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RESUMEN

La poblacion de Pinus hartwegii Lindl. del Cofre de Perote en Veracruz ubicada entre
3 200 a 4 282 metros, ha sufrido en los ultimos afios serias afectaciones por incendios y talas
clandestinas que entre otros han ocasionado una disminucion en el tamafio de la misma. Todo
ello puede estar ocasionando la presencia de afectaciones en la tasa reproductiva de esta
poblacion. Con el objetivo de contribuir al esclarecimiento de las causas que pueden estar
ocasionando esta problematica se emprendié el presente estudio para evaluar la variacion en las
caracteristicas morfométricas y de viabilidad en muestras de polen colectadas de 15 arboles de la
poblacion de Pinus hartwegii Lindl. del Cofre de Perote. En el primer afio fueron evaluadas las
caracteristicas morfométricas (eje polar, eje ecuatorial y relacion eje polar/eje ecuatorial del
polen, eje polar y eje ecuatorial de las alas y de la célula principal, ademas del espesor de este
altimo) y la viabilidad del polen mediante el empleo de siete métodos de tincion (azul de
toluidine en etanol, azul de algodon en lactofenol, aceto orceina, aceto carmin, solucién iodada,
cloruro de tetrazolio y pirogalol), capacidad germinativa y longitud del tubo polinico a las 24
horas (solucion sacarosa al 20%). Una vez obtenido el mejor método de tincidn se evaluo la
viabilidad y la capacidad germinativa en un segundo afio. Los resultados mostraron la existencia
de diferencias significativas entre arboles para las variables morfométricas evaluadas. Se constato
que el tamarfio del polen de Pinus hartwegii Lindl. es grande de acuerdo con la longitud del eje
mayor, reticulado de acuerdo a la escultura del polen, heteropolar radiosimétrico de acuerdo a su
polaridad, suboblado de acuerdo a la razon eje polar/eje ecuatorial, vesiculado, monoporado y
con area delgada en la exina. No se detectaron diferencias significativas entre arboles para las
caracteristicas de viabilidad y de germinacion del polen, pero si entre métodos de tincion. Los
métodos azul de toluidine en etanol seguido de la solucion iodada fueron los que mostraron los
mayores porcentajes de viabilidad, superiores al 80%. Los arboles con mayor indice de viabilidad
y germinacion son los que presentaron la mayor longitud del tubo polinico. Los resultados de los
analisis multivariados efectuados mostraron que los arboles en estudio se agruparon en tres
grupos. El grupo Il conformado por los arboles 7, 8, 10, 11, 12 y 14, mostraron valores
relativamente mas elevados en cuanto al tamafio del polen. El andlisis integral de los resultados
mostraron que el polen de la poblacion presenta un alto porcentaje de viabilidad que favorece
polinizacion, por ello se descarta que sea esta una de las causas que estén provocando las serias

afectaciones en la biologia reproductiva observada en la poblacion.



SUMMARY

The population of Pinus hartwegii Lindl. of the Cofre de Perote in the state of Veracruz
located between 3 200 and 4 282 altitude, it has suffered in the last years serious affectations for
fires and secret prunings that have caused a decrease in the size of the same one among other
factors. Everything can be causing it the presence of affectations in this population's reproductive
rate. With the objective of contributing to the clarification of the causes that it can be causing this
problem the present study was undertaken to evaluate the variation in the characteristic
morphometrics and of viability in collected samples of pollen of the population's of Pinus
hartwegii Lindl. 15 trees of the Cofre de Perote. In the first year the characteristic morphometrics
was evaluated (polar axis, equatorial axis and relationship polar axis/equatorial axis of the pollen,
polar axis and equatorial axis pollen of the wings of the pollen and of the main cell of the grains
of pollen, besides the thickness of this last one) and the viability of the pollen by means of the
employment of seven tint methods (blue of toluidine in ethanol, cotton blue of lactofenol, aceto
orceina, aceto carmin, solution of lugol, tetrazolium chloride and pirogalol), germinative capacity
and longitude of the pollen tube growth to the 24 hours (solution sucrose to 20%). Once obtained
the best tint method was evaluated the viability and the germinative capacity in a second year.
The results showed the existence of significant differences among trees for the variable evaluated
morphometrics. It was verified that the size of the pollen of Pinus hartwegii Lindl. it is big of
agreement with the longitude of the biggest axis, reticulado according to the sculpture of the
pollen, heteropolar radiosymmetrical according to their polarity, suboblado according to the
reason polar axis/equatorial axis, vesiculado, monoporado and with thin area in the exina.
Significant differences were not detected among trees for the characteristics of viability and of
germination of the pollen, but yes among tint methods. The blue methods of toluidine in ethanol
followed by the solution of lugol were those that showed the biggest percentages of viability,
superiors to 80%. The trees with bigger index of viability and germination are those that
presented the biggest longitude in the pollen tube. The results of the analyses made multivariados
showed that the trees in study grouped in three groups. The group Il conformed by the trees 7, 8,
10, 11, 12 and 14, they showed values relatively but high as for the size of the pollen. The
integral analysis of the results showed that the population’s pollen presents a high percentage of
viability that favors pollination, for it is discarded it that it is this one of the causes that are

causing the serious affectations in the reproductive biology observed in the population.



1. INTRODUCCION

En México, los ecosistemas forestales han sufrido un grave deterioro y transformacion,
especialmente en el estado de Veracruz (Toledo y Ordofez, 1993). Por consecuencia, varias
poblaciones naturales de pinos se han fragmentado por diversos factores naturales y
antropogénicos. Lo anterior, ha ocasionado que se presenten poblaciones reducidas geografica y
ecologicamente aisladas (L6pez et al., 1993; Ledig et al., 2001).

Pinus hartwegii Lindl. es una especie que muestra una elevada tolerancia a las bajas
temperaturas. En México, es la Unica que se encuentra en el limite de la vegetacion arbdrea entre
los 2 800 a 4 300 msnm (Campos, 1993). Esta especie cumple funciones de proteccion a otros
recursos, amortiguan los efectos de contaminacion ambiental y contribuye como regulador del
ciclo hidroldgico producto del deshielo de los volcanes que alimenta de agua a los mantos
fredticos (Caballero, 1967; Solis, 1994). Por otra parte los bosques de esta especie resultan una

fuente importante tanto bioldgica como socioecondémica.

En el estado de Veracruz Pinus hartwegii Lindl. se encuentra ubicada en las localidades
del Pico de Orizaba y Cofre de Perote. En el Pico de Orizaba, la poblacién de esta especie se
halla en la parte oeste a una altitud entre 3 500 y 3 800 metros, en donde la densidad de los
arboles es menor; esto puede ocasionar una mayor proporcion de individuos producto de
cruzamientos consanguineos que elevan los niveles de endogamia y reducen el tamafio efectivo
de la poblacion que participa en el mecanismo de la polinizacion (Lewandowski y Burczyk,
2000).

La poblacién en estudio, esta ubicada en el Cofre de Perote en el estado de Veracruz, a
una altura entre los 3 200 a 4 282 metros. Se desarrolla como un bosque poco denso y
monoespecifico en su estrato arbdreo (Narave y Taylor, 1997). Esta poblacion ha sufrido en los
ultimos afios serias afectaciones por incendios y talas clandestinas, que han ocasionado una
disminucion en el tamafio de la misma. Es de esperar que poblaciones como la mencionada, se
dirijan hacia el aislamiento genético, deriva genetica al azar y endogamia, que conlleve a una
pérdida de la diversidad genética, a la diferenciacion de poblaciones y al incremento de la

probabilidad de extincion de la misma (Ledig et al., op. cit.).



Una problematica asociada con esta situacion que ha sido observada, en algunas
poblaciones de Pinus hartwegii Lindl. es la presencia de un elevado porcentaje de semillas vacias
y una baja viabilidad, ademas de una sensible disminucién en su tasa reproductiva (lglesias et al.,
1999a; Solis, 2002). Esto constituye al parecer manifestaciones del fendmeno de depresion

consanguinea, bastante comdn en especies de coniferas (Williams y Savolaienen, 1996).

Diversos factores genéticos y ambientales pueden estar operando en las poblaciones de
Pinus hartwegii Lindl. y ocasinando una baja tasa reproductiva. Los factores que contraresten los
mecanismos que promueven un apareamiento al azar efectivo en las poblaciones
(autoincompatibilidad, maduracion desigual y/o esterilidad de los gametos) aunado a los que
afecten el establecimiento de un flujo genético adecuado en las mismas y que puedan conllevar a
una baja diseminacion de los genes (Hamrick et al., 1995; Stacy et al., 1996; Ledig, 1997)
pueden afectar el equilibrio genético de las poblaciones y ocasionar serias afectaciones en las

mismas.

Los cambios en los procesos reproductivos inducidos por la contaminacion atmosférica no
son tan facilmente observables o reconocibles en los ecosistemas forestales, como ocurre con los
sintomas foliares en las especies arbdreas. Sin embargo, se ha comprobado que este factor puede
influir sobre la reproduccién de las plantas al inhibir en mayor o menor grado la fotosintesis y a
la vez ocasionar cambios en la distribucion de los metabolitos; ademas, los eventos criticos en los
ciclos reproductivos pueden afectarse directamente por la exposicion a los contaminantes
atmosféricos. Asimismo y de acuerdo con los resultados encontrados en Pinus strobus, la

exposicion al ozono puede causar una reduccion en la viabilidad del polen (Benoit et al., 1983).

Sin embargo, pese a la seria problematica reproductiva que presentan las poblaciones de
Pinus hartwegii Lindl. en México, la especie no ha sido aun incluida en el catalogo de especies
en peligro de extincion de la NOM-059-ECOL-2001 (SEMARNAT e Instituto de Ecologia,
2003). Tampoco se han desarrollado hasta la fecha, suficientes estudios genéticos que permitan
no solo conocer la dimension de la problemética (Solis, 1994), sino también comprender las

causas que la estan provocando.



Bajo este contexto, adquiere una especial relevancia el desarrollo de estudios como el que
se aborda en este trabajo, para contar con informacion valiosa que permita establecer estrategias
apropiadas de conservacion de este importante recurso genético. Ademas en México y en
particular en el estado de Veracruz, resulta prioritorio disponer de informacién precisa sobre el
grado de diversidad genética existente de especies como la mencionada, ya que como apuntara

Iglesias et al. (1999a), no se dispone hasta la fecha de suficiente informacidn al respecto.

En el caso de Pinus hartwegii Lindl. se conocen principalmente sus caracteristicas
ecoldgicas, morfoldgicas, de viabilidad de las semillas y calidad de la madera (Pérez, 1984;
Bonilla, 1993; Solis, 1994). Més recientemente se han llevado a cabo estudios citogenéticos,
bioquimicos y moleculares en esta poblacién para tratar de explicar las causas que ocasionan la
elevada letalidad embrionaria en la misma (Iglesias et al., 2002; Solis, 2002; Tivo, 2002). No
obstante, no se cuenta ain con suficiente informacion sobre otras posibles causas que pudieran

estar contribuyendo a las afectaciones observadas en su biologia reproductiva en esta especie.

A pesar de la importancia que puede jugar dentro de este contexto el polen, no se cuentan
con suficientes estudios encaminados a evaluar el efecto del mismo sobre la baja tasa
reproductiva detectada en diversas especies de coniferas. Por tal motivo y teniendo en cuenta
todo lo antes expuesto, se desarroll6 el presente trabajo con el objetivo central de evaluar la
variacion en las caracteristicas morfométricas (eje polar, eje ecuatorial y relacion eje polar/eje
ecutorial del grano de polen completo, eje polar y eje ecuatorial de las alas del polen y de la
célula principal asi como el espesor de esta Ultima) y de viabilidad (por métodos de tincién: azul
de toluidine en etanol, azul de algoddén en lactofenol, aceto orceina, aceto carmin, solucion
iodada, cloruro de tetrazolio y pirogalol y por capacidad germinativa con sacarosa al 20% y
longitud del tubo polinico a las 24 horas) del polen de 15 arboles provenientes de la poblacion de
Pinus hartwegii Lindl. del Cofre de Perote en el estado de Veracruz, con el fin de contribuir a los
trabajos que actualmente se desarrollan, con el propdsito de dilucidar las causas que motivan esta

seria problematica reproductiva.



2. OBJETIVOS

Objetivo General.
Evaluar el efecto de las caracteristicas morfométricas y de viabilidad del polen en la
poblacién de Pinus hartwegii Lindl. del Cofre de Perote, Veracruz, México a fin de contribuir a

esclarecer las causas que motivan la baja tasa reproductiva en esta poblacion.

Objetivos Particulares.
@ Efectuar la caracterizacion morfométrica (eje polar, eje ecuatorial, relacion eje polar/eje
ecuatorial del polen, eje polar y eje ecuatorial de las alas del polen y de la célula principal asi

como el espesor de esta ultima) del polen de Pinus hartwegii Lindl.

@ Evaluar la viabilidad del polen de la poblacion de Pinus hartwegii Lindl., mediante el
empleo de diversos indicadores de viabilidad (métodos de tincion: azul de toluidine en etanol,
azul de algoddn en lactofenol, aceto orceina, aceto carmin, solucion iodada, cloruro de tetrazolio
y pirogalol, y capacidad germinativa con sacarosa al 20% Yy longitud del tubo polinico a las 24

horas).

@ Determinar el grado de correspondencia entre los indicadores de viabilidad por tincion
con la capacidad germinativa del polen, que puedan ser de uso predictivo de la viabilidad del

polen y en la seleccion de fuentes parentales en los programas de hibridacion que se desarrollen.

@ Clasificar a los arboles de la poblacion de Pinus hartwegii Lindl. en base a las

caracteristicas del polen evaluadas en los dos afios en estudio.

3. HIPOTESIS
Las caracteristicas morfoldgicas y de viabilidad del polen de la poblacién de Pinus
hartwegii Lindl. del Cofre de Perote, Veracruz, contribuyen al aumento del grado de

consanguinidad y a la baja tasa reproductiva de semilla viable presente en la poblacion.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1. Distribucién y diversidad del género Pinus en México.

El género Pinus es uno de los més grandes e importantes géneros de coniferas en el
mundo (Niembro-Rocas, 1986). Las coniferas tienen mas de 290 millones de afios de antigliedad.
Aparecieron en el periodo pérmico de la era paleozoica (la cual se inicié hace 290 millones de
afios y finalizé hace 245 millones de afios, duré 45 millones de afios) (Mirov, 1967). De acuerdo
con Rzedowski et al. (1977), las coniferas existieron en México desde el Paleozoico y finales del
Mesozoico formando bosques, cuya composicion y extension variaron mucho a lo largo de las
épocas geologicas. Se ha considerado que probablemente el hemisferio norte fué el lugar de
origen de la familia Pinaceae, por este motivo, nunca se han encontrado fésiles de estas plantas al
sur del Ecuador (Eguiluz, 1988; Dominguez, 1998). Aunque en otras épocas ha habido més
especies que ahora, siguen siendo un grupo botéanico de distribucion muy amplio y uno de los

mas importantes recursos renovables del mundo (Mirov, op. cit.).

La Republica Mexicana presenta una gran variedad de condiciones ecol6gicas que hacen
que existan numerosas comunidades vegetales (Toledo y Ordéfez, 1993) (Figura 1). La
distribucion de los bosques de coniferas comprende todos los estados de la Republica, salvo los
correspondientes a la Peninsula de Yucatdn, Campeche y Tabasco, coincidiendo
aproximadamente desde el punto de vista fisiografico con las principales cordilleras del pais
(Shaw, 1909; Standley, 1920-25; Martinez, 1948; Loock, 1950; INIF/FAO, 1967; Rzedowski et
al., op. cit.; Equiluz, 1978; Niembro-Rocas, op. cit.).
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Figura 1. Tipos de vegetacion de México. FUENTE. Encarta (2003).

