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RESUMEN

El análisis de los recursos genéticos de Pinus pinea L. se ha realizado mediante marcadores microsatélites
del cloroplasto. Los patrones de diversidad genética y la riqueza alélica de 10 poblaciones españolas pertene-
cientes a diversas regiones de procedencia de la especie se han determinado con 9 cpSSRs. Seis de los loci anali-
zados han resultado polimórficos y de su combinación para cada muestra se han definido 9 haplotipos dife-
rentes.

La mayor parte de los haplotipos son comunes a varias poblaciones. Uno de ellos es común a todas, inclu-
yendo a la población con una base genética menor, en la que todas las muestras analizadas son iguales.

El número de regiones polimórficas, el número de haplotipos y los valores de diversidad genética que se
deducen de sus frecuencias muestran valores inferiores de variabilidad genética en el pino piñonero que en otros
pinos mediterráneos. La diferenciación que existe entre las poblaciones estudiadas es baja (RST = 3,81) y la ma-
yor parte de la variabilidad genética presente es intrapoblacional.

Los resultados obtenidos amplían el conocimiento de los recursos genéticos del pino piñonero en España,
orientando los programas de conservación y mejora genética de la especie.
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INTRODUCCIÓN

Pinus pinea L. es un pino mediterráneo cuyas mayores extensiones se localizan en la
Península Ibérica. El pino piñonero se caracteriza por su aplicación como especie orna-
mental, así como del aprovechamiento que se realiza tanto de su madera como de sus fru-
tos. Es precisamente el valor de la especie para el ser humano el responsable de su expan-
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sión geográfica y, consecuentemente, una de las cuestiones básicas al analizar los recur-
sos genéticos del pino piñonero es la determinación de su origen espontáneo o antrópico.

Los registros antracológicos confirman la naturaleza espontánea del pino piñonero en
el área occidental del Mediterráneo. Así algunos autores han localizado precisamente en
esta zona el centro de origen de Pinus pinea (Agrimi y Ciancio, 1994); sin embargo, tam-
bién existen teorías que explican este origen en la zona más oriental de la cuenca medite-
rránea (Quezel, 1980).

Los programas de mejora genética del pino piñonero se han basado en la evidente va-
riabilidad que existe entre individuos en cuanto a la producción de piñas y piñones. Las
diferencias en las condiciones ecológicas en las que se desarrolla la especie en España
han servido de base para la delimitación de las Regiones de Procedencia de Pinus pinea
L. (Prada et al., 1997) y suponen una primera y evidente aproximación a la variabilidad
del pino piñonero en España.

Escasos son todavía los estudios que se han realizado empleando marcadores molecu-
lares, así dos poblaciones españolas han sido analizadas mediante isoenzimas (Fallour et
al., 1997). Los resultados del único locus estudiado mostraron que las diferencias entre
las poblaciones eran superiores a la variabilidad intrapoblacional, lo que se explicaría
como resultado de una divergencia temprana de las poblaciones o mediante el origen an-
trópico de las mismas.

Para incrementar la información sobre los recursos genéticos de la especie P. pinea
en España se han seleccionado 10 poblaciones pertenecientes a diferentes regiones de
procedencia y se ha procedido a la caracterización genética de 25 individuos de cada una
de ellas mediante marcadores microsatélites de cloroplasto.

Los microsatélites (SSRs) constituyen un tipo de marcadores moleculares de ADN
muy polimórficos (Tautz y Renz, 1984). Formados por repeticiones de secuencias peque-
ñas (6 o menos pares de bases) de ADN, los alelos de cada locus se diferencian en el nú-
mero de repeticiones. La amplificación de estas secuencias mediante la reacción en cade-
na de la polimerasa (PCR) permite detectar las diferencias en el tamaño de los fragmentos
amplificados (Weber y May, 1989; Saghai-Maroof et al., 1994).

En el genoma del cloroplasto del género Pinus se han detectado también secuencias
constituidas por repeticiones de mononucleótidos (cpSSR) que han demostrado ser muy
polimórficas (Powell et al., 1995). Estas secuencias se han amplificado utilizando como
cebadores parejas de secuencias homólogas a las que enmarcan el cpSSR (Vendramin et
al., 1996).

