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Resumen

La disminucion en el tamafo de las poblaciones y su fragmentacion
genera aislamiento, que incrementa el porcentaje de autofecundacion
y consecuentemente la endogamia, lo que puede llevar a depresion
con disminucién en el vigor general incluyendo menor porcentaje
de semillas llenas. Un estudio previo de indicadores reproductivos
determind que Pinus leiophylla en el norte de Michoacan tiene serios
problemas reproductivos, que pudieran estar influidos por depresion
endogamica. En dicho estudio no se incluyé la variable densidad
de éarboles vecinos de la misma especie en edad reproductiva. El
objetivo de este trabajo fue determinar los efectos de la densidad

de arboles circundantes en el porcentaje de semillas llenas. En 2012,

se localizaron 46 de los 48 arboles utilizados en el estudio previo y
se contd el numero de arboles circundantes de la misma especie
en edad reproductiva en un radio de 50 metros. Ninguno de los
indicadores reproductivos tuvo una correlacion significativa con el
numero de arboles vecinos. Adicionalmente se colectd semilla de 41
arboles, nueve de los cuales estaban aislados en un radio minimo
aumentado a 100 metros y se determind el porcentaje de semillas
llenas. Se aplicé prueba de t a dos colas para comparar arboles
aislados con no aislados, y se corri6 analisis de regresion. La prueba
de t dio un valor de P > |t| = 0.993. Estos resultados indican que en
la muestra colectada la densidad de arboles circundantes no esta
afectando al porcentaje de semillas llenas. Se discute la posibilidad
de niveles altos de endogamia y purga genética.

Palabras clave: Aislamiento reproductivo, purga genética,
depresion endogamica.

Abstract

The decrease in the size of the populations and their fragmentation
produces isolation, which increases the percentage of selfing
and inbreeding, which can lead to depression with a decrease in
fitness, including low percentage of filled seeds. A previous study of
reproductive indicators determined that Pinus leiophylla in Northern
Michoacan has serious reproductive problems, which could be
influenced by inbreeding depression. In that study, the variable
density of neighboring conspecific trees in reproductive age was not
included. The objective of this study was to determine the effects
of the density of surrounding trees in the percentage of filled seeds.
46 of 48 trees used in the previous study were located in 2012 and
counted the number of surrounding conspecific trees within a radius
of 50 meters. None of the reproductive indicators was significantly
correlated with the number of neighboring trees. It was additionally
collected seed of 41 trees, nine of which were isolated in a minimum
radius of 100 meters, and the percentage of filled seeds was
determined. Two tailed T test was applied to compare isolated with
non-isolated trees, and also regression analysis. T test gave a P >
[t| = 0.993 value. These results indicate that in the collected sample,
density of surrounding trees is not affecting the percentage of filled
seeds. High inbreeding level and genetic purging possibilities are
discussed.

Key words: Reproductive isolation, genetic purging, inbreeding
depression.

Introduccion
Pinus leiophylla Schitdl. et Cham. crece en forma silvestre
en cuatro de las cinco principales cadenas montafiosas
de México (Sanchez-Gonzalez, 2008), desde los 1,700
hasta los 2,800 msnm y con precipitaciones entre 600
y 1,300 mm (Eguiluz, 1982). P. leiophylla deberia ser
considerada como una alternativa en los programas
de reforestacion en el pais, debido a su importancia en
algunos ecosistemas, la capacidad de las plantulas de
esta especie para sobrevivir y crecer en condiciones
de humedad restringida (Martinez-Trinidad et al., 2002);
su madera con peso especifico de 0.44 a 0.51, puede
ser apta para elaborar cajas de empaque, postes
para cerca, minas y construccion, durmientes, carbon
vegetal, extraccion de resina y poseer un alto potencial
para recuperar suelos erosionados (CONAFOR, 2003).
La semilla y el polen de las coniferas (grupo al
cual pertenece P. leiophylla) son dispersados por el
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viento, y aunque éste puede transportarlos a distancias
considerables, la mayoria de las semillas y polen solo
alcanzan distancias menores a 10 m del arbol madre
(Vander Wall, 1992; Burczyka et al, 2004), lo que
significa que la existencia de pocos éarboles vecinos
implica algun porcentaje de autofecundacion e
incremento en el coeficiente de endogamia.