Los bosques de coniferas son comunidades cuya distribucion abarca la Sierra Madre
Occidental y la Sierra Madre Oriental. La primera se encuentra paralela a la costa oeste, continta
en la Sierra Madre del Sur y Sierra de Chiapas y la segunda, continda en la Sierra de Oaxaca y la

Cordillera Neovolcanica (Sanchez y Huguet, 2003).

Las coniferas ocupan una area de 21 millones de hectareas en toda la Republica Mexicana
(Andnimo, 1976; CONAF, 1998; Guevara, 1999), donde el 85% del total de las especies de pinos
son endémicas (Dvorak y Donahue, 1996; Segura, 1997).

México es considerado centro secundario de especiacion de los pinos, ocupando el cuarto
lugar en el mundo en términos de biodiversidad (Romeu, 2004). Se calcula que solamente del 5 al
7% de su superficie terrestre, o sea alrededor de 100 a 150 000 km?, esta cubierta de auténticos
bosques de coniferas, pero el area real de distribucion de éstas es mucho mas vasta, abarcando
alrededor de 500 000 km?, o sea la cuarta parte del pais (Sanchez y Huguet, op. cit.).



Los pinares forman comunidades vegetales tipicas de las regiones montafiosas de México,
entre los 1 500 y 4 000 metros de altitud (Rzedowski et al., 1977; Eguiluz, 1988; Romeu, 2004).
Junto con otros arboles como los oyameles, los encinos y los cipreses, forman los llamados
bosques de coniferas, que cubren alrededor de 17 millones de hectareas del territorio nacional, es
decir, 34% de la superficie arbolada del pais (Romeu, op. cit.). En el pais las coniferas estan
representadas por diez géneros: Abies, Cupressus, Juniperus, Libocedrus, Picea, Pinus,

Podocarpus, Pseudotsuga, Quercus, Taxus y Taxodium (Rzedowski et al., op. cit.).

Desde el punto de vista cuantitativo, Pinus es mucho mas abundante en México que todas
las demés gimnospermas juntas y las superficies arboladas en que interviene, constituyen mas del
90% del area de los bosques de coniferas del pais (Rzedowski et al., op. cit.). El género Pinus es

el de mayor importancia, tanto biolégica como econémica (Robert, 1979).

Los botanicos han podido distinguir para el género Pinus hasta 70 especies y subespecies,
0 sea aproximadamente 70% de las 90 a 120 especies de pinos que existen en el mundo (Zamudio
y Castro, 2001; Romeu, op. cit.), 27 variedades y 9 formas (Eguiluz, 1977; Vargas et al., 1994),
pero hay buenas razones para pensar que todavia exiten otras (Martinez, 1953; Mirov, 1957;
Mirov, 1967; Romeu, op. cit.).

Se ha indicado (Martinez, 1978; Vargas et al., op. cit.; Ledig et al., 2001) que el género
Pinus en México ocupa el undécimo lugar en superficie forestal. Sin embargo, en cuanto a
produccién forestal ocupa el vigésimo sexto lugar en el mundo, ya que Unicamente aprovecha
alrededor de 12 millones de m®, menos del 25% del potencial productivo de las masas forestales
naturales en el pais (\Vargas et al., op. cit.), donde el 17% de las especies forestales mexicanas se
encuentran en vias de desaparecer (Rzedowski, 1983; Perry, 1991; Merino, 1992; Ledig et al., op.

cit.; Romeu, op. cit).

La mayoria de especies mexicanas de Pinus poseen afinidades de climas templados a
frios, semihimedos y sobre suelos acidos. Existen por otra parte, especies que no se ajustan a
estas caracteristicas y prosperan en lugares calidos, humedos, semiaridos o sobre suelos alcalinos
(Rzedowski et al., op. cit.; Narave, 1985), donde prosperan sobre todas las clases de roca madre

existente, pero las de tipo volcanico les son mas favorables (Rzedowski et al., op. cit.).



De hecho, la similitud en las exigencias ecoldgicas de los pinares y de los encinares ha
dado como resultado que sus bosques ocupen nichos similares, desarrollandose con frecuencia
uno al lado del otro, formando intricados mosaicos y complejas interrelaciones sucesionales, que
a menudo se presentan en forma de bosque mixto, todo lo cual dificulta su interpretacion y
cartografia precisa (Rzedowski, 1978; Rzedowski, 1981).

|

El rango altitudinal en que se encuentran distribuidas las especies de Pinus en México,
oscila desde el nivel del mar en las especies tropicales y subtropicales (Pinus caribaea), que
crece a lo largo de la costa en Quintana Roo, hasta el limite de la vegetacion arborea, alrededor
de los 4 282 metros donde se localizan a Pinus hartwegii y Pinus rudis (Mirov, 1954; Little,
1967; Robert, 1979; Rzedowski, op. cit.; Niembro-Rocas, 1986; Eguiluz, 1988; Pérez y Olvera,
1990; Solis, 2002).

4.2. Pinus hartwegii Lindl.

4.2.1. Nombres comunes.

La especie Pinus hartwegii Lindl. se le conoce con el nombre de pino “hartwegi”, “ocote”

o “pino de las alturas” (Figura 2). Cabe mencionar que su nombre fué¢ asignado en honor al

botanico Karl Theodor Hartweg (1812-1871) (Eguiluz, 1978; Eguiluz, op. cit.).



Figura 2. Arbol de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Tivo (2004).

4.2.2. Ubicacién taxondmica.

Pinus hartwegii Lindl. fué descrito por Lindley en 1839 (Martinez, 1948). En 1880,
Engelmann lo incluyé como variedad de Pinus montezumae (Martinez, op. cit.). De esta manera,
se le consider6 en un inicio como Pinus montezumae variedad hartwegii (Martinez, op. cit.;
Loock, 1977).

En 1909, Shaw aceptd la reubicacion propuesta por Engelmann, op. cit.; sin embargo,
Martinez, op. cit. concluy6 que la especie Pinus hartwegii Lindl. presentaba caracteristicas muy
distintas tanto de habitats como en sus estructuras internas y conos de las de Pinus montezumae
(Loock, op. cit.). Por lo que propuso, que no debia considerarse como una variedad de Pinus

montezumae, Sin0 COMO una especie.



Sin embargo, Standley y Steyermark (1958) publicado por Narave y Taylor (1997),
basdndose en material originario de Guatemala, sugirieron que Pinus hartwegii Lindl. era una
variedad de Pinus montezumae. Mas tarde, Sandley (1961) citado por Narave y Taylor, op. cit.,
apoyandose en los trabajos de Martinez (1948) y Loock (1977) la restablecié a su categoria

original de especie.

Estudios posteriores revelaron la existencia de notables similitudes entre las especies
Pinus hartwegii Lindl. y Pinus rudis Lindl. Sin embargo, Caballero (1967), encontr6 diferencias
significativas entre las mismas, lo que llevo a Eguiluz (1988) a ubicar a Pinus rudis en el

subgrupo Rudis.

De acuerdo con la clasificacion de Little y Critchfield (1971), la especie Pinus hartwegii
Lindl., pertenece al género Pinus, subgénero Pinus (pinos duros), a la seccion Pinus y subseccion

Ponderosae Loud. que incluye también a la especie de Pinus rudis Lindl.

Segln la clasificacion de Shaw (1914) y Martinez (1955), modificada y citada por
Eguiluz op. cit., Pinus hartwegii Lindl. pertenece al reino Plantae, phylum Traquedfitas, clase
Coniferopsidos, grupo Montezumae, subgrupo Rudis, familia Pinaceas, subfamilia Abietineas,

subgénero o seccion Diploxilon, subseccidn Pinaster y género Pinus.

Narave y Taylor (1997) consideraron a Pinus hartwegii Lindl. y a Pinus montezumae
como taxa bien definidos a ambas especies, ya que las dos presentan una gran discontinuidad
morfoldgica. Estos autores mencionan gue la posicion, color y forma de los conos ameritan una

separacion de especies, ademas de las diferentes condiciones ecoldgicas en que ambas crecen.

Mas recientemente, Frankis (1999) y Earle (2004) propusieron una subdivisién del género
Pinus que ubica a la especie Pinus hartwegii Lindl. dentro del subgénero Pinus, seccion Trifoliis,
subseccion Ponderosae Loudon. y grupo Montezumae, tomando en cuenta para ello los criterios

taxondmicos propuestos por los autores antes mencionados.
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4.2.3. Distribucion en México.

Se ha reportado la presencia de poblaciones de Pinus hartwegii Lindl. en el Distrito
Federal y en los estados de Chiapas, Coahuila, Colima, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacén,
Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas
(Figura 3) (Martinez, 1948; Zobel y Franklin, 1957; Eguiluz, 1988; Perry, 1991; Narave y Taylor,
1997).

Ocedno (Hdntico

Ocedaro Sacifico

Figura 3. Distribucion de las poblaciones de Pinus hartwegii Lindl. en México. FUENTE. Encarta (2003).

Sus poblaciones se localizan en los picos y montafias mas altas de México, a una altura
que varia entre los 2 400 a 4 282 metros (12 140 pies) (Tabla 1) (Eguiluz, 1977; Franco y Dirzo,
1978; Equiluz, 1982; Rzedowski, 1983; Bauer et al., 1985; Sol6rzano, 1987; Bonilla, 1993; Solis,
1994; PROCYMAF y SEMARNAP, 2003).
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Tabla 1. Ubicacidon y rangos de altitud de las poblaciones de Pinus hartwegii Lindl.
FUENTES. Hernandez et al. (2001); Méndez-Guzman et al. (2001).

LUGAR COORDENADAS
Parque Nacional Izta-  19°05°40°’ latitud Norte y 98°39°20”’
Popo. Municipio de longitud Oeste.
Amecameca, Estado
de México.

Zoquiapan, México. 19°19°24°’ latitud Norte a 98°43°08”’
longitud Oeste, 19°18°28°’ latitud Norte a
98°42°32°’ longitud Oeste y 19°17°24”’
latitud Norte a 98°42°28”’ longitud Oeste.
Ajusco. Delegacion 19°11°55°” a 19°12°08"’ latitud Norte y
Tlalpan, Distrito 99°14°30°” a 99°15°33”’ longitud Oeste.
Federal.
Parres. Delegacion 19°08°58°” a 19°09°10”’ latitud Norte y
Tlalpan, Distrito 99°12°20°° 2 99°13°20°’ longitud Oeste.

Federal.
Topilejo. Delegacion ~ 19°05’ latitud Norte y 99°04” longitud
Tlalpan, Distrito Oeste.
Federal.
Desierto de los 19°16°44° latitud Norte a 99°19°36”°
Leones, Distrito longitud Oeste y 19°16°20°” latitud Norte
Federal. a 99°19°34’ longitud Oeste.
Parque Nacional del 19°03°18’ latitud Norte y 97°09°34”’
Cofre de Perote, longitud Oeste.
Veracruz.
Pico de Orizaba, 19°01° latitud Norte y 97°11° longitud
Veracruz. Oeste.
La Malinche, Tlaxcala.  19°30’ latitud Norte y 98°01” longitud

Oeste.

ALTITUD (msnm)
3700 - 3900

3125-3 320

3300 — 3 400

3350 -3450

3300

3370-3540

32004282

35003800

4 461

Se presentan en los volcanes mas altos de la Region Central (Cofre de Perote,

metros (Santillan, 1991).

De acuerdo con Heilprin (1982) y Solis e Iglesias (2001), en la localidad de Sierra Negra,

herbaceo (Figura 4) (Beaman,1962; Santillan, op. cit.).

12

Iztaccihuatl, La Malinche, Pico de Orizaba, Popocatépetl), donde ya no prosperan otras especies

de Pinus, o bien se encuentran asociadas a otras coniferas o encinos a altitudes menores a 2 400

ubicada en el Pico de Orizaba en el estado de Veracruz, Pinus hartwegii Lindl. excede los 4 300
metros. A esta altitud, la especie de Pinus hartwegii Lindl. domina las comunidades debido a las

bajas temperaturas y la pobreza del suelo, por lo que ya no compite con el estrato arbustivo y




Figura 4. Poblacion de Pinus hartwegii Lindl. del Pico de Orizaba, Veracruz, México. FOTO. Tivo (2004).

Las poblaciones Pinus hartwegii Lindl. se pueden encontrar conformando masas puras,
monoespecificas o uniespecificas de decenas de Km? (Santillan, 1991). Se han encontrado
poblaciones de esta especie mezcladas con Pinus rudis Lindl., Pinus ayacahuite var. Veitchii
Shaw., Pinus pseudostrobus Lindl., Abies religiosa Schl. et. Cham. y Alnus firmifolia Ferm.
(Susano, 1976; Rzedowski, 1983; Santillan, op. cit.; Matos, 1995).

En el Cerro del Potosi, en el estado de Nuevo Ledn, se han encontrado rodales
monoespecificos de Pinus hartwegii Lindl. que se extienden desde los 3 000 a 3 600 metros,

donde empiezan a asociarse con la especie Pinus culminicola (Matos, op. cit.).

Por otra parte, se han detectado en el centro del pais poblaciones de esta especie asociadas
con Pinus rudis Lindl., Pinus montezumae Lamb., Pinus ayacahuite var. y Pinus pseudostrobus
Lindl. (Eguiluz, 1988). La misma, se desarrolla acompafiado de pastos amacollados conocidos
como zacatones del género Festuca, Calamagrostis y Muhlengergia. Ademas, pueden abundar
algunas especies de Lupinus en condiciones frecuentes de incendios (Rzedowski, 1978;
Rzedowski, 1981; Matos, op. cit.).
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4.2.4. Caracteristicas ecoldgicas.

La especie Pinus hartwegii Lindl. se desarrolla en climas templados, subhimedos,
mesotermos, con lluvias deficientes en invierno del tipo Cwc (templados himedos con veranos
cortos) (Garcia, 1973) y precipitaciones entre 700 y 1 800 milimetros (Eguiluz, 1988; Santillan,
1991).

Las poblaciones de esta especie se desarrollan bajo condiciones de temperatura media de
12°C, con extremas méaximas de 38°C y minimas hasta de —20°C en los volcanes (Figura 5)

(Santillan, op. cit.).

Figura 5. Arboles de la poblacion de Pinus hartwegii Lindl. afectadas por las nevadas. FOTO. Tivo (2004).

AUn cuando el viento no afecta aparentemente el crecimiento y/o reproduccion de la
especie, se sabe que este fenomeno atmosférico, ha provocado dafios severos en algunos rodales
de Pinus hartwegii Lindl. en la Sierra Nevada en Espafia (Franco y Dirzo, 1978; Franco et al.,
1984; Bauer et al., 1985).
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Se tiene reportes de que Pinus hartwegii Lindl. resiste muy bien a las heladas y se le
considera como la especie de pino mas tolerante a las bajas temperaturas (Solis, 1994). No
obstante, con excepcion por el rompimiento de las ramas producto del peso de la nieve, es posible
afirmar que el hielo y la nieve no lo afectan, al menos aparentemente en la fase de

establecimiento y crecimiento (Santillan, 1991; Solis, op. cit.).

Lo mencionado anteriormente, se refiere a los rangos medios donde se desarrolla la
especie de Pinus hartwegii Lindl. ya que en sus extremos altitudinales se ve afectada, en sus
limites inferiores, por la temperatura excesiva para su desarrollo y en el limite maximo, por la
altura en donde solamente se desarrolla en forma de manchones (Figura 6) (Rzedowski, 1983;

Equiluz, 1988; Santillan, op. cit.; Solis, op. cit.).

Figura 6. Bosque de Pinus hartwegii Lindl. del Parque Nacional Cofre de Perote, Veracruz, México.
FOTO. Tivo (2004).