La combinación de los datos obtenidos de diversas regiones polimórficas en el geno-
ma haploide del cloroplasto carente de recombinación y con herencia uniparental paterna,
se convierte en un sistema de estudio que proporciona mucha información para el análisis
de la diversidad genética de las poblaciones naturales. Estas regiones del genoma plasti-
dial tan variables permiten los estudios de variabilidad genética a nivel intra e interpobla-
cional (Powell et al., 1995; Cato y Richardson, 1996; Vendramin y Zieghenhagen, 1998;
Bucci et al., 1998; Gómez, 1998).

Los cpSSRs se han utilizado en el análisis de la diversidad genética de numerosas es-
pecies del género Pinus: P. brutia Ten. y P. halepensis Mill., P. sylvestris L. y P. pinaster
Ait. (Morgante et al., 1998; Gómez, 1998; Bucci et al., 1998; Provan et al., 1998; Ven-
dramin et al., 1998).

Los resultados que se desprenden de este trabajo pretenden mostrar la utilidad de los
marcadores genéticos en la determinación de los recursos genéticos de Pinus pinea en
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España, facilitando el establecimiento de los programas de mejora y de conservación de
los citados recursos.

MATERIAL Y MÉTODOS

Material vegetal y extracción de ADN

Las semillas se recolectaron de 25 árboles por población, en un total de 10 poblacio-
nes naturales de Pinus pinea (Tabla 1) y se han conservado a 4 � C. El ADN total ha sido
extraído mediante el protocolo de Doyle y Doyle (1990) de 24 embriones pregerminados
de cada población.

Amplificación

Las amplificaciones de ADN mediante PCR se han realizado en un termociclador
Perkin-Elmer 9600, según los parámetros y mezcla definidos por Vendramin et al. (1996).
Con cada muestra de ADN se han amplificado nueve microsatélites del cloroplasto:
PT110048 (A), PT15169 (B), PT26081 (C), PT3025 (D), PT36480 (E), PT41093 (F),
PT71936 (G), PT87268 (H) y PT9400 (I).

Análisis del tamaño de los microsatélites

La visualización con luz ultravioleta de cada amplificación tras electroforesis en gel
de agarosa al 1 %, tampón TAE 1x y tinción con bromuro de etidio se utilizó para com-
probar la presencia de los fragmentos. Posteriormente se realizó el análisis de los mismos
mediante el secuenciador automático de ADN, ABI-Prism (Perkin Elmer). El tamaño de
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Tabla 1

Localización geográfica y condiciones ecológicas de 10 poblaciones españolas de
Pinus pinea analizadas mediante cpSSRs

Población Latitud Longitud Altitud (m)

Tordesillas 41� 30'N 4� 57'W 680
Cadalso 40� 17'N 4� 31'W 800
Biar 38� 38'N 0� 45'W 900
Palafrugell 41� 57'N 3� 6'E 100
Garrovillas 39� 41'N 6� 35'W 400
Tarazona 39� 17'N 1� 55'W 700
Doñana 36� 55'N 6� 25'W 20
Hoyo de Pinares 40� 30'N 4� 31'W 800
Bogarra 38� 32'N 2� 12'W 800
Cartaya 37� 15'N 7� 7'W 60



los fragmentos de amplificación se determinó mediante el programa GeneScan® 2.1 (Per-
kin-Elmer).

Diseño de los haplotipos y análisis de las poblaciones

El haplotipo de cada individuo ha sido definido como la combinación de los 9 frag-
mentos amplificados. En cada población se han calculado los haplotipos, el número de
microsatélites polimórficos y el número efectivo de haplotipos.

A partir de las frecuencias de los haplotipos se ha calculado la diversidad genética se-
gún la ecuación:

h = n (1 – p i
2� ) / (n – 1)

Donde n es el número de muestras analizadas y pi la frecuencia del haplotipo i.
La diferenciación entre las poblaciones se ha analizado mediante el programa Arle-

quín 1.1 (Excoffier, 1995). La distancia entre los haplotipos se ha calculado a partir de la
suma de las diferencias en el número de repeticiones al cuadrado entre dos haplotipos:

dxy = � (axi – ayi)2

Donde axi y ayi son el número de repeticiones para el locus ith en los haplotipos x e y.
De este modo se obtiene el análogo del coeficiente de diferenciación entre poblaciones,
RST, de Slatkin (1995).

El análisis genético se ha realizado según el modelo de mutación por pasos, ya que se
ha obtenido el tamaño del fragmento amplificado, número de unidades repetidas, para
cada microsatélite y muestra individualmente. La distancia genética media en cada pobla-
ción, D2, ha sido la definida por Goldstein et al. (1995). Esta distancia está basada en las
diferencias entre el número de unidades repetidas en cada microsatélite, considerando el
ADN del cloroplasto como un único locus.

Las diferencias en la longitud en cada microsatélite entre parejas de individuos se han
calculado y utilizado para construir histogramas en cada población.

RESULTADOS

Seis de los 9 cpSSR loci analizados son polimórficos y presentan entre dos y tres ale-
los (Tabla 2). A partir de las frecuencias de los alelos se puede ver cómo en la mayoría de
los loci aparece una distribución unimodal y los alelos difieren en 1 par de bases (pb) en-
tre ellos, como corresponde con el modelo de mutación por pasos (SMM) supuesto en el
cálculo de la D2 de Goldstein et al. (1995). El único cpSSR donde esto no se cumple es en
el cpSSR-E, donde la diferencia entre los dos alelos, de 160 y 162 pb, es de 2 pb, pero
este fenómeno podría deberse sólo a que no se ha detectado el alelo intermedio de 161 pb.

Utilizando los seis loci polimórficos se han encontrado 9 haplotipos diferentes en las
240 muestras analizadas (Tabla 2); de éstos, 4 (44 %) son únicos, es decir, se han detecta-
do sólo en una muestra. Esto significa que menos del 2 % (4 de 240) de las muestras ana-
lizadas presentan un genotipo único. El porcentaje de haplotipos únicos en una población
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llega a ser del 33 % en las poblaciones de Tordesillas y Cadalso y del 25 % en el caso de
la población de Doñana, mientras en el resto de las poblaciones no existen haplotipos
únicos.

En la Tabla 3 se muestra el número de haplotipos detectados en cada población que
varía entre un único haplotipo detectado en la población de Tarazona y los seis de la po-
blación de Cadalso. El número efectivo de haplotipos varía entre 1 (Tarazona) y 2,8 (Pa-
lafrugell). La diversidad genética intrapoblacional basada en la frecuencia de los haploti-
pos varía entre 0 para la población de Tarazona y 0,67 en la población de Palafrugell. La
diversidad haplotípica calculada en el total de las poblaciones es 0,57.
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Tabla 2

Haplotipos detectados mediante 9 cpSSRs en poblaciones españolas de P. pinea

Haplotipo Variantes de CpSSRs (tamaños en pares de bases)

N.º A B C D E F G H I

1 80 111 143 145 160 83 81 103 140
2 79 111 143 144 162 83 81 103 140
3 79 111 143 145 162 82 81 103 140
4 80 111 143 144 162 83 81 103 140
5 80 111 143 145 162 83 81 103 139
6 79 111 143 145 162 83 81 103 140
7 80 111 143 145 162 83 81 103 140
8 80 111 144 145 162 83 81 103 139
9 80 111 143 145 162 83 81 103 141

Tabla 3

Haplotipos, Número de regiones polimórficas (P), Distancia (D2), Diversidad
genética (h) y número efectivo de haplotipos (Ne) detectados en 10 poblaciones

españolas analizadas de P. pinea mediante cpSSRs.

Población Haplotipos P h D2 Ne

Tordesillas 1-5-7 2 0,24 0,053 1,29
Cadalso 2-3-4-5-6-7 4 0,54 0,120 2,09
Bihar 4-6-7 3 0,16 0,018 1,19
Doñana 4-5-7-8 3 0,54 0,115 2,09
Garrovillas 4-5-7-9 2 0,24 0,028 1,30
Tarazona 7 0 0,00 0,000 1,00
Palafrugell 4-5-7-9 2 0,67 0,114 2,80
Hoyo de Pinares 5-7 1 0,52 0,053 1,99
Bogarra 5-7-9 1 0,62 0,164 2,46
Cartaya 5-7-9 1 0,59 0,083 2,32



El análisis molecular de la varianza (AMOVA) se ha utilizado para hallar las compo-
nentes intra e interpoblacional de la varianza (Tabla 4). Considerando los datos generados
por los 9 cpSSR analizados, la mayoría de la variación (96,19 %) se ha detectado dentro
de las poblaciones, mientras que una pequeña proporción se debe a diferencias entre las
poblaciones (3,81 %).

La distribución de las diferencias en el número de repeticiones para cada microsatéli-
te entre individuos se muestran en la Figura 1. Las poblaciones de Doñana, Palafrugell,
Cadalso, Cartaya y Hoyo de Pinares muestran una distribución muy similar, diferente a la
que muestran Tarazona, Garrovillas, Biar y Tordesillas. La distribución de la población de
Bogarra es diferente a la de todas las demás.
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Tabla 4

Análisis molecular de la varianza (AMOVA) basado en cpSSRs

Fuente de variación Grados de libertad Componentes de
la varianza

Porcentaje de
variación

Intrapoblacional 231 0,29377 96,19
Entre poblaciones 9 0.01165 3,81

Total 240 0,30542

Fig. 1.–Distribución de las diferencias en longitud entre pares de haplotipos detectados mediante
cpSSR en 10 poblaciones españolas de P. pinea
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DISCUSIÓN

Seis de los nueve cpSSRs amplificados han resultado polimórficos; este número de
regiones polimórficas es inferior al detectado en otras especies como P. halepensis (Gó-
mez, 1998) y P. pinaster (Vendramin et al. 1998). Sin embargo, el número de variantes
que se han detectado para cada cpSSR (2, a excepción del cpSSR-I, que presenta 3 varian-
tes) es similar al que aparece en los ya citados trabajos de P. halepensis y P. pinaster.
Estos números de alelos por locus son muy inferiores a los de los microsatélites nucleares
en Pinaceae (Smith and Devey, 1994; Echt et al., 1998; van de Ven and McNicol, 1996;
Pfeiffer et al., 1997), mostrando la evidente conservación del genoma plastidial compara-
do con el genoma nuclear.

Estas diferencias entre el número de regiones polimórficas son las que resultan en la
definición de tan sólo 9 haplotipos en 10 poblaciones (240 muestras) de P. pinea frente a
los 28 presentes en 6 poblaciones (144 muestras) de P. halepensis (Gómez 1998) o los 34
detectados en 10 poblaciones (240 muestras) de P. pinaster (Vendramin et al., 1998).

El nivel de diversidad genética intrapoblacional detectado en P. pinea, empleando
otras técnicas de análisis como son las isoenzimas, es similar entre todas las poblaciones
analizadas (datos no mostrados). El uso de los cpSSRs muestra, sin embargo, diferencias
entre las poblaciones (h = 0 % en Tarazona hasta h = 67 % en Palafrugell). Se explica este
fenómeno considerando que el tamaño efectivo de las poblaciones es la mitad en el caso
del genoma del cloroplasto (haploide) que en el genoma nuclear que se analiza mediante
los isoenzimas y que, por lo tanto, los factores que incidan en el tamaño de la población,
el flujo del polen, etc., afectan de forma más importante al genoma plastidial.

Los menores valores de diversidad detectados en la población de Tarazona indican
una reducida base genética, siendo además el único haplotipo presente en esta población
el haplotipo que es común a todas las demás poblaciones.

El coeficiente de variación interpoblacional RST, basado en los haplotipos detectados
mediante cpSSRs, muestra un valor muy bajo de diferenciación entre poblaciones,
3,81 %, típico de la mayoría de las coníferas analizadas (Hamrick y Godt, 1989). El análi-
sis de la distribución de los haplotipos en las poblaciones muestra algunos que sólo están
presentes en una de ellas, pero, al estar representados por una única muestra, no se pueden
considerar como diferenciadores de las mismas, sino que este resultado se puede deber al
tamaño de muestra analizado.

El hecho de que sólo el 3,81 % de la variación genética total se atribuya a la diferen-
cia entre las poblaciones se corresponde con lo esperado en el caso de las coníferas, que
son especies alógamas con una elevada dispersión de polen responsable de la herencia del
cloroplasto, aunque también podría ser el resultado de la intervención humana en la dis-
persión de la especie. Las actividades forestales que se lleven a cabo en la actualidad en el
pino piñonero, debido a estas escasas diferencias detectadas, van a suponer un impacto li-
gero en la estructura genética.

Los resultados que se muestran de la variación genética existente en el pino piñonero,
mediante estos marcadores, son superiores a los que cabría esperar si se considera la in-
troducción y una fuerte expansión por parte del hombre (Franco et al., 2000) y apoyan el
origen natural de la especie en la Península Ibérica, como ya señalan restos arqueológicos
cuya antigüedad se remonta incluso al período Tardiglaciar (Metcalf, 1958; Rubio, 1988;
Badal, 1991; Prada et al., 1996; Gil, 1999).
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En el establecimiento de programas de conservación y uso sostenible de los recursos
genéticos se deben considerar dos aspectos de la variación genética: las diferencias gené-
ticas medidas como similitudes o distancias en la composición alélica y que se pueden
emplear para identificar poblaciones, y la diversidad genética que se basa en las frecuen-
cias de los alelos. La mayor o menor trascendencia que pueden tener ambas medidas,
composición alélica y diversidad genética, varía según el objetivo del estudio. Cuando
éste es la evaluación de los recursos genéticos de una especie, las medidas basadas en la
composición alélica son más importantes (Ferguson et al., 1998). De este modo, las estra-
tegias de conservación de recursos genéticos que tiendan a incluir poblaciones con una
mayor contribución a la riqueza alélica son, a priori, las más adecuadas.

La premisa en el momento de seleccionar las poblaciones más adecuadas para la con-
servación de los recursos genéticos de una especie forestal como el pino piñonero, some-
tida a cambios medioambientales durante la vida de los individuos, debe ser la conserva-
ción de la mayor diversidad posible (Hattemer, 1995). Los marcadores moleculares son
una herramienta muy útil en relacionar las diferencias genéticas con la adaptación al me-
dio ambiente (Marmiroli et al., 1999); de este modo se deben considerar prioritariamente
las poblaciones que permitan conservar todos los alelos detectados en el estudio (Cadalso,
Palafrugell, Tordesillas y Doñana), maximizando así la diversidad genética disponible.

Sin embargo, las diferencias ecológicas que han servido de base para la determina-
ción de las Regiones de Procedencia hacen imprescindible la conservación de poblaciones
que pertenecen a estas diversas áreas eco-geográficas, así como de aquellas que posean un
valor histórico-cultural especial.

Se ha demostrado con este trabajo la utilidad de los polimorfismos de los cpSSRs en
el análisis de la diversidad del genoma del cloroplasto de P. pinea. Cuando estos marca-
dores se estudian junto a marcadores nucleares, se puede obtener una información muy
valiosa sobre la historia y la estructura genética de esta especie. Estos conocimientos de-
ben considerarse en los programas de conservación y mejora genética del pino piñonero,
pero sin perder la perspectiva que supone el uso de otros parámetros, razones estéticas,
históricas, culturales y ecológicas de las poblaciones.
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SUMMARY

Pinus pinea L. Spanish genetics resources characterization by chloroplast
microsatellite markers

Gene conservation analysis in Pinus pinea L. was performed by chloroplast microsatellite markers. Genetic
diversity and allelic richness of 10 Spanish populations belonging to diverse origin regions were determined us-
ing genetic variation at 9 cpSSR loci. Six amplified loci have been polymorphic. The variants detected at the
cpSSR regions combined into 9 different haplotypes.
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Most haplotypes are in common among populations. One haplotype has been detected in all populations in-
cluded the population with the most reduced genetic base, in which all the samples showed the same haplotype.

Number of polymorphic regions, number of haplotypes and genetic diversity index deduced from
haplotype frequencies show lower genetic diversity in stone pine than in other Mediterranean Pinus. Differentia-
tion between the studied populations is low (RST = 3.81) and most of the detected genetic diversity is due to the
within population component.

The results obtained increases the knowledge of genetic resources of Pinus pinea in Spain assessing ge-
netic breeding and conservation programs.

Key words: genetic diversity, haplotype, polymorphic region, cpSSR, Pinus pinea.
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