En coniferas la depresién endogamica genera aborto
de embriones (Owens et al, 2008), mayor cantidad
de semillas vanas con disminucion de semillas llenas,
mortalidad alta en etapas tempranas de desarrollo con
germinaciony tasas de crecimiento menores al promedio
(Sorensen, 1971; Yazdani y Lindgren, 1991; Mosseler
et al., 2000; Remington y O’Malley, 2000), poniendo
en riesgo la viabilidad de poblaciones pequenas
(Hart y Clark, 2007). Esto ya ha sido observado en
agrupaciones con pocos ejemplares y aisladas de
Pseudotsuga menziesii en diferentes localidades, en
particular del centro de México (Mapula et al., 2007),
asi como en Picea mexicana (Flores et al., 2005).

P. leiophylla es una especie monoica, con estrobilos
masculinos y femeninos, por lo que la probabilidad de
autofecundacion es alta (Williams, 2008). Normalmente
no forma masas puras (Perry, 1991; Musalem y Martinez,
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2003), las poblaciones son pequefas, con arboles
dispersos, lo cual da lugar a escasez de poleny un nivel
de endogamia alto (Saccheri et al., 1998; Mosseler et
al., 2000), por un incremento en la autofecundacion y
paternidad compartida (Robledo-Arnuncio et al., 2004;
lwasaki et al, 2013). Segun Mosseler et al. (2000) el
porcentaje de semillas vanas estima directamente al
coeficiente de endogamia.

En un estudio previo, Morales et al. (2010), hicieron
analisis de conos para determinar el estado de
indicadores reproductivos de P. leiophylla obteniendo un
valor medio de 7.3% de semillas llenas, representando
so6lo 1.2 semillas llenas por cono, concluyendo que los
resultados pueden ser atribuidos a una baja densidad
de poblacién y una consecuente escasez de polen; sin
embargo, en ese estudio no se considerd la densidad
de arboles vecinos de la misma especie en etapa
reproductiva, que se ha reportado que influye en el
porcentaje de autofecundacion (Robledo-Arnuncio et
al., 2004) y de semillas vanas (Wang, 2003).

Por su parte Delgado (1992) reporta en esta misma
especie 17% de semillas llenas en sitios seleccionados
por contener masas puras 0 dominantes, mismo valor
determinado por Gémez et al. (2010) en un huerto
semillero, 1o que da evidencia de que una mayor
densidad de arboles vecinos de la misma especie
influye favorablemente en el porcentaje de semillas
llenas, como consecuencia de mayor cantidad de
polen y menor porcentaje de autofecundacion vy
consecuentemente menor coeficiente de endogamia
(Naito et al.,, 2008), que se traduce en menor nivel de
depresion.

El objetivo del presente estudio fue determinar
la influencia de la densidad de éarboles vecinos de P.
leiophylla en los indicadores reproductivos (Robledo-
Arnuncio et al., 2004), con énfasis en el porcentaje de
semillas llenas y vanas como indicadores del nivel de
endogamia (Mosseler et al., 2000) en los individuos
muestreados por Morales et al. (2010) y con el porcentaje
de semillas llenas en una muestra adicional de arboles
seleccionados por encontrarse ya sea aislados, 0 no
aislados de otros individuos de la misma especie.

Materiales y métodos

En enero de 2012 se localizaron 46 de los 48 arboles
que se habian utilizado en el estudio de Morales et
al. (2010) en el suroeste de la cuenca del Rio Angulo,
Michoacan, y se contabilizd el nimero de arboles
vecinos de la misma especie produciendo polen, para
lo cual se consideré un didmetro a la altura del pecho
(DAP) superior a 15 cm, el doble del reportado por
Jasso y Jiménez (1994) para iniciar la toma de datos
de floracion femenina en arboles de siete afios de edad
contados desde la siembra en vivero, y tomando en
cuenta también el hecho de que esta especie tiene un
inicio precoz de la etapa reproductiva, a los cinco o seis
afios (Lopez-Upton, 2003).

El conteo se hizo en un radio de 50 metros, distancia
minima utilizada en otros estudios para evitar la
existencia de parentesco entre individuos muestreados
(Rodriguez-Lagunay Capo-Arteaga, 2005; Viveros et al.,
2005). Los arboles de la misma especie recientemente
talados fueron incluidos en el conteo, identificando la
misma por la corteza del tocén, que es claramente
diferente a la de otras especies de Pinus que crecen en
el sitio de estudio.

Se hizo un muestreo adicional de arboles en la
parte norte de la subcuenca del lago de Patzcuaro en
los municipios de Quiroga y Tzintzuntzan, Michoacéan
(Figura 1), en altitudes entre los 2100 y 2500 msnm
para recolectar 10 conos en cada uno de 41 individuos,
clasificandolos como aislados cuando no existian
arboles vecinos de la misma especie en un radio de 100
metros, distancia determinada como el espacio corto
(“short-distance”) para la ocurrencia de la polinizacion
cruzada (no autofecundacion) por viento (Naito et al.,
2008); y que fue seleccionada en este estudio para
tener mayor probabilidad de aislamiento completo.
Nueve arboles estuvieron aislados de otros individuos
de la misma especie y el resto tuvieron arboles vecinos
en numero desde uno hasta 15.