Pinus hartwegii Lindl. habita en terrenos planos, ondulados o escarpados (Figura 7)
(Loock, 1977). Se le encuentra en exposiciones cenitales (Loock, op. cit.), pero
desafortunadamente, se desconoce las preferencias topogréaficas de la especie (PROCYMAF y
SEMARNAP, 2003).
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Figura 7. Bosque de Pinus hartwegii Lindl. erosionado en el Pico de Orizaba, Veracruz, México.
FOTO. Tivo (2004).

Se tienen reportes de que Pinus hartwegii Lindl. crece por lo regular sobre suelos
profundos, ricos en materia organica, buen drenaje, texturas franca, migajon arenoso, negros de
praderas o de tipo chernozem, con un pH de 5.5 a 7.1 (Loock, 1977; Solis, 1994; Sanchez y
Huguet, 2003). Los elementos asimilables en el horizonte en partes por millén (ppm) son: P de
1.3a5.2; Kde552a819; Cade3a770a5 330y Mgde 95 a 166 (Eguiluz, 1988).

Al respecto, cabe sefialar que esta especie se desarrolla muy bien en los suelos de los
volcanes de Colima y Jalisco en México, constituidos por arenas migajosas y migajones arenosos
que aunque pobres en Ca, K, Mn y P, son ricos en Mg y presentan un pH de 5.2 a 6.9 (Rey, 1975;
Santillan, 1991).

Los suelos de Zoquiapan en México, donde abunda la especie de Pinus hartwegii Lindl.,
se caracterizan por presentar contenidos bajos en P y altos de Ca, Mg, Na, K y Al (Rey, op. cit,;
Santillan, op. cit.).

Asi también, en los suelos de La Malinche en el estado de Tlaxcala y el Ajusco en

México, donde abunda esta especie, son de textura arenosos, profundos, con pH de 5.8 a 6.5y

ricos en materia organica, medios en N, K y Ca, pero mas o menos bajos en P (Eguiluz, op. cit.).
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Los suelos del Pico de Orizaba en Veracruz fueron identificados como suelos de Ando
(Cryandept), de acuerdo a un andlisis de un perfil del suelo efectuado en la ladera suroeste al Pico

de Orizaba por Gomez-Pompa (1982).

Los suelos del Cofre de Perote en Veracruz, donde habita la especie de Pinus hartwegii
Lindl. presenta una profundidad media pedregosa y son de color negro (Boege et al., 1995)
(Figura 8). Las rocas de esta zona, tienen una composicion mineraldgica y una estructura muy
constante, con muy poca materia organica, un pH de 5.8 y una densidad de 1 a 1.2 (Servicio
Meteoroldgico Nacional, 1984; Narave, 1985; de la Torre, 2002).

Figura 8. Estructura del suelo del Cofre de Perote, Veracruz, México. FOTO. Tivo (2004).
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4.2.5. Importancia.

Pinus hartwegii Lindl. tiene un gran valor desde el punto de vista ecolégico como
socioeconémico. Conforma uno de los pilares mas fuertes de la economia sobre todo de algunos

paises americanos y eurasiaticos (Eguiluz, 1988).

Los bosques de Pinus hartwegii Lindl. resultan de gran interés recreativo. Su importancia
radica en que se desarrollan a las mayores elevaciones sobre el nivel del mar (Figura 9), cumplen
funciones de proteccion a otros recursos, amortigua los efectos de la contaminacién ambiental y
contribuye como regulador del ciclo hidrolégico producto del deshielo de los volcanes
(Caballero, 1967; Solis, 1994).

Figura 9. Poblacion de Pinus hartwegii Lindl. del Pico de Orizaba ubicada a los mayores niveles altitudinales.
FOTO. Tivo (2004).

La madera de Pinus hartwegii Lindl. es dura y resinosa (Figura 10) (Solérzano, 1987). Su
resina se usa para producir brea y trementina (PROCYMAF y SEMARNAP, 2003). La
utilizacion primordial de la especie es para la produccion de celulosa, papel, pulpa quimica y
pasta mecanica. Ademas, Pinus hartwegii Lindl. resulta de gran importancia para la produccion
de chapa, triplay, tableros, durmientes, postes para cercas, pilotes, trozos para combustible y para
carbon (Martinez, 1948; Eguiluz, 1978; Hernandez y Honorio, 1985; Sol6rzano, op. cit.; Eguiluz,
op. cit.; Bonilla, 1993; Villareal, 1993; Castillo, 1997).
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Figura 10. Caracteristicas de la madera de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Tivo (2004).

Este tipo de aprovechamiento esta regulado por la NOM-012-RECNAT-1996, en la cual
se establecen algunas medidas practicas para el aprovechamiento de lefia de cualquier especie
(Figura 11) (PROCYMAF y SEMARNAP, 2003). La corteza de Pinus hartwegii Lindl. es

utilizada para composta, el cual se afiade como fertilizante natural a los suelos (Mirov, 1954).

Figura 11. Aprovechamiento de la madera de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Tivo (2004).
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Asimismo, se ha explotado la especie de Pinus hartwegii Lindl. para la produccion de
aguarras y colofonia en México (Mirov, 1954; Solis, 1994; Romeu, 2004). Esta especie ha sido
también recomendada para el establecimiento de plantaciones comerciales y para uso como

ornamental en campos deportivos (Solérzano, 1987).

Por ultimo, cabe mencionar que los bosques de Pinus hartwegii Lindl., al igual que otras
masas boscosas, ofrecen un refugio natural para la conservacion de la fauna silvestre, tan
perseguida en nuestro medio y cuya existencia por si sola constituye un valioso recurso de gran
importancia para la alimentacion y el desarrollo del turismo. Ademés, de contribuir a la

dispersion de semillas de muchas especies forestales (Solis, 1994).

4.2.6. Descripcion boténica.

La especie de Pinus hartwegii Lindl. posee una corteza gruesa y agrietada, de color
grisaceo, pardo rojizo o blanco amarillento, sin diferencia aparente entre albura y duramen
(Narave y Taylor, 1997; SERMANAT, 1999). Presenta olor y sabor resinoso, textura fina, dura y
pesada en cuanto a gravedad especifica. Los anillos de crecimiento se encuentran dispuestos de

manera regular, aproximadamente dos por centimetro (Figura 12) (Soldrzano, op. cit.).

Figura 12. Corteza y anillos de crecimiento de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Tivo (2004).
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La madera de esta especie en la época de la primavera, resulta de color amarillo claro y de
mayor grosor; en verano presenta un color cafe. Los canales resiniferos se encuentran
distribuidos en todo el anillo, pero son méas abundantes en la madera de verano (Sol6rzano, 1987;
Equiluz, 1988).

Los troncos de los pinos de la especie de Pinus hartwegii Lindl. son generalmente
derechos. Cuando estos arboles establecen un bosque, sélo suelen persistir las ramas superiores
que a menudo forman una copa més o menos hemisférica (Caballero, 1967). La altura de los
arboles de la especie, puede alcanzar de 7 a 30 metros de altura (Solis, 1994; Narave y Taylor,
1997). El grosor de los fustes en algunos lugares no explotados pasa de un metro, pero mas

comunmente varia entre 20 y 75 centimetros (Figura 13) (Caballero, op. cit.).

Figura 13. Caracteristicas del tronco y fuste de Pinus hartwegii Lindl. Foto. Tivo (2004).

En los mas bajos estratos altitudinales los pinares de Pinus hartwegii Lindl. logra alcanzar
alturas elevadas; sin embargo, hacia los 4 000 metros de altitud con frecuencia constituyen
bosques achaparrados (de 5 a 8 metros de alto) mas bien abiertos (Figura 14) (Martinez, 1948;
Rzedowski, 1983). Su tamafio y forma del arbol, varia principalmente con la variacion del clima

y cominmente con la accion de los vientos (Narave y Taylor, op. cit.).
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Figura 14. Bosque achaparrado de la poblacion de Pinus hartwegii Lindl. del Pico de Orizaba, Veracruz,
México. FOTO. Tivo (2004).

Las vainas de las hojas de Pinus hartwegii Lindl. son de color castafio al principio, luego
se tornan de tono moreno grisaceo y finalmente adquieren una coloraciébn muy oscura. Estas
vainas son por lo regular, escamosas abajo y anilladas arriba. El tamafio de las vainas varia de 10
a 17 milimetros de largo, aunque pueden llegar a medir hasta 25 milimetros. Al envejecer las
vainas, suelen acortarse hasta alcanzar una longitud entre 5 a 15 milimetros (Narave y Taylor,
1997). Las yemas de la especie son por lo regular ovoides, agudas y de tono moreno rojizo
(Martinez, 1948; Reiche, 1977; Rzedowski, 1983; Solérzano, 1987; Jiménez et al., 1994).

El follaje de la especie de Pinus hartwegii Lindl. es de color verde oscuro, rigido, erecto o

esparcido. Esta especie presenta ramas extendidas algo colgantes. Sus ramillas son muy asperas,

de color moreno rojizo oscuro o algo grisaceas (Figura 15) (Narave y Taylor, op. cit.).
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Figura 15. Ramillas de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Iglesias (2002).

En la forma més tipica se observan de tres hasta cinco aciculas por fasciculos. Cada
fasciculo mide de 10 a 18 centimetros de largo. Por lo regular, estos fasciculos son de color verde
claro, medianamente gruesas, algo tiesas, carinadas, es decir, con la cara dorsal muy ancha y la
costilla media apenas levantada (Figura 16) (Martinez, 1948; Manceras, 1956; Ortega, 1962;
Caballero, 1967; Equiluz, 1978; Larios, 1979; Rzedowski, 1983; Eguiluz, 1985; Sol6rzano, 1987;
Equiluz, 1988; Jiménez et al., 1994; Solis, 1994; SERMANAT, 1999; PROCYMAF vy
SEMARNAP, 2003).

Figura 16. Aciculas y fasciculos de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Tivo (2004).
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Las bases de las brécteas de Pinus hartwegii Lindl. son largas y fuertes, a veces agudas y
salientes que con frecuencia se desescaman. Los bordes de las aciculas son aserrados, con
dientecillos muy pequefios y proximos. Presentan estomas en las tres caras. Tiene dos haces
vasculares, muy aproximados o casi contiguos, rodeados de células de refuerzo. Los canales
resiniferos de Pinus hartwegii Lindl. son medios, presentes en nimero de dos a once, mas
comunmente alrededor de seis (Martinez, 1948; Manceras, 1956; Ortega, 1962; Caballero, 1967,
Equiluz, 1978; Larios, 1979; Rzedowski, 1983; Eguiluz, 1985; Soldrzano, 1987; Eguiluz, 1988;
Jiménez et al., 1994; Solis, 1994; SERMANAT, 1999; PROCYMAF y SEMARNAP, 2003).

Los conillos de Pinus hartwegii Lindl., presentan una forma casi oblonga y una
coloracion azul intenso casi violaceo. La caracteristica principal de esta especie es la de
desarrollar conos o estrobilos, que son primitivas estructuras de reproduccion (Figura 17)
(Planthogar, 2003).

Figura 17. Cono y primordio de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Tivo (2004).

Los conos de la especie de Pinus hartwegii Lindl. son por lo regular, de forma ovoide
acuminado, ligeramente oblicuos, algunas veces casi cilindricos y en ocasiones levemente
encorvados o extendidos, de color rojizo oscuro, casi negros (Figura 18a y Figura 18b) (Martinez,
1953; Patifio, 1973; Rzedowski, op. cit.; Solérzano, op. cit.; Eguiluz, op. cit.; Muséalem et al.,
1991; Santillan, 1991; Jiménez et al., op. cit.; Narave y Taylor, 1997; SERMANAT, 1999;
PROCYMAF y SEMARNAP, 2003). Los conos masculinos del aparato reproductor de la
especie, estan dispuestos en amentos (Zamudio y Castro, 2001).
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Figura 18. a) y b) Conos de Pinus hartwegii Lindl. FOTOS. Tivo (2004).

Los conos se presentan por regular en pares, pero en ocasiones pueden encontrarse en
numero variable de 3 a 5, con una longitud de 5 a 14 centimetros por 4 a 7 centimetros de ancho,
de 3.73 centimetros de diametro y un peso fresco de 54.19 gramos (Figura 19) (Martinez, 1953;
Patifio, 1973; Rzedowski, 1983; Sol6rzano, 1987; Egquiluz, 1988; Musalem et al., 1991; Santillan,
1991; Jiménez et al., 1994; Narave y Taylor, 1997; SERMANAT, 1999; PROCYMAF vy
SEMARNAP, 2003).

Figura 19. Tamafio del cono de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Tivo (2004).
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De acuerdo con Styles y Hughes (1988), los conos maduran entre los meses de noviembre
a enero. Por otra parte, aunque no ha sido precisada la causa, se sabe que Pinus hartwegii Lindl.

atraviesa por un estado cespitoso que dura entre dos y cinco afios (Solis, 1994).

Se ha estimado que la produccion de conos y semillas de Pinus hartwegii Lindl. alcanza
en promedio de 146.78 gramos por cono Yy de 53 065 a 58 000 semillas por kilogramo (Patifio,
1973; Musalem et. al., 1991). Cada cono proporciona alrededor de 147 semillas, donde 100
semillas de esta especie pesan 1.88 gramos (Figura 20) (Musalem et al., op. cit.).

Figura 20. Cono y semillas de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Tivo (2004).

Se desconoce el ciclo semillero de la especie, pero se estima que es cada 6 o 7 afios (Pefia,
1988). Se considera que su tasa de crecimiento en rodales puros oscila entre 1 a 4 m*/ha/afio
(Musalem et al., op. cit.).

Las semillas de esta especie son de forma triangular, articuladas y negruzcas (Niembro-
Rocas, 1986), de 5 a 8 milimetros con alas de 12 de largo por 5 de ancho (SERMANAT, 1999).
De acuerdo con Méndez-Guzman et al (2001), las semillas de Pinus hartwegii Lindl. miden 4.9
milimetros de largo, 3.38 milimetros de ancho y 0.016 gramos de peso (Figura 21).
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Figura 21. Semilla de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Iglesias (2004).

Sus alas de las semillas miden de 12 a 20 milimetros de largo por 5 milimetros de ancho,
presentan dos ganchos basales y son de un tono café oscuro, articuladas, delgadas, translucida,
membranosa o papiracea de tamafio variado la cual favorece su dispersion (Figura 22) (Patifio,
1973; Equiluz, 1978; Eguiluz, 1985; Niembro-Rocas, 1986; Soldrzano, 1987; Solis, 1994).

Figura 22. Caracteristicas de las alas y semillas de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Tivo (2004).
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Oropeza (1984) ha indicado que es posible almacenar las semillas de esta especie por
periodos de hasta 13 meses sin que haya pérdida significativa en el poder de germinacion. De
acuerdo con este autor, se pueden almacenar en envases de vidrio, papel, tela, plastico o aluminio
y su viabilidad no se altera si se mantienen las mismas bajo condicion de refrigeracion (Figura
23ay Figura 23b) (Rzedowski, 1983; Oropeza, 1984).

Figura 23. a) y b) Almacenaje de las semillas de Pinus hartwegii Lindl. FOTOS. Tivo (2004).

Asi mismo, diferentes autores (Musalem et al., 1991; Santillan, 1991; Badillo et al., 1992;
Jiménez et al., 1994) han citado que la semilla no reduce significativamente su viabilidad durante

el periodo que transcurre entre su dispersion hasta su germinacion bajo condiciones naturales.

