  los frutos son de dos colores y tienen un mecanismo único de dispersión explosiva de semilla, de gran velocidad que permite a la semilla viajar a una distancia máxima de 17 m, son ovoides y la mayoría con un pedicelo que a la madurez del fruto se curva para liberar la semilla (geils et al., 2002).
los  muérdagos  enanos  tienen  un  sistema  endofítico  altamente  desarrollado compuesto por dos partes: una ubicada en el floema del hospedante, donde se encuentra el sistema cortical y está formado por tejido conectado al sistema conductor de savia elaborada, otra, en el xilema, donde se encuentran los haustorios insertados en la madera, los cuales absorben agua y minerales (cibrián et al., 2007).
estas plantas constituyen componentes naturales importantes de los bosques, sin embargo, al clareo de los mismos propicia su propagación excesiva, originando que los daños provocados a los árboles sean mucho más serios. así, la competencia por nutrientes y agua entre parásito y hospedero es lo que puede ocasionar la muerte de un árbol, ya que sus altas tasas de transpiración reducen los potenciales de retención y transporte de agua del xilema (promovido por la acumulación de solutos osmóticamente activos en los tejidos del muérdago) de las ramas, lo cual reduce las tasas netas de fotosíntesis.
los efectos más comunes de los muérdagos sobre sus hospederos son reducción del crecimiento, pérdida de vigor y, consecuentemente, una disminución en la producción de semillas y frutos, dejando al hospedero susceptible a ataques secundarios por descortezadores. además, han sido asociados con sitios pobres y rodales muy viejos, pero en ocasiones son abundantes en rodales jóvenes (Zobel y talbert, 1998; Mathiasen et al., 2008).
el ciclo de vida de los muérdagos enanos se distingue por el parasitismo obligado y una dispersión hidrostáticamente controlada en el fruto que ocurre en forma de explosión; aves y mamíferos también son importantes para la dispersión aunque en
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menor grado, sobre todo a grandes distancias. las características morfológicas que facilitan la dispersión del fruto son la presencia de células viscosas y el pedicelo del fruto, cuando éste madura el pedicelo se elonga y crece la presión hidrostática, con la separación del fruto del pedicelo la semilla puede ser expulsada a una velocidad de 24 m/s y cae en un vuelo balístico hasta que la semilla se pega en una superficie, que logra alcanzar una distancia de hasta 15 m. la dispersión empieza cuando el fruto maduro descarga su semilla en forma explosiva, posteriormente el establecimiento incluye la germinación de la semilla hasta que se inician las relaciones parasíticas. la incubación puede llevar muchos años durante los cuales se desarrolla, bajo la madera del hospedero, el sistema endofítico. el endospermo posee clorofila que ayuda a mantener vivo al embrión. con el establecimiento del sistema endofítico comienza el parasitismo, expandiéndose por el córtex y penetrando al xilema. el periodo de incubación puede durar de 2 a 12 años dependiendo de la especie. aun cuando los brotes aéreos ya estén presentes, el sistema endofítico sigue desarrollándose, los efectos patológicos de una infección se hacen evidentes por la presencia de “escobas de bruja”. transcurridos de 1 a 2 años inicia la producción de flores, la maduración de frutos requiere un año más (geils et al., 2002; cibrián et al., 2007).
Dentro del apffnt los bosques de coníferas están seriamente amenazados por el aumento de las poblaciones de muérdago enano (aproximadamente un 20%), tal infestación se ha visto favorecida por las actividades antrópicas realizadas en el área, especialmente por la extracción de madera. Hasta el momento se encuentran descritas tres especies que parasitan a pinos y oyameles en el apffnt (candeau y franco, 2007), a saber:


Arceuthobium  globosum

es uno de los muérdagos con distribución más amplia en México. sus infecciones son de gran importancia puesto que afectan cientos de hectáreas de bosques. Muchas de las anp que se encuentran a altitudes mayores a 2 500 msnm mantienen infecciones severas por esta especie (figura 3.1). como resultado más común de la infección se observa una inhibición en el crecimiento de los árboles, dependiendo de la intensidad; aunque a veces no resulta evidente. este muérdago puede producir la muerte de los árboles, sin embargo, la situación más común es la reducción del vigor en  forma
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tan marcada que los árboles caen presa de los descortezadores, en particular de los géneros Dendroctonus y Synanthedon. la madera infectada tiene traqueidas más cortas y distorsionadas, así como una proporción mucho mayor de tejido radial de madera en la que la resistencia y las características de la pulpa se reducen. otro efecto marcado aunque no cuantificado es el incremento del tamaño de los nudos de los árboles infectados (cibrián et al., 2007).
los muérdagos de esta especie son plantas con tamaño promedio de 18-50 cm, pero algunas alcanzan hasta 70 cm de altura, salen de ramas o fustes con el diámetro de los brotes dominantes de 10-48 mm. los brotes pueden ser verdes o amarillos, su ramificación es flabelada. las flores masculinas y femeninas son de pequeña dimensión y no conspicuas; las primeras están divididas en tres o cuatro secciones y cada una tiene una antera sésil que contiene polen amarillo, en la base existe un órgano similar a nectario. las flores femeninas son más pequeñas y también contienen un nectario. el fruto es globoso de 6-7 mm de longitud y 3.5 mm de diámetro, éste puede ser de color verde claro o grisáceo. son plantas dioicas aunque generalmente los ejemplares masculinos y femeninos ocurren en el mismo árbol (geils et al., 2002; cibrián et al., 2007).

Figura 3.1
Arceuthobium globosum sobre tronco de Pinus hartwegii en el apffnt
fotografía de amaury Martín arzate fernández.
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Arceuthobium vaginatum

se le considera el muérdago más importante de México, las infecciones que produce impactan áreas forestales bajo cualquier régimen de manejo como parques nacionales o las reservas protegidas (figura 3.2). los daños que provoca van desde la alteración de la forma, reducción de crecimiento, vigor y calidad de madera, hasta la muerte. las estructuras aéreas son de color café muy oscuro a veces verdoso o rojizo-oscuro, presentan 20 cm como altura media de brotes, máximo 55 cm y 4-20 mm de diámetro. los frutos maduros miden 5.5 mm de largo y 3.5 mm de diámetro. los brotes tienen ramificación dicotómica, tallos delgados, filiformes, glabros; hojas reducidas a escamas y sin clorofila. las flores masculinas están desnudas con perigonio tripartido, anteras sésiles y dehiscencia transversal; las flores femeninas, también desnudas, tienen el perigonio bipartido cuyos nectarios son de colores atractivos. la semilla es mucilaginosa lo que le permite adherirse a cualquier superficie. las plantas femeninas y masculinas generalmente se encuentran en el mismo hospedante. las infecciones se presentan en árboles de diferentes edades, desde regeneración de pocos años hasta árboles sobremaduros. es común que estos muérdagos infecten ramas de árboles jóvenes por efecto de las fitohormonas que liberan las plantas parásitas (cibrián et al., 2007).
ambas especies A. globosum var. grandicaule y A. vaginatum var. vaginatum se encuentran en el apffnt, con un aumento de 2010 a 2014 de 3 410 ha a 9 308 ha de infestación. estos muérdagos se localizan en las laderas oeste, noroeste, suroeste y este del apffnt con una predominancia en bosque semidenso del 20.3% total de sus poblaciones (3 586 ha) debido a que son zonas donde hay mayor captación de luz (conanp, 2014, endara et al., 2012).
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Figura 3.2
Arceuthobium vaginatum sobre ramas de Pinus hartwegii en el apffnt
fotografía de amaury Martín arzate fernández.



Arceuthobium abietis-religiosae

es el muérdago de mayor importancia en los bosques de oyamel del centro de México. afecta severamente árboles de gran tamaño que sirven como sitio de hibernación de la mariposa monarca (Danaus plexippus l.) en Michoacán y estado de México. en el apffnt parasita a Abies religiosa (figura 3.3) (urquhart y urquhart, 1976).
la planta madura alcanza una altura promedio de 10 cm, aunque algunas llegan a medir hasta 16 cm, son de color verde olivo con tonalidades oscuras, algunas plantas pueden tomar una coloración café o verde oscuro. los frutos son pequeños de 3.5 mm de largo y 2 mm de ancho con los mismos colores de los brotes aéreos pero con tonos más oscuros. las flores masculinas se encuentran de dos a cuatro por nudo, tienen 2 mm de largo y 2.4 mm de diámetro, con tres segmentos en el perianto. las flores femeninas miden 1 mm de largo y 0.5 mm de ancho (cibrián et al., 2007).
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Figura 3.3
Arceuthobium abietis-religiosae sobre ramas de Abies religiosa en el apffnt
fotografía de amaury Martín arzate fernández.



las   infestaciones   por   este   muérdago   pueden   ser   de   carácter   sistémico,   éstas no presentan dilataciones de las ramas o fuste en la parte donde salen los brotes vegetativos, más bien el sistema endofítico se encuentra distribuido a lo largo de una parte o de toda la planta y estará emitiendo en los nodos de los nuevos brotes de crecimiento del oyamel, brotes que formarán otras plantas de muérdago. en el caso de las no sistémicas, el sistema endofítico está restringido a una pequeña parte del floema y la albura, el área infectada de la rama se dilata y forma un tumor. las infestaciones se presentan en árboles de todas las edades desde brinzales hasta árboles sobremaduros. las consecuencias de la infección en rodales sobremaduros se presenta la muerte de puntas, deformaciones de las ramas y troncos y pérdida de vigor, con el consecuente incremento en la susceptibilidad al ataque por insectos descortezadores, principalmente Scolytus mundus (geils et al., 2002; cibrián et al., 2007). en el apffnt se distribuye en las laderas noroeste y suroeste, afectando un promedio de 1 466 ha en bosques de oyamel denso (endara et al., 2012).
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4. DiversiDaD genética
para la conservación De coníferas




introducción

Debido en gran parte a los efectos de las actividades antrópicas, la diversidad de los seres vivos ha ido en un detrimento paulatino, ya que muchas especies se encuentran amenazadas o en peligro y, en el peor de los casos, ya se han extinguido. Muchos han sido los estudios destinados a comprender los procesos ecológicos y evolutivos por los que atraviesan las especies, y así tratar de proponer estrategias de conservación que sean exitosas (solomon et al., 2001).
la  convención  de  la  Diversidad  Biológica  (cbd)  reconoce  tres  niveles  de diversidad biológica: ecosistemas, especies y genes, en este último es donde se abordan los temas de diversidad genética, la cual es fundamental para el entendimiento de la diversidad biológica, la persistencia y el potencial evolutivo de las especies (adaptación, adecuación y especiación). es preciso acotar que la pérdida de diversidad genética puede llevar a un proceso de desequilibrio entre las especies para luego colapsar un sistema completo, pese a ello, las naciones tienen una deficiente capacidad de organización para realizar acciones tendientes a proteger dicha diversidad (solomon et al., 2001; rocha y gasca, 2007; laikre et al., 2009).
se pueden mencionar dos estudios en poblaciones de P. hartwegii, una en el  cofre  de  perote,  veracruz  (andreu  y  rodríguez,  2007)  y  otra  en  Michoacán (viveros et al., 2010), en las que se realizaron estudios con isoenzimas; en el estudio de cofre de perote se detectaron 29 isoformas que aportaron 86.2% de diversidad genética intrapoblacional. en el trabajo de viveros et al. (2010) se encontró una heterocigosidad de 0.12, flujo génico bajo (nm= 2.0), concluyendo la separación genética de una de las tres poblaciones muestreadas, la cual se sugiere debe ser una unidad de conservación de recursos genéticos forestales con un tamaño mínimo de población de 4 157 individuos para mantener la población y sus recursos genéticos.
es importante mencionar que la mayoría de especies prioritarias se han propuesto a partir de un concepto tipológico, lo cual ha provocado que no se considere la diversidad real dentro de las especies, ni la variación geográfica, ni la posibilidad
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de  mantener  su  potencial  evolutivo  (rojas,  1992),  por  lo  tanto,  la  estructura poblacional ha tenido una repercusión más importante que la de especie en los modelos de biología y genética de poblaciones. en la actualidad se trabaja a nivel de metapoblación que se refiere casi a cualquier población estructurada espacialmente, aunque según levins (1969) se refiere al conjunto de poblaciones inestables, que ocupan parches o segmentos de hábitats discretos, que varían en área, grado de aislamiento y calidad y cantidad de los recursos que requiere dicha especie, es decir, un mosaico cambiante de poblaciones temporales interconectadas por algún grado de migración. es así como persiste por un balance entre las “muertes” (extinciones locales) y los “nacimientos” (establecimiento de nuevas poblaciones en sitios desocupados previamente) (Hanski, 1998). en las metapoblaciones los eventos de extinción son recurrentes, y no eventos únicos y aislados, lo que permite comprender mejor este complejo fenómeno.
tomando en cuenta lo anterior se infiere que para medir, interpretar y comprender los niveles y eventos de variación genética se requiere un entendimiento de las fuerzas evolutivas  (mutación,  selección)  en  la  genética  de  poblaciones.  la  mutación,  en primer término, porque toda variación genética se origina en gran parte por ésta (ledig, 1998), y en segundo término, la selección (que consiste en la reproducción y sobrevivencia diferencial de genotipos diferentes, en donde los genotipos con mayor adecuación son los que producen más progenie, pasando más copias de sus genes a las generaciones posteriores), puesto que es un mecanismo evolutivo que genera un cambio en las frecuencias relativas de los fenotipos/genotipos, de acuerdo con su adaptación relativa dentro de la población (furnier y eguiarte, 1997; castillo, 2007). en términos generales se puede decir que la conservación es un proceso de reducción de la presión sobre los recursos, y una de sus líneas de acción es mediante
el manejo genético (furnier y eguiarte, 1997).
la genética puede contribuir a la biología de la conservación forestal, al menos por tres razones (groom et al., 1997; Zobel y talbert, 1998; iglesias et al., 1997):
a) la  teoría  de  la  selección  natural  refiere  que  el  intervalo  de  evolución  en  las poblaciones es proporcional a la cantidad de diversidad genética disponible.
b) existe una regla de que entre las poblaciones heterocigóticas hay una relación positiva con respecto a su adecuación, es decir, poblaciones con mayor diversidad genética se adaptan mejor a cambios.
c) la diversidad de la poza genética global es la responsable de todos los procesos biológicos del planeta.
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la  pérdida  de  variabilidad  genética  conduce  a  los  individuos  a  decrecer  su respuesta de adecuación (supervivencia de los individuos y su éxito reproductivo) al ser responsable de la presencia de características diferenciales en cada individuo, únicas e irrepetibles; conjuntamente es necesaria para contrarrestar el riesgo de la vulnerabilidad a plagas y factores ambientales adversos y para preservar los complejos de genes adaptados (groom et al., 1997; Zobel y talbert, 1998; iglesias et al., 1997).
si hay pocas diferencias en los niveles de diversidad genética entre poblaciones la pérdida de cualquier población no es tan grave debido a que no se pierde una unidad genéticamente única, por otra parte, si las poblaciones son muy diferenciadas cada una representa un recurso único y se deben mantener más poblaciones en programas de conservación (furnier y eguiarte, 1997).
así, el conocimiento de la diversidad genética fundamenta de manera más adecuada las estrategias que pueden utilizarse para la conservación de los recursos forestales, y establecer, por tanto, las estrategias in situ y ex situ para cada población con base en la poza genética (Molina et al., 2001). en años recientes el problema de definir las prioridades de conservación ha recaído un poco más en el área de la sistemática para tratar de entender las “unidades evolutivas” que deben ser conservadas.
las unidades evolutivamente significativas (esu, por sus siglas en inglés), según la conceptualización de ryder (1986), se refieren a las unidades poblacionales que merecen manejo propio y que tienen una alta prioridad de conservación. estas unidades proporcionan una idea sobre los procesos evolutivos y la distribución de la diversidad genética (fraser y Bernatchez, 2001).
De mucha utilidad ha sido la categoría de unidad de manejo (mu, por sus siglas en inglés), ya que ha servido para reconocer poblaciones demográficamente distintas que deben ser manejadas para asegurar la viabilidad de las esu que son más grandes. las esu  se han utilizado principalmente cuando se conoce la estructura poblacional actual y no la estructura histórica (Moritz, 1994).
actualmente, una de las estrategias para proteger al menos parte de la riqueza de la diversidad genética entre y dentro de las especies mexicanas de pinos in situ es el establecimiento de redes de unidades de conservación de recursos genéticos forestales (ucrgf). al respecto, se pretende que éstas contengan material genético que sea representativo de los rodales que permita mantener la diversidad genética y que se moldeen las poblaciones bajo las fuerzas evolutivas de manera natural (sáenz et al., 2003).
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como esa base, albertos y gonzález (2000) consideraron la importancia de la genética en la biología de la conservación en españa, con especies vegetales de los géneros Pinus, Abies, Juniperus, Tetraclinis y Taxus. en ese estudio, analizaron aspectos ecológicos y moleculares para elaborar un inventario de los recursos genéticos de la zona de procedencia, fuentes semilleros, huertos semilleros, bancos clonales y bancos de semillas con miras a una conservación que considera las características ecofisiográficas y genéticas de las especies.


parámetros  de  cuantificación  genética

la  diversidad  genética  es  debida  a  variaciones  en  las  secuencias  del  genoma,  y  en sentido amplio hace referencia al polimorfismo. conceptualizando, se entiende por polimorfismo genético a la presencia en una población de dos o más alelos (formas alternativas de un gen) para un locus (lugar que ocupa un gen) dado. el grado de polimorfismo de una población es mayor en cuanto más individuos contenga, y está determinado por el número de alelos distintos existentes para un locus concreto y se refleja en el grado de heterocigosis de la población (luque y Herráez, 2001).
el componente genético de la biodiversidad posee elementos estructurales, composicionales y funcionales. Dentro de los elementos funcionales se pueden mencionar el tamaño efectivo de la población, la heterocigocidad, polimorfismos, la heredabilidad y la existencia de generaciones sobrepuestas o que se traslapan. los elementos composicionales están determinados por la diversidad alélica, la presencia de alelos raros y la frecuencia de alelos deletéreos. por su parte, los elementos funcionales abarcan aspectos como el flujo génico, la depresión por endogamia, la deriva génica, mutación, la intensidad de selección y selección disgéncia (putz et al., 2001).
para el análisis de genética de poblaciones en coníferas, los parámetros que se consideran, de acuerdo con Berg y Hamrick (1997) y furnier y eguiarte (1997), son:
· Ley de Hardy-Weinberg: establece que en equilibrio, las frecuencias genotípicas y alélicas no se modifican en las generaciones sucesivas, es decir, la población no experimenta evolución.
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· Número de alelos (na): es el cálculo de alelos por locus, considerados para loci monomórficos y polimórficos (1-3.0).*
· Número de alelos efectivos (ne): estima el recíproco de la suma de cuadrados de las frecuencias alélicas (ne= —1— ). si los valores son similares a na, se puede
ip2
asumir que son poblaciones con poca diferenciación en frecuencias alélicas (dos
alelos), o bien que son más de dos alelos con frecuencias distintas (1-1.5).*
· Diversidad genética (h): es la sustracción de la unidad menos la suma de cuadrados de las frecuencias alélicas de todos los loci. se correlaciona positivamente con ne (0.05-0.25).*
· Índice de Shannon (I): es la estimación del índice de información de shannon
como medida de diversidad genética.
· Número y porcentaje de loci polimórficos [LP (%)]: es el porcentaje de todos los loci que son polimórficos. se deriva de las frecuencias alélicas y frecuentemente depende del tamaño de la población (23-79%).*
· Heterocigosidad (H): es la medida de variabilidad genética más simple y es ampliamente utilizada en genética poblacional. su importancia radica en que cada heterocigoto lleva diferentes alelos, denotando la variabilidad existente.
· Diversidad genética total (HT): es la suma de las medias de diversidad genética dentro de las poblaciones (Hs) y la diversidad genética entre poblaciones (gst).
· Diversidad genética dentro de las poblaciones (HS): mide la diferenciación genética que hay entre los individuos de cada población, con respecto a Ht.
· Diversidad genética entre poblaciones (GST): calcula la diferenciación genética que hay entre las poblaciones estudiadas, con respecto a Ht.
· Flujo génico (Nm): se basa en la estructura espacial de las poblaciones naturales y es una medida indirecta del número de migrantes por generación. Determina hasta qué punto cada población local de una especie es una unidad evolutiva independiente. los valores de nm 1 indican una fuerte diferenciación entre las subpoblaciones (deriva génica actuando independientemente en cada subpoblación) y aumentando la diversidad genética dentro de cada subpoblación; si nm 1 se infiere que las subpoblaciones se comportan como una sola población panmítica


* valores típicos de estadística de diversidad genética medidos en especies de plantas.
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y el flujo génico restringe el efecto de la deriva génica, incrementándose la diversidad genética. De acuerdo con Wright (1984), un buen flujo genético lo componen 10 migrantes por generación.
· Deriva génica: es un proceso aleatorio particularmente importante en poblaciones pequeñas que consta de cambios al azar en las frecuencias alélicas y causa diferenciación entre poblaciones (furnier y eguiarte, 1997). un alelo puede eliminarse de una población al azar, independientemente si el alelo es benéfico o perjudicial, de modo que la deriva génica reduce la variación genética dentro de una población, aunque tiende a incrementar las diferencias genéticas entre las distintas poblaciones (solomon, 2001).
· Distancia genética (DG): es una medida que indica la diferencia del material genético entre distintas especies o individuos de la misma especie. al comparar el porcentaje de la diferencia entre los mismos genes de diferentes especies, una figura puede ser obtenida, la cual es una medida de la “distancia genética”. Dependiendo de la diferencia, la distancia genética puede ser usada como una herramienta para construir cladogramas que muestran el árbol genealógico de todos los seres vivos, suponiendo el algoritmo más elemental de la matriz de distancia genética de nei (nei, 1972), o upgma (unweighted pair group Method arithmetic average, adoptado del procedimiento neighbor de la versión 3.5   de phylip), basado en la matriz de distancia a partir de la cual se construye el dendrograma. así, se considera que es la probabilidad de que dos alelos escogidos al azar de una población X sean idénticos (0-1). así, cuando los individuos analizados presentan valores cercanos a cero se infiere mayor cercanía genética.
· Heterogeneidad poblacional: es una medida para analizar la estructura genotípica de una población, mediante la utilización de estadísticos f de Wright, que describen la estructura genética poblacional de organismos diploides. ésta fue considerada para las isoenzimas, tomando en cuenta las siguientes medidas:
· fIS: es el coeficiente de consanguinidad, cuyos valores explican las variaciones
de la heterocigosidad debido a apareamientos no aleatorios en la subpoblación y a posibles efectos selectivos. su valor indica el grado de panmixia (fis= 0) o
el grado de consanguinidad (fis = 1). asimismo, indica los excesos o déficit de
heterocigotos en la población de acuerdo con el signo que presenta su valor: si el valor es negativo da cuenta de un exceso de heterocigotos, y si es positivo, de un déficit de heterocigotos (Berg y Hamrick, 1997).
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· FIT: mide el grado de reducción de heterocigosis en un individuo en relación con la población total. indica el grado de desviación del equilibrio de Hardy-Weinberg de las frecuencias genotípicas observadas con respecto a las esperadas, el grado de consanguinidad de un individuo en relación con la población total.
· FST: indica la diferenciación genética entre las poblaciones y su resultante siempre será un valor positivo. explica los cambios en la heterocigosidad debido a una subdivisión poblacional y deriva genética, estimando el grado de diferenciación existente entre las poblaciones.


marcadores genéticos

para cuantificar la diversidad genética con los parámetros anteriores, se obtiene la información a través de marcadores genéticos. un marcador genético es un carácter o un gen que debido al ligamiento puede usarse para indicar la presencia de otro gen; la importancia de los marcadores radica en que ofrecen la posibilidad de estudiar poblaciones de forestales y seleccionar aquellos que presentan rasgos de interés para fines de conservación (simpson, 1997).
Dada la heterogeneidad de procesos, es común observar incongruencias entre los análisis basados en datos morfológicos y los basados en datos moleculares (Hillis y Wiens, 2000), lo que ha originado polémicas respecto a qué tipo de datos pueden proveer información adecuada para sustentar y probar hipótesis evolutivas.
para los fines de este trabajo, los marcadores genéticos se dividen en morfológicos y moleculares, estos últimos a su vez se dividen en bioquímicos y los marcadores que se basan en dna que permiten realizar estudios con diferentes genomas: mitocondrial, cloroplasto o núcleo (simpson, 1997; usda forest service, 2006).


Marcadores morfológicos

los marcadores morfológicos son los caracteres de un individuo que se expresan en un ambiente específico y que se identifican con un objetivo determinado, fueron los primeros utilizados por el hombre. la principal limitación de estos marcadores
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es que la variación morfológica es fuertemente influenciada por el ambiente en que se desarrollan, además de que generalmente sólo se pueden identificar y medir en individuos completos o adultos (nuez y carrillo, 2000; valadez y günter, 2000).
por ejemplo, en los árboles de pino se pueden usar como marcadores morfológicos el peso o tamaño de las semillas, pues se ha visto que dicha característica se asocia en la mayoría de las poblaciones con la supervivencia, el crecimiento y la reproducción (azofeifa, 2006; nuez y carrillo, 2000).


Marcadores  moleculares

los  marcadores  moleculares  corresponden  a  cualquier  parte  de  material  genético cuya presencia y/o ausencia permite un efecto cuantificable, pueden evaluarse en los individuos desde sus primeros estadios de desarrollo, en todo el individuo o sólo parte de él (azofeifa, 2006). 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).


Marcadores bioquímicos o isoenzimáticos

las isoenzimas son formas múltiples de una enzima presente en una especie, a causa de múltiples loci genéticos que codifican para distintas versiones de la enzima o por la presencia de múltiples alelos en un locus, como lo explican Harris y Hopkinson (1977):
· Loci múltiples que determinan las isoenzimas: en ocasiones dos, tres o cuatro loci génicos participan en la determinación de la estructura primaria. estos loci codifican para cadenas polipeptídicas similares, pero estructuralmente distintas, lo cual se atribuye a la ocurrencia de la duplicación de genes, los cuales se presentan a lo largo de la evolución debido a la mutación de genes.
· La ocurrencia de alelos múltiples en un locus particular: en este caso cada alelo codifica una versión estructural distinta de una cadena polipeptídica. consecuentemente la estructura cuaternaria de las isoenzimas implicadas será diferente de un individuo a otro.
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De esta manera, el estudio de isoenzimas en las de plantas tienen las siguientes ventajas:
a) presentan herencia mendeliana y expresión codominante, por lo que los genotipos homocigotos y heterocigotos pueden ser distinguidos con mucha precisión.
b) Muchos de sus loci son polimórficos, y casi cualquier especie presenta al menos uno o dos.
c) probablemente no están sujetas a fuerzas selectivas.
d) la técnica es rápida y barata en comparación con otras (Dixon et al., 1979; pérez y piñero, 1997; Becerra y paredes, 2000; lee et al., 2002).


Marcadores de dna

los  marcadores  de  dna  tienen  como  principales  ventajas  el  que  no  son  afectados por el ambiente, están presentes en cualquier estadio del individuo, permiten una detección temprana, son universales, son muy abundantes, se requiere poca cantidad de dna para los análisis y estos son específicos para cada individuo. las técnicas para identificar marcadores de dna se pueden agrupar en tres categorías: las de hibridación tipo southern, las de reacción de polimerización en cadena (pcr) y las que combinan pcr con la hibridación tipo southern.


amplificación de dna al azar (rapds)

los rapds son un ensayo de polimorfismo basado en la amplificación de segmentos aleatorios de dna, utilizando varios oligonucleótidos (10 pares de bases). la técnica se basa en la probabilidad estadística de que se presenten sitios complementarios al  oligonucleótido  a  lo  largo  del  genoma  (otero  et  al.,  1997).  los  polimorfismos detectados, que amplifican a partir de un progenitor, pero no de otro, son heredados de forma mendeliana (de dominancia) en 90% de los casos. para realizarlo se necesitan pocas cantidades de dna, no se utilizan sondas, ni hibridaciones y no es necesario conocer las secuencias. producen un gran número de loci, por lo que son más representativos del genoma que las isoenzimas, y tienen mayor polimorfismo que los rflp (lee et al., 2002; Kapteyn y simon, 2002). se han utilizado como marcadores
mas (selección asistida por Marcador) como una herramienta en programas de mejoramiento (Devey et al., 1995; liu et al., 2006).
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Microsatélites o secuencias simples repetidas (ssr)

son secuencias repetidas en tandem de 2 a 10 bases, representadas en muchos loci (Becerra y paredes, 2000; li et al., 2002; spooner et al., 2005). el desplazamiento de la polimerasa durante la replicación de dna o el deslizamiento de las cadenas, es la causa principal de la variación en el número de unidades repetidas de un microsatélite, dando como resultado el polimorfismo en el tamaño. entre las ventajas de trabajar con microsatélites están la codominancia de alelos, su abundancia en el genoma en eucariotas, su distribución azarosa, la alta reproducibilidad y el hecho de que se pueden utilizar múltiples cebadores. entre las desventajas se encuentra que no se pueden utilizar en grupos no estudiados y pueden originar alelos nulos por mutaciones, sin embargo, han sido detectados en el genoma de casi todos los organismos que se han estudiado, entre ellos numerosas especies de plantas (arroyo et al., 2002). así, la información proporcionada será diferente dependiendo de si el genoma es nuclear, de mitocondria o de cloroplasto (powell et al., 1995; Marshall et al., 2002; navascués y emerson, 2005; azofeifa, 2006).


secuencias simples repetidas ancladas (assr)

son oligonucleótidos que se utilizan para obtener marcadores de tipo issr (inter- secuencias simples repetidas), es decir, secuencias localizadas entre dos microsatélites. la técnica tiene ventajas similares a las de los rapds (utilización de un solo iniciador específico) y además es posible encontrar altos niveles de polimorfismo (fisher et al., 1996; Yamagishi et al., 2002; sarla et al., 2005).


polimorfismo de un solo nucleótido (snp)

el término snp designa el sitio de un nucleótido de una secuencia dada que presenta sustituciones de manera significativa entre individuos, tienen amplia distribución en el genoma, los polimorfismos que incluyen inserción-deleción no pertenecen a esta técnica (tanksley et al., 1989; chen et al., 2015).
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polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (aflp)

es una técnica muy sofisticada que consiste en tres pasos: 1) en la digestión de dna por dos enzimas de restricción con sitios de reconocimiento cada 4 a 6 bases y una unión cohesiva con los extremos y la agregación de una secuencia conocida de 20 bases en los extremos de los fragmentos; 2) la amplificación selectiva de combinaciones de los fragmentos de restricción; 3) el análisis electroforético de los fragmentos amplificados (tanksley et al., 1989; azofeifa, 2006).


polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción (rflp)

la técnica consiste en amplificar dna mediante la pcr y digerir los fragmentos con una o varias enzimas de restricción, teniendo sitios de reconocimiento de cuatro bases y revelando dichos polimorfismos mediante electroforesis (tanksley et al., 1989).


pcr de tiempo real (qpcr)

es una técnica utilizada para cuantificar pequeñas cantidades de dna a partir de rna mensajero (mrna), el objetivo es conocer si un gen se está expresando y cómo lo hace en un punto específico de tiempo, estos métodos se utilizan en forestales para cuantificar genes que se relacionan con resistencia a plagas o factores ambientales como la desecación (Wong y Medrano, 2005).
en conjunto, estos resultados han desempeñado un papel importante en los criterios de conservación para las especies de distribución restringida, en el rubro de la conservación se han hecho planteamientos ex situ e in situ que son sustentados sumando los análisis genéticos y filogenéticos a los demográficos y de distribución geográfica (loveless y Hamrick, 1984; piñero et al., 2008).
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dna nuclear y de organelos en coníferas


como es sabido, los pinos son organismos diploides (2n= 24) con un número cromosómico haploide de 12. la poliploidia (espontánea o inducida) es rara en estos organismos y no excede del 1%, siendo que la mayoría de casos con cromosomas múltiples se debe a aneuploidías. en general, los cromosomas son uniformes y altamente conservados, son grandes, la mayoría metacéntricos a submetacéntricos a excepción de uno que es corto. el genoma más largo que se ha reportado para la familia pinaceae ha sido el de Pinus lambertiana de 63.5 pg. el dna de los pinos es altamente repetido, pero la mayoría es dna no codificante, probablemente sólo el 0.1% es expresado en mrna (ledig, 1998).


dna nuclear

el dna nuclear (ncdna) de las coníferas es el resultado de una herencia biparental. su genoma nuclear es grande en tamaño y complejo en organización y los genes usualmente existen en grandes familias. esta complejidad es debida a dinámicas de duplicación y deleción (Murray, 1998; Wang et al., 2000). la más grande contribución de los marcadores de ncdna a la genética de poblaciones de forestales es el amplio número de polimorfismos que pueden ser estudiados (Wagner, 1992).


dna  del megagametofito

como inicio, es importante definir al megagametofito como un tejido originado por múltiples divisiones mitóticas de una megaspora sin la formación de pared celular de las células hijas, es decir, núcleos libres cercanos en número de 1 024 a 2 048 núcleos haploides. Durante la embriogénesis el megagametofito continúa su crecimiento y provee tejido nutritivo para el embrión y la germinación de la semilla. este tejido es proveniente, a diferencia de las angiospermas, sólo de la madre, por lo que contiene exactamente el mismo genotipo del núcleo del huevo (ledig, 1998).
en las coníferas, a través del tejido del megagametofito se pueden realizar análisis de isoenzimas y dna, y de esta manera obtener información específica de filogenia,
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herencia y segregación, mediante la identificación de alelos de loci codominantes, la determinación del genotipo paterno mediante la sustracción del haplotipo del megagametofito y el genotipo diploide del embrión, sin necesidad de realizar pruebas confirmatorias (cheliak y pitel, 1984; ledig, 1998). el megagametofito no presenta metabolitos secundarios (fenoles, quinones, taninos) que desnaturalizan y disminuyen la actividad enzimática de algunos marcadores (cheliak y pitel, 1984).


dna de mitocondria y cloroplasto

Diferente al genoma nuclear, la herencia de los genomas de organelos no sigue las leyes de Mendel, ya que la transferencia del material genético es unidireccional de los organelos al núcleo, el genoma de los organelos es dependiente de ciertas proteínas y de otras biomoléculas para replicarse, transcribirse y traducirse. el genoma de los organelos se replica segregando durante la división mitótica y el crecimiento somático (Wagner, 1992; Birky, 1995; Xu, 2005).
las  plantas  tienen  dos  tipos  de  organelos  que  contienen  su  propio  material genético: la mitocondria (mtdna) y el cloroplasto (cpdna); el mtdna se transmite vía materna y el cpdna vía paterna, a diferencia de las angiospermas en la que ambos genomas se transmiten a través de las progenitoras (Mohanty et al., 2003; Xu, 2005). como consecuencia de que el genoma de cloroplasto tiene herencia paterna en coníferas, las variantes de marcadores moleculares de este genoma se acumulan en el linaje del organelo y así proveen información sobre la historia de las poblaciones, a través del modelo de mutación de paso a paso (stepwise) por adición o deleción de unidades únicas repetidas, donde las variantes más pequeñas de secuencias permiten establecer relaciones cercanas entre los individuos (anzidei et al., 1999; cuenca et al.,
2003).
este tipo de transmisión en gimnospermas se debe a mecanismos de posfertilización como se ha observado en Larix, donde el citoplasma del cigoto se divide en regiones especiales que almacenan exclusivamente mitocondrias maternas y cloroplastos paternos, mientras que las mitocondrias paternas y los cloroplastos maternos son excluidos del citoplasma del cigoto (ledig, 1998; Birky, 1995; Xu, 2005).
los marcadores de dna para genomas haploides uniparentales son los indicadores más sensitivos de la subdivisión genética de las poblaciones (cuenca et al., 2003).
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aplicación de los marcadores genéticos en estudios de diversidad genética en pinos y  abetos

Cuantificación de la diversidad genética

los géneros Pinus y Abies se encuentran entre los más diversos genéticamente por su longevidad, amplia distribución, reproducción exclusivamente sexual, polinización anemófila y a su gran tamaño poblacional (conkle, 1979; Hamrick, 1982; Zobel y talbert, 1998).
entre los estudios elaborados al respecto, Meng et al. (1995) trabajaron con tejido haploide y diploide en ocho padres y tejido diploide en 80 individuos de la f1 de Pinus sylvestris, encontrando que los fragmentos de dna localizados en el tejido diploide también estaban en el megagametofito en el caso de los padres y, a la vez, estos fragmentos se encontraron en la progenie. con estos resultados se corroboró el uso de rapds como marcadores moleculares que proporcionan rasgos mendelianos dominantes.
powell et al. (1995) utilizaron mono, di, tri y tetra secuencias repetidas para amplificar microsatélites en tres especies de pinos (P. contorta, P. sylvestris y P. thunbergii), analizando un total de 305 individuos y comparándolos con estudios de isoenzimas, encontrando que se obtiene mayor información de diversidad genética a través de microsatélites que de isoenzimas (gst= 0.22 y 0.05, respectivamente) y que
esta información es útil en la aplicación a la genética de poblaciones de pinos.
Yang et al. (1996) analizaron la variación genética de cinco poblaciones de P. contorta y P. latifolia con 19 isoenzimas. el estudio demostró que sus poblaciones no se encontraban en equilibrio Hardy-Weinberg, posiblemente por el efecto materno y la no agregación de efectos aditivos.
Wu et al. (1999) estudiaron la diversidad genética nuclear y la diferenciación entre poblaciones, utilizaron 98 marcadores de tipo rapd en tres especies de pino de california: P. attenuata, P. muricata y P. radiata. para 12 de 13 poblaciones el análisis realizado fue mediante isoenzimas, encontrando resultados similares entre ambos marcadores. por otra parte, lee et al. (2002) trabajaron con P. longaeva, 36 isoenzimas polimórficas (p= 63.0%) y rapd, resultando que más de la mitad fueron monomórficos. Díaz et al. (2001) hallaron a través de los marcadores rapds y aflp, que las 10 poblaciones analizadas de P. oocarpa tuvieron altos niveles de diversidad
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intrapoblacional, pero poca interpoblacional de una misma región geográfica lo que sugiere deriva génica en las poblaciones.


En sistemas de reproducción y de apareamiento

el sistema de reproducción de pinos es exclusivamente sexual, aunque se han presentado brotes a partir de estocones después de periodos de cosecha. no se tiene registro de apomixis. el tiempo entre el inicio de los estróbilos y la maduración de las semillas es de dos años generalmente. tiene un profundo efecto en la composición genética  de  sus  poblaciones.  la  competencia  entre  embriones  y  la  ausencia  de autoincompatibilidad en los pinos son las principales causas de los altos niveles del sistema de reproducción cruzada (ledig, 1998; Hamrick, 1982).
el sistema de apareamiento hace referencia a los niveles de endogamia (autoaparemiento y apareamiento consanguíneo) y polinización cruzada, los cuales son afectados por autoincompatibilidad, autoesterilidad, estructura de la población (densidad) y la distribución temporal (dicogamia, la liberación de polen ocurre antes de que las regiones femeninas estén receptivas) y espacial (estróbilos femeninos en la corona sobre los estróbilos masculinos) (Morgante et al., 1991; ledig, 1998).
otro aspecto importante en el sistema de apareamiento es la hibridación, definida como la capacidad de una especie para tener descendencia con individuos de otra especie como resultado de la baja frecuencia de rearreglos en la meiosis. esta hibridación ocurre regularmente debido a la perturbación del hábitat entre especies simpátricas (chapman, 1922; namkoong, 1966; ledig, 1998).
ledig et al. (2001) analizaron la diversidad genética y la relación con el sistema de apareamiento de los piñones mexicanos (Pinus pinceana), cuyos rangos de distribución fueron restringidos por la fragmentación del hábitat. utilizaron 27 isoenzimas y la diversidad genética nunca fue alta (heterocigosidad de 0.174), lo cual indicó que la reproducción estaba limitada dentro de las poblaciones que tendían a ser endogámicas.
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En evolución

cuando se requiere comparar linajes con divergencia temprana, es imposible establecer hipótesis de homología morfológica; en cambio, existen genes presentes en todos los genomas celulares −como los ribosomales− que pueden proveer de información para reconstrucciones filogenéticas (sanderson y Donoghue, 1989; avise, 1994; Hillis, 1994).
en el trabajo de Delgado et al. (1998) se analizaron 9 poblaciones a través de 14 sistemas isoenzimáticos, de P. rzedowskii de la región central de México (Michoacán), se estimó que tales poblaciones tienen niveles de diversidad genética altos (46.8%), con una marcada diferenciación entre poblaciones, las cuales son significativamente endogámicas (fis= 0.247). a pesar de estos resultados, las poblaciones no mostraron
aislamiento por distancia pero sí una relación convexa entre el número de linajes de
estas poblaciones y sus distancias genéticas, es decir, que aunque son poblaciones pequeñas y fragmentadas, sus altos niveles de diversidad genética establecen que no están en riesgo.
por su parte, cuenca et al. (2003) determinaron aislamiento por distancia y la demografía histórica del pino relictual, P. nelsonii con microsatélites de cloroplasto (cpssr), con lo cual evidenciaron la existencia de una expansión poblacional débil debido a eventos de coalescencia en los últimos 146 000 años.
Zhang et al. (2005) investigaron a través del uso de issr y rapd, la diversidad genética de P. squamata, catalogada como la especie más amenazada en todo el mundo con sólo 32 individuos. a través de estos marcadores se reveló una variación genética muy baja, con un índice de shannon (is) de 0.030, la media del número efectivo de alelos por locus (ae) de 1.032, el porcentaje de loci polimórficos (p) de
6.45 y la heterocigosidad esperada (He) de 0.019 para rapd. para issr los resultados fueron ligeramente más altos (i= 0.048, ae= 1.042, p= 12.3, He= 0.029). aunque no se cuenta con registro fósil de esta especie, se concluyó que probablemente esta especie pasó por un cuello de botella, lo que explicaría su baja diversidad genética. actualmente, la endogamia y deriva génica son las fuerzas que modelan la estructura de esta población debido a la influencia de las actividades humanas.
shea y furnier (2002) realizaron un estudio con marcadores isoenzimáticos para analizar la variación genética y la estructura de dos poblaciones, una central y dos aisladas de A. balsamea. como resultado se encontró que los niveles de variación
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fueron muy bajos (He= 0.005-0.025), lo que es atribuible a procesos de endogamia, y a que las poblaciones se encuentran distribuidas en parches, a consecuencia de la fragmentación del hábitat.
por su parte, parducci et al. (2001) trabajaron con Abies neobrodensis, una especie catalogada en peligro de extinción representada únicamente por una población de 29 individuos al norte de sicilia, italia. para ello utilizaron microsatélites de cloroplasto para determinar la estructura genética de la población, y la variación haplotípica entre A. neobrodensis y tres especies hermanas: A. alba, A. numidica y A. cephalonica. se encontró que 122 de 169 individuos tuvieron un alto porcentaje de haplotipos únicos, y se concluyó que A. neobrodensis difiere en alto grado de las otras especies de Abies, evidencia con la cual se colocó en un taxón diferente. adicionalmente se observó que A. neobrodensis tuvo un nivel de variación muy bajo atribuyéndolo a un cuello de botella genético, por una drástica reducción de sus poblaciones.


En conservación

son varios los estudios de variabilidad genética con fines de conservación para el género Pinus, como el de Hernández (1990), quien trabajó con P. ayacahuite, típico y con las variedades veitchii y brachyptera. probó siete isoenzimas, de las cuales se obtuvieron 14 loci. con la información genética obtenida se observó que los tres taxa tuvieron niveles de variación media (0.22) con una disminución en la heterocigosidad en un gradiente de norte a sur a través del transecto oaxaca-Honduras. en las poblaciones se encontró un equilibrio Hardy-Weinberg para los loci mencionados y una mayor diferenciación en el pino típico con respecto a las dos variedades. con los valores genéticos obtenidos se seleccionaron cuatro regiones (las de mayor valor de heterocigosidad) para priorizarlas como zonas de conservación.
tolun et al. (2000) determinaron el patrón de la diversidad genética de cuatro poblaciones (camhyayla, ulukisla, cehennemdere y gülekdere) de P. nigra en las montañas  de  Bolkar  en turquía.  en  esta  investigación  se  trabajó  con  14  sistemas isoenzimáticos, utilizando megagametofitos. Bajo esta metodología se resolvieron 24 loci, encontrando 41% de polimorfismo, la media de alelos por locus fue de 1.6 y la heterocigosidad esperada de 21%. por otra parte, la diversidad genética entre poblaciones (gst) fue de 0.070 y la distancia genética varió en un rango de 0.007 a
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0.032, lo cual confirma que la diversidad genética de esta especie es muy baja, y de acuerdo con los valores cuantificados en cada población, se propone la conservación de los recursos genéticos de la especie, preservando el área con los individuos de las poblaciones de ulukisla y gülekdere por sus características ecológicas.
Molina et al. (2001) trabajaron tres especies de pino (Pinus pinceana, P. lagunae y P. muricata), consideradas como especies raras por sus poblaciones pequeñas y su distribución limitada en México. a pesar de este factor, las especies mostraron altos niveles de diversidad genética (He= 0.36), pero también valores significativos de endogamia. se observó que estos valores son altos en comparación con otras especies de coníferas, pero por su limitada distribución es necesario conservar in situ individuos de casi todas las poblaciones, especialmente para P. lagunae. para P. pinceana y P. muricata, los planes de conservación que se lleven a cabo deben hacerse bajo una perspectiva ex situ. como resultado del trabajo, se establecieron estrategias de conservación propias de su rango de distribución.
clark et al. (2000) utilizaron microsatélites de cloroplasto para analizar la variación genética de tres especies de Abies distribuidos en el este de norteamérica (Montes apalaches): A. fraseri, A. balsamea y A. balsamea var. Phanerolepsis. el estudio determinó un alto grado de diferenciación entre los taxa estudiados, por lo que se propuso que la especie A. fraseri sea una unidad de manejo (agrupación de árboles dispuesta para la conservación de la diversidad genética, permitiendo la acción natural de las fuerzas evolutivas) sin importar su clasificación taxonómica.


En resistencia a enfermedades y plagas

el trabajo de Devey et al. (1995) reafirmaron la relación de genes que le confieren a los árboles hospederos características de resistencia. se trabajó con el hongo Crornatium ribicola que infesta al pino (P. lambertiana), en el cual se sabe que la resistencia está ligada a un único gen dominante.
en su investigación, Kondo et al. (2000) usaron 1 160 oligonucleótidos para rapds en acículas de 35 individuos resistentes y 27 individuos susceptibles; así como 18 megagametofitos. se encontró que tres segmentos de dna están ligados a la resistencia del pino negro (P. thunbergii) contra el díptero Tecodiplosis japonensis, siendo que una secuencia participa en la fase de resistencia y los otros dos marcadores
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en la fase de repulsión del insecto. cabe mencionar que todos los árboles resistentes eran dominantes heterocigotos.
en relación con la resistencia a plagas que disminuyen la calidad morfológica de los individuos, es preciso citar estudios como el de vargas et al. (2002), donde se indagó sobre si los descortezadores Dendroctonus adjuntus Blandford y D. valens le conte exhibían un patrón no azaroso para seleccionar a sus hospederos (P. lawsonii rozel y P. montezumae lamb.), por las características genéticas de los árboles. las muestras fueron obtenidas de las acículas para posteriormente realizar mediciones de variabilidad genética y distancias genéticas. se encontró que existían diferencias entre los árboles infestados y los no infestados, concluyéndose que la elección de los descortezadores está relacionada con las propiedades genéticas de los árboles.


En la distribución geográfica

el uso de la filogeografía (filogenias en las que se examina la distribución geográfica de la variación genética) ha permitido dilucidar cómo la historia evolutiva (expansiones del rango de distribución, la fragmentación y los cuellos de botella) y los cambios en el ambiente reciente han moldeado los patrones geográficos de diversidad genética dentro de las especies para obtener elementos y planear estrategias de conservación (avise, 1994; Bermingham y Moritz, 1998).
al respecto, el impacto de las glaciaciones en diferentes especies de coníferas, en especial que hacen referencia al género Pinus, ha sido evaluado con métodos filogeográficos en diferentes estudios, con lo cual se ha podido explicar su estructura genética actual (Marshall et al., 2002; Burban y petit, 2003; Hwang et al., 2003; Bucci et al., 2007).
Dentro de los estudios de patrones geográficos de diversidad genética, Hernández (1995) observó con P. engelmanni que la variación fenotípica era muy grande entre los especímenes colectados de diferentes estados de la república mexicana, es decir, que la diversidad genética se relaciona con la zona geográfica de los individuos.
por otra parte, Jorgensen et al. (2002) elaboraron una investigación para P. flexilis, un pino con un rango geográfico amplio, pero restringido altitudinalmente en norte- américa. en este estudio fueron ensayados 12 sistemas isoenzimáticos en acículas y yemas de 30 poblaciones a lo largo del rango de distribución. De estos sistemas se
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resolvieron 21 isoenzimas con una He= 0.186, la cual representa una heterocigocidad alta en comparación con otras especies de pinos cuya distribución es muy similar. la misma tendencia apareció con el valor de gst= 0.101. adicionalmente se observó que las diferencias se marcaron entre poblaciones cuando el análisis se realizó agrupando a éstas por regiones, se encontró que las localizadas en las regiones de Basin y range son menos variables y con un grado mayor de endogamia que las poblaciones que se encuentran en la región de las Montañas rocallosas. estos patrones de diversidad genética se atribuyeron al flujo genético a causa de la dispersión de semilla y el polen desde el pleistoceno.
navascués et al. (2006) utilizaron en las islas canarias marcadores microsatélites en P. canariensis para estudiar la expansión de las poblaciones, analizaron simulaciones de coalescencia de diferentes escenarios geográficos de manera teórica y experimental. así, se observó que los resultados con microsatélites de cloroplasto varían con    el crecimiento de la población y se infirió que esta expansión pudo ocurrir en la colonización del archipiélago por el pino a diferentes edades, lo cual puede atribuirse a la dinámica de recolonización y extinción local.
P. oocarpa, con la distribución geográfica más amplia en México y américa central, fue estudiada por Díaz et al. (2001) en nicaragua, debido a que sus poblaciones han sido perturbadas por las actividades humanas, principalmente la extracción; analizaron la diversidad genética a través de los marcadores rapds y aflp, encontrando que las 10 poblaciones examinadas tienen altos niveles de diversidad intrapoblacional, y una marcada diferenciación entre poblaciones, por lo que no son una población panmítica.
los estudios sobre diversidad genética de coníferas son abundantes, sin embargo, no existe un estudio como tal para los bosques del área natural protegida parque nevado de toluca, a continuación se presentan dos estudios de caso sobre la diversidad genética de Pinus hartwegii y Abies religiosa.
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5. estuDios De caso: DiversiDaD genética De PINUS HARTwEgII Y
ABIES RELIgIOSA infestaDos por DescorteZaDor Y MuérDago



caso i: Pinus hartwegii

introducción

según sáenz y tapia (2003), la conservación de la diversidad genética de coníferas en México, especialmente para pino, debe estudiarse a fondo debido a que: a) Pinus es el género más importante ecológica y económicamente en México, b) estos bosques pueden ser considerados como un centro de diversificación de género y, 3) las poblaciones están localmente adaptadas.
como se ha mencionado en capítulos anteriores, en el apffnt se encuentran tres especies de pino (Pinus hartwegii, P. pseudostrobus y P. montezumae), las cuales están sujetas a una intensa presión antrópica por su cercanía con la ciudad de toluca y con las comunidades que están dentro del área, ligadas total o parcialmente a actividades que conllevan a una sobreexplotación de recursos naturales, pese a ser un área natural protegida.
en el apffnt, el P. hartwegii alcanza su máxima altitud a nivel mundial sobre cualquier especie de pino (candeau y franco, 2007), sin embargo, la adecuación de estas poblaciones están en riesgo debido a problemas de contaminación, déficit hídrico, erosión de los suelos e infestación por organismos parásitos y la tala clandestina (earle, 2005).
en 2001, solís e iglesias, mediante el uso de isoenzimas en individuos de P. hartwegii, en el cofre de perote y pico de orizaba, veracruz, encontraron ocho bandas con actividad esterasa y un 100% de polimorfismo isoenzimático en los individuos examinados, es decir, una alta variación en los megagametofitos y una frecuencia genotípica de 0.06 a 0.50. los resultados indicaron bajos porcentajes de germinación (menos de 10%) y más del 50% de las semillas vacías, probablemente por depresión consanguínea (muy común en especies de coníferas) con un impacto significativo en las tasas reproductivas de la especie.
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por otro lado, lópez (2003) realizó estudios en el parque nacional de cofre de perote y obtuvo niveles de polimorfismo isoenzimático más altos (H= 0.3) que los reportados en otros trabajos (primordialmente con la esterasa est), sin embargo, con marcadores rapds obtuvo valores bajos, lo cual es atribuible a la depresión endogámica y deriva génica que presenta la población a causa de que su tamaño es pequeño y los individuos se encuentran restringidos espacialmente. la mayor diversidad genética la encontró  intrapoblacionalmente.
ante la escasa información genética para P. hartwegii, se planteó la necesidad de realizar un estudio mediante el uso de marcadores genéticos, con la finalidad de obtener información sobre la diversidad genética de esta especie, y la identificación de patrones genéticos que confieran a los pinos resistencia al descortezador (Dendroctonus sp.) y al muérdago enano (Arceuthobium sp.), principales plagas del género a nivel mundial (vargas et al., 2002). por otra parte, se evaluó la distribución de la diversidad genética en las zonas de muestreo para así sustentar propuestas de uso y conservación en el anp. con respecto al apffnt, este trabajo es el primero en su clase, pues no se han reportado datos de diversidad genética para ninguna de las especies de coníferas consideradas en el área de estudio.


materiales  y  métodos

Selección de los puntos de muestreo y colecta del material vegetal

se colectó material vegetal (acículas) en 27 puntos de muestreo de Pinus hartwegii en el apffnt, mediante un muestreo aleatorio sistemático, el cual consistió en hacer un reconocimiento de los árboles maduros, se eligió el primero al azar, y a partir de éste, se recorrieron 50 m en dirección norte, hasta llegar al siguiente individuo de la especie por muestrear. se tomaron muestras de árboles que presentaban muérdago (Arceuthobium spp.) y rastros de presencia de descortezadores (Dendroctonus adjunctus) (figura 5.9), tales como heridas en la corteza o incluso galerías. también se tomaron muestras de árboles aparentemente sanos o control.
para los propósitos del presente estudio las zonas de muestreo de pino se agruparon de acuerdo con su distribución en determinado tipo de vegetación y uso de suelo, es decir, se consideró que si un grupo de 10 individuos se encontraba en un sitio con el
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mismo tipo de vegetación y tipo de ocupación de suelo, entonces conformaba parte de una población. los tipos de vegetación y uso de suelo (regil, 2005) en los que se encontraron las áreas de muestreo de pino estudiadas fueron diecisiete, localizadas en 24 sitios en 5 municipios que abarca el apffnt (figura 5.1, cuadro 5.1).

Figura 5.1
 (
U T M
N O R T E
UTM OESTE 
)Distribución geográfica de las zonas muestreadas de P. hartwegii en el apffnt
los números al interior del mapa indican el número del punto de muestreo. fuente: elaboración propia.


se colectaron en total muestras de 180 individuos, se tomaron 100 g de acículas de cada árbol, se procuró que estuvieran frescas y sin presencia aparente de hongos o quemaduras por heladas, posteriormente fueron transportadas en bolsas de polietileno con cierre, y se introdujeron en hielo para su traslado al laboratorio de Biología Molecular vegetal del centro de investigación y estudios avanzados    en
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fitomejoramiento (cieaf), donde se almacenaron a -70°c para su posterior uso, de cada árbol se tomó la altura, estimada con un clinómetro, el diámetro a la altura del pecho (dap) aproximadamente a 1.5 m del suelo, y su posición geográfica mediante un gps (global position system) (figura  5.10).
todos   los   árboles   muestreados   se   clasificaron   en   cuatro   categorías:   (c) correspondió a los individuos control sin evidencia de muérdago o descortezador,
(d) abarcó a los individuos infestados por el descortezador (Dendroctonus sp.), (m) se relacionó a los individuos atacados por muérdago (Arceuthobium sp.) y (m y d) comprendió a los individuos infestados por muérdago y descortezador. para cada árbol se midió el diámetro a la altura del pecho (dap), la altura total (at) y cada punto fue georreferenciado y ubicado en altitud. cada árbol muestreado se marcó con una etiqueta de polipropileno. los datos obtenidos fueron registrados en una base.


Análisis isoenzimático

para la extracción de proteínas se utilizaron aproximadamente 100 mg de tejido de acículas, las cuales se homogeneizaron en un 1 µl de buffer de solución extractora (Mitton et al., 1979); los extractos fueron conservados a -70°c hasta su uso.
en la tinción de isoenzimas se empleó la técnica de electroforesis en geles de almidón hidrolizado (gah) al 11% w/v. el sistema electroforético fue morfolina-citrato (conkle et al., 1982). la corriente aplicada fue de 60 ma a 133 v, por 80 minutos. los protocolos de tinción utilizados fueron para ácido fosfatasa (acp  ec. 3.1.3.2), peroxidasa (pox ec. 1.11.1.7), shikimato deshidrogenasa (skdh ec. 1.1.1.44), fosfoglucomutasa (pgm ec. 2.7.5.1), esterasa (est ec. 3.1.1.1), deshidrogenasa málica (mdh ec. 1.1.1.37), fosfoglucosa isomerasa (pgi ec. 5.3.1.9), alcohol deshidrogenasa (adh ec. 1.1.1.1), leucino aminopeptidasa (lap ec. 3.4.11.1), deshidrogenasa málica (mal ec. 1.1.1.37) (pasteur et al., 1988).
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Cuadro 5.1
Localidades en donde se muestreó P. hartwegii

	N
	Nombre de la localidad
	Mpio.
	n
	Condiciones y nivel de infestación de m y d

	1
	corral de piedra, llanos
	aB
	9
	Zona abierta, muérdago amarillo.

	2
	Desviación de la puerta
	Zi
	3
	Zona de agricultura, no hay muérdago.

	3
	llanos
	aB
	3
	Zona abierta.

	4
	llano la lagunita
	aB
	4
	i.i. por descortezador.

	5
	san francisco oxtotilpan
	te
	5
	i.i. por descortezador.

	6
	Desviación de la puerta
	Zi
	8
	Muérdago verde y amarillo.

	7
	ejido san Juan de las Huertas
	Zi
	5
	Muérdago se presentó conforme aumentó la altitud, sin Abies.

	8
	Desviación de la puerta
	Zi
	8
	Zona agricultora, sin muérdago.

	9
	loma alta
	Zi
	8
	Zona fragmentada, árboles en saneamiento, sin muérdago.

	10
	cráter del nevado
	to
	8
	Árboles pequeños, sin muérdago.

	11
	rosa Morada segunda sección
	aJ
	2
	Abies abundante, sin muérdago.

	12
	el capulín
	Zi
	4
	i.i. por descortezador, incendios.

	13
	santa María del Monte
	Zi
	8
	Minas, ocoteo, sin muérdago.

	14
	la antena
	tol
	2
	i.i por descortezador.

	15
	cerro gordo
	cH
	7
	i.i. por descortezador, sin muérdago, mariposa monarca

	16
	ejido san Juan de las Huertas y contadero (p.  de los venados)
	Zi
	19
	i.i. por muérdago negro y verde, disminuye con el aumento de altitud, sin Abies.

	17
	ladera sur (camino a c. Harinas)
	Zi
	8
	Muérdago negro y amarillo, presencia de ganado.

	18
	rancho agua limpia
	Zi
	5
	incendio, muérdago amarillo, anaranjado, verde y rojo.

	19
	los venados
	cH
	5
	i.B. por muérdago y descortezador.

	20
	ejido san Juan de las Huertas y contadero (p.  de los venados)
	Zi
	20
	Muérdago negro, disminuye con el aumento de altitud, sin Abies.


continúa...
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	N
	Nombre de la localidad
	Mpio.
	n
	Condiciones y nivel de infestación de m y d

	21
	los venados
	cH
	3
	i.B. por muérdago y descortezador.

	22
	el capulín y rosa Morada
	Zi/aJ
	11
	i.i por muérdago (rojo) y descortezador, incendios.

	23
	ejido san Juan de las Huertas y la ciénega
	Zi
	10
	i.i. por muérdago negro (Pinus) y amarillo (Abies), monarca.

	24
	subida por tlacotepec
	ca
	5
	sin muérdago.

	25
	ejido san Juan de las Huertas
	Zi
	3
	i.i. por muérdago e i.B. por descortezador, sin
Abies.

	26
	tercera sección debajo de agua limpia
	to
	4
	Árboles ocoteados, muérdago amarillo, negro y anaranjado.

	27
	rancho de agua limpia
	to
	6
	incendio, muérdago negro y amarillo.



abreviaturas: n, puntos de muestreo. Mpio., municipio. aB, amanalco de Becerra. aJ, almoloya de Juárez. ca, calimaya. cH, coatepec Harinas. te, temascaltepec. to, toluca. Zi, Zinacantepec. n, tamaño de la muestra, i.i. infestación intensa. i.B. infestación baja.
fuente: elaboración propia.



Análisis de dna

la   extracción   dna    genómico   se   realizó   usando   el   método   ctab    (bromuro hexadeciltrimetilamonio) de Zhou et al. (1999), con una modificación que consistió en lavar el tejido tres veces para eliminar lo mejor posible sustancias como taninos, fenoles, quinonas que se encuentran de forma abundante en el tejido acicular maduro y pueden dificultar la extracción de dna (puchooa, 2004). el dna se diluyó en una solución buffer tris-edta  (te) hasta 70 µl y se conservó a -20°c para su evaluación cualitativa (electroforesis) y cuantitativa (biofotómetro).
para la amplificación de dna  por reacción en cadena de la polimerasa (pcr), la
reacción contenía la siguiente concentración final: pcr buffer amonio 1x, Mgcl2 (2.5mm), dntps (800 µM mix), primer (0.2µM por primer), taq dna polimerasa (0.5 u), dna genómico (10 ng/µl), para un volumen final de la reacción de 10 µl. para la amplificación de dna, se probaron cebadores para marcadores tipo rapds, issr, assr  y genes homeóticos; distribuidos en núcleo, mitocondria y cloroplasto (cuadro 5.2).
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los  productos  obtenidos  del  pcr   se  sometieron  a  electroforesis  en  geles  de agarosa 1.5%, en una solución tampón tae durante 90 minutos. los corrimientos se visualizaron con bromuro de etidio en un transiluminador uvp.

Cuadro 5.2
Cebadores utilizados para amplificar dna de núcleo
Cebador	Secuencia (5’→3’)

uBc 254	cgc ccc cat t
assr-15	ctc tct ctc tct cta tg
assr-29	ctc tct ctc tct ctg ta
cox 3in	For (gta gat cca agt cca tgg cct)
rev (gca gct gct tca aag cc)
10 ff/rr	for (cag aag ccc aag ctt atg gc)
rev (cgg att gat cct aac cat ac)
Marcadores reportados en Yamagishi et al., 2012 (ubc  254, assr-15 y assr-29), cox, Wang et al, 2000 (mitocondria). utilizados en P. hartwegii para amplificación.
fuente: elaboración propia.




los datos obtenidos de los corrimientos electroforéticos, tanto para las isoenzimas como para los marcadores moleculares, fueron registrados con evidencia fotográfica. para los marcadores isoenzimáticos se consideró la presencia de bandas como zonas activas, es decir, la presencia de una banda se tomó como dominancia y la ausencia como recesividad. para los marcadores de dna, la presencia de la banda significó un alelo dominante y la ausencia indicó el alelo recesivo.


Análisis estadístico

los datos obtenidos de los corrimientos electroforéticos, tanto para los marcadores de dna como para las isoenzimas, fueron ordenados para construir una matriz binaria en la cual la presencia de una banda se registró como (1) y la ausencia como (0). al usar
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el programa popgene 32 (Yeh et al., 1999) se obtuvieron los siguientes parámetros estadísticos para el estudio de genética poblacional: flujo génico (Nm), número observado de alelos por locus (na), número efectivo de alelos por locus (ne), diversidad genética de Nei (h), heterocigosidad (H), heterogeneidad poblacional (estadísticos de wright), y distancias genéticas (D). se estimó también la distribución geográfica de la variabilidad genética con pruebas de correlación lineal entre la variabilidad genética de cada marcador utilizado y la altitud de los puntos de muestreo para verificar la existencia de algún tipo de relación entre estas variables; para estas pruebas se utilizó el programa stathgraphics 4.1.


resultados  y discusión

Frecuencia de descortezador y muérdago

De los 180 árboles muestreados, se encontraron 39 (c), 78 (d), 31 (m) y 32 (m y d). las 27 zonas de muestreo tuvieron presencia de descortezador; las zonas de muestreo en donde no se encontraron árboles sanos (c) eran zonas con una ocupación de suelo de pastizal inducido o vegetación secundaria, que son coberturas que, como lo refiere endara (2010), son susceptibles a infestación por la disminución de masa arbórea y en las cuales son comunes prácticas de presión antrópicas como el ocoteo.
en las zonas estudiadas se registraron cinco tipos de Arceuthobium diferenciados por el color (amarillo, verde, negro, anaranjado y rojo), y una especie del género Psittacanthus (figura 5.2). en el apffnt sólo se tiene el reporte de A. globosum subsp. grandicaule (muérdago amarillo) (figura 5.2a) y A. vaginatum subsp. vaginatum (muérdago negro) (figura 5.2c) para P. hartwegii (endara, 2010). el muérdago amarillo fue el predominante.











76

Diversidad genética de dos especies de coníferas en el Nevado de Toluca...


Figura 5.2
 (
A
) (
B
) (
C
)Muérdago enano (Arceuthobium) encontrado en el apffnt

 (
D
)  (
E
)  (
F
)
Tipos de muérdago: A. amarillo, B. verde, C. negro, D. anaranjado y E. rojo. F. género Psittacanthus.
fotografía de amaury Martín arzate fernández.

se confirmó la presencia de D. adjunctus, como el principal insecto descortezador que infesta a P. hartwegii en el apffnt (figura 5.3).

Figura 5.3 Descortezador en P. hartwegii
 (
A
)  (
B
)  (
C
)
a. galerías, B. grumo de resina, c. árbol con gran número de grumos de resina. fotografía de amaury arzate fernández.
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los resultados de diversidad genética para P. hartwegii se analizaron de dos maneras:
1) para relacionarlos con una posible resistencia genética y 2) para relacionarlo con la distribución geográfica.


Diversidad genética y resistencia a descortezador y muérdago

Análisis de bandeo: en comparación con otros estudios en el género Pinus (Hernández,  1990; tolun  et  al.,  2000;  ledig  1998;  sáenz  y tapia,  2003),  de  los sistemas electroforéticos ensayados, sólo se presentó actividad con pox (cheliak y pitel, 1984). con los marcadores de dna se obtuvieron amplificaciones para: rapd (ubc 254), assr (assr-15, assr-29), gen homeótico de mitocondria (cox3in) y un cpssr (10ff/rr), siendo más eficaces éstos con respecto a los marcadores bioquímicos. los  patrones  de  bandeo  (pb)  (cuadro  5.3,  figura  5.4)  se  consideraron  por  el número de combinaciones distintas, las cuales originaron el número de bandas totales en los 180 individuos: bandas monomórficas, si estaban presentes en todos los individuos, bandas polimórficas, si tenían una frecuencia menor que 95% (o 99%),
bandas específicas, si sólo pertenecen a una población y bandas raras, si su frecuencia era menor a 5.
los marcadores de cloroplasto y mitocondria presentaron una banda monomórfica, la cual sugiere que las zonas de muestreo del apffnt se originaron de una misma población inicial, que se ha aislado de otras zonas de muestreo localizadas en el eje transversal, principalmente por la eliminación de los corredores biológicos a causa de la fragmentación del hábitat (iglesias et al., 1997; Musálem y solís, 2000).
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Cuadro 5.3
Bandas encontradas con los marcadores utilizados, de acuerdo con su frecuencia de aparición en los 180 árboles de P. hartwegii muestreados

	Tipo de marcador
	Bandas totales (PB)
	Bandas monomórficas
	Bandas polimórficas
	Bandas específicas
	Bandas raras

	poxcat
	5 (10)
	0
	5
	0
	0

	
	
	(0%)
	(100%)
	(0%)
	(0%)

	poxan
	3 (6)
	0
	3
	0
	0

	
	
	(0%)
	(100%)
	(0%)
	(0%)

	ubc 254
	11 (44)
	0
	11
	0
	1

	
	
	(0%)
	(100%)
	(0%)
	(9.9%)

	assr-15
	7 (17)
	0
	7
	0
	0

	
	
	(0%)
	(100%)
	(0%)
	(0%)

	assr -29
	11(40)
	0
	11
	0
	1

	
	
	(0%)
	(100%)
	(0%)
	(9.9%)

	mtdna cox3in
	8(10)
	1
	7
	0
	4

	
	
	(12.5%)
	(87.5%)
	(0%)
	(50.0%)

	cpdna 10ff/rr
	7 (9)
	1
	6
	1
	3

	
	
	(14.3%)
	(85.7%)
	(14.3%)
	(42.8%)

	fuente: elaboración
	propia.
	
	
	
	





Análisis de patrones de bandeo: los patrones de bandeo (pb) generados con pox y los marcadores de dna, sugieren una posible resistencia a muérdago y/o descortezador.
en el caso de pox, el pb 2 de la región del cátodo (figura 5.4) se encontró únicamente en los árboles sanos, se sabe que pox participa en muchos procesos celulares y cambios metabólicos debido a que catalizan la oxidación de diversos sustratos. contribuyen al control de la fotorrespiración, a la respuesta a diversos tipos de estrés, en la biosíntesis y depósito de lignina (lignificación) de paredes celulares, en la formación de flavonoides, en el catabolismo oxidativo del ácido indolacético. al fortalecer la pared celular, favorecen la resistencia a patógenos, la respuesta defensiva a heridas y previenen el ataque de insectos (Domínguez et al., 2008).
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Figura 5.4
Enzimograma esquemático y representación fenotípica de la isoenzima pox

los  números  en  el  margen  derecho  de  cada  imagen  representa  el  número  de  bandas  totales  encontradas,  y  los números en la parte inferior representan los patrones de bandeo (pb) que se obtuvieron de la combinación de las bandas totales obtenidas. o: origen del corrimiento.
fuente: elaboración propia.


con el iniciador ubc 254, los pb de árboles control presentaron siempre una banda de 1 700 pb. asimismo, con el iniciador assr-15, los árboles control o sanos (c) no presentaron una banda de 500 pb. el iniciador assr-29, produjo 42 pb, dos de ellos exclusivos para los árboles sanos (c). en el caso de cox3in los árboles sanos no presentaron algunas bandas (figura 5.5). el iniciador 10ff/rr presentó una banda de aproximadamente 400 pb en árboles infestados. se conoce que los árboles que han presentado resistencia genética a alguna plaga deben ser heterocigóticos, hasta ahora, ni los homocigóticos dominantes ni los recesivos han resultado ser resistentes a las plagas.
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Figura 5.5
Productos de pcr en muestras de P. hartwegii, usando los cebadores para mtdna Cox3in

M, marcadores escalera (de 100 a 3000 pb y de 50 a 700 pb) del individuo 1001 al 2001, donde los primeros dos dígitos indican el número de población, y los dos últimos dígitos indican el número de individuo.
fuente: elaboración propia.


con una prueba de Kruskal Wallis, los iniciadores ubc 254 (t= 11.02, p= 0.0115)  y 10ff/rr (t= 7.62, p= 0.05) se rechazó Ho, encontrando diferencias significativas entre los pb de árboles sanos y árboles infestados. es decir, los segmentos encontrados en árboles sanos, posiblemente estén ligados a la resistencia de P. hartwegii ante el muérdago y el descortezador.
estos resultados coinciden con los de Devey et al. (1995), Kondo et al. (2000) y liu et al. (2006); ellos encontraron segmentos de dna ligados a genes de resistencia a diversas plagas en pinos a través de marcadores rapd, en este estudio se obtuvo mayor número de pb exclusivos para árboles sanos con el iniciador ubc 254 (una banda de 1 700 pb). este alelo, posiblemente esté relacionado con un gen de resistencia, de los miles contenidos en el genoma de las coníferas que aún no han sido estudiados.
los marcadores rapd  no son los únicos que han sido relacionados con genes de resistencia a plagas (Devey et al., 1995), sino igualmente con marcadores rflp y ssr. en este estudio el marcador ssr de cloroplasto presentó una banda para los árboles sanos. las bandas que posiblemente estén ligadas a resistencia, en el caso de cada marcador utilizado, puede mostrar resistencia al muérdago o al descortezador, pero de manera general se ha descrito que producen resistencia a más de una plaga. estos fragmentos pueden relacionarse con la expresión de producción de los compuestos primarios y
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secundarios de defensa, como la producción de resina, oleorresinas y terpenos de los sistemas resiníferos de las coníferas, ya que están bajo un control genético estrecho y son indicadores muy valiosos de la diversidad genética (vargas et al., 2002).
Análisis de diversidad genética: la diversidad genética (h) fue mayor para el
marcador pox, especialmente en los árboles parasitados por m y d (hpoX= 0.2746) y menor para el marcador de mitocondria (h= 0.0439), valores menores a los reportados por vargas et al., 2002. pox con los mayores niveles de heterocigocidad incluso que los marcadores ncdna sugiere que las condiciones del ambiente están aportando un papel importante sobre la diversidad genética de estos grupos (Burdon y Marshall, 1983).
Número de alelos observado y efectivo por locus (na, ne): el número de alelos por locus (na) fue de 1.7586, lo que implica que el número de alelos tiende a 2, es decir, son heterocigos, y el número de alelos efectivos (ne) fue cercano a 1.3, es decir, es bajo el número de alelos que se están transfiriendo de una generación a la siguiente. estos valores bajos de na y ne, por consecuencia actúan sobre los valores de diversidad genética de nei (h= 0.2746), los cuales también fueron menores con respecto a otros estudios (h>0.35), pero mayores en árboles infestados sobre los control o sanos; como resultado de la selección natural entre los pinos y sus hospederos, pues se ha demostrado que deben mantener una mayor diversidad genética como consecuencia del gran número de parásitos que los atacan (sánchez et al., 2005). para los pinos infestados, el hecho de tener mayor diversidad genética no presenta una desventaja biológica ante sus hospederos (pues son individuos más propensos a ser infestados por su “buena carga genética”), ya que como establece la teoría de coevolución parásito-hospedero, en donde se propone que son los genes los que se seleccionan y no las características fenotípicas, se puede corroborar con este estudio que los parásitos son los responsables de la gran diversidad genética que se encuentra
en las plantas.
estos resultados se reafirman con la teoría de la coevolución “gen por gen”, la cual está basada en el hecho de que por cada gen causante de resistencia en el hospedero hay un gen correspondiente a la virulencia del parásito, el cual puede infestar a su hospedero cuando éste aún no ha desarrollado una estrategia para reconocer al inductor del parásito (como algún compuesto genético particular emitido por el parásito). si los genes con mayor diversidad son los que se están seleccionando y pasando de una generación a otra, la especie parásita debe evolucionar de igual manera para que ambas sigan coexistiendo. esta vía de la defensa y la contradefensa manejada
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por genes dominantes, como se mencionó anteriormente, es la que mantiene muchos polimorfismos en especies vegetales.
esta hipótesis ha sido válida por estudios como el de stock et al. (1992), quienes en un análisis de genética de zonas de muestreo del descortezador (Dendroctonus ponderosa), determinaron que éstos presentaban mayor polimorfismo, dependiendo de la región geográfica y de la especie a la que parasitan. asimismo, los descortezadores que habían parasitado a pinos con un floema delgado eran más polimórficos con respecto a los descortezadores que parasitaban pinos con un floema más grueso, debido a que los descortezadores son muy susceptibles a las presiones de selección.
esta resistencia también se ha medido por la producción de resina bajo condiciones de estrés ambiental, lo cual es un mecanismo de defensa que presentan las plantas determinado por los componentes genéticos (lombardero et al., 2000; vargas et al., 2002).
igualmente, Krabel y petercord (2000), con pinos y otras especies de coníferas demostraron que la susceptibilidad de infestación no es al azar sino que el parásito reconoce ciertas condiciones que le permiten infestar a un individuo y no a otro; como la producción de ciertos compuestos a manera de alcoholes, carbohidratos y proteínas, metanol (compuestos más comunes, que al parecer sirven de guía para la infestación). la producción de estos compuestos está determinada por las características genéticas encontradas en los individuos hospederos.
por otra parte, la resistencia genética del hospedero hacia el muérdago ha sido reportada para varias especies de pinos (roth, 1978; scharpf, 1984; scharpf, 1987). Dicha resistencia, en el caso del muérdago como plaga, puede explicarse por el grosor de la corteza del pino, ya que es en ésta donde llegan sus semillas, dependiendo del grosor de la corteza se hace más o menos lenta su inserción, por lo que un pino con una carga genética de más calidad (mejores genes) puede producir una corteza de mayor grosor y así evitar o retardar el tiempo de infestación por muérdago.
Flujo génico (Nm): fue alto con todos los marcadores (nmpoX= 17.41 y nm 10ff/rr=
5.7224) entre todas las categorías de árboles, lo que hace que estén poco diferenciadas genéticamente y al mismo tiempo presenten niveles de diversidad intrapoblacional (Hs= 0.2344) mayores respecto a la diversidad genética interpoblacional (gst= 0.0279),
posiblemente por la estructura de cada categoría (edad, densidad, movimiento), estos
factores sugieren que la infestación de árboles es genética, pero depende en gran medida de las características intrínsecas de cada árbol (pastorino et al., 2006). estos
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factores a largo plazo van disminuyendo la diversidad genética, ya que homogeneízan las zonas de muestreo y facilitan la infestación por muérdago y descortezador al mantener poca diferenciación entre los grupos de muestreo (ledig, 1998).
Distancia genética: de acuerdo con los datos obtenidos se generaron cuatro dendrogramas, en los cuales se agrupaban, aunque de manera diferente, los árboles infestados, dejando de lado a los árboles control.
con la isoenzima pox, el grupo más distante fue myd, el cual mostró mayor diversidad genética (h= 0.2746). el dendrograma generado por los marcadores de núcleo relaciona a las tres categorías de árboles infestados (m y d, d y m), especialmente porque los alelos (na y ne) para las tres categorías son muy cercanos, a diferencia
de los árboles c que tienen el valor de na más bajo (1.7586). con el marcador de mitocondria se obtuvo la menor dg (0.0007). este marcador de mitocondria agrupa a los árboles de las categorías c y m, cuyos valores de h= 0.04 son los más pequeños (figura 5.6).
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Figura 5.6 Dendrograma de distancias  genéticas
entre los grupos de árboles por presencia/ausencia de infestación
 (
a
) (
B
)

 (
c
)	 (
D
)
generados por los iniciadores utilizados en este estudio para los marcadores: a) isoenzima pox, b) iniciador de núcleo (ubc254, assr-15 y assr-29), c) de mitocondria y d) de cloroplasto.
fuente: elaboración propia.
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Diversidad genética y distribución geográfica

Patrones de bandeo: se realizó una prueba de Kruskal Wallis para descartar que los pb
son similares entre las 27 zonas muestreadas (t= 106.37, p= 0.0000).
los  pb  se  relacionaron  con  el  hábitat  (uso  de  suelo,  las  coordenadas  utm  (x, y),  la  altitud)  de  los  árboles  muestreados.  las  diferencias  fueron  estadísticamente significativas (r2= 21.30% p<0.05) con todos los marcadores. específicamente con los iniciadores assr-15 y 10 ff/rr se observó que conforme aumenta la altitud a la que se encuentra una población disminuye la diversidad genética ya que el factor altitudinal ha determinado la formación de razas geográficas con variación regional y aislamiento genético total entre ellas, además del pequeño tamaño de los puntos de muestreo y la disminución de recursos ambientales conforme aumenta la altitud. esto es común en especies como los pinos con polinización cruzada, lo cual se facilita enormemente
con la fragmentación del bosque de pino presente en el apffnt y la disminución del tamaño efectivo de la población (Hernández, 1990; oshakawa e ide, 2007).
Número de alelos observados y efectivos por locus: el número de alelos observados fue de 1.0 a 1.75, mientras que el número de alelos efectivos fue de 1.0 a 1.533, valores bajos con respecto a otras especies de coníferas (na= 2.29) (Hamrick et al., 1981), lo que indica que se mantienen las frecuencias alélicas entre las zonas de muestreo, pero el número de alelos efectivos es reducido por lo que la heterocigocidad fue baja para este marcador (0.0 a 0.2907). De manera general, hubo una disminución del número de alelos por locus, es decir una disminución de individuos heterocigos y en consecuencia el decremento de diversidad genética entre las zonas de muestreo. De acuerdo con ricklefs y Miller (2000), la variación genética decrece más rápido en zonas de muestreo pequeñas por la pérdida de alelos y ésta se debe a que hay pocos individuos, generalmente estos puntos de muestreo están aislados geográficamente en relación con otros (cuadro 5.4).
Diversidad genética de Nei: son pocas las especies de pinos con niveles isoenzimáticos bajos de diversidad genética como P. resinosa (Mitton, 1983) y P. pinceana (ledig et al; 2001), especies en proceso de cuello de botella y distribución geográfica limitada, respectivamente, pero con una diversidad genética mayor a la reportada para coníferas (h= 0.207). como se observa en el cuadro 5.4 hay zonas de muestreo completamente homogéneas, con ausencia de individuos heterocigos para los loci de pox (h= 0.2327). De acuerdo con adams (1983), los niveles de
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heterocigocidad en marcadores isoenzimáticos se correlacionan positivamente con la velocidad de crecimiento de los árboles y con genes que controlan características cualitativas de importancia económica. es decir, que esta disminución de heterocigocidad posiblemente traiga consigo una baja en la calidad de los árboles para la economía estatal. estas estimaciones conllevaron a la ausencia de loci polimórficos en algunas zonas de muestreo.

Cuadro 5.4
Estadísticos evaluados de diversidad genética de P. hartwegii

 (
Isoenzima
Núcleo
Mitocondria
Cloroplasto
Pox
ubc
254, 
assr
-15, 
assr
-29
cox 
3in
10
ff
/
rr
na
2.0
2.0
1.83
1.85
ne
1.36
1.32
1.03
1.09
H
0.2307
0.2127
0.0331
0.0764
pl
8
9
5
6
(%pl)
(100)
(31)
(81.3)
(85.71)
H
t
0.2286
0.2463
0.0260
0.0876
H
s
0.1263
0.1059
0.0212
0.0474
g
st
0.4476
0.5699
0.1848
0.4567
nm
0.6172
0.3774
2.2054
0.5948
)Parámetro















Na: número de alelos por locus, Ne: número efectivo de alelos, h: diversidad genética de nei, heterocigocidad, PL: loci polimórficos (%): porcentaje de loci polimórficos, Ht: diversidad genética total de un locus, Hs: diversidad genética dentro de las poblaciones, GST: diversidad genética entre poblaciones y Nm: flujo genético, el tamaño de muestra para cada marcador fue de 180 árboles.
fuente: elaboración propia.



Flujo génico: indica que no hay un solo migrante por generación, a excepción de la semilla (mitocondria), que son dos migrantes por generación con los valores más bajos con el marcador de núcleo debido al bajo porcentaje de loci polimórficos (31%). De acuerdo con Wright (1965), se requiere un mínimo de cuatro migrantes por generación para mantener un balance que evite poco flujo genético y consecuentemente deriva génica. por lo tanto, la polinización cruzada no está siendo eficiente, pues no hay un
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transporte adecuado de polen entre las zonas, además son zonas pequeñas, con pocos individuos reproductivos, con demasiados árboles viejos y fragmentación del hábitat y por tanto asilamiento geográfico, lo que conlleva a endogamia.
en el caso de especies leñosas, un aumento en la endogamia reduce la tasa de crecimiento, ocasiona pérdida de vigor y una menor producción de semilla (squillace, 1970; ledig, 1998). como está sucediendo en las zonas de muestreo de P. hartwegii, en  el  cofre  de  perote  y  pico  de  orizaba,  veracruz  (solís  e  iglesias,  2001;  lópez, 2003), donde las zonas de muestreo de esta especie tienen bajos porcentajes de germinación (menos de 10%) y más del 50% de las semillas están vacías, con un impacto significativo en las tasas reproductivas de la especie; además, su tamaño poblacional es pequeño y los individuos se encuentran restringidos espacialmente.
como se mencionó anteriormente, la diversidad genética total (Ht= 0.2463) de
P. hartwegii fue baja con respecto a otros estudios de coníferas. la diversidad genética dentro de las zonas de muestreo (Hs) fue de 2 a 12%, estos valores tan bajos de
(Hs= 0.12) permiten inferir que el cruzamiento de la especie está bajo un modelo de
panmixia (todos los individuos tienen las mismas posibilidades de aparearse con todos los individuos). estos resultados indican que las zonas de muestreo se han originado a partir de pocos progenitores femeninos y el polen se distribuye de manera azarosa para la reproducción entre todos los individuos que componen las zonas muestreadas. la  diversidad  genética  dentro  de  las  zonas  de  muestreo  fue  más  baja  (Hs=
0.1263) que entre las zonas de muestreo (gst= 0.4476). es decir, que los árboles son
más parecidos dentro de una zona de muestreo, posiblemente como una respuesta adaptativa a la homogeneidad espacial y temporal del hábitat (altitud, posición geográfica, vegetación, pH, humedad, dirección de los vientos, fisiografía, etc.) donde se encuentra cada población. esto sugiere también, que estas características del hábitat son diferentes entre cada población, lo que hace que 44.76% de la diversidad genética total esté entre cada una de las zonas de muestreo. esto coincide con lo que han reportado otros autores en plantas leñosas con entrecruzamiento, referente a que hay mayor variación genética dentro de las zonas de muestreo que entre zonas de muestreo (Hamrick y godt 1996; Yeh et al., 1999; schierenbeck et al., 1997; Heaton et al., 1999).
otra probable causa de la gran diferenciación entre zonas de muestreo es el hecho de estar siendo de mayor impacto la autofertilización para moldear la estructura genética de las zonas de muestreo de P.  hartwegii en el apffnt y, por tanto, los
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individuos dentro de cada población son muy similares y a su vez diferentes con los árboles de otras zonas de muestreo, lo que las ha diferenciado. la autofertilización de las zonas de muestreo de P. hartwegii potencialmente es efecto de que el mayor número de árboles que compone cada población son adultos viejos, por lo que son pocos los adultos reproductores (30%), algunos puntos de muestreo están muy fragmentados lo que disminuye el porcentaje de polinización cruzada (parraguirre, 2002).
Distancia genética: hubo una notable diferencia entre las dg de las zonas de muestreo más cercanas y las más alejadas (0.0015 a 0.7702), las zonas de muestreo de la zona noroeste (1, 2, 3, 4, 5, 6, 11, 12, 22) son muy homogéneas en su diversidad genética, la mayoría de estas zonas de muestreo estuvieron siempre agrupadas en los dendrogramas (figura 5.7). esta zona, además de pinos, está conformada por abetos (Abies religiosa), son zonas de muestreo con menor altitud (3 400 msnm). el 42.85% de las zonas de muestreo con árboles sanos (6/14) se encontraron en esta zona.
asimismo, las zonas de muestreo localizadas en los límites del apffnt (7, 10, 14, 15, 19, 21, 23, 24) y a una altitud mayor a los 3 400 msnm hasta llegar a los 4 200 msnm son las que presentaron menor diversidad genética. Mitton (1983) muestra que las zonas de muestreo de algunas coníferas localizadas en la periferia presentan bajos  niveles  de  diversidad  genética.  la  poca  diversidad  genética  a  mayor  altitud posiblemente se debe a que son las zonas más cercanas al límite del parque, lo que conlleva a un contacto con una mayor presión del hombre. según inegi (2005), la población vinculada al apffnt rebasa los 80 000 habitantes, es considerada una zona vulnerable alta, sujeta a tala, ganado, extracción de recursos naturales y agricultura.
con el marcador de mitocondria (herencia materna) se observó una menor dg entre varias zonas de muestreo lo que indica que son pocos los progenitores femeninos que se han mantenido en estas zonas, en contraste, el polen tiene una mayor dinámica en el agrupamiento de las zonas de muestreo, aunque algunas de éstas tuvieron una dg= 0.0 (figura 5.7).
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Figura 5.7
[image: ][image: ][image: ][image: ]Dendrograma de los 27 puntos de muestreo, localizados con los marcadores estudiados

parte superior a. pox, B. ncdna (rapd; assr), parte inferior: a. mitocondria cox3in, B. cloroplasto ssr.
fuente: elaboración propia.
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el dendrograma para el gen mitocondrial cox3in muestra que se formaron tres subgrupos, para este caso se asume que todas las zonas de muestreo de P. hartwegii localizadas en el apffnt se originaron de una misma población ancestral, con pocos progenitores lo cual se confirma con la presencia de una banda monomórfica. este dendrograma no aporta coancestría pero sí similitud en una herencia materna y relacionada con los tipos de uso de suelo en los que se muestrearon los pinos.
los  resultados  son  similares  a  los  de  parraguirre  (2002)  con  P.  gregii,  donde tampoco hubo un patrón de relación entre la diversidad genética de las zonas de muestreo y las regiones geográficas, debido, tal vez, a que son especies endémicas. además, la diferenciación de las zonas de muestreo depende más del movimiento de los individuos entre las zonas de muestreo que de las fuerzas de selección y mutación. los valores de diversidad genética observados en este estudio fueron menores en
las zonas de muestreo ubicadas al noroeste del apffnt, con respecto a las zonas de muestreo en la zona centro del apffnt. estas condiciones están llevando a las zonas de muestreo de P. hartwegii en el apffnt a la deriva génica. Ya que se están formando subpoblaciones aisladas por distancia, que a su vez forman una metapoblación (conjunto de subpoblaciones locales interconectadas por flujo génico) en el apffnt aislada de otras poblaciones de la faja neovolcánica principalmente, estos factores aumentan la posibilidad de deriva génica en la especie.
como lo demuestra el trabajo de candeau y franco (2007), el cambio de uso de suelo es dañino para especies del género Pinus, en particular; los individuos que se localizan en la zona del cráter con una pérdida de 8 000 hectáreas de bosque, además, no se ha tenido mejora a pesar de los intentos realizados para la recuperación de estas zonas. en un contexto global del apffnt, en el 2000 tuvo una disminución del 40% de bosque de pino, específicamente por la extracción intensiva y semiintensiva de la madera con fines comerciales. pues, contradictoriamente a lo que se presentaba tres décadas atrás, el uso de suelo para actividades de agricultura se ha visto disminuido. por una parte, porque los suelos del área no son para uso agrícola, sino son de vocación
forestal (inegi 2001) y, por otra, porque los labriegos han encontrado más redituable
las actividades maderables.
además de la fragmentación del hábitat, ocurre la extracción de otros recursos. el musgo, por ejemplo, es removido del suelo en grandes cantidades (toneladas) para uso ornamental, especialmente en las épocas navideñas, su papel es básico dentro de la dinámica de los bosques para mantener la humedad, detener la erosión, interceptar
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la lluvia, absorber los contaminantes del aire y favorecer el desarrollo de plantas y animales. asimismo, se realizan actividades como la ganadería, el cultivo de peces (trucha) y la extracción de recursos minerales.
estos resultados suponen una preocupación mayor, debido a que cada población tiene un pool genético importante para la adecuación de las demás zonas de muestreo, por lo que debe conservarse al menos un porcentaje de cada población para mantener la especie en el apffnt. algunos rasgos dependen de la distribución espacial (latitud y altitud) de la especie, en este caso de la distribución altitudinal (Mitton, 1983).


conclusiones

P. hartwegii tiene bajos niveles de diversidad genética (h= 0.20) en el apffnt, y en comparación con otras especies de pinos (h= 0.35).
los pinos con muérdago o descortezador tuvieron mayor diversidad genética en comparación con otros del apffnt, posiblemente como un mecanismo de evolución. a través de los marcadores rapds se encontraron alelos importantes para seleccionar
árboles resistentes a las plagas de muérdago y descortezador.
con  el  marcador  microsatélite  de  cloroplasto  (10ff/rr)  se  encontraron  alelos relevantes que se relacionan con la distribución geográfica de la especie en el apffnt. la  mayor  diversidad  genética  se  encontró  entre  puntos  de  muestreo  debido  a que el sistema de entrecruzamiento no está siendo efectivo en cuanto al transporte de
polen, posiblemente por:
a) la fragmentación del hábitat, tala y poblaciones con pocos árboles reproductivos.
b) los árboles dentro de cada población se están autofecundando lo que conlleva a la pérdida de alelos que no son frecuentes y la fijación de los más frecuentes.

la fijación de los alelos más frecuentes aumenta el número de homocigos y disminuye el número de heterocigos, por lo que la diversidad genética es baja con respecto a otras especies, causando deriva génica en las poblaciones de P. hartwegii en el apffnt.
así, las zonas de muestreo conforman poblaciones genéticas, que a su vez constituyen una metapoblación de P. hartwegii en el apffnt.
a través de estos resultados se pueden sentar las bases para proponer un programa de conservación de P. hartwegii en el apffnt basado en estrategias in situ y ex situ.
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a continuación se presentan algunas recomendaciones para el manejo y la conservación de P. hartwegii en el apffnt.


recomendaciones

ante la problemática y los resultados expuestos en el presente estudio se justifica que se tomen en cuenta las propuestas de conservación, basadas en los recursos genéticos de los pinos, de lo contrario algunas zonas de distribución de esta especie podrían desaparecer; originando el aumento de temperatura, la disminución de lluvia y con ello de los cuerpos de agua que abastecen el occidente del estado de México, así como la alteración de las redes tróficas, la desaparición de especies endémicas y la reducción de ingresos económicos para ciertos sectores de la sociedad.
Hernández (1995) apunta que cuando hay poca diversidad genética es conveniente utilizar técnicas silvícolas en lugar de métodos genéticos. los métodos genéticos son útiles  para  seleccionar  caracteres  de  valor  económico.  la  diversidad  genética  de  P. hartwegii fue baja (h= 0.2) con respecto a la mayoría de las coníferas (h= 0.35), pero similar a otras especies de Pinus que de igual manera a esta especie han sido clasificadas como raras o endémicas.
De acuerdo con la información derivada del presente estudio se sugiere implementar las siguientes estrategias de conservación in situ:
· Formación de barreras entre áreas sanas y enfermas con semillas de individuos
con diferentes niveles de resistencia a plagas y enfermedades.
· Permitir el corte gradual de individuos altamente infestados, especialmente en las zonas con árboles viejos.
· Crear unidades genéticas de estricta conservación con los individuos de mayor
diversidad genética, en ellas se puede permitir la tala de un máximo del 15% de acuerdo con el número de migrantes por generación.
· Crear  unidades  genéticas  de  semiconservación  con  los  individuos  de menor
diversidad genética, en donde puede talarse hasta un 30% de la población.
· Formar corredores de vegetación con la especie respectiva en las zonas altamente fragmentadas para estimular la dispersión de semilla y polen (flujo genético).
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Y como una medida de conservación ex situ se sugiere:
clonar individuos de poblaciones con alta diversidad genética y reintroducirlos en áreas de baja diversidad genética.
la  reforestación  no  debe  incluir  especies  exóticas  (que  no  pertenecen  a  este ecosistema) como cedro blanco (Cupressus sp.) que compiten con las especies nativas y causan daños a las condiciones fisiográficas del lugar. este estudio debe complementarse con aspectos fisiográficos para mantener los sistemas de cruzamiento, dispersión de polen y semillas. considerar cuántos individuos debe de conservarse, para el caso de coníferas se recomienda proteger de 1 500 a 20 000 individuos para asegurar un tamaño efectivo de la población (árboles reproductores). finalmente, es preciso promover la cultura  ambiental  para  la  protección  del  apffnt,  ya  que  depende  de  la  sociedad  el cuidado de los ecosistemas, pues son vanos los esfuerzos científicos y tecnológicos si no hay una concientización ecológica de nuestro ambiente por parte del ser humano.


caso ii: abies religiosa

introducción

el oyamel (Abies religiosa (hbk) schltdl. et cham.) forma bosques cuyas áreas de mayor extensión se encuentran en la faja volcánica transmexicana (fvtm), donde domina el estrato arbóreo superior y es además una especie sombrilla, es decir, sus poblaciones son indicadoras de la salud del ecosistema, y su existencia asegura la permanencia de muchas especies, por lo tanto, los bosques de oyamel albergan una gran riqueza de especies (sánchez et al., 2005).
los  bosques  de  Abies  religiosa  pueden  encontrarse  naturalmente  en  sistemas montañosos, dentro de un gradiente altitudinal lo que conduce a su vez a la diferenciación de las poblaciones a mayores altitudes, las condiciones ambientales son mucho más drásticas y las plantas dependen de microclimas y condiciones topográficas específicas que crean una marcada diferencia fenológica (rzedowski, 1981).
las  comunidades  de  oyamel  presentan  una  mayor  abundancia  de  especies  de plantas y animales, así como mayor densidad de sus poblaciones, porque forman una comunidad más densa, con mayor volumen de germoplasma y con estratos arbustivos, herbáceos y rastreros que contienen mayor diversidad biológica,   por
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ejemplo, conforman el hábitat de hibernación de la mariposa monarca (Danaus plexippus l.); el gran follaje de los oyameles provoca además un ambiente de sombra y humedad que permite la proliferación de hongos, musgos, helechos y hepáticas. esta condición de humedad interna del bosque se vuelve negativa cuando se derriban los árboles y se dejan restos o desperdicios de madera dentro del bosque, ya que esto ocasiona la infestación de árboles en pie por hongos u otros organismos que pueden causar enfermedades (sánchez et al., 2005; villers et al., 1998).
el apffnt se encuentra bajo una constante presión por parte de los múltiples asentamientos humanos con los cuales interactúa, lo que ha provocado la fragmentación del hábitat a causa de la tala ilegal y desmedida de árboles, facilitando así la dispersión de parásitos descortezadores y muérdagos. como lo ha reportado endara (2010), en especial el oyamel está seriamente amenazado por dos parásitos: el muérdago enano (Arceuthobium abietis-religiosae) y el escarabajo descortezador (Pseudohylesinus variegatus).
resulta  evidente  que  a  pesar  de  estar  en  un  anp,  los  bosques  del  apffnt   se encuentran en un estado de deterioro preocupante, por un lado, las actividades antrópicas, principalmente la tala ilegal que conlleva el clareo de la masa forestal y ésta a su vez facilita la invasión de parásitos y enfermedades en el arbolado; y, por otro, el escaso o nulo manejo que se le ha proporcionado al bosque hacen necesario implementar estrategias de manejo y conservación efectivas que contrarresten el deterioro del bosque.
la  biología  de  la  conservación  intenta  proporcionar  una  base  para  el  manejo inteligente de los ecosistemas altamente perturbados y ayuda a entender los procesos funcionales de los ecosistemas para mantener su diversidad. la genética es una disciplina muy importante en la biología de la conservación, los principios genéticos son aplicados a la conservación y tal ha sido su impacto que ha surgido una disciplina llamada genética de la conservación, por supuesto, su fin es la conservación de los recursos genéticos con base en la diversidad genética (sáenz et al., 2003; frankham, 2003).
los programas de conservación frecuentemente ignoran la diversidad genética, misma que es responsable de eventos biológicos como la adecuación y adaptación de las especies.
por estos motivos se analizó la diversidad genética del oyamel (Abies religiosa (hbk) schltdl. et cham.) en el apffnt con cuatro tipos de marcadores moleculares: dna de cloroplasto (cpdna), mitocondria (mtdna), nuclear (ncdna), y con una isoenzima.
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materiales  y  métodos

la metodología fue la misma que se utilizó para P. hartwegii, con algunas modificaciones para Abies religiosa, las cuales se describen a continuación.


Selección de los puntos de muestreo y colecta del material vegetal

se colectó material vegetal (acículas) de 17 puntos de muestreo de Abies religiosa en el apffnt. se tomaron muestras de árboles que presentaban muérdago (Arceuthobium spp.) y rastros de presencia de descortezadores (Pseudohylesinus variegatus) (figura 5.8), además se colectó muestra de árboles aparentemente sanos o control.

Figura 5.8
 (
A
) (
B
) (
C
)Muestras de árboles que presentan muérdago y rastros de presencia de descortezadores

 (
D
)  (
E
)  (
F
)
a: Arceuthobium abietis-religiosae en ramas de Abies religiosa se observa el tumor en el sistema endofítico, brote nuevo; B: ramas de muérdago enano de oyamel; c: se observa la flor tetrámera de muérdago. D: efectos del descortezador en un bosque de oyamel del Área de protección de flora y fauna nevado de toluca, se observan individuos muertos, e: individuo adulto de descortezador de oyamel Pseudohylesinus variegatus, f: larva de P. variegatus.
fotografías de amaury Martín arzate fernández.
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se colectaron en total muestras de 128 individuos, se tomaron 100 g de acículas y se conservaron como las muestras de pino (figura 5.9).

figura 5.9
 (
A
) (
B
) (
C
)colecta de muestras de Abies religiosa en el apffnt

 (
D
)  (
E
)  (
F
)

a: toma de acículas, B: cálculo de diámetro a la altura del pecho (dap), c: cálculo de la altura, D: marcaje del árbol muestreado, e: acículas de oyamel colectadas en bolsa de polietileno, f: toma de georreferencia con un gps. fotografías de amaury Martín arzate fernández.


se localizó en un mapa del área cada uno de los puntos muestreados (figura 5.10), distribuidos en 14 localidades y 5 municipios que forman parte del anp (cuadro 5.5).









97

Arzate-Fernández | Gutiérrez-González | Heredia-Bobadilla


Cuadro 5.5
Localidades y municipios donde se encuentran los puntos de muestreo analizados de Abies religiosa (Ar), en algunas se asocia con Pinus hartwegii (Ph)


Localidad o punto de referencia	Municipio

Presencia de la especie (Ar/Ph)


	el capulín
	Zinacantepec
	ar/ph

	san francisco oxtotilpan
	temascaltepec
	ar/ph

	llano la lagunita
	amanalco de Becerra
	ar/ph

	cerca de llanos
	amanalco de Becerra
	ar/ph

	corral de piedra
	amanalco de Becerra
	ar/ph

	rosa Morada
	almoloya de Juárez
	ar/ph

	rosa Morada segunda sección
	almoloya de Juárez
	ar/ph

	cerro gordo
	coatepec Harinas y Zinacantepec
	ar/ph

	oeste de loma alta
	Zinacantepec
	ar/ph

	la ciénega
	Zinacantepec
	ar/ph

	Buenavista i
	Zinacantepec
	ar/ph

	Jara (entrada por ejido agua Bendita)
	coatepec Harinas
	ar

	puente caído (camino a tlacotepec)
	coatepec Harinas
	ar

	entrada a la tinaja
	coatepec Harinas
	ar


fuente: elaboración propia.
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Figura 5.10
 (
U T M
N O R T E
UTM OESTE 
)Ubicación de los puntos de muestreo en el Área de Protección de Flora y Fauna Nevado de Toluca, se muestran los municipios que conforman el área, y el número de población
fuente: elaboración propia.


Análisis isoenzimático

se hicieron pruebas con las enzimas peroxidasa pox (1.11.17), málica mal (1.11.40) y malato deshidrogenasa mdh  (1.11.37).
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Análisis de dna

se utilizaron dos iniciadores para cpdna, dos para mtdna, y dos iniciadores para ncdna (assr) para realizar la reacción en cadena de la polimerasa (pcr) (cuadro 5.6).


Cuadro 5.6
Iniciadores utilizados para amplificar dna de cloroplasto (cpdna) (Parducci y Szmidt, 1999), dna mitocondrial (mt dna) (Weng-Qing et al., 1999 y Wang et al., 2000) y dna nuclear (ncdna) (Yamagishi et al., 2002), con sus respectivas secuencias y nombres

	Tipo de marcador
	Nombre
	Secuencia

	cloroplasto
	trn-K
	5’-gggttgcccgggactcgaac-3’ (fw)
5’-caacggtagagtactcggctttta-3’ (rv)

	
	trnQ-trng
	5’-tcgaacctccgaataacagg-3’ (fw) 5’-cgcatcgttagcttggaag-3’ (rv)

	Mitocondria
	nad-5
	5’-ggaaatgtttgatgcttcttggg-3’ (fw) 5’-ctgatccaaaatcacctactcg-3’ (rv)

	
	cox 3 in
	5’- gta gat cca agt cca tgg cct-3’ ( fw) 5’- gca  gct  gct  tca  aag  cc-3’  ( rv) 

	núcleo
	assr-20
	5’-(ct)7atg-3’

	
	assr-15
	5’-(ct)7gca-3’


fuente: elaboración propia.


resultados  y discusión

Análisis de dna

los valores de variabilidad genética con los iniciadores de cloroplasto, mitocondria y núcleo para A. religiosa fueron altos comparados con los valores que se reportan para coníferas y otras especies de Abies, los más altos fueron para dna de cloroplasto (h= 0.02-0.3822), intermedios con dna mitocondrial (h= 0-0.3462), y bajos para dna nuclear (figura 5.11) e isoenzimas (h= 0-0.3362) (figura 5.12). a continuación se detalla el porqué de estos resultados.
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Flujo génico: fue muy bajo con todos los marcadores (nm= 0.17-0.58), esto es importante porque implica que se reduce el intercambio genético, es decir, provoca que las poblaciones estén diferenciadas genéticamente y al mismo tiempo presenten niveles de variabilidad genética intrapoblacionales (gst y fst) más altos que los interpoblacionales (Hs y H) (cuadros 5.7 y 5.8). todos los iniciadores utilizados para amplificar dna y la isoenzima pox presentaron niveles altos de polimorfismo (90 y 100%) (cuadro 5.7).

Figura 5.11
Polimorfismo en el genoma nuclear de A. religiosa
Bandas amplificadas con el iniciador de ncdna  assr15 del individuo 1505 al 1710, donde   los primeros dos dígitos indican el número de población, y los dos últimos dígitos indican el número de individuo. en los extremos se encuentra el marcador de peso molecular (m) con sus respectivos pesos expresados en pares de bases (pb).
fuente: elaboración propia.
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Figura 5.12
Enzimograma esquemático y representación fenotípica de la isoenzima pox para Abies religiosa
los números en la parte superior indican los patrones de bandeo (pb) que se obtuvieron de la combinación de las bandas totales obtenidas. o: origen del corrimiento.
fuente: elaboración propia.





Cuadro 5.7
Número de bandas amplificadas con iniciadores de dna de cloroplasto (cpdna), mitocondria (mtdna), núcleo (ncdna) y con la isoenzima pox,
para diecisiete puntos de muestreo de A. religiosa del apffnt, nd: dato no disponible
Marcador molecular

cpdna	mtdna	ncdna	Isoenzima
 (
cptrnK
cptrnQ-trng
cox-III
nad-5
assr
15
assr
20
Pox
número de bandas
10
8
8
5
7
10
4
Bandas polimórficas
9
8
8
5
7
10
3
r
ango
 
de
 
pa
r
es
 
de
 
bases
2900-2700
3000-300
700-50
900-300
1200-200
1700-400
nd
amplificadas de los
fragmentos amplificados 
porcentaje de polimorfismo
90%
100%
100%
100%
100%
100%
90%
fuente: elaboración propia.
)Parámetro
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Número observado y efectivo de alelos por locus (Na, Ne): el número efectivo de alelos por locus más alto se obtuvo con cpdna (ne= 1.7127), mientras que para mt dna y ncdna fue de 1.4931 y 1.4870, respectivamente. esto implica que el número de alelos variables tienden a ser 2, es decir, los loci analizados son en su mayoría heterócigos. esto queda muy claro si se analizan las medidas de diversidad genética restantes.

Cuadro 5.8
Valores de diversidad genética para cpdna, mtdna y ncdna en puntos de muestreo de A. religiosa del apffnt, nd: dato no disponible
Marcador molecular
	Parámetro de genética poblacional
	cpdna
	mtdna
	ncdna
	
Pox

	número observado de alelos (na)
	2.000
	2.000
	2.000
	nd

	número efectivo de alelos (ne)
	1.7127
	1.4931
	1.4870
	nd

	Diversidad genética de nei (h)
	0.4021
	0.2982
	0.2964
	0.2295

	Diversidad genética total por locus (Ht)
	0.3955
	0.3190
	0.2973
	nd

	Diversidad genética interpoblacional  (Hs)
	0.1870
	0.1571
	0.1589
	nd

	Diversidad genética intrapoblacional (gst /fst)
	0.5273
	0.5077
	0.4589
	0.5874

	flujo génico (nm)
	0.4483
	0.4849
	0.5895
	0.1756

	endogamia interpoblacional (fis)
	nd
	nd
	nd
	-0.3413

	reducción de la heterocigocidad (fit)
	nd
	nd
	nd
	0.4466


fuente: elaboración propia.



Diversidad genética de Nei (h) y heterocigocidad (H): la variabilidad genética de cpdna, mtdna y ncdna mostró niveles bajos de h (h= 0.2982-0.4021). la diversidad genética  total  por  locus  fue  alta  para  cpdna  y  mtdna  (Ht   0.2973-0.3955).  la diversidad genética interpoblacional fue baja en todos los casos (Hs= 0.1); de manera que  la  variabilidad  genética  intrapoblacional  (gst  ,  fst=  0.5)  fue  la  más  alta  (tal como se indicó por los niveles de flujo génico) (cuadros 5.7 y 5.8). los valores de h bajos para los marcadores de cpdna y mtdna pueden deberse a la manera en que se heredan ambos genomas; a saber, el cpdna se hereda vía paterna (polen) mientras
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que el mtdna se hereda vía materna (semillas), esto implica que ambos genomas pasan directamente a la descendencia sin recombinarse, por tanto, la diversidad  se reduce.
el polen se dispersa por el viento, pero si las poblaciones, como es el caso del apffnt, son fragmentadas el polen no tiene oportunidad de combinarse con todos los individuos, así, la diversidad de este genoma se ve reducida. es importante mencionar que el flujo génico por polen es suficiente para prevenir el aislamiento de las poblaciones, ya que éste es dispersado por el viento, pero si está limitado provoca diferenciación poblacional que aunque puede causar también mayor diversidad genética, implica que un mayor número de puntos de muestreo deban conservarse, pues cada uno representa un valor genético único (aguirre et al., 2000).
las semillas tienen oportunidades aún más bajas de viajar grandes distancias para incrementar la variabilidad, por esta razón es que la diversidad de este genoma tiende a ser la más baja para algunos parámetros (H, Hs  y Ht), nuevamente es muy probable
que la fragmentación del bosque impida la transmisión de semillas entre zonas, a esto
se le puede sumar el hecho de que la fauna que normalmente consume las semillas y las transporta a grandes distancias, es muy poca en los sitios de muestreo.
Estadísticos de Wright: con el marcador pox se pudieron obtener parámetros de estructura poblacional, llamados estadísticos de Wright. según los resultados obtenidos existe un exceso de heterocigotos (fis= -0.3413), el grado de desviación del
equilibrio de Hardy-Weinberg respecto a las frecuencias observadas y las esperadas
fue de fit= 0.4466, mientras que la diferenciación poblacional fue de fst= 0.5874 (cuadro 5.8), estos valores son muy similares a los reportados para las coníferas (ledig, 1997; parducci y szmidt, 1999; aguirre et al., 2000; ettl y peterson, 2001; shea y furnier, 2002; Jaramillo y Bousquet, 2005). estos resultados son congruentes
con las medidas de variabilidad antes mencionadas ya que el parámetro fit indica que existe endogamia entre los puntos de muestreo estudiados, lo cual explicaría también los valores bajos de h, Hs y de nm, lo cual a su vez implica que exista un alto grado de diferenciación poblacional, esto puede utilizarse a la hora de realizar propuestas de manejo, pues mientras más diferentes sean las zonas, más áreas se deberán conservar ya que cada una constituye un recurso único.
Distancia genética: con los datos obtenidos mediante los cuatro marcadores usados se generaron cuatro dendrogramas con base en las distancias y variabilidad genéticas, en dichos dendrogramas se formaron dos grupos principales, y se observó
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que además de su similitud genética, se agruparon los organismos analizados por similitudes ecológicas y ambientales (figura 5.13).
la distancia genética es otra forma de estimar en qué grado se diferencian los puntos de muestreo. en los dendrogramas se formaron dos grupos, por una parte, todos los puntos de muestreo que forman los grupos 1 en cada dendrograma son genéticamente parecidos, lo mismo para los grupos 2 de cada dendrograma, estos grupos se conformaron según el grado de similitud genética entre ellos, y no por su cercanía geográfica.
en el caso de los dendrogramas de cloroplasto (cpdna) y peroxidasa (pox) los grupos 1 contienen baja variabilidad y los 2 tienen alta variabilidad genética. para los dendrogramas de mitocondria (mtdna) y de núcleo (ncdna) los grupos 1 tienen alta variabilidad y los del 2 alta (figura 5.13).
el dendrograma de cloroplasto indica cómo puede estarse llevando a cabo     el flujo de polen. este genoma fue el de mayor diversidad genética, los puntos de muestreo del norte están separados genéticamente de los del sur y tuvieron menor diversidad genética; posiblemente esto se deba a que en esa zona el bosque está menos fragmentado, e implica que haya mayor flujo de polen y los puntos de muestreo sean más parecidos; en cambio, en los puntos de muestreo del sur el bosque de Abies está más fragmentado por lo que el flujo de polen se interrumpe en las zonas donde no hay oyameles y esto provoca diferenciación entre los puntos de muestreo.
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Figura 5.13
Dendrogramas para 17 puntos de muestreos de oyamel
[image: ]
(a) cloroplasto, (b) mitocondria, (c) núcleo, (d) pox. variabilidad genética (h) y altitud (msnm) de cada población se muestran a la derecha, debajo la distancia genética (dg), y los números 1 y 2 indican el grupo formado según su diversidad genética.
fuente: elaboración propia.


el dendrograma de mitocondria indica cómo es el flujo de semillas en las poblaciones del apffnt. se observa un agrupamiento de los puntos de muestreo del norte y en otro las del sur, sin embargo, dos de los puntos de muestreo del sur (16 y 17) probablemente, entraron en el grupo 1 (del norte), ya que el flujo de semillas por sí solo es muy difícil
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que se lleve a grandes distancias, la similitud en variabilidad genética de estos puntos de muestreo pudiera ser por la retención de polimorfismos ancestrales.
en cuanto a los dendrogramas de dna nuclear y pox, no se observó un agrupamiento que siguiera el mismo patrón (ubicación geográfica), más bien se advierte que los puntos de muestreo del norte se agrupan con algunos del sur, en ambos casos, cabe recordar que tratamos con un genoma que pasa por procesos de recombinación, tanto el dna del núcleo como la enzima peroxidasa contienen dna de progenitores femeninos y masculinos, por lo que no es de extrañar este agrupamiento.
esto tiene implicaciones para la conservación, en primera instancia, los grupos con alta variabilidad genética deberían ser sujetos a medidas de conservación in situ, y los de baja variabilidad a medidas de conservación ex situ.


Distribución geográfica de la variabilidad genética

según los análisis de correlación lineal existe una diferenciación altitudinal en los puntos de muestreo estudiados, siendo a mayores altitudes donde existen organismos con mayor variabilidad genética. esto es, se encontró una correlación positiva entre las variables altitud y variabilidad genética con los cuatro marcadores utilizados (cpdna y altitud: r2= 2.87, f= 3.73, p= 0.0557; mtdna y altitud: r2= 0.42, f= 0.54, p= 0.46;
ncdna y altitud r2= 12.7, f= 18.33, p= 0.0000; pox y altitud r2= 11.2, f=   15.91,
p= 0.0001).
la variabilidad de cpdna, además de ser alta, presentó diferenciación altitudinal. De esta manera, probablemente el flujo de polen es mayor a mayores altitudes, puesto que los puntos de muestreo que se encuentran a mayor altitud suelen estar menos perturbados, por lo tanto, es posible que el tamaño efectivo poblacional sea también mayor, y un mayor número de individuos participen en la transmisión de  polen.  los  marcadores  de  herencia  biparental  (isoenzimas  y  ncdna)  también mostraron diferenciación altitudinal, observándose que a mayor elevación hubo mayor variabilidad genética, lo cual es común en poblaciones que deben adaptarse a condiciones extremas, como ocurre en grandes altitudes, donde las temperaturas son muy bajas, la humedad disminuye y el suelo es más delgado; comúnmente en estos sitios se encuentran los mejores fenotipos (Bidwell, 1979). asimismo, ocurre que estos puntos de muestreo son los menos perturbados y la pérdida de individuos
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por tala es menor de manera que se conservan alelos diferentes a los de los puntos de muestreo que se encuentran a menores altitudes. estos puntos de muestreo pueden ser propuestos como unidades de conservación (sáenz y tapia, 2003).


La diversidad genética en coníferas y consideraciones para Abies religiosa

considerando el valor de gst = 0.188 reportado para coníferas (Yoshihiko et al., 2000) y comparándolo con nuestro resultado (gst= 0.5273), este último fue un valor alto probablemente debido a las altas tasas de variación interespecífica que posee este genoma, el cual es el más polimórfico en las coníferas debido a la presencia de múltiples regiones variables (parducci y szmidt, 1999). clark et al. (2000) reportaron un promedio de h= 0.76 para tres especies de coníferas, mientras que parducci et al. (2001) encontraron un h= 0.964 para tres especies de oyamel; por otra parte, en el presente estudio se encontró un h= 0.4021 (cuadro 5.8).
los niveles de variabilidad genética de cpdna obtenidos pueden considerarse altos para los puntos de muestreo estudiados, pues hay que recordar que este tipo de genoma se hereda del progenitor paterno y no existe recombinación y pasa linealmente a lo largo de las generaciones, por otra parte, debe considerarse que la tala excesiva provoca pérdida de individuos en los puntos de muestreo del apffnt, y esta eliminación de individuos trae como consecuencia la eliminación de alelos, por lo tanto, las áreas de Abies del apffnt se encuentran estables.
el genoma mitocondrial es heredado del progenitor materno en coníferas (liepelt et al., 2002); en el presente estudio, los valores de variabilidad genética obtenidos con mtdna fueron más bajos (h= 0.2982) que los de cloroplasto (h= 0.4021); ha sido ampliamente reportado que el genoma mitocondrial posee las tasas más bajas de evolución en las plantas (Zhang y Hewitt, 2003); la semilla (donde se encuentra este dna) tiene menor capacidad de dispersión en comparación con el polen; de manera que, si aunado a esto se consideran los problemas que atraviesan las poblaciones en el apffnt (tala, parásitos), la variabilidad genética mitocondrial disminuye mucho más. estos resultados son más altos que los reportados por Jaramillo y Bousquet (2005), quienes estudiaron la variabilidad genética mitocondrial de dos coníferas (Picea spp.) (h= 0.3242), atribuyendo los resultados a que las coníferas de dicho estudio presentaron indicios de hibridización a nivel de mtdna. en el apffnt   los
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bosques de oyamel son monoespecíficos, por lo que las probabilidades de que existiera hibridización son muy pocas.
la variabilidad genética a nivel de mtdna  en A. religiosa no ha sido reportada, así, para este caso, la variabilidad puede considerarse alta en el apffnt, debido a que el flujo génico fue muy bajo (nm= 0.1756-0.5895). esto indica la posibilidad de que los puntos de muestreo puedan estar pasando por un proceso de aislamiento  y cada población representa un valor único para la preservación de la adaptación y adecuación de la especie.
en este estudio la diversidad genética a nivel de dna nuclear (herencia biparental) fue de h= 0.2937 (cuadro 5.8). existen pocos estudios en donde se utilizó ncdna en el género Abies, por ejemplo, para A. guatemalensis y A. nordmanniana de gst= 0.137, y para A. nordmanniana, gst= 0.007 (petit et al., 2005), ambas especies
en peligro, pues sus poblaciones están severamente perturbadas. el Abies religiosa del
apffnt  presentó valor de gst= 0.4589, el cual se atribuye al flujo génico tan bajo (nm= 0.5895) (cuadro  5.8).
el polen posee la mayor capacidad de dispersión, por lo que aparentemente el flujo génico por polen debería ser más importante en el oyamel, de hecho, la mayoría de las plantas dependen de éste para el intercambio genético (petit et al., 2005), sin embargo, los valores de nm más altos fueron los de ncdna, por tanto, el flujo génico depende principalmente de la semilla para los puntos de muestreo de A. religiosa estudiados (latta y Mitton, 1997).
para el marcador peroxidasa se obtuvo un valor de H= 0.0868 y para flujo génico de nm= 0.1756. esto fue muy similar a lo que se ha reportado a nivel de isoenzimas para Abies mexicanos de H= 0.082 (furnier y eguiarte, 1997, aguirre et al., 2000). esto contrasta con lo reportado para otras especies, donde se encontraron bajos niveles de variabilidad genética para Abies mediterráneos y norteamericanos (H= 0.040, H= 0.015, respectivamente) (fady y conckle, 1993; shea y furnier, 2002; ettl y peterson, 2001); estas diferencias entre niveles de polimorfismo pueden deberse a diferencias ambientales y al tipo de isoenzimas evaluadas.
en el presente estudio se evaluó la enzima pox la cual está relacionada con procesos de defensa y mecanismos de respuesta ante otros tipos de estrés (tarragó et al., 2003). en un estudio sobre resistencia a la herbivoría de Pinus edulis, se encontró un exceso de heterócigos a nivel peroxidasa y fue atribuido al papel de ésta en la resistencia del pino a la presencia de patógenos (Mopper et al., 1991). los resultados sugieren
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un alto nivel de variabilidad genética, lo cual podría ser indicador de que el oyamel presenta una buena respuesta de defensa frente a parásitos.
De manera general, se espera que el genoma nuclear, por heredarse biparentalmente y por poseer recombinación, sea el que presente niveles más altos de variabilidad genética; en este estudio los niveles más altos de variabilidad se obtuvieron para el cloroplasto. es posible que el tamaño efectivo poblacional esté reducido para ncdna; el que un genoma sea heredado paternalmente no implica que sólo se transmita por polen, pues estos genes se transmiten sólo en los ciclos reproductivos, mientras que de los genes nucleares sólo 50% pasa a la siguiente generación, lo que significa que en una población diploide sólo la mitad de los alelos originales están presentes en los nuevos individuos (Moreno et al., 2007).
así, los puntos de muestreo pequeños persisten con altos niveles de variabilidad
y los grandes con bajos niveles. los valores altos de gst para los cuatro marcadores podrían estar indicando un comportamiento metapoblacional, y si esto estuviera ocurriendo, un efecto fundador podría reducir la variabilidad encontrada. niveles altos de variabilidad genética y bajos de flujo génico revelan un estructura especial definida y sugieren que fuerzas evolutivas como la selección natural o la deriva génica pueden estar moldeando los puntos de muestreo (aguirre et al., 2000); en el caso del oyamel, estas fuerzan tenderían a disminuir la variabilidad genética, de modo que no se puede asumir que niveles altos de variabilidad significan un buen estado evolutivo (rocha y gasca, 2007). la presencia de parásitos como el muérdago y el
descortezador de oyamel en el apffnt, así como la tala excesiva, eliminan alelos de las poblaciones, y la fragmentación del bosque puede estar creando metapoblaciones, lo cual puede llevar a las mismas a un cuello de botella genético que invariablemente las llevaría a la deriva génica (rocha y gasca, 2007), lo que pudiera significar que la variabilidad del oyamel está disminuyendo y que los altos valores considerados en este estudio pudieran ser resultado de una variabilidad transitoria, ocurriendo esto especialmente cuando las poblaciones experimentan pérdida de individuos (Jump y peñuelas, 2006), lo que indica que es urgente aplicar medidas de conservación y
manejo de esta especie en el apffnt.
por otro lado, se ha reportado que en coníferas (Pinus spp., Picea spp.) la mayor parte de la variabilidad genética se encuentra dentro de las poblaciones, es decir, que la variabilidad genética interpoblacional (Hs) es mayor en estos organismos que la intrapoblacional  (gst)  (ledig,  1997;  Berg  y  Hamrick,  1997),  sin  embargo,  en  el
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caso de A. religiosa es diferente, aguirre et al. (2000) reportan en sus estudios con el género Abies niveles de variabilidad interpoblacional bajos y niveles de variabilidad intrapoblacionales altos, tal como ocurrió en el presente estudio, por lo que puede ser que el género Abies presente este comportamiento particular, ya que en todas las especies de Abies mexicanos (A. concolor, A. durangensis, A. hickeli, A. guatemalensis,
A. religiosa y A. vejari) la variabilidad genética más alta fue la intrapoblacional. los niveles de variabilidad genéticos más altos reportados para Abies de México han sido para A. religiosa, y en realidad son raros los casos de especies de árboles con niveles bajos de variabilidad genética (aguirre et al., 2000).
los dendrogramas de los marcadores cpdna y pox mostraron dos grupos principales (figura 5.13), el primer grupo (superior) incluyó los puntos de muestreo con menor variabilidad genética, éstos se encontraban cercanos entre sí y es muy probable que el flujo génico ocurra entre ellos con mayor frecuencia y por tanto se encuentren más emparentados, es decir, hay poca distancia genética entre ellos (Delgado et al., 1998). en el segundo grupo fue donde se agruparon las poblaciones con mayor variabilidad genética, además, agrupó mayor número. éstas probablemente estuvieron sujetas a un alto grado de perturbación, y la fragmentación del bosque las llevó a aislarse de sus vecinas, incrementando así la diferenciación genética.
en los dendrogramas obtenidos con los marcadores mtdna y ncdna (figura 5.13), se observa un agrupamiento similar, en donde existen dos grupos principales, el primero contiene los puntos de muestreo con mayor variabilidad genética y el segundo con menor variabilidad. el dendrograma para los marcadores de núcleo hace evidente también que los puntos de muestreo de mayor variabilidad genética son las de mayor altitud, y las de menor altitud las de menor variabilidad. a mayores altitudes los puntos de muestreo suelen ser menos perturbados, lo que explicaría una mayor variabilidad genética. la fragmentación del bosque ha provocado que se aíslen los puntos de muestreo, en algún momento todos compartieron semejanzas genéticas lo cual puede explicar que algunos hayan sido agrupados aunque geográficamente estén distanciados.
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conclusiones

la variabilidad genética de los puntos de muestreo de A. religiosa del apffnt  no se encuentran disminuidos por las diversas presiones ambientales y antrópicas a las que están sometidos actualmente.
con respecto a la variabilidad genética de cpdna y mtdna, no se han reportado estudios de estos genomas en A. religiosa, por lo que se considera que los niveles de variabilidad genética intrapoblacional obtenidos en este estudio (gst= 0.5273 para
cloroplasto  y  gst=  0.5077  para  mitocondria)  son  altos  en  comparación  con  otras
especies de Abies (gst= 0.188).
la variabilidad genética intrapoblacional del genoma de núcleo, analizada con
assr, fue alta para la especie (gst= 0.4589).
la   variabilidad   genética   analizada   con   isoenzimas   fue   alta   (H=   0.0868), considerando los niveles de variabilidad reportados para la misma especie (H= 0.087) en otros trabajos y de otras especies del género Abies (H= 0.04).
el flujo génico fue bajo (<1; 0.4483 para cloroplasto; 0.4849 para mitocondria; 0.5895 para núcleo; 0.1756 para pox), debido probablemente a la fragmentación del bosque. el más alto fue de mitocondria, por lo cual es probable que el flujo génico de
A. religiosa en el apffnt dependa principalmente del flujo de semillas.
los  dendrogramas  obtenidos  confirmaron  el  aislamiento  de  los  puntos  de muestreo, una consecuencia del bajo flujo génico. como existen diferencias genéticas entre los puntos de muestreo hay que conservar la mayoría.
la deriva génica puede estar moldeando las poblaciones de oyamel por lo que es necesario aplicar nuevas estrategias de conservación. altos índices de variabilidad genética pueden ser resultado de una variación transitoria, si bien la variabilidad genética de A. religiosa en el apffnt fue alta se deben de tomar medidas para conservar y promover dicha variabilidad.
la variabilidad genética de A. religiosa del apffnt  es mayor a mayores altitudes, por lo cual los puntos de muestreo de estas zonas constituyen un recurso genético muy valioso por ello es importante establecerlas como unidades de conservación.
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implicaciones para la conservación

se  sugiere  la  conformación  de  unidades  de  conservación  de  recursos  genéticos forestales (ucrgf) según sus niveles de diversidad genética. para determinar estas zonas se consideró el promedio de la diversidad genética de nei (h) y se determinaron como zonas con promedios altos que se identifican con el número 3, medios, identificadas con el número 2 y bajo con el número 1.
en las ucrgf las poblaciones con alta diversidad genética deberán ser sometidas a conservación estricta, donde no se permita el manejo, y las poblaciones puedan evolucionar de manera natural (zonas con h promedio 1, cuadro 5.9 y figura 5.14), en estas zonas, sólo en casos de infestaciones muy fuertes por muérdago y descortezador, se recomienda como medida de saneamiento formar barreras naturales entre los árboles altamente infestados con semillas de árboles sanos, que con el tiempo impidan en lo posible que se dispersen más los parásitos.
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Población

Cuadro 5.9
Resumen de la variabilidad genética de Abies religiosa

Variabilidad genética	Altitud




Presencia (%)

(número de individuos)

cpadn (h)	mtadn (h)	ncadn (h)	Pox (h)	Promedio de h

(msnm)



d	m	c	a

 (
A
r
zate-
F
ernánde
z
 
|
 
G
utiér
r
e
z-
G
onzále
z
 
|
 
H
e
r
edia-Bobadilla
) (
114
)
	1
	0.1204
	0.1709
	0.2649
	0
	0.13905 (2)
	3653
	50
	-
	50
	-

	2
	0.0772
	0.1667
	0.1583
	0
	0.10055 (2)
	3229
	50
	50
	-
	-

	3
	0.1678
	0.1400
	0.2284
	0.0950
	0.1578 (1)
	2358
	50
	-
	50
	-

	4
	0.1049
	0.0684
	0.0420
	0.0764
	0.07292 (3)
	3081
	16.6
	33.3
	16.6
	33.3

	5
	0.1667
	0.3462
	0.1987
	0.2500
	0.2404 (1)
	3585
	50
	-
	50
	-

	6
	0.2191
	0.2949
	0.2410
	0.1875
	0.235625 (1)
	3412
	33.3
	16.6
	-
	50

	7
	0.1211
	0.3138
	0.2830
	0.0475
	0.19135 (1)
	3347
	40
	20
	-
	40

	8
	0.2356
	0.0862
	0.3362
	0.1600
	0.2045 (1)
	3423
	100
	-
	-
	-

	9
	0.0247
	0.1709
	0.0353
	0
	0.057725 (3)
	3313
	66.6
	-
	33.3
	-

	10
	0.3220
	0.1444
	0.1387
	0
	0.151275 (2)
	3382
	85.7
	14.3
	-
	-

	11
	0.2600
	0
	0.1195
	0.2500
	0.157375 (1)
	3349
	50
	40
	10
	-

	12
	0.2467
	0.1492
	0.1500
	0.1875
	0.18335 (1)
	3469
	70
	-
	30
	-

	13
	0.3822
	0.1615
	0.0525
	0.0475
	0.160925 (1)
	3249
	90
	-
	10
	-

	14
	0.2933
	0.1092
	0.0915
	0.1275
	0.155375 (2)
	3399
	100
	-
	-
	-

	15
	0.1156
	0.0985
	0.1086
	0
	0.080675 (3)
	3305
	40
	60
	-
	-

	16
	0.1867
	0
	0.0522
	0
	0.059725 (3)
	3383
	40
	-
	60
	-

	17
	0.1344
	0.2492
	0.2004
	0.0475
	0.157875 (1)
	3162
	50
	10
	10
	30


se observa el número de población, el índice de variabilidad genética de nei (h), el promedio de h alto (3), medio (2) y bajo (1), la altitud de cada población, así como la presencia (%) de descortezador (d), muérdago (m), control o libres de parásitos (c), y presencia de ambos parásitos (a).
fuente: elaboración propia.
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Figura 5.14
 (
U T M
N O R T E
UTM OESTE
 
)Puntos de muestreo de Abies religiosa con distintos niveles de diversidad genética
se  propone  la  formación  de  unidades  de  conservación  de  recursos  genéticos  forestales,  los  puntos  amarillos indican las zonas de muestreo con diversidad genética baja (promedio 3), puntos rojos los lugares de muestreo con diversidad genética media (promedio 2), y los puntos anaranjados señalan los sitios de muestreo con diversidad genética alta (promedio 1).
fuente: elaboración propia.


se sugiere que las poblaciones con niveles de diversidad genética media y baja puedan ser manejadas (zonas con promedios h 2 y 3, cuadro 5.9 y figura 5.12), en éstas se recomienda el saneamiento tradicional, y la reforestación con árboles de la misma especie que pudieran provenir de diferentes zonas geográficas, ecológicamente similares, para aumentar la diversidad genética.
para todos los puntos de muestreo se recomienda crear bancos de semillas (dependiendo del manejo, la semilla del oyamel se puede almacenar desde 8 meses
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hasta 1.5 años) y hacer estudios de zonificación y ensayos de procedencias para realizar intercambios de semillas de una manera que asegure su supervivencia (por ejemplo, intercambiar semillas entre zonas altitudinales semejantes ecológicamente).
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