Las determinaciones de indicadores reproductivos
de Morales et al. (2010) fueron hechas de la siguiente
manera: se calculd el potencial de semillas como
numero de escamas fértiles x 2, la eficiencia de semillas
como semillas llenas/potencial de semillas x 100; el
porcentaje de semillas vanas, porcentaje de semillas
llenas, y porcentaje de semillas dafiadas por insectos
respecto al total de semillas desarrolladas. Se pesaron
las semillas llenas y se calculd la eficiencia reproductiva
como peso de semillas llenas/peso del cono seco
(mg/g) x 1000. Se calculd el numero de évulos abortivos
como la diferencia entre el potencial de semillas y el
numero de semillas desarrolladas y se determind su
porcentaje como ovulos abortivos/potencial de semillas
x 100 (Bramlett et al., 1977).

Con los datos de dicho estudio se hizo un andlisis
de regresion y correlacion tomando como variable
independiente el nimero de arboles vecinos y como
variable dependiente los promedios de cada arbol para
los valores de indicadores reproductivos. Se corrié
también el analisis de componentes principales, todo
con el paquete estadistico R (R Development Core
Team, 2010).

Para abrir los conos de los 41 arboles del muestreo
adicional, se secaron en estufa a 70 °C por 36 horas. Se
extrajo la semilla'y luego se introdujo en una solucion de
alcohol etilico al 10% durante dos horas para separar por
flotacion las semillas llenas de las vanas y se calculd el
porcentaje de las ultimas. Se corrié también un analisis
de regresion tomando como variable independiente al
numero de arboles vecinos y como variable dependiente
al porcentaje de semillas vanas. Se aplicd también una
prueba de t, asumiendo igualdad de varianzas, para
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Figura 1. Ubicacion de las rutas de muestreo de Pinus leiophylla (en negro) en el suroeste de la cuenca del Rio Angulo (sombreada),

cauce del rio (azul) y muestreo adicional (verde).

comparar el porcentaje de semillas llenas de los arboles
aislados con los éarboles no aislados (Montgomery y
Runger, 2003).

Resultados
Para los arboles del estudio previo, el nimero promedio
de arboles vecinos contados en el espacio considerado
fue de 11.6 con un minimo de cero y un maximo de 38
(Tabla 1).

Los valores del coeficiente de regresion y de
correlacion de Pearson se muestran en la Tabla 2.

Ninguna de las variables tiene una correlacion
significativa con el numero de arboles vecinos. Los
mayores valores de correlacion son para el volumen
del cono (0.21) y eficiencia de semillas (0.14). El
porcentaje de semillas llenas tiene también un valor
de correlacion positivo muy pequefio (0.05). El valor
negativo de correlacion con el porcentaje de semillas
abortivas (-0.08) refleja un pequefio y no significativo
efecto positivo de la presencia de arboles vecinos. En la
grafica de regresion para semillas llenas (Figura 2) se

ve la influencia casi nula del nimero de arboles vecinos
sobre estas variables, confirmada por el bajo valor de
R2 de 0.0026.

Resultados similares se tuvieron para el porcentaje
de semillas abortivas; hay una muy ligera tendencia
negativa pero no significativa, con valor de R? = 0.00183.

El analisis de componentes principales arrojo
como resultado una variacion de 43.5% del total
para el componente 1 y acumulada de 58.5% hasta
el componente 2. ElI primer componente asociado
principalmente a porcentaje de semillas llenas,
porcentaje de semillas vanas y eficiencia de semillas,
y el segundo al numero de éarboles vecinos, volumen
y peso seco del cono. A continuacion se muestra el
cuadro de vectores (Tabla 3) y la grafica del CP1 vs el
CP2 (Figura 3).

En la figura 3 se puede ver que el porcentaje de
semillas llenas esta totalmente opuesto al de las vanas.
Las asociaciones graficamente visibles del numero
de éarboles vecinos son las siguientes: una casi nula
asociacion positiva con el porcentaje de semillas llenas
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Figura 2. Recta de regresion para semillas llenas.

conunanguloligeramente inferiora90 grados, y negativa
y también muy pequefia con el porcentaje de semillas
vanas. Lo mismo ocurre entre el potencial de semillas y
la eficiencia reproductiva. La mayor asociacion negativa
es con el porcentaje de semillas abortivas. La mayor
asociacion positiva es con el volumen del cono, y con
el peso seco del mismo. La principal diferencia con los
valores de correlacion es para el peso seco del cono,
para el cual el valor de correlacion con el niumero de
arboles vecinos fue de solo 0.03. Pero en general hay
coincidencia con dichos valores.

No se ve influencia del numero de arboles vecinos
en la cercania fisica de los individuos en la gréfica,
basada en los indicadores reproductivos. Los arboles

43 y 37, sefialados en la parte superior derecha, que
estan cercanos entre si tuvieron 38 y 4 vecinos
respectivamente. El arbol 5 es el Unico que no tuvo
vecinos y estd muy cerca del 44, sefialados en la parte
inferior derecha, que tuvo 19 vecinos (Figura 3).
Respecto a la muestra adicional de 41 arboles, nueve
de ellos estuvieron completamente aislados de otros
arboles de la misma especie en un radio minimo de 100
m. Entre los no aislados, la densidad minima de arboles
circundantes fue de uno y la méaxima de quince, con una
media de 4.66. Para los arboles aislados el promedio del
porcentaje de semillas llenas fue de 32, mientras que
para los no aislados el porcentaje fue practicamente el
mismo, 31.9. La aplicacion de la prueba de t para probar

Tabla 1. Numero de arboles vecinos de los individuos muestreados en el estudio previo.

Num_Vecinos 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2
Individuo 5 1 2 3 4 8 1 13 33 45 6 7 12 15 32 41
Num_Vecinos 3 3 4 4 4 5 5 5 6 7 13 13 16 16 17
Individuo 10 34 14 20 37 9 19 28 46 30 31 25 42 18 23 35
Num_Vecinos 19 19 19 20 23 23 26 28 28 28 31 35 36 38
Individuo 24 27 44 38 36 39 29 16 22 40 17 21 26 43

Tabla 2. Valores del coeficiente de regresion y correlacion de Pearson entre el niumero de arboles vecinos e indicadores reproductivos.

b 0.01 NS 0.25 NS -0.05NS 0.00 NS 0.00 NS 0.00 NS 0.00NS -0.06 NS
r 0.03 NS 0.21 NS -0.03 NS 0.14 NS -0.05 NS 0.05 NS -0.08 NS -0.10 NS

xy
b = Coeficiente de regresion; r, = Valor de correlacion de Pearson; NS = No significativo; PSC = Peso seco de cono; VC = Volumen de
cono, PS = Potencial de semillas; ES = Eficiencia de semillas;% V = Porcentaje de semillas vanas;% LI = Porcentaje de semillas llenas;% Ab
= Porcentaje de semillas abortivas; ER = Eficiencia reproductiva.
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de varianzas dio un valor calculado para el estadistico
t de 0.009, muy inferior al valor critico de 2.02; el valor
de P > [t| fue de 0.99 (no significativo). Entonces no hay
diferencia en el porcentaje de semillas llenas entre los
arboles aislados y los no aislados.

El analisis de varianza de regresion de porcentaje
de semillas llenas vs. densidad de arboles circundantes
se muestra a continuacion (Tabla 4). Por el valor de
P>F de 0.159 se concluye que la densidad de arboles
circundantes no influye en el porcentaje de semillas
llenas.

El valor de la pendiente fue de 0.00977. La
correspondiente ecuacion de Regresion es:

% llenas = 0.284 + 0.00977 Densidad

Lo que indica que el incremento de la densidad de
arboles vecinos no significa un aumento en el porcentaje
de semillas llenas. El coeficiente de correlacion fue de
0.22 con un valor de P=0.159, indicando que no hay
asociacion entre el numero de arboles circundantes y
el porcentaje de semillas llenas. El valor de R cuadrada
(0.05) y R cuadrada ajustada (0.026) es también muy
bajo.

Biolégicas | Vol. 19, No. 2 | Diciembre 2017

De los 41 arboles de la nueva muestra, nueve estuvieron
completamente aislados de otros arboles de la misma
especie. Entre los no aislados, la densidad minima de
arboles circundantes fue de uno y la maxima de 15,
con una media de 4.66. Esta media refleja el hecho de
que en esta especie las poblaciones son pequefas
con arboles dispersos y rara vez forman masas puras
(Perry, 1991; Musalem y Martinez, 2003). El porcentaje
promedio de semillas llenas fue de 31.96, comparable
a las determinaciones hechas por Owens (1991), en
Pseudotsuga menziesii, quien obtuvo como resultado
41% de semillas llenas; Lépez y Donahue (1995), con 63
y 51% de semillas llenas en dos grupos de poblaciones
de Pinus greggii, Mépula et al. (2007), con 19 a 60%
de semillas llenas en Pseudotsuga menziesii; Sivacioglu
y Ayan (2008), encontrando 44% de semillas llenas en
P. sylvestris; y superior a los resultados de Flores et
al. (2005), con 27 a 16% de semillas llenas en Picea
mexicana, Morales et al (2010), que en P. leiophylla
determinaron solo 7.3% de semillas desarrolladas fueron
llenas, Delgado (1992) y Gémez et al. (2010), ambos
con 17%.

Mosseler et al. (2000) consideran que el aborto
de semillas es consecuencia de la escasez de polen.
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Tabla 3. Valores de vectores propios de los componentes principales.

" Variable  Pc1  Pc2  Pc3

Num_Vecinos -0.012 0.561 -0.27
Peso_S 0.291 0.474 0.145
Volumen_C 0.291 0.482 -0.331
Potencial_S 0.366 0.03 0.066
Eficiencia_S -0.441 0.317 0.105
Vanas 0.433 -0.036 0.339
Llenas -0.453 0.166 -0.175
Eficiencia_R -0.268 -0.033 -0.011
Abortiva 0.195 -0.311 -0.797
Eigenvalue 3.9144 1.3513 1.0689
Proportion 0.435 0.150 0.119
Cumulative 0.435 0.585 0.704

Num_Vecinos = numero de arboles vecinos en un radio de 50 m;
Peso_S = peso seco del cono; Volumen_C = volumen del cono;
Potencial_S = potencial de semillas; Eficiencia_S = eficiencia de
semillas; Vanas = porcentaje de semillas vanas; Llenas = porcentaje
de semillas llenas; Eficiencia_R = eficiencia reproductiva; Abortiva =
porcentaje de semillas abortivas.

Tabla 4. Resultado del analisis de varianza para regresion en el
muestreo adicional de 41 arboles

0.05511324 0.05511324 2.05717757 0.159
1.0448376 0.02679071
1.09995084

Regresion 1
Residual 39
Total 40

El bajo y no significativo valor de correlacion entre
eficiencia reproductiva y densidad de arboles vecinos
muestreados por Morales et al. (2010) de r=-0.10, es

contrario a esta tendencia y pudiera tener otra causa.

Podemos pensar que hay una influencia minima de la
escasez de polen con el aborto de embriones.

En poblaciones pequenas y dispersas, como
es el caso de P. leiophylla (Perry, 1991, Musalem y
Martinez, 2003), se puede esperar un mayor nivel de
autofecundacion y endogamia (Robledo-Arnuncio et
al., 2004). Segun Mosseler et al. (2000) el porcentaje
de semillas vanas estima directamente al coeficiente
de endogamia. Los valores bajos y no significativos de
correlacion entre esta variable y la densidad de arboles
vecinos (r=-0.05 en el estudio previo y r=0.22 en la
muestra adicional) son contrarios a dicha afirmacion.

Esto lleva a pensar en la posibilidad de que ocurra
purga genética (eliminacion de genes recesivos
indeseables por seleccion natural cuando se expresan
por encontrarse en pares homogeneos, esto es en
condicion de homocigocis), que a lo largo de muchas
generaciones disminuya la depresion en vigor por
endogamia (Crnokrak y Barrett, 2002), de lo cual son
evidencia los resultados de Sorensen (1971) cuando

6

en cuatro de un total de 35 arboles de Pseudoutsuga
encontré una produccion sobresaliente de semillas
después de autofecundacion artificial. En este contexto,
los porcentajes de semillas vanas y abortivas reflejan
en menor proporcion el coeficiente de endogamia y la
escasez de polen.

Entonces es posible que P. leiophylla mantenga
un coeficiente alto de endogamia combinado con
menor nivel de depresion, que ya no se incrementa
significativamente cuando ocurre autopolinizacion
0 cruza de parientes cercanos. Esto tendria que ser
soportado por la evaluacion posterior del crecimiento
de progenies de érboles aislados en comparacion
con arboles no aislados, o incluso semilla de arboles
autofecundados comparados con arboles con
fecundacion cruzada (Ferriol et al, 2011), y con la
determinacion del nivel de homocigosis, el cual esta
asociado al nivel de endogamia (Hansson y Westerberg,
2002).

Conclusiones

La densidad de arboles vecinos no influye
significativamente en el porcentaje de semillas vanas y
llenas en Pinus leiophylla. Probablemente esta especie
mantiene niveles altos de endogamia y ha ocurrido algo
de purga genética a causa de que normalmente sus
poblaciones son pequenas por estar dispersas y no
formar masas puras.
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