De igual forma, se ha indicado (Musélem et al., op. cit.; Santillan, op. cit.; Badillo et al.,
op. cit.; Jiménez, op. cit.) que la apertura del dosel no tiene influencia en la pérdida de viabilidad.
Sin embargo, de acuerdo con Wilson y Burley (1983) citado por Musalem et al., op. cit., la
produccion de semillas viables se puede limitar por la escasa deposicion de granos del polen

sobre los estigmas de los arboles parentales.
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4.2.7. Ciclo de vida de la especie.

El viento es efectivamente un agente transportador del polen de Pinus hartwegii Lindl.,
pero el transporte es azaroso. La consecuencia es que para garantizar el éxito de la polinizacion,
los pinos tienen que producir grandes cantidades de polen para dar lugar a las semillas (Guemes,
2001).

Es importante mencionar que para que se produzca el desarrollo de una semilla
normalmente es necesario la fertilizacion de un dévulo, acto que sigue a la deposicién del polen.
Este polen puede proceder del mismo éarbol y se le conoce como autopolinizacion o
autofecundacion. Cuando el polen procede de otro arbol se denomina polinizacién cruzada o

fecundacidn cruzada (Lycos, 2004).

Sin embargo, para evitar la autofecundacion, Pinus hartwegii Lindl. al igual que todos los
pinos, presentan una disposicion de los conos muy particular, arriba los femeninos y abajo los
masculinos, intentando que el polen de una planta no llegue a sus primordios por gravedad

(Guemes, op. cit.).

La especie de Pinus hartwegii Lindl. al igual que todas las especies de pino y los helechos
es un esporofito, pero produce dos clases de esporas (microsporas y megasporas). Estas se

desarrollan en conos llamados estrobilos (Katherine, 1981; Bost et al., 1985; Umanitoba, 2000).

Los conos microsporangiados (estaminados o “masculinos’) son estructuras pequefias y
de vida corta que aparecen cerca de los apices de las ramas. Lo conos femeninos se producen en
la parte superior, o bien, en la misma rama cerca del &pice. De esta manera, se asegura la
fertilizacion cruzada, pues el polen de otros &rboles viene a fertilizar a los 6vulos de los conos

femeninos (Figura 24) (Katherine, op. cit.; Bost et al., op. cit.; Umanitoba, op. cit.).

Uno de estos conos consta de una serie de microsporofilos acomodados en espiral,
estructuras escamosas en el envés o superficie inferior, de cada una de las cuales hay dos
microsporangiados o sacos polinicos. La pared del esporangio consta de varias capas de celulas,
el mas interior de las cuales es un tapetum nutritivo. El contenido de cada saco se divide en un

gran numero de células madre de las microsporas, formandose una tétrada de esporas, las cuales
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son granos de polen. La pared de cada una consta de dos capas, una interior (intina) y una
exterior (exina) (Figura 24) (Katherine, 1981; Bost et al., 1985; Umanitoba, 2000).

En todos los pinos (a diferencia del caso de la mayoria de las plantas) las cubiertas estan
separadas en dos regiones, formandose protuberancias globosas que ayudan a la dispersion del
viento; produciendo enormes cantidades de polen (Figura 24) (Katherine, op. cit.; Bost et al., op.
cit.). El proceso de formacion y desarrollo de los granos de polen o microsporas recibe el nombre

de microsporogénesis (Mergen et al., 1963).

Figura 24. Microsporangios de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Tivo (2004).

Sin embargo, antes de su liberacidn la microspora comienza a convertirse en el gametofito
masculino reducido. El nacleo de la espora se divide primero dos veces, degenerando
rapidamente en dos de los nucleos resultantes. Se cree que éstos representan los Gltimos vestigios
de los tejidos vegetativos del gametofito y por ello se llaman algunas veces las células protaliales.
El nucleo resultante se divide en una célula generativa, alrededor de la cual se forma una pared y
un ndcleo del tubo, que queda libre en el resto del citoplasma (Katherine, op. cit.; Bost et al., op.
cit.).

En esta etapa se rompe la pared del esporangio y los granos de polen liberados son
arrastrados por el viento. Si uno de ellos se deposita en el nucelo de un dvulo, se revienta o
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germina, emitiendo un delicado tubo polinico que crece penetrando en el tejido nuclear en el
proceso de polinizacion (Katherine, 1981; Bost et al., 1985; Umanitoba, 2000; Lycos, 2004).

Cerca del extremo del tubo y aparentemente regulando su desarrollo se mueve el nucleo
del tubo. Mientras tanto, la célula generativa se ha dividido en una célula pedicular y una célula
espermatogena. La célula espermatogena asciende por el tubo polinico y en su camino se divide
en dos nucleos, los gametos masculinos. Finalmente, el tubo alcanza un arquegonio en el que
descarga su contenido y uno de los gametos se une con el nucleo del huevo para efectuar la
fecundacion (Katherine, op. cit.; Bost et al., op. cit.; Umanitoba, op. cit.).

Las megasporas se producen también en conos, pero estos conos megasporangiados
(6vulos o “femeninos”) son mas grandes y de vida mas larga. Se cree que cada escama del cono o
megasporofilo, es una rama reducida creciendo en la axila de una bractea estéril (Figura 24)

(Katherine, op. cit.; Bost et al., op. cit.).

En la superficie superior de la escama hay dos Ovulos. Cada uno rodeado por un
tegumento excepto en un punto, el micrépilo, frente a la base de la escama. La masa principal del
ovulo esta constituida por el nucelo o megasporangio. Dentro de éste se desarrolla una sola célula
madre de las megasporas que se divide en una hilera de cuatro megasporas. Tres de éstas
degeneran, pero la cuarta comienza a dividirse rapidamente para formar una masa grande de

celulas, el gametofito femenino (Katherine, op. cit.; Bost et al., op. cit.).

En el extremo de la nucela 0 megasporangio, hacia el micrépilo, se desarrollan varios
arquegonios. Las ovocélulas son grandes, pero los cuellos se desarrollan mal y no sobresalen, de
manera que el gametofito femenino esta maduro (Figura 25) (Katherine, op. cit.; Bost et al., op.
cit.).

En la mayoria de los pinos, la fecundacion no tiene lugar hasta cerca de un afio después de
que el polen ha sido depositado sobre el nlcleo y pueden pasar dos 0 mas afios entre la aparicion
del cono ovulado joven y el desarrollo de la semilla madura. Sin embargo, en algunas
gimnospermas todo el proceso se efectla en una sola estacion (Figura 25) (Katherine, op. cit.;

Bost et al., op. cit.).
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Figura 25. Ciclo de vida del género Pinus. FUENTE. Encarta (2003).

La meiosis tiene lugar en una de las divisiones en las que se forman las esporas de las
células madres, de modo que las células de los gametofitos tienen toda la mitad o numero
haploide de cromosomas. Uno de los gametos masculinos se une con el ndcleo de la ovocélula,
restaurandose el niamero doble de cromosomas, formando el cigoto fertilizado que es la primera
celula de la generacion esporofitica. Esta célula se divide en un pequefio grupo de células, el
proembrién (Figura 26) (Katherine, 1981; Bost et al., 1985).

Algunas de las células, los suspensotes, se alargan mucho y empujan un grupo de células
que dividen rapidamente dentro del tejido del gametofito. Este grupo se convierte en el embrion,
que en el pino tiene varios cotiledones. El tejido del gametofito se llena de almidén y forma el
endosperma. EIl cono se agranda, el tegumento se endurece formando la cubierta de la semilla de
la especie, que esta lista para ser liberada (Figura 26) (Katherine, op. cit.; Bost et al., op. cit,;
Umanitoba, 2000).
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Figura 26. Etapas en el desarrollo de los pinos. FUENTE. Encarta (2003).

El ciclo de vida de las gimnospermas se apoya en gran parte en el género Pinus. Difiere
de los ciclos de vida de otros géneros principalmente porque requiere de tres veranos para
completarse (Katherine, 1981; Bost et al., 1985).

Hay etapas importantes de la polinizacién, fecundacion y maduracion de las semillas que
se llevan a cabo a pocos decimetros de distancia unas de otras, en determinada rama, por lo que
constituyen perspectivas ideales para su estudio (Katherine, op. cit.; Bost et al., op. cit.).

Sin embargo, las condiciones ambientales donde se desarrollan los pinos como la
intensidad, duracién y calidad de la luz, la temperatura, la humedad, el tipo de suelo y nutrientes
entre los mas importantes, determinan en gran medida la duracion de su periodo de juvenilidad
asi como su tasa de produccion de estrébilos (Campbell, 1955; Mirov, 1956; Dewers y Moehring,
1970; Jackson y Sweet, 1972; Boyer, 1973; Krugman et al., 1974; Sweet, 1975; Boyer, 1978;
Sprague et. al., 1978; Niembro-Rocas, 1986).

Patifio (1975) menciona que aquellos arboles que crecen aislados en lugares soleados, por

lo general comienzan a producir estrobilos a temprana edad. Por el contrario, aquellos arboles de

33



su misma especie que por diversas razones se encuentran suprimidos en el interior del bosque,

pueden llegar a pasar toda su vida sin producir un solo estrébilo (Baker, 1950).

Baldwin (1942) hace mencidn que los arboles que crecen tanto en la parte sur de su rango
natural de distribucion, como en lugares con exposicion sur, presentan la tendencia a producir
estrébilos con mayor precocidad, que aquellos de su misma especie localizados en la parte norte
de su rango de distribucion, o bien en lugares con exposicion norte. EI mismo fendmeno ocurre
con aquellas especies de pinos con amplia distribucion altitudinal. Los arboles de las regiones

bajas se desarrollan primero que los que se localizan a mayores alturas.

Los arboles que han llegado a la madurez no necesariamente tienen que producir
estrobilos. Si ellos se encuentran genéticamente predispuestos a la esterilidad, permaneceran
indefinidamente en estado vegetativo, independientemente de las condiciones bajo las cuales se

encuentren creciendo (Cecich, 1981).

Una vez que los pinos han comenzado a producir estrobilos de manera normal, se dice
que han entrado a la etapa de madurez. El desarrollo en los pinos maduros se mantiene activa por
espacio de muchos afios, especialmente en aquellos arboles dominantes, siendo comdn que se
presente a través de su ciclo de vida cierto ritmo o periodicidad en la produccion de estrobilos, las
cuales se conocen en el medio como afios semilleros (Baldwin, op. cit.; Wenger, 1957; Fowells,
1965; Krugman y Jenkinson, 1974; Niembro-Rocas, 1986).

Las causas de este ritmo o periodicidad en la produccion de estrobilos no son del todo
bien conocidas, pero de acuerdo con Niembro-Rocas, op. cit. menciona que existen evidencias
que demuestran que después de haber tenido lugar una polinizacion abundante, el nivel general
de nutrimientos aprovechables para el crecimiento del arbol se reduce notablemente. Esto se
puede observar en una reduccion del grosor de los anillos de crecimiento, en aquellos afios en que

se presento una gran produccion de estrobilos (Sweet, 1975).
Finalmente, a medida que los pinos van sobremadurando, su habilidad para producir

estrébilos va decreciendo paulatinamente, hasta que llega el momento en que termina por

completo (Baker, op. cit.).
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De manera natural, la época de polinizacion para una especie en particular, generalmente
presenta variaciones afio con afio debido sobre todo a las variaciones climaticas. En aquellas
especies con amplio rango de distribucidn natural localizadas en cadenas montafiosas, la época de
iniciacion, desarrollo y produccion de polen varia considerablemente entre las poblaciones de
arboles. Siendo mas significativa esta variacion, cuando entre las poblaciones se interponen

barreras naturales que dificultan el intercambio de material genético (Dorman, 1976).

4.2.7.1. Principales causas que originan el aborto de las semillas durante su

formacion y desarrollo.

Sin lugar a dudas, no todos los évulos que son polinizados llegan a ser fertilizados, ni
todos aquellos que son fertilizados llegan a formar una semilla, debido a que gran nimero de
ellos abortan durante las diferentes etapas de su formacion y desarrollo, causando grandes

pérdidas en la tasa de produccién de semillas (Niembro-Rocas, 1986).

Los primeros en abortar son todos aquellos 6vulos rudimentarios localizados en las
regiones distal y proximal del cono (Lyons, 1956). Asi como aquellos 6vulos que no fueron
polinizados en su oportunidad (Sweet, 1975). Posteriormente al tiempo de la fertilizacion, una
gran cantidad de 6vulos abortan por diversas causas, entre ellas a la imposibilidad del gametofito
masculino para sintetizar sustancias de crecimiento necesarias para completar su crecimiento y

desarrollo (Kamienska y Pharis, 1975).

Las cruzas autoincompatibles ocasionan también aborto de los dvulos (Fechner, 1978).
Otro factor sucede durante el desarrollo embrionario, debido a la ruptura del 6vulo después de la
singamia en polinizaciones interespecificas (Kriebel, 1970; Krugman, 1970) vy

autoincompatibilidad nacleo-citoplasma (Hagman y Mikkola, 1963).

Desde el punto de vista genético, la consanguinidad pone de manifiesto la presencia de
alelos letales, subletales o deletereos que se encuentran enmascarados en condicion
heterocigotica en las poblaciones (Ledig, 1998), esto puede traer como consecuencias

afectaciones en la viabilidad de las semillas y supervivencia de las plantulas.
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Por otra parte, dada la elevada carga genética que presentan los Pinos (Ledig, 1998) se
han detectado numerosas aberraciones cromosémicas (deleciones, inserciones, inversiones y
translocaciones) que pueden afectar la viabilidad de los gametos en Pinos (Gustafsson y Mergen,
2002; Wesley, 2004). Una meiosis irregular con procesos de no disyuncion meiética (Figura 27)

puede traer como consecuencia afectaciones en la viabilidad de los gametos (Wesley, op. cit.).
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Figura 27. Representacion esquematica de posibles procesos de no disyuncién meiotica. a) No disyuncién
primaria y b) No disyuncion secundaria. FUENTE. Wesley (2004).

Por ultimo cabe mencionar que algunos insectos como los pertenecientes a los géneros
Leptoglossus y Tetyra pueden ocasionar aborto de una gran cantidad de o6vulos y semillas
(Krugman y Koeber, 1969; De Barr y Ebel, 1974). Estas chinches al posarse en los conillos o en
los conos, introducen su estilete hacia el interior de los dvulos y/o de las semillas, secretando una

enzima que se digiere su contenido el cual sirve de alimento (De Barr y Ebel, 1973).

4.2.8. Variacion.

La variacion es el grado de diferencias fenotipicas y genotipicas presentes en los arboles
forestales (Hernandez, 1988). Esta debe ser heredable y estar disponible en forma tal que pueda,

tarde o temprano dar origen a los siguientes arboles (Keiding y Gradual, 1995).
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Existen dos causas fundamentales de la variacion: una genética y la otra ambiental; la
primera esta dada por cuatro factores que son la mutacién, la recombinacion, la migracion y la
deriva genética y la segunda puede ser controlada por el silvicultor mediante practicas culturas

como: preparacion del sitio de plantacion, espaciamiento, fertilizacion, etc. (Hernandez, 1988).

La variacion se refiere a las diferencias en la composicion genética que existen entre
individuos o entre grupos de individuos (poblaciones). Cuando se toma en cuenta toda la
variacion entre especies, poblaciones dentro de especies e individuos se describe a la diversidad
genética (Keiding y Gradual, 1995).

Cabe esperar, que las poblaciones de especies de tamarfio reducido y rangos geograficos
disjuntos, diverjan a causa de una disminucion del flujo de genes interpoblacional y a la
influencia de la deriva génica (Lesica y Allendorf, 1994). Es por ello de esperar que en las
poblaciones reducidas geograficamente, periféricas o ecol6gicamente aisladas como Pinus
hartwegii Lindl., se presenten incrementos en los niveles de consanguinidad que conlleven a una

reduccion en la variacion genética (Bucci et al., 1997).

La pérdida de habitat, distribucién restringida, aislamiento y endogamia conducen al
deterioro de la variabilidad genética, pérdida de genes, extincion de poblaciones y por ultimo,
ponen en peligro a las especies (Rehfeldt, 1999). Por todo ello, la conservacion de especies en
peligro depende en gran medida de mantener un tamafio adecuado de la poblacion (Carson,
1990).

Las pérdidas debidas a la extincion son irreversibles y representan un grave problema
ambiental en nuestro pais. Ademas de la extincion de especies, existe una pérdida continua de
poblaciones Unicas de diversidad genética, de habitat y ecosistemas singulares, como en el caso
de la poblacién de Pinus hartwegii Lindl. (Figura 28) (Ouédraogo, 2001). A nivel de especie, se
ha puesto en evidencia la relacion entre el aislamiento, la divergencia y la variacion genética

entre poblaciones (Bucci et al., 1997).
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Figura 28. Desastres ocasionados por factores naturales en la poblacién de Pinus hartwegii Lindl.
FOTO. Tivo (2004).

Solis (2002) indicé que la densidad de los arboles en las poblaciones de Pinus hartwegii
Lindl. disminuye en los limites de distribucion, por ejemplo, en elevaciones mas altas o mas
hacia el norte. Esto puede reducir la densidad y el movimiento de polen, lo que causa una mayor

proporcion de las progenies resultantes de cruzamientos consanguineos (Figura 29) (Solis, op.

cit.).

Figura 29. Distribucién de los arboles en la poblacion de Pinus hartwegii Lindl. en el Cofre de Perote,
Veracruz, México. FOTO. Tivo (2004).
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Lo apuntado por Lewandowski y Burczyk (2000) apoya lo anterior en relacion a que los
arboles de esta especie al crecer en grupos, relativamente cerrados, provoca que la dispersion de
semillas y el movimiento de polen resulten limitados. Si el apareamiento ocurre primeramente
entre arboles cercanos, es de esperar grupos de parientes y resultan un alto nivel de endogamia y
reduccion efectiva del tamafio de la poblacion (Lewandowski y Burczyk, op. cit.).

4.3. Poblacion de Pinus hartwegii Lindl. del Cofre de Perote, Veracruz, México.

4.3.1. Caracteristicas edafoclimaticas.

El volcéan del Cofre de Perote es también conocido como Nauhcampatepetl (que significa
en nahuatl “nahui”, cosa que tiene cuatro lados o cuatro veces sefior y “tépetl” cerro, es decir,
cerro cuadrado o volcan de cuatro lados) (Narave, 1985; Aceves y Nava, 2004) (Figura 30). Se
aplica dicho nombre a uno de los dioses del agua Tlalogues, que se venera en esa cumbre por ser
el punto donde las nubes cargadas de vapor de agua se convierten en aguaceros, granizadas y
nevadas, forméndose las importantes cuencas hidrogréficas (Figura 30) (Narave, op. cit.;
Investigaciones Geograficas, 1998; Hernandez et al., 2000; INEGI, 2004).

Figura 30. Volcéan del Cofre de Perote, Veracruz, México. FOTO. Tivo (2004).
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En la parte mas alta del Cofre de Perote, hay un gran banco cuadrangular erosionado,
debido a lo cual recibe su nombre. Su cima suele cubrirse de nieve durante el invierno (Figura

31). Este volcan, es la octava cumbre mayor de México (Narave, 1985).

Figura 31. Bosque de Pinus hartwegii Lindl. del Cofre de Perote, Veracruz, México. FOTO. Tivo (2004).

Se localiza en el estado de Veracruz cerca del limite con el estado de Puebla. Entre las
coordenadas 19°0318” latitud Norte y 97°09°34”* longitud Oeste (Méndez-Guzmén et al.,
2001). El cerro alcanza una altura de 4 282 metros (Aceves y Nava, 2004) (Figura 32). El area
del Cofre de Perote se encuentra situado en la parte sur de la Sierra Madre Oriental, en el extremo
centro oeste del estado de Veracruz (Narave, op. cit.; Investigaciones Geograficas, 1998; INEGI,
2004).
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Figura 32. Localizacion del Cofre de Perote, Veracruz en México. FUENTE. Encarta (2003).

El cerro del Cofre de Perote presenta condiciones edafoclimaticas particulares. El clima
de esta zona es frio/semifrio subhimedo con temperatura media anual entre 12.7 y 18°C, la del
mes mas frio entre —3 y 18°C y la del mes més caliente mayor de 18°C (BS1: seco o arido, k’:
templado con veranos cortos, w’’: canicula, i’: con poca oscilacion, entre 5.1 y 7.0°C, g: el mas

calido ocurre en el primer semestre del afio, tipo Ganges) (Figura 33) (Garcia, 1973; Narave,
1985; Investigaciones Geograficas, 1998).
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Figura 33. Poblacion de Pinus hartwegii Lindl. del Cofre de Perote, Veracruz, México afectada por las heladas.
FOTO. Tivo (2004).

El cerro del Cofre de Perote tiene una superficie de 735.35 kilometros cuadrados, cifra
que representa un 1.01% total del estado (Narave, 1985). De acuerdo con cifras presentadas por
el INEGI y trabajos realizados anteriormente en el Parque Nacional, se estima gque presenta una
extension territorial de aproximadamente 259 677 hectareas, que representa el 3.55% del total
estatal (Aceves y Nava, 2004). EI municipio de mayor extension es Las Minas con 5 640
hectareas. La altitud promedio es de 1 913.4 metros con una maxima de 2 465 metros en el
municipio de Perote y una minima de 1 280 metros en el municipio de Xico (Aceves y Nava, op.
cit.).

Este cerro constituye una barrera para los vientos calidos provenientes del Golfo de
México (Figura 34). Estos pasan por la planicie costera sin descargar su humedad, pero al chocar
con la montafia suben rapidamente y se enfrian propiciando humedad hacia la ladera, este en
forma de lluvia o neblina principalmente entre 1 000 a 3 500 metros de altitud (Servicio
Metereoldgico Nacional, 1984; Narave, op. cit.; Investigaciones Geogréaficas, 1998; Subsecretaria
Forestal y de Fauna Silvestre, SARH (INIFAP), 1998).
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Figura 34. Nubosidad y precipitaciones en la poblacién de Pinus hartwegii del Cofre de Perote, Veracruz,
México. FOTO. Tivo (2004).

De acuerdo con el Servicio Metereologico Nacional (1984) y el INEGI (2004), la regién
del Cofre de Perote en el estado de Veracruz, presenta una precipitacion pluvial media anual de
519.1 milimetros (Figura 35).
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Figura 35. Escurrimientos superficiales en milimetros de la Republica Mexicana. FUENTE. INEGI (2004).

Algunos rios de lava aun son visibles a medio camino entre Perote y Xalapa. Sus faldas

muestran profundas barrancas, pedregosas y con basalto, cuyas corrientes estan cubiertas por
bosques de pino y encino. El cerro se encuentra constituido por poca materia organica. Presenta

rocas andesitas y augitas. Su riqueza esta representada por minerales como la calera de Perote

Santa Emilia, oro, banco de material, plata y cal (Narave, 1985; Investigaciones Geograficas,

1998; Hernéndez et al., 2000).

En este volcan convergen tres vertientes hidrograficas: la del rio Huitzilapan o Antigua, la

de Actopan y la del curso fluvial de Nadtla, que abastecen de agua a poblaciones importantes

como Xalapa, Coatepéc, Perote y Xico, entre otras. Existen numerosos arroyos de corto caudal,
como son el Cocozatla, Tinimil, Aninilla, Obispo y el Venero de Pinaguztepec; entre otros

descatan el Tilaza, Tecajete, Carnestolenda, Tonaco y Negra (Garcia, 1973; Narave, op. cit.;
Investigaciones Geograficas, op. cit.; Subsecretaria Forestal y de Fauna Silvestre, SARH

(INIFAP), 1998; Hernandez et al., op. cit.).
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La montafia se extiende aproximadamente cuatro kilometros en una direccion norte y sur
a tres kilémetros en su eje este—oeste (Figura 36). Sus limites se presentan de la siguiente manera:
al norte el pueblo de Las Vigas de Ramirez, Altotonga, Villa Aldama, Jalacingo; al sur los
pueblos de Ayahualulco e Ixhuacdn de los Reyes, al sureste con Xico; al este Acajete,
Tlalnelhuayocan, Xalapa, Teocelo y Coatepec, al oeste el Valle de Perote y el estado de Puebla
(Investigaciones Geograficas, 1998; Aceves y Nava, 2004).

Figura 36. Vista del volcan Cofre de Perote desde el ejido El Rosario. FOTO. Tivo (2004).

En sus 1 200 km?, el Cofre de Perote presenta acentuados cambios de altitud que van
desde 1 200 a 4 282 metros. Como consecuencia de los derrames del volcan sobre una porcion de
la Sierra Madre Oriental, se ha conformado un paisaje abrupto con pendientes que varian de 5° a
30°. El punto mas alto lo constituye La Pefia a 4 282 metros (Figura 37), lugar masivo de
derrames de lava de unos 40 metros de altura a partir de su base y de unos 100 metros de
longitud, cuyos contornos hacia el franco este y norte dan la apariencia de una gran caja de cofre,
la que puede observarse desde distancias lejanas. Siendo este motivo, por el cual se le asignd el
nombre de Cofre (Investigaciones Geograficas, op. cit.).
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Figura 37. La Pefia en el Parque Nacional Cofre de Perote, Veracruz, México. FOTO. Tivo (2004).

Unos 5 000 metros al sureste de La Pefia se encuentra un gran pico conocido como el Pico
de Fraile. Hacia el norte y el oeste se presentan pendientes con algunas barrancas como las de
Domingo Herndndez, La Toma y El Rosillo, entre otras. Hacia el este y el sur, la montafia se
encuentra muy ramificada y deprimida, con enormes quebraduras que descienden abruptamente
dando lugar a profundas barrancas como la de Morei, Infiernillo, Caracol y Pixquiac. También
hacia el noreste se presentan corrientes de lava, una de las cuales se encuentra cerca del pueblo de
La Joya (Orddfiez, 1904; Narave, 1985).

Los principales crateres se localizan en el Volcancillo cerca de Las Vigas, el Macuiltépetl
en Xalapa, el Cerro de las Culebras en Coatepec y el Volcan de Xico (Cerro de San Marcos) en

Xico (Ordéfiez, op. cit.; Narave, op. cit.).

Los tipos de vegetacion que se encuentran en el Parque Nacional del Cofre de Perote son
paramo de altura, pinar de Pinus hartwegii Lindl., Pinus rudis Lindl., Pinus ayacahuite var.
Veitchii Shaw., Pinus pseudostrobus Lindl., bosque de Abies religiosa Schl. et. Cham. y Alnus
firmifolia Ferm. (Figura 38) (Ordofiez, op. cit.; Susano, 1976; Rzedowski, 1983; Narave, op. cit.;
Santillan, 1991; Matos, 1995).
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Figura 38. Tipo de vegetacidn presente en la region del Cofre de Perote, Veracruz, México. FOTO. Tivo (2004).

En los alrededores del Parque Nacional se observan pinares, bosque de pino—encino y
bosque caducifolio. Los ultimos tipos de vegetacion existen solamente en el lado este (Figura 39)
(Ordofiez, 1904; Narave, 1985).
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Figura 39. Perfil de vegetacién del Parque Nacional Cofre de Perote, Veracruz, México.
FUENTE. Narave (1985).
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Todas estas caracteristicas le dan a la sierra de Perote representacion biogeografica a nivel
nacional de variados ecosistemas de gran valor escénico, cientifico, educativo, de recreo,

historico, biodiverso en flora y fauna y aptitud para el desarrollo turistico (Aceves y Nava, 2004).

La cuenca semiérida del Cofre de Perote colinda con una zona boscosa y presenta gran
diversidad de vegetacion, que va desde bosque de coniferas de alta montafia hasta matorrales en
la llanura o en la parte mas seca. Sin embargo, el panorama que se ha observado en esta zona es
la deforestacion sistematica, erosion de tierras, escasez de agua y de fuentes de trabajo (Figura
40ay Figura 40b) (Ortiz—Arcos, 1972 citado por Gérez, 1982).

Figura 40. a) y b) Deforestacidon de la poblacion de Pinus hartwegii Lindl. en el Parque Nacional Cofre de Perote,
Veracruz, México. FOTOS. Tivo (2004).

Esta situacion ha llevado cada vez mas hacia un proceso de desertificacion en esta zona,
proceso que ha sido definido por la ONU como una disminucion del potencial biolégico de la
tierra, que ha desembocado en condiciones de tipo desérticas (Medellin, 1978), asi como de los
programas de reforestacion sin continuidad y con especies poco tolerantes a las condiciones
existentes en esta region (Menchaca, 2000).

Por tal motivo, Aceves y Nava, op. cit. preveen para la zona un pograma de manejo que
incluya la participacion de los habitantes, propietarios y poseedores de los predios en él incluidos,
asi como a las dependencias involucradas, los gobiernos municipal estatal y federal,

conjuntamente con las organizaciones sociales, publicas, privadas y a las personas interesadas,
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para lograr la restauracion y conservacion del area, pero ademas su aprovechamiento y desarrollo
sostenible y sustentable.

4.3.2. Situacion actual de la poblacion.

La poblacion de Pinus hartwegii Lindl. del Parque Nacional del Cofre de Perote del
estado de Veracruz en México decretado desde el 9 de mayo de 1937, se encuentra seriamente
deteriorada (Martinez, 1948; Rzedowski, 1983; Sol6rzano, 1987; Paré y Alatorre, 1993; Iglesias
et al., 1999a; Aceves y Nava, 2004). Los bosques de esta especie estan amenazados, a causa de
practicas inapropiadas en el manejo y la extraccion forestal (Figura 41a y Figura 41b). Hoy en
dia, la deforestacion de Pinus hartwegii Lindl. persiste a ritmos muy elevados, que ubica a
nuestro pais entre los primeros en el planeta (SEMARNAT, 2001).

Figura 41. a) y b) Deforestacion en el Parque Nacional Cofre de Perote, Veracruz, México. FOTOS. Tivo (2004).

La perturbacion natural es un componente fundamental del proceso de renovacion de los
bosques. Esta puede ser causada por un conjunto variado de sucesos tales como fuegos, caidas de
arboles por viento, senectud y herbivoria (Figura 42a y Figura 42b) (Goldammer, 1993).
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Figura 42. a) y b) Perturbacién natural del bosque de Pinus hartwegii Lindl. FOTOS. Tivo (2004).

En estudios recientes en que se ha tratado de conocer y evaluar la importancia y las
pérdidas econdmicas (Caballero, 1968; Caballero, 1970), se ha llegado a la conclusion de que son
los incendios los que mayor dafio ocasionan a los bosques de coniferas (Mirov, 1967; Rzedowski
et al., 1977; Sinnott y Katherine, 1977; Rzedowski, 1983; Perry, 1991; Puig, 1991; Bonilla, 1993,
Matos, 1995; Aufion et al., 2003). Asimismo, el turismo no ha sido una fuente de ingresos para la

gente de la zona, sino fuente de basura, incendios, etc. para el volcan (Paré y Alatorre, 1993).

El bosque de Pinus hartwegii Lindl. ha sufrido afectaciones serias por incendios con
efectos catastréficos, talas clandestinas que han ocasionado una disminucién en el tamafio de la
misma (Paré y Alatorre, op. cit.; Solis, 1994) y la destruccion del entorno con mucha frecuencia
(Figura 43a y Figura 43b) (Mirov, op. cit.; Rzedowski et al., op. cit.; Sinnott y Katherine, op. cit.;
Rzedowski, op. cit.; Perry, op. cit.; Puig, op. cit.; Bonilla, op. cit.; Matos, op. cit.; Aufion et al.,
op. cit.). Estos incendios ocasionan cambios en el suelo donde crece esta especie, lo que se

conoce como sucesion ecologica (Kimming, 1996).
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Figura 43. a) y b) Efecto de las talas clandestinas e incendios en la poblacion de Pinus hartwegii Lindl. del Cofre de
Perote, Veracruz, México. FOTOS. Iglesias (2001) y Tivo (2004).

Los fuegos ocasionan otras consecuencias funestas como son: la degradacion de los
suelos, el debilitamiento de los arboles que quedan en pie y la destruccion del microclima fresco
y humedo. Sin embargo, de acuerdo con Sanchez y Huguet (2002), cinco afios de proteccion
integral contra los fuegos son suficientes en general para que se instale un renuevo de pinos

jévenes y de otras especies arbustivas o herbaceas.

El uso del fuego libera altos niveles de nutrimentos y crea una variedad de camas
semilleras que beneficia a la especie y generalmente es aceptable para su regeneracion
(Velasquez, 1984). Sin embargo, cuando las quemas son severas la regeneraciéon natural no
siempre es éxitosa (Velasquez, op. cit.).

Se tienen reportes en Pinus banksiana, donde sus conos femeninos se cierran ante la
presencia del calor, como consecuencia del fuego, lo que ocasiona que éstos se separen del arbol
(Umanitoba, 2000). En general, el efecto de una perturbacién depende de su intensidad,

magnitud, frecuencia y periodicidad.

Segln la SEMARNAT, en 1998 se dafiaron 121 hectareas del Parque Nacional Cofre de
Perote, lo cual significa mas del 20% del area total protegida en la actualidad (SERMANAT,
2001). Esta problematica se debe en parte, a que no se cuenta con programas adecuados de
manejo ni de proteccidn en esta zona (Sarukhan y Franco, 1981; Matos, 1995).
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Aunado a ello, en Pinus hartwegii Lindl. se ha podido constatar la presencia de un bajo
porcentaje de germinacién (10%) como consecuencia de un elevado nimero de semillas vacias
que sobrepasa la cifra del 50% (Figura 44a y Figura 44b) (lglesias et al., 2001; Solis e Iglesias,
2001; Solis, 2002), que constituyen al parecer, manifestaciones del fendmeno de depresion
consanguinea, que es bastante comun en especies de coniferas (Williams y Savolaienen, 1996;
Kuang et al., 1998).

Figura 44. a) y b) Bajo porcentaje de germinacion y de viabilidad de las semillas de Pinus hartwegii Lindl.
FOTOS. Tivo (2004).

Lo anterior estd ocasionando una sensible disminucién en la produccion y calidad de la
semilla, asi como seria reduccion de la tasa reproductiva en dicha poblacion (Iglesias et al., op.
cit.). Por tal motivo, se considera que tanto la poblacién de Pinus hartwegii Lindl. del Cofre de
Perote como la del Pico de Orizaba en el mismo estado, se encuentran seriamente perturbadas
(Iglesias et al., op. cit.; Solis, op. cit.). Sin embargo, esta problematica no ha sido aun reconocida
por el CONABIO (CONABIO, 2002; Romeu, 2004), dado que la especie de Pinus hartwegii
Lindl. no se encuentra incluida en la Norma Oficial de especies en riesgo (SERMANAT e
Instituto de Ecologia, 2003).
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La reduccion en la produccion de semillas llenas de la especie de Pinus hartwegii Lindl.
constituye al parecer una de las mas severas manifestaciones de la consaguinidad en coniferas
(Kuang et al., 1998). La severidad en el efecto de la depresion consaguinea varia entre especies,

poblaciones e individuos (Remington y O’Malley, 2000).

Lo anterior constituye una de las caracteristicas que ha sido bien estudiada y en la
actualidad se cuenta con estimados del numero de equivalentes de letalidad embrionaria en
muchas especies (Williams y Savolainen, 1996). Como indicara Ledig (1998), los pinos cuentan
con barreras pre y postcigoticas que reducen la oportunidad de que los cigotos derivados de
cruzamientos consanguineos sobrevivan y se reproduzcan. Algunas de ellas conllevan entre otros
a la presencia de mecanismos de autoincompatibilidad y desfasamiento entre la produccién del

polen y la receptividad de las flores femeninas.

En las areas de interés existe una pobre o nula regeneracion de los bosques de Pinus
hartwegii Lindl, debido a causas tan comunes como: colecta excesiva de semilla, el combate
ineficiente de plagas y enfermedades forestales y a la falta de un plan estratégico de manejo
forestal (Hernandez et al., 2001).

La tasa de endogamia que presenta esta especie, aumenta con el grado de parentesco y se
puede expresar como la disminucidn de la heterocigosis (asociada a la viabilidad o habilidad para
reproducirse) por generacion de endogamia (Keiding, 1995; Willian et al., 1995).

Se han encontrado evidencias directas en relacion a que la depresién consaguinea que se
manifiesta en coniferas, se debe mas bien a mutaciones letales que a mutaciones deletéreas
(Griffin y Lindgreen, 1985; Husband y Schemske, 1996; Remington y O’ Malley, 2000).

Por otro lado, la ubicacion de esta especie en los mayores niveles altitudinales conlleva a
una limitada dispersion de polen y de semillas; esto contribuye a que se produzca en las mismas,
cambios en su estructura genética, que resulta en poblaciones consistentes de grupos de

individuos estrechamente relacionados (Figura 45) (Nason et al., 1997).
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Figura 45. Subpoblaciones de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Tivo (2004).

Wolters y Martens (1987) establecieron que la germinacion y el crecimiento del tubo
polinico de los granos de polen son impactados por los contaminantes atmosféricos tanto in vivo
como in Vitro. Estos autores mencionaron que la estimulacién o inhibicién de ambos parametros
de viabilidad del polen, dependen de la especie, asi como del tipo contaminante y su
concentracion del tiempo y de la exposicién y de la humedad relativa. La reduccion de la
capacidad germinativa y del crecimiento del tubo polinico de los granos de polen obviamente
afecta de manera negativa la produccién de semillas y, por lo tanto, la capacidad reproductiva de
los &rboles (Wolters y Martens, op. cit.).

Sin embargo, Cox (1989) afirmé que independientemente de la manera en que los
contaminantes afectan al polen, la repercusion genética de la contaminacion atmosférica también
induce cambios en la competencia entre los granos de polen sobre el estilo, lo que da como

resultado una reduccidn en la variacién de los genotipos de la préxima generacion.
Smith (1981) asegurd que la reproduccion sexual en las especies forestales es muy

importante para mantener su flexibilidad genética y la persistencia de la mayoria de las especies

en comunidades forestales naturales.
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4.4. Descripcion botanica del polen.

Los granos de polen proceden del término latino pollen (Dominguez, 2000) y son el
elemento germinal masculino, indispensable para la fecundacién (Valdés et al., 1987). Se
presenta como un polvo cuyo color varia en relacion con la especie de que procede, siendo
generalmente amarillo o café claro, aunque también se puede encontrar blanco, rosado,

anaranjado, verde, rojizo, violaceo e incluso negro (Valdes et al., op. cit.).

Al igual que el color de los polenes, el sabor y olor de los mismos son también variables
segun su procedencia. El sabor varia desde el dulce al amargo. El olor resulta caracteristico de

cada especie (Valdés et al., op. cit.).

Presentan tres capas: la sexina, la nexina y la intina (\Valdés et al., op. cit.; Weber, 1998;
Ulriksen, 2003; Ibarra, 2004). La mayoria de granos de polen pueden ser identificados por las
estructuras de la superficie en la sexina. La sexina y la nexina crean la exina. Esta Gltima puede
ser lisa o0 estar adornada de surcos o verruguitas y resistente a la degradacién (Figura 46). Esta
capa resiste a la exposicién del &cido-calor (un proceso llamado el acet6lisis) (Weber, op. cit.;

Dominguez, op. cit.).

Figura 46. Grano de polen binucleado. FUENTE. Valdés et al. (1987).

La sexina presenta numerosos microsporos y aberturas grandes: poros y surcos. Estas
aberturas son areas adelgazadas que actian como los puntos de salida para el tubo polinico

durante la polinizacion éxitosa (Figura 47) (Weber, op. cit.).
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Figura 47. Estados de germinacion del grano del polen y desarrollo del tubo polinico.
FUENTE. Valdés et al. (1987).

La sexina generalmente consiste en dos partes: una capa Yy una vacuola (Lewis et al.,
1983). La intina esta compuesta de celulosa. EI nimero de poros del polen varia de acuerdo a los
diferentes grupos de plantas (Murray, 1997). Los granos de polen pueden presentarse como
monoides o en tetradas (Weber, 1998).

Las estructuras del polen poros y surcos, son los medios primarios de identificacion al
nivel del taxondémico de género y a veces puede delinear las especies. Los poros son
principalmente redondos, pero a veces son de forma eliptica. Estos pueden estar solos o
maultiples. El prefijo mono, di, tri o periporados, especifica si hay un solo poro, dos, tres o

numerosos poros (Weber, op. cit.).

De acuerdo con Murray, op. cit., el polen puede clasificarse en esferoidal si no se
encuentran hidratados los granos y elipsoidal si se encuentran hidratados. Si el polen tiene solo
un poro o surco se define como distal. Si presenta tres poros o un anillo de poros alrededor del
grano es equidistante. Los granos de polen son generalmente elipticos o esféricos, pero existen

otras formas de acuerdo con lo reportado por GEOS en el 2004 (Figura 48).
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Figura 48. Caracteristicas estructurales del polen. FUENTE. GEOS (2004).

La tétrada juega un papel importante, pues ella es responsable de la disposicion del grano

de polen, de su polaridad y de su forma, asi como también de la situacion de las aperturas. En

cuanto a la polaridad, cada grano de polen presenta una area proximal que corresponde a la zona

mas cercana al centro de la tétrada y una zona distal que corresponde al lado externo opuesto. El

centro de cada una de las zonas se denomina polo, habiendo por tanto un polo proximal y otro

distal. La linea imaginaria que une ambos polos se denomina eje polar. Ademas existe otra linea

perpendicular al eje polar por el ecuador, llamada eje ecuatorial o diametro ecuatorial (Figura 49)

(Ulriksen, 2003).
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-
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57



Figura 49. Eje polar y eje ecuatorial del grano de polen. FUENTE. Valdés et al. (1987).
Segun su polaridad, se denomina apolar al polen en el que una vez liberado de la tétrada

no pueden reconocerse las zonas polares y polar al que presenta dos zonas polares mas o menos
bien definidas. En este ultimo caso, es isopolar el polen cuyas zonas polares son semejantes, lo
que ocurre normalmente y heteropolar el que presenta zonas polares diferentes; se denomina

subisopolar al que tiene zonas polares ligeramente diferentes (Valdés et al., 1987).

Los granos de polen pueden ser simétricos o asimétricos y de acuerdo con la polaridad de

los mismos se pueden distinguir cinco modelos (Tabla 2) (Valdés et al., op. cit.).

Tabla 2. Modelos del polen de acuerdo con su polaridad. FUENTE. Valdés et al. (1987).

POLEN ISOPOLAR RADIOSIMETRICO Con un plano horizontal y dos 0 més planos verticales

de simetria de igual dimensién.
POLEN HETEROPOLAR RADIOSIMETRICO Sin plano horizontal de simetria.
Con tres planos de simetria, uno horizontal y dos

POLEN ISOPOLAR BILATERAL verticales, los Ultimos de distintas dimensiones, por Ig
que se reconocen dos diametros ecuatoriales.
POLEN HETEROPOLAR BILATERAL Con dos planos de simetria, ambos verticales y de
distintas dimensiones.
POLEN ASIMETRICO Con ningln plano de simetria, pueden ser tanto

apolares como heteropolares.

Segun Valdés et al., op. cit. la forma del polen se define de dos maneras: utilizando la
razén de los ejes polar y ecuatorial (P/E) y describiendo el contorno del mismo, tanto en vision

polar, como ecuatorial (Tabla 3).

Tabla 3. Tipos de polenes segln la razén eje polar/eje ecuatorial (P/E). FUENTE. Valdés et al. (1987).

<2.00 PERPROLADO
1.33-2.00 PROLADO
1.14-1.33 SUBPROLADO
1.00-1.14 PROLADO-ESFEROIDAL

1.00 ESFEROIDAL
0.88-1.00 OBLADO-ESFEROIDAL
0.75-0.88 SUBOBLADO
0.50-0.75 OBLADO

<0.50 PEROBLADO
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De acuerdo con Heusser (1971), los pdlenes bilateralmente simétricos son clasificados
como plano-convexo, concavo-convexo Yy biconvexo. Cuando son mirados lateralmente o
ecuatorialmente y son generalmente elipticos en vista polar. Los tipos radiosimétricos caen
dentro de varias clases, dependiendo de los radios de sus ejes polares y ecuatoriales, de ahi la
razén eje polar/eje ecuatorial (P/E) (Tabla 3). El contorno del polen en vista polar es circular,

triangular y poligonal o representado por alguna modificacion de estas formas (Heusser, op. cit.).

Para Valdés et al. (1987) y Heusser, op. cit., segun la longitud del eje mas largo (eje
polar), se pueden distinguir seis grupos de pdlenes (Tabla 4). En cuanto al nimero de granos de
polen que originan las anteras se puede decir que es muy variable y, por lo general, muy elevado

(Valdés et al., op. cit.).

Tabla 4. Tipos de pélenes segln la longitud del eje mayor. FUENTE. Valdés et al. (1987).

MICRAS () TIPO DE POLEN
<10 MUY PEQUENO
10-25 PEQUERNO
25 - 50 MEDIANO
50 - 100 GRANDE
100 - 200 MUY GRANDE
>200 GIGANTE

Los granos de polen pueden tener un tamafio muy variable, desde 2.5 micras (la micra es
la milésima parte del milimetro) a 250 micras los mas grandes, como los del maiz y la yuca. Lo
normal es que tengan un tamafio entre 20 y 50 micras (Dominguez, 2000).

Los términos ornamentacién y escultura del grano de polen son sinénimos, siendo
empleados indistintamente por muchos autores. Estos términos se refieren Unicamente a los
caracteres geométricos externos de la exina, la superficie del téctum y los elementos

supratectales, no considerando la estructura interna (Valdés et al., op. cit.).

La ornamentacion del grano de polen es enormemente variada. De acuerdo con Heusser,

op. cit., existen diferentes tipos de escultura del polen (Tabla 5).
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Tabla 5. Tipos de escultura del polen. FUENTE. Heusser (1971).

Tipo de escultura que consiste en baculas.

BACULADA
CLAVADA Tipo de escultura que expone clavas o elementos en forma de garrotes.
ECHINADA Tipo de escultura con punteado de por lo menos una micra de altura. Sus componentes
son llamados echinis.
ESTRIADA Tipo de escultura que consiste en lomas paralelas, llamadas vallas, y estrias.
FOSSULADA Tipo de escultura ranurada o surcada.

FOVEOLADA Tipo de escultura donde los pits son por lo menos de una micra de diametro. Estos pits se
denominan foveas.

GEMMADA Tipo de escultura consistente en gemmas.

PSILADA  Tipo de escultura que posee una superficie lisa o con pits menores a una micra en tamafio.
RETICULADA Escultura que expone un disefio de red o de reticulo. Esta puede ser homobrochada
cuando los brochis del reticulo son uniformes en tamafio o heterobrochada cuando los
brochis del reticulo no son uniformes en tamano.
RUGULADA Tipo de escultura que contiene rugulas.
SCABRADA Tipo de escultura con elementos menores a una micra de tamafio y radialmente mas o
menos isodiamétricas.

VERRUCADA Escultura que contiene verrucas.

La naturaleza del polen esta determinada por el medio de transporte (Dominguez, 2000).
Las plantas superiores usan dos métodos en la dispersion de polen: el viento o los insectos. S6lo

aproximadamente el 10% de plantas utilizan la polinizacion por viento, éstas se llaman el

anemdfilas (Weber, 1998; Dominguez, op. cit.).

Los pinos presentan polinizacion tipicamente anemdgama y su polen tiene una gran
capacidad de dispersién como consecuencia de la presencia en ellos de dos sacos laterales al

cuerpo que favorecen su movimiento (Figura 50) (Galicia, 2004).

x1.5Kk 1916 1SKkV 20um

Figura 50. Sacos aéreos del polen que favorecen su dispersion en la naturaleza. FUENTE. Galicia (2004).
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Los granos destinados a ser transportados por el viento son lisos y ligeros. El polen es el
vector dominante del intercambio gamético de la mayoria de las especies forestales (Ennos, 1994;
Lindgren et al., 1995), su movimiento influye en la creacion, mantenimiento y erosion de la
estructura gamética en las poblaciones naturales resulta de gran importancia lograr una adecuada

comprension de sus caracteristicas morfométricas y de viabilidad.

Asimismo, se encuentran los transportados por corrientes de agua y adheridos a los pelos
de ciertos mamiferos y, por supuesto, los depositados en el suelo. Este Gltimo puede permanecer
durante largos periodos de tiempo si las condiciones fisico-quimicas les son favorables. Los
cuales pueden ser Utiles en los estudios de las condiciones paleoambientales de determinadas

regiones del pais (Ibarra, 2004).

Los cientificos han descubierto que los estrobilos femeninos, receptores de los granos de
polen, han desarrollado diversas estrategias para favorecer la aproximacion y captura de los
mismos. Asi, se ha comprobado que la estructura de los conos femeninos de los pinos y su
ubicacién en el extremo de las ramillas, permite crear turbulencias en las corrientes de aire, con
lo que los granos de polen que flotan en dichas corrientes pierden velocidad y caen hacia el cono

femenino (Dominguez, 2000).

El polen de pino ha sido considerado como de bajo nivel de sensibilidad. A pesar de que
producen grandes cantidades de polen y que éstos son facilmente dispersados por el aire, los
pinos no se han considerado como serios productores de alergias respiratorias. Probablemente,
esta baja incidencia se debe fundamentalmente al gran tamafio de sus pélenes (poca penetracion
en el tracto respiratorio) y también a su naturaleza hidrofébica y su bajo contenido en proteinas.
Sin embargo, en un estudio llevado a cabo con polen de Pinus radiata, muy abundante en la
atmosfera de Nueva Zelanda, se han encontrado proteinas alergénicas y se han evidenciado
reactividad cruzada con el polen de una especie de graminea (Lolium perenne). Recientemente,
otros autores han encontrado un fuerte aumento de la alergenicidad de este polen por el efecto de
la polucion. Por tanto, respecto a este tipo de polen, no se sabe realmente cual es la importancia

alergénica que pueda tener (UMA, 2004).
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Sin embargo, en Pinus son poco frecuentes las informaciones relativas a la capacidad
alergénica. Alemany (1954) citado por Galicia (2004), lo considera como inductor casual de
procesos alérgicos. Lewis et al. (1983) citado por Galicia, op. cit. lo consideran de bajo nivel
alergénico, al igual que Surinyach (1950), Pla (1958) y Lépez Botet et al. (1965) citados por
Galicia, op. cit. Asimismo, es citado como especie alergégena por Wodehouse (1971), Izco et al.
(1972), Stanley y Linskens (1974), Saenz (1978), Martin y Seoane (1980), Ciampolini y Cresti
(1981), Yman (1982) y Zerboni et al. (1987) citados por Galicia, op. cit.

4.4.1. Estudios palinoldgicos del polen en distintas especies forestales con referencia

especial a Pinus.

La variabilidad morfométrica del polen en diversas especies forestales ayuda a delimitar
las bases genéticas de la variacion fenotipica y explicar los aspectos relacionados con los
procesos evolutivos, asi como estudiar la heredabilidad de la variacidn fenotipica y la influencia

con el ambiente (Marque, 2000).

La morfologia del polen es muy amplia, por lo que no todos los granos de polen son
iguales, esto es debido a las diferentes estrategias de dispersion adoptadas por las diversas
familias de plantas. Los pinos tienen un grano de polen muy caracteristico, ya que se trata de un
cuerpo central donde se encuentran incluidos la parte citoplasmatica y un par de sacos aéreos que
le ayudan a transportarse por el viento. Otros granos presentan estructuras parecidas a espinas o
ganchos que les permiten adherirse al cuerpo de diversos insectos, que les sirven como vectores
en la diseminacién del polen a otras plantas. El polen de plantas como cactaceas es grande y
pesado; puede ser transportado Unicamente por los insectos y murciélagos. También existen
plantas que crecen en lagos, estanques y a orillas de los rios cuyos granos son finos y delicados y

se transportan por medio del agua (Ibarra, 2004).

El polen es una interesante fuente de informacién en Paleoecologia. La Paleoecologia es
una rama de la Ecologia que estudia los ecosistemas del pasado a través de los fosiles. Los granos
de polen que se encuentran fosiles en los sedimentos son la mejor fuente de informacion sobre la

vegetacion que existio en el pasado en una determinada region y de ahi pueden deducirse otros
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factores como los climéaticos (Dominguez, 2000). Ademas se encarga de estudiar y clasificar

todas las formas y estructuras polinicas (Ibarra, 2004).

En las Gltimas décadas, diversos autores han efectuado estudios palinol6gicos en distintas

especies forestales (Tabla 6) con el propdsito de contribuir al conocimiento de la morfologia del

polen; lo que puede ser de utilidad en los estudios paleo-botanicos, lluvias de polen actual y fosil,

en la interpretacion taxonomica y evolutiva de los diferentes géneros y especies (Palacios-Chavez

y Quiroz-Garcia, 1985a; Palacios-Chavez y Quiroz-Garcia, 1985b; Palacios-Chavez et al., 1996).

Tabla 6. Estudios palinolégicos realizados en distintas especies forestales.

FAMILIA ESTADO
Leguminosae Morelos
Martyniaceae. Veracruz

Agavaceae. Mérida
Boraginaceae. Veracruz

Geénero: Cynoglossum.
Boraginaceae.

Género: Cordia. Veracruz
Boraginaceae. Veracruz
Género: Hackelia.
Boraginaceae. Veracruz
Género: Borago.
Boraginaceae. Veracruz
Género: Cryptontha.
Convolvulaceae. Estado de
Grupo: Psiloconiae. México
Erythroxylaceae, Theophrastaceae y Turneraceae. Jalisco
Polygalacea (Monnina ciliolata DC., Polygala alba Nuitt.,
Polygala appressipilis Blake, Polygala compacta Rose, Estado de
Polygala myrtilloides Willd, Polygala mexicana Moc. y México

Polygala subalata S. Wats.).
Achatocarpaceae, Basellaceae, Caricaceae, Chrysobalanaceae,

Julianiaceae, Moringaceae, Opiliaceae, Plumbaginaceae y Jalisco
Simaroubaceae.
Aceraceae, Aquifoliaceae, Geraniaceae, Resedaceae, Estado de
Sabiaceae y Saxifragaceae. México
Acanthaceae, Vitaceae y Violaceae. Estado de
MEéxico
Boraginaceae. Jalisco
Drimys granadensis vas. mexicana. Estado de
MEéxico
Cistaceae. Estado de
MEéxico
Cobaea, Bonplandia, Loeselia y Gilia. Querétaro
Phyllostomidae. Costa Ricay
MEéxico

AUTOR(ES)
Palacios-Chavez, 1968.

Ludlow-Wiechers y Ayala-Nieto, 1983 y Ludlow-
Wiechers y Roldan-Ramos, 1984.
Ojeda et al., 1984.

Ludlow-Wiechers y Ayala-Nieto, op. cit.
Ludlow-Wiechers y Palacios-Chavez, 1985.
Nowick y Ridgway, 1973; Ludlow-Wiechers ¥
Ayala-Nieto, op. cit. y Palacios-Chavez y Quiroz-
Garcia, 1985a.
Ludlow-Wiechers y Ayala-Nieto, op. cit.
Palacios-Chavez y Quiroz-Garcia, 1985b.

Pla Dalmau, 1961; Nash y Moreno, 1981 Yy
Quiroz-Garcia y Palacios-Chavez, 1985a.

Nash y Moreno, op. cit. y Quiroz-Garcia
Palacios-Chavez, 1985b.

Hallier, 1893; Pedraza, 1983 y Pedraza, 1985.

Lott, 1985 y Palacios-Chavez et al., 1996.

Arreguin-Sanchez et al., 1988.

Palacios-Chéavez et al., 1989.
Arreguin-Sanchez et al., 1990.
Erdtman, 1966; Huang, 1972 y Palacios-Chavez et
al., op. cit.
Quiroz-Garcia et al., 1997.
Vilela y Acosta, 1995 y Acosta y Vilela, 1998.

Palacios-Chavez et al., 1999.

Quiroz-Garcia y Arreguin, 2002.
Quesada et al., 2002.
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En coniferas se han realizado pocos estudios palinoldgicos con el fin de describir las
caracteristicas cuantitativas y cualitativas de los granos de polen. Entre ellos se encuentra el
estudio realizado por Iglesias et al., (1999b). Estos autores evaluaron la variabilidad en las
caracteristicas del polen de tres especies de Pinus (Pinus patula, Pinus teocote y Pinus
montezumae) del Cofre de Perote en el estado de Veracruz. Para ello, utilizaron un microscopio
de campo claro con un aumento de 200x para evaluar en una muestra de 30 granos de polen de
cada especie las caracteristicas morfomeétricas (largo, ancho, relacién largo/ancho del polen y de
la célula principal). Los resultados obtenidos mostraron la existencia de diferencias significativas

para los caracteres morfométricos evaluados en las especies estudiadas.

Similares resultados han sido reportados por Bagnall (1975), quien menciona que las
dimensiones del polen de los pinos oscilan entre los 50 y 70 micras y en general con lo reportado
por Weber (1998), quien indica que la mayoria de los granos de polen dispersados por el viento
como los provenientes de especies de pinos poseen tamafos que oscilan entre los 20 y 60 micras,
asi como un tipo de forma elongada (prolada), dada la presencia de relaciones eje polar/eje
ecuatorial (P/E) en el rango de 1.3 a 2.0. Generalmente, las coniferas presentan una forma de
polen vesiculada y en algunas ocasiones se observan en forma de tetradas (Weber, op. cit.).

De acuerdo con Galicia (2004), el polen de Pinus es heteropolar, con simetria radial,
analeptomado, provisto de dos sacos aeriferos o flotadores laterales. En vision ecuatorial, el
cuerpo del grano es plano-convexo y sacos casi circulares. En vision polar, el cuerpo es casi
circular o elipsoidal y sacos elipticos. El tamafio de los granos de polen son grandes, aunque con
grandes diferencias entre las especies, siendo el mas pequefio Pinus sylvestris (aproximadamente
70 micras) y el mayor tamafio Pinus pinaster (aproximadamente 100 micras). Presenta apertura
tipo leptoma, es decir un area delgada de la exina que funciona como apertura (Figura 51). Su
superficie varia segun se trate del cuerpo del grano o de los flotadores. El polen presenta el

cuerpo psilado-perforado, Pinus sylvestris tiene el cuerpo liso, rugado-insulado o nanoverrugado.
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Figura 51. Polen de Pinus. FUENTE. Galicia (2004).

Sin embargo, Urg (2004) indica que el polen de los pinos es analeptomado, heteropolar,
de simetria bilateral, con dos vesiculas o sacos aeriferos laterales; corpus subcircular a eliptico en
vision polar y plano convexo en vision ecuatorial; de oblato a oblato esferoidal. Con una
superficie del corpus granulado verrugosa y de las vesiculas aeriferas psilado micoperforada
(Urg, op. cit.).

El polen de Pinus hartwegii Lindl. es una célula de forma y de dimensiones variables,
generalmente son redondas u ovoides (Weber, 1998; GEQOS, 2004). Suele tener un tamafio muy
variable. Por lo general, presenta un tamafo entre 40 y 80 micras, similar a lo que reporta Bagnall
(1975) y Weber, op. cit. (Figura 52). El polen de Pinus hartwegii Lindl. se disemina por el viento
durante los meses de marzo y abril (Dominguez, 1998; Zamudio y Castro, 2001) por medio de
sus dos sacos aeriferos o flotadores laterales conocidas también como alas del polen (Galicia,
2004; Urg, op. cit.).

De acuerdo con la clasificacion publicada por Weber, op. cit. y GEQS, op. cit., el polen de
Pinus hartwegii Lindl. es de forma vesiculada y en raras ocasiones se presenta en tetradas. De
acuerdo con la posicion de sus poros son monoporado y raramente se presenta diporados o
triporados (Figura 52).
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ECOLOGIA

Figura 52. Grano de polen de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Laez (2003).

4.4.2. Caracterizacion de la viabilidad del polen en distintas especies forestales con

referencia especial a Pinus.

La calidad del grano de polen constituye un factor critico en el éxito de los programas de
hibridacion que se realizan en el campo forestal (Moody y Jett, 1990; Jett et al., 1993). Se ha
reportado, que la viabilidad del polen es fundamental antes de emprender un programa de mejora

genética por hibridacion en forestales (Merlo et al., 2003).

Conocer la viabilidad del polen es fundamental antes de su utilizacion en polinizaciones
controladas o suplementacion polinica en los planes avanzados de mejora de las especies

forestales (Merlo et al., op. cit.).

En la actualidad, se cuenta con diferentes métodos directos e indirectos para determinar la
fertilidad del polen. Los meétodos de tincion ubicados en la categoria de indirectos han sido
empleados por Bamberg y Hanneman (1991) y Gonzalez et al. (1995b). Mientras que como
método directo, Pickert (1988) y Lindgren et al. (1995) determinaron la germinacién del polen in
Vitro.
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Segun lo planteado por Stanley y Linskens (1974), los colorantes utilizados en las pruebas
de tincion no son especificas, pues no todos los granos de polen que se colorean son capaces de

germinar por lo que se sobreestima la viabilidad polinica (Gonzalez et al., 1999a).

Asi mismo, se han utilizado diversos métodos colorimétricos en especies forestales para
determinar la viabilidad del grano de polen (Tabla 7). Sin embargo, algunos de estos métodos no

detectan el polen que no es viable (Norton, 1966).

Tabla 7. Empleo de diferentes indicadores de viabilidad del polen en distintas especies forestales.

ESPECIE METODO AUTOR(ES)
Fam. Rosaceas. Género Prunus. Prunus  Aceto carmin.  Norton, op. cit.; Werner y Chang, 1981
persica. Melocotonero. Daulta y Singh, 1985.
Fam. Rosaceas. Género Prunus. Prunus  Aceto carmin.  Parfitt y Ganeshan, 1989; Burgos, 1991
armeniaca L. Albaricoquero. Andrés et al., 1999.
Fam. Verbenacea. Aloysia polistachia, Reactivo de Andrada et al., 1998.
Aloysia gratisima y Lippia fissicalyx. Mutzing.
Fam. Pedaliaceae. Sesamum indicum L.  Azul de algodén Berlingeri et al., 1999.
en lactofenol al
1%.

Fam. Solanaceae. Solanum tuberozum.  Aceto carminy Bamberg y Hanneman, 1991; Gonzalez
azul de algodén  1992; Gonzalez et al., 1992; Gonzalez et
en lactofenolal al., 1995a; Gonzélez et al., 1999a

1%. Gonzélez et al., 1999b.
Fam. Solanaceae. Lycopersicum Azul de algodon Labourdette, 1985; Bamberg Y
esculentum. en lactofenol.  Hanneman, op. cit.; Gonzéalez et al., op
cit.
Fam. Leguminosae. Género Arachis.  Aceto carmin con Lavia et al., 2000.
glicerina.

En coniferas, se ha indicado que el polen del género Pinus debe manejarse

adecuadamente, porque de lo contrario, se deteriora rapidamente su viabilidad (Aparicio, 1999).

Dada la importancia de ésta tematica se han desarrollado desde hace varios afios diversos
trabajos encaminados al estudio de la viabilidad del polen en diferentes especies de coniferas
(Bramlett y Bridgwater, 1989; Moody y Jett, 1990; Owens, 1993).

No obstante, en México son escasos los estudios sobre el manejo de polen de coniferas y
mas aun los referidos al almacenamiento prolongado (Martinez y de la Garza, 1994). Ademas, no
se cuenta con suficiente informacion sobre las caracteristicas de viabilidad del polen de las

principales especies de Pinus de que dispone.
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Entre los estudios realizados caben sefialar los efectuados por Simén en 1972 citado por
Iglesias et al. (1999b), quien llevara a cabo una caracterizacion de la viabilidad del grano de
polen mediante la solucion azul de algodon en lactofenol al 1% como tincion, para diferenciar los
granos de polen feértiles, llenos e intensamente coloreados, de los infértiles que fueron los

incoloros y vacios. Este autor obtuvo altos porcentajes de viabilidad con esta solucion.

Iglesias et al., op. cit., reportaron la viabilidad del polen en tres especies de Pinus (Pinus
patula, Pinus teocote y Pinus montezumae). En su metodologia estos autores ocuparon los
métodos de lugol (Edwardson y Corbett, 1961) y azul de anilina al 1% en lactofenol (Hauser y
Morrison, 1964) para observar la viabilidad del polen en cuatro campos en el microscopio por
preparacion. Finalmente procedieron a realizar un recuento de 300 granos de polen de cada
especie; consideraron polen fértil aquel que presentd citoplasma coloreado y una morfologia
normal. Los resultados obtenidos indicaron que el porcentaje de polen fértil por los dos métodos
de tinciones examinados permitieron constatar la existencia de diferencias significativas entre los
métodos y las especies, mas no asi para la interaccién métodos y especies. De hecho, constataron
los mayores porcentajes de viabilidad con el método de lugol. En Pinus patula se ha detectado
asimismo la presencia en general de porcentajes de viabilidad del polen relativamente elevados
(Gonzalez et al., 1995b).

Estos estudios concuerdan con lo apuntado por numerosos autores en relacién a que los
métodos indirectos de determinacion de la fertilidad del polen, son menos efectivos que las
pruebas de germinacién, pero tienen la ventaja de que permiten hacer prediciones rapidas de la
fertilidad masculina (Adiwilaga y Brown, 1991; Bamberg y Hanneman, 1991; Gonzélez et al.,

op. cit.).

Otro aspecto que se ha puesto de manifiesto en estos estudios es la existencia de
diferencias significativas entre los métodos de tincion empleados para evaluar la viabilidad del
polen. Esto subraya la necesidad de emprender estudios metodologicos que permitan definir el
método méas adecuado en cada caso para evaluar la viabilidad del polen (Mulugeta et al., 1994;
Firmage y Dafni, 2001).
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4.4.3. Capacidad germinativa del polen en diferentes especies forestales con

referencia especial a Pinus.

El éxito de las hibridaciones depende en gran medida de la capacidad del polen para
germinar (Huaman, 1995), por lo que es necesario, el desarrollo de métodos de evaluacion de la
calidad del polen, que sean confiables y de rapida ejecucion; se requiere asimismo el ajuste de los
medios de cultivos para una Optima germinacion del polen (Singh, 1993), ya que los

requerimientos varian entre las diferentes especies vegetales (Demeke y Hughes, 1991).

La germinacion tiene lugar en dos fases; durante la primera fase, el polen se hincha por la
toma de humedad y a partir de ahi se elonga y expande (Allens y Owens, 1972). El polen
permanece en estado de elongacién hasta una semana antes de la fertilizacion en que inicia la

segunda etapa con la formacidn del tubo polinico (Allens y Owens, op. cit.).

En la mayoria de las especies de pinos de nuestro pais, la polinizacion ocurre en la
primavera (Niembro-Rocas, 1986). En ese momento, las brécteas de los estrobilos femeninos
estan ligeramente separadas y los granos de polen penetran entre las bracteas y se anidan en el
exudado micropilar (Mirov, 1969). El estado de receptividad por lo general dura de uno a tres
dias, al cabo de los cuales las escamas se cierran como resultado de su crecimiento (Niembro-
Rocas, op. cit.). La mayoria de los granos de polen que entran a la camara polinica inician su
germinacién unos dias después, especialmente si la temperatura del évulo es de 30 a 32°C
(McWilliam, 1959); sin embargo, solo unos cuantos sobreviven y llegan a emitir su tubo polinico

(Stockwell, 1939, citado por Niembro-Rocas, op. cit.).

De acuerdo con Andrés et al. (1999), consideraron que el polen germina cuando el tubo
polinico es igual o superior al didmetro del polen. Sin embargo, Botto (1997) considera que el
polen germina, no Unicamente cuando los granos emiten el tubo polinico, sino también cuando
los granos cambian de forma, presentando un aspecto casi triangular, con los vértices

ensanchados.
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El crecimiento de esta Gltima estructura sucede en completa oscuridad y posiblemente con
baja concentracion de oxigeno, debido a que el micrdpilo se cierra después de terminada la
polinizacién (McWilliam, 1960). El grano de polen crece muy lentamente durante los siguientes
once meses posteriores a la polinizacion. Al llegar el invierno el proceso se detiene para

reanudarse en la primavera del siguiente afio (Niembro-Rocas, 1986).

Se ha indicado (Ostapenko, 1958; Vasil, 1958; Visser y Tillekeratre, 1958; Singh, 1961;
Leal, 2003) que la germinacion de los granos de polen in Vitro constituye una prueba confiable
para determinar su viabilidad. La mayoria de los granos de polen germinan adecuadamente en
soluciones azucaradas; por ello se ha vuelto conveniente el uso de la solucién de sacarosa con
este fin. Muchos investigadores (Herrero-Egafia y Alvarez-Laviada, 1935; Zacharia, 1951;
Ostapenko, op. cit.; Vasil, op. cit.; Visser y Tillekeratre, op. cit.; Singh, op. cit.; Leal, op. cit.),
han llegado a la conclusion de que el uso de la solucion de sacarosa resulta eficaz para evaluar la

capacidad germinativa del polen en comparacién con otros métodos.

Otro método que se ha empleado para determinar la germinacion del polen, esta basado en
el cultivo in Vitro del polen (Wocior, 1976; Vachun, 1981; Hill et al., 1985; Burgos, 1991). Las
pruebas in Vitro pueden resultar sencillas y rapidas para determinar algunos aspectos
relacionados con la fisiologia del grano del polen. Este método requiere contar con un medio de
cultivo adecuado. Generalmente, se utiliza agar y sacarosa en el medio de germinacion del polen
(Montalti y Selli, 1984; Burgos, op. cit.); sin embargo, las concentraciones éptimas de sacarosa

pueden variar dependiendo de la especie.

Porta y Roselli (1991) opinan que si bien en teoria la germinacién in Vitro podria dar una
estima proxima a lo que ocurre en la realidad, al evaluar el porcentaje de germinacion y el
crecimiento del tubo polinico. En la practica este método da resultados de viabilidad inferiores,
debido a la dificultad de encontrar el medio de cultivo adecuado para la germinacion de cada

genotipo y a la influencia de las variables microambientales, las cuales son dificiles de controlar.

Hasta la fecha se han realizado diferentes estudios en citricos y forestales con el fin de

determinar la capacidad germinativa de los granos de polen de forma artificial (Tabla 8).
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Tabla 8. Capacidad germinativa del polen en diversas especies forestales.

ESPECIE METODO DE GERMINACION
Naranja Shamouti, naranja
Temple, Poncirus trifoliata,
toronja Marsh, limén Meyer,
limon Eureka y Kumquat
(Fortunella sp.).
Limén y cidra
Solanum chacoense, Solanum
simplicifolium, Spunta y
Atlantic.

Sacarosa 5%, 10%, 15% y 20%.

Sacarosa 15%.

Medio 1: Sacarosa 12%, Cu(NO3)2
300 ppm, MgS0O4 200 ppm, KNO3
100 ppm y acido bérico 100 ppm.
Medio 2: Brasinoesteroides.

Poncirus trifoliata y Citrus Gota colgante, agar 0.5%, sacarosa

sinensis. 20% y 30%.
Medio 1: Sacarosa 30%, acido
borico 1.5 ppm.
Eucalyptus. Medio 2: Sacarosa 15%, acido

bérico 300 ppm.
Método de la gota suspendida con
gelatina 1.5% y sacarosa 20%.

AUTOR(ES)

Resnir, 1958.

Randhawa et al., 1961.

Gonzalez et al., 1999a y Gonzalez
et al., 1999b.

Leal, 2003.

Boden (1958) citado por Botto
1997; Griffin et al., 1982; Gocha y/
Gea, 1988 citado por Botto, op
cit.; Espejo et al, 1993
Schenone (comunicacion
personal) citado por Botto, op. cit.

Elaeis guineensis Jacq. y Elaeis
oleifera HBK, Cortés.

Schwediman, 1983 citado pof
Alvarado et al., 1998 y Alvaradg
et al., op. cit.
Vachun, 1981, Burgos, 1991
Andrés et al., 1999.

Steiner y Hans-Rolf, 1998.

Agar 1.2% y sacarosa 11%.

Prunus armeniaca L. Sacarosa 15% y agar 1%.

Alnus incana y Nicotiana Calcio.
tabacum.

Brewbaker y Kwack, 1963; Ho
Sziklai, 1972; Dumont-Béboux
Von Aderkas, 1997 y Merlo et al.
2003.

Pseudotsuga y Larix. Sacarosa, polietilen glicol y

flavonoides.

En coniferas se han realizados diferentes estudios para evaluar la capacidad germinativa
de algunas especies Pinus sylvestris (Kyrychenko y Deshko, 1999) y Pinus yunnanensis
(Mazhula, 1999), las cuales han mostrado valores de germinacion que oscilan entre 45 al 65%.
En estas dos Gltimas especies, se han hecho investigaciones para evaluar el efecto de diferentes
concentraciones de calcio. Los resultados obtenidos mostraron que el calcio es indispensable para
la germinacion del polen y el crecimiento del tubo polinico; no obstante, se concluyé que la
adicion de este al medio de cultivo no siempre es necesaria, debido a que el calcio, es tomado en
la fase temprana de la germinacion. Esto conlleva a suponer que el calcio podria ser un factor

conductor de la germinacién de polen y un regulador del crecimiento del tubo polinico.
Sin embargo, Martinez y de la Garza (1994) evaluaron la viabilidad del polen almacenado

de 300 a 375 dias de tres especies de coniferas (Pinus pseudostrobus, Pinus teocote y Abies

religiosa) y la relacion con sus contenidos de humedad. Para evaluar la viabilidad, sesmbraron los
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granos de polen de cada especie, en 2% de agar y 4% de sacarosa a 26x1°C por cinco dias.
Finalmente encontraron que existe un efecto del contenido de humedad en la viabilidad del polen

en las tres especies de coniferas estudiadas.

Hernandez et al. (2001) determinaron el efecto del ozono sobre el crecimiento del tubo
polinico y la germinacion de los granos de polen de Pinus hartwegii Lindl. procedentes del
Desierto de los Leones, Ajusco y Zoquiapan. Los granos de polen los depositaron en un medio de
cultivo de tejidos (solucion Brewbaker) mas un solidificante Gelrite. El polen fué fumigado
artificialmente durante tres horas diarias, durante tres y seis dias consecutivos. Los resultados que
obtuvieron, indicaron que los granos de polen fueron afectados por el ozono con la misma
intensidad, independientemente de su procedencia. La inhibion de la germinacion y el
crecimiento del tubo polinico del polen de Pinus hartwegii Lindl. fue mayor en altas
concentraciones de 0zono; asimismo, el porcentaje de germinacion decrecid significativamente al

prolongarse el periodo de exposicion a 0zono.
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o. MATERIALES Y METODOS

La presente Tesis se desarrollo durante los meses de agosto 2002 a julio 2004, en el
Instituto de Genética Forestal de la Universidad Veracruzana, ubicado en el Parque Ecologico “El
Haya”, kilometro 1.5 carretera vieja Xalapa—Coatepec, Veracruz, México. La Institucion se ubica
entre las coordenadas 19°31°18’ de latitud Norte y 96°56°37°” de longitud Oeste, a una altitud de
1 360 metros.

5.1. Area de estudio.

El material bioldgico fué colectado de arboles de Pinus hartwegii Lindl. del volcan Cofre
de Perote en el estado de Veracruz (Figura 53) cerca del limite con el estado de Puebla (Narave,
1985; Investigaciones Geograficas, 1998). La poblacién en estudio se localiza entre las
coordenadas 19°03°18” latitud Norte y 97°09°34"” longitud Oeste en la parte sur de la Sierra
Madre Oriental, a una altura de 4 282 metros (Narave, op. cit.; Investigaciones Geogréaficas, op.
cit.; Méndez-Guzman et al., 2001).
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Figura 53. Ubicacion del area de estudio. FUENTE. Encarta (2003).

5.2. Seleccién de los arboles.

Las colectas fueron efectuadas en abril del 2003 y 2004, época en la que los estrobilos
masculinos comienzan a liberar el polen de sus escamas (Patifio, 1973; Niembro-Rocas, 1986;
Aparicio, 1999; Ugr, 2004). Para ello, en el primer afio se realiz6 un recorrido por toda la

poblacion para lograr una muestra representativa. Se seleccionaron 15 arboles sanos, vigorosos y
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de buena calidad del fuste (Lépez et al., 1993), la cual se encuentra entre las cifras recomendadas
por Callaham (1964) y Kioko et al. (1993) para aquellos casos en los que no se conoce la
variacion fenotipica de los arboles. Los mismos estuvieron espaciados entre si a una distancia de
80 a 100 metros, a fin de evitar el efecto de coancestria (Aufién et al., 2003). Posteriormente, se
elabord un croquis de ubicacion de los mismos en la poblacion, el cual sirvié como guia para la

segunda colecta.

5.3. Colecta y beneficio del polen.

De cada arbol en estudio se tomaron al azar los estrdbilos de la parte media de la copa del
arbol, con la ayuda de un colector experto, equipado con cuerdas y espolones metalicos, se utiliz6
una tijera especial con extension de aluminio para desprenderlos de las ramas, de acuerdo a la
metodologia recomendada por Alba (1993). Los estrobilos se depositaron en bolsas de papel para
su transporte y facilitacion del secado (Figura 54) (Martinez y de la Garza, 1994; Aparicio,
1999).

Posteriormente, en el laboratorio del Instituto de Genética Forestal el polen se extrajo
manualmente de los estrébilos con la ayuda de un pincel. El polen extraido se almacend en
frascos tapados con algodén para permitir el intercambio de gases, debidamente sellados y
etiquetados por arbol bajo condiciones de refrigeracion (Figura 54) (Mora et al., 1980; Aparicio,
op. cit.; Ibarra, 2004).
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Figura 54. Colecta y manejo del polen. FOTOS. Tivo (2004).

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion, se empled la metodologia que se

indica en la Figura 55.
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Figura 55. Procedimiento experