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Polimorfismo isoenzimatico en la poblaciéon de Pinus hartwegii Lindl. del Cofre de Perote, Ver., México. Se utiliz6 la técnica
electroforética en gel de poliacrilamida (PAGE) para evaluar la variacién en la composicion de cuatro sistemas isoenzimaticos (esterasas,
fosfatasas acidas, aspartato aminotransferasas y polifenoloxidasas) en la poblacion de Pinus hartwegii del Parque Nacional Cofre de Perote
en Veracruz, México, con el fin de contribuir a establecer futuros programas de conservacién de este valioso recurso forestal. Los
resultados obtenidos mostraron la presencia de 29 isoformas. Estas se presentaron en mayor nimero de bandas en los sistemas:
esterasas, aspartato aminotransferasa y polifenoloxidasa, detectdndose una variacion intrapoblacional sustancial (86,2%).

Palabras clave: Coniferas, marcadores bioguimicos, megagametofito, isoformas.

Isoenzyme polymorphism in Pinus hartwegii Lindl. population from Cofre de Perote, Ver., México. We used the electrophoretic
technique on polyacrylamide gel (PAGE) to evaluate variation in the composition of four isoenzymatic systems (esterases, acid phosphatase,
aspartate aminotranspherase and polyphenoloxidase) in the Pinus hartwegii population from Cofre de Perote NP in Veracruz, México to help
establishing future conservation programs for this valuable forest resource. Results showed the presence of 29 isoforms. The highest band
numbers were observed in esterase, acid phosphatase and polyphenoloxidase systems. Intrapopulation variation was high (86.2%).

Key words: Conifers, biochemical markers, megagametophyte, isophorms.

Introduccion

A pesar de la gran importancia de los ecosistemas forestales mexicanos que representan el 10% de la diversidad biol6gica
del mundo (Segura, 1997), muchas de sus poblaciones forestales, particularmente dentro del género Pinus, se encuentran
seriamente amenazadas. Al respecto se ha indicado que alrededor de 10 especies de pinos mexicanos estan en peligro de
extincién (Romeu, 2002). Pinus hartwegii es una de las especies que en los Ultimos afios ha sido severamente afectada,
especialmente por incendio y talas clandestinas (Narave y Taylor, 1997). Sin embargo y pese al deterioro de sus poblaciones,
aun no se encuentra incluida en la Norma Oficial de especies en riesgo (Norma Oficial Mexicana, 2001).

En el estado de Veracruz las poblaciones de esta especie se desarrollan en el limite de la vegetacion arbérea, en las
localidades del Cofre de Perote y Pico de Orizaba. En 1998 fueron dafiadas 121 hectareas ubicadas en el volcan del Cofre de
Perote (SEMARNAT, 2001), ocasionado una disminucion en el tamafio efectivo de la misma que participa en el mecanismo de
la polinizacién (Iglesias y Tivo, 2005) y una sensible disminucién en la produccion y calidad de la semilla en dichas
poblaciones (Solis, 2002; Iglesias et al., 2006). Es muy probable que esta problematica se encuentre asociada con una
pérdida de diversidad genética debido a la manifestacion del fenémeno de consanguinidad presente cominmente en coniferas
(Williams y Savolaienen, 1996).

A pesar de la seria problematica que presenta esta especie en la poblacion del Cofre de Perote, y a su gran valor ecolégico y
socioecondmico (Hernandez y Honorio, 1985; Bonilla, 1993), no se cuenta actualmente con informacion suficiente sobre los
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niveles y organizacion de la variacion genética que pueda resultar de utilidad para establecer una estrategia efectiva de
conservacion.

Por tal motivo se emprendié el presente trabajo con el fin de describir la variacion isoenziméatica presente en la poblacion de
Pinus hartwegii Lindl del Cofre de Perote, Ver., como parte del estudio que se esta llevando a cabo para el manejo y
conservacion de este valioso recurso genético.

Materiales y métodos

Para el desarrollo del presente estudio, se colectaron conos de la parte media de 6 arboles (A1, A17, A19, A20, A28, A-30)
de la poblacién de Pinus hartwegii del Parque Nacional Cofre de Perote, Veracruz, ubicado a 19°15’ de latitud Norte y 97°
longitud Oeste en la zona Central-Occidente del estado de Veracruz, México (Fig. 1). El sitio se caracteriza por presentar
suelos con una profundidad media, pedregosos y con poca materia orgénica; precipitacion media anual de 519 mm; y 12°C de
temperatura promedio anual (Servicio Meteorolégico Nacional, 1984).

Figura 1. Poblacion de Pinus hartwegii en el Cofre de Perote, Ver. Fotografia: Tivo (2003).

Las semillas fueron obtenidas a partir de conos de individuos adultos y germinadas en cajas de Petri con sustrato de agrolita
a temperatura ambiente hasta que la radicula alcanz6 un tamafio de 3-5 mm. Después se extrajo el megagametofito (M)
(haploide). El tejido del megagametofito tiene la misma constitucion genética que el évulo que origina el embrién de las
semillas; por tanto, representa la contribucion materna.

Los extractos se obtuvieron por homogenizacion de cada megagametofito en 200 L de tampén fosfato 0,2 M, pH 7,5
(Hodgkiss, 1998) y posteriormente centrifugados a 15.000xg durante 5 minutos. El sobrenadante fue transferido a un tubo
nuevo y almacenado a —20° C hasta el momento de someterlo a electroforesis. La separacion electroforética se realizé en un
sistema de tampones discontinuos y geles de poliacrilamida (Ornstein, 1964; Davis, 1964) adaptado a la técnica de lamina
vertical (Chappel et al., 1974). Se emplearon geles de 1 mm de grosor, 12,5% para la zona de separaciéon y 5% para la de
compactacion. En los electrodos se empled tamp6n Tris Glicina pH 8,3 (Iglesias, 1986). El corrimiento se efectud a 250 mA,
durante 5 h con una fuente de poder marca Consort (modelo E863). Los geles fueron tefiidos durante 24 h para los sistemas
enzimaticos: esterasas (Est; E.C. 3.1.1.2), aspartato aminotransferasas (Aat; E.C. 2.6.1.1) y fosfatasas acidas (AcP; E.C.
3.1.3.2), de acuerdo con el protocolo reportado por Iglesias (1986) y por Vallejos (1983). Una vez completada las tinciones se
lavaron los geles varias veces con agua corriente. Para detener la reaccién enzimética y fijar las bandas, los geles fueron
sumergidos en solucién de acido acético al 7%.

Los diferentes loci genéticos que codifican para la misma aloenzima fueron designados de acuerdo con la movilidad relativa de
la enzima, siguiendo la secuencia numérica desde la region de actividad mas cercana al &nodo (Crawford y Smith, 1982). La
verificacién y homologacion de las movilidades enziméticas intrapoblacional se determin6 a través de comparaciones de los
diferentes electromorfos en el mismo gel.
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El nimero de isoformas (monomodrficas y polimérficas) por cada sistema enzimatico fueron graficadas en forma de barras.
Mediante el programa Excel se calcul6 el porcentaje de polimorfismo en esta poblacion.

Resultados y discusion

Variacién en la composicién isoenzimética.

Los resultados obtenidos de los sistemas enzimaticos analizados permitieron detectar la presencia de bandas claras y
reproducibles en los sistemas: esterasas, fosfatasas acidas, aspartato, aminotransferasas y polifenoloxidasas. Otros tres
sistemas enzimaticos (peroxidasas, alcochol deshidrogenasa y amilasa) no fueron includios en el andlisis debido a su pobre
resolucion, dificultades en su interpretacion o baja repetebilidad.

Esterasas (Est).

El andlisis de los perfiles de bandas esterasas permitié constatar la existencia de doce bandas que mostraron mayor
resolucion y repetibilidad (Fig. 2).
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Figura 2. A: Fotografia del gel de poliacarilamida revelado para isoenzimas esterasas (Est),
B: Zimograma Est, donde se representa la migracion diferencial de cada uno de los alelos
obtenidos.

La region de mayor movilidad anidnica Estl estuvo conformada por ocho bandas cuyos valores de Rf oscilaron entre 0,20 a
0,77 cm. De ellas, solo tres (Bandas: 7, 8 y 9) resultaron monomorficas. Otras cuatro isoformas polimoérficas se ubicaron en la
region Est2, de menor movilidad anidnica (valor Rf entre 0,02 y 0,13). En base a estas bandas polimorficas se establecieron
cuatro haplotipos distintivos en el material evaluado (Fig. 2 B).

La presencia de un mayor nimero de loci polimoérficos de isoenzimas esterasas observados en este trabajo, comparado con
lo reportado por Lewandowskii y Mejnartowicz (1990) y Larionova (1995) en coniferas, puede deberse, entre otros factores, al
empleo de geles de poliacrilamida, los cuales ofrecen un mayor poder de resolucion.

Resulto interesante constatar la presencia de un gran ndmero de isoformas polimérficas, lo que concuerda con lo esperado,
ya que el sistema esterasas constituye un grupo complejo y heterogéneo de enzimas capaces de hidrolizar ésteres en sus
componentes &cidos y alcoholes (Scandalios, 1969), por lo que se ha reportado entre los sistemas mas polimorficos de
especies vegetales.

Fosfatasas 4cidas (Acp).

Los resultados del andlisis de la variacion en la composicion fosfatasas &cidas revel6 una actividad sustancial en las muestras
de megagametofitos examinadas, correspondiendo con lo esperado dado el significado biol6gico de esta enzima hidrolitica
gue actla sobre los ésteres del &cido fosférico en un medio acido (Scandalios, 1974).
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No obstante que se observaron un total de ocho bandas, solamente tres mostraron mayor resolucién y repetibilidad (Fig. 3),
por lo que Unicamente éstas fueron consideradas en el analisis posterior. Tales bandas se distribuyeron en dos zonas
electroforéticas: la zona Acpl de mas rapida migracién anodica se caracterizé por la presencia de una banda polimérfica con
valor Rf de 0,62 cm; en la zona Acp2 se observaron dos isoformas; una monomorfica con valor Rf de 0,15 cm y otra
polimérfica con valor Rf de 0.35 cm. Las dos bandas polimoérficas (Bandas 2 y 3) revelaron la presencia de dos haplotipos en

el material evaluado para esta sistema enzimatico (Fig. 3).
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Figura 3. A: Fotografia del gel de poliacarilamida revelado para isoenzimas
fosfatasas acidas (Acp), B: Zimograma Acp donde se representa la migracion
diferencial de cada uno de los alelos obtenidos.

Estos resultados concuerdan con lo obtenido entre otros por Adams y Joly (1980), Wang et al. (1991) y Ramirez et al. (1997)
quienes reportaron la presencia de diversos loci con actividad fosfatasa &cida en Pinus.

Aspartato aminotransferasa (Aat).

Diez isoformas aspartato aminotransferasa polimorficas (Fig. 4) con valores de movilidad electroforéticas entre 0,02 y 0,27 cm
se detectaron en las muestras de megagametofitos de los arboles examinados. Su nimero vari6é de dos a cinco en el material

evaluado.

La zona de mayor migracion anddica Aatl detecto la presencia de un mayor nimero de isoformas (6) mientras que en la zona
Aat2 se constataron cuatro variantes electroforéticas en el material evaluado.

De gran interés result6 el elevado polimorfismo presente en este sistema enzimatico. Sobre esta base se establecieron cinco
haplotipos caracteristicos en los seis arboles examinados (Fig. 4).
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Figura 4. A: Fotografia del gel de poliacarilamida revelado para isoenzimas Aspartato
aminotransferasas (Aat), B: Zimograma Aat donde se representa la migracion diferencial de
cada uno de los alelos obtenidos.

Al igual que lo detectado en este trabajo, Cheliak y Pitel (1984) al llevar a cabo estudios de herencia de este sistema
enzimatico en Picea glauca encontraron polimorfismo en la region de mayor movilidad anionica (Aatl). La interpretacion que
estos autores dieron a tal hecho, fue que ésta, estaba controlada por un simple gen al que denominaron Aat-l; de tal forma
que este gen codifica para una proteina dimérica funcional.

Polifenoloxidasas (Pox).

Se detectaron cuatro sitios con actividad polifenoloxidasa en las muestras de megagametofitos examinadas. Estas
presentaron valores de movilidad aniénica entre 0,08 y 0,33 cm (Fig. 5).
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Figura 5. A: Fotografia del gel de poliacarilamida revelado para isoenzimas Polifenoloxidasas
(Pox), B: Zimograma Pox donde se representa la migracion diferencial de cada uno de los
alelos obtenidos.

Este sistema al igual que el de fosfatasas acidas se caracterizé por presentar en general un bajo nimero de isoformas (1-2)
por cada arbol examinado; no obstante, tres de las cuatro variantes detectadas resultaron polimoérficas. Por esta razon, fue
que para este sistema isoenzimatico se observé la presencia de un mayor nimero de haplotipos (Fig. 5).

Analisis integral de la variacion isoenzimatica.

La metodologia empleada y el empleo de tejido haploide, que no contiene grandes cantidades de metabolitos secundarios,
facilitaron el proceso de extraccién y permitieron obtener perfiles de bandas con una adecuada resolucion y repetibilidad,
permitiendo la deteccion de un numero relativamente elevado de variantes electroforéticas (29 isoformas), presentandose en
mayor nimero en los sistemas: esterasas, aspartato aminotransferasas y polifenoloxidasas.

Por otro lado, se detect6 menor polimorfismo en la composicion de isoenzimas fosfatasas acidas (Fig. 6), por lo que con la
excepcion de este sistema, los tres anteriormente mencionados, resultan de gran interés para obtener estimados de la
variacion genética existente en esta poblacion.
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Figura 6. Nomero de variantes electroforéticas. Isoenzimas: Esterasas (Est), Fosfatasas
acidas (Acp), Aspartato aminotransferasa (Aat) y Polifenoloxidasas (Pox). Bmon: Bandas
monomorficas; Bpol: Bandas polimérficas.

Los resultados isoenzimaticos obtenidos mostraron la presencia de un 86,2% de polimorfismo bioquimico en esta poblacion.
Esto, concuerda con lo sefialado ente otros por Harmrick et al. (1979) y Hamrick et al. (1981) que han indicado que las
especies forestales exhiben los niveles mas elevados de variacién aloenzimatica en comparacién con otros grupos de
organismos.

En general, el nivel de polimorfismo detectado en plantas lefiosas resulta ser superior al de especies herbaceas debido entre
otros a que estas se caracterizan por poseer una amplia dispersiéon y alta longevidad, ademas de que se reproducen por
polinizaciéon cruzada y presentan una alta fecundidad (Hamrick y Godt, 1989; Ledig, 1998). Pinus hartwegiino es una
excepcion y a pesar de su seria problematica reproductiva, con estos resultados se deduce la existencia de una variacion
intrapoblacional sustancial en la poblacion estudiada.

De particular interés resulté observar la presencia de un numero elevado, relativamente, de bandas en los tejidos de
megagametofitos, considerando que como apuntara entre otros Adams (1983), este posee una estructura genética mas
simple que la planta madre, ya que la meiosis ha suprimido la posibilidad de numerosas interacciones génicas. Este tejido
resulta ideal para el estudio del control genético de estas formas electroforéticas, ya que los dimeros, trimeros y tetrameros
que constituyen la enzima activa no pueden estar formados mas que de monémeros idénticos, con lo que la modificacién de
la posicién de una banda sobre el zimograma, caracterizando directamente el funcionamiento de un gen.

De este modo, las variantes isoenzimaticas detectadas en las muestras de megagametofitos examinados revelan
directamente la contribucién alélica de los gametos femeninos de cada genotipo, lo que haria posible, por esta via, analizar la
herencia, ligamiento y segregacion de estos marcadores sin la necesidad de efectuar cruzamientos (Cheliak y Pitel, 1984).

Los marcadores isoenzimaticos detectados podran ser de gran utilidad a fin de preservar la riqueza alélica tanto de los
recursos representativos, como los Unicos y singulares presentes en esta poblacion y en otras poblaciones sujetas a
problemas de fragmentacion y aislamiento. Asi mismo, estos resultados aportan informacion que permitird establecer
estrategias efectivas en las practicas de manejo racional de este valioso recurso. Conjuntamente con futuros analisis que
incluyan otros tipos de marcadores brindaran las bases para el desarrollo de trabajos de restauracion en la misma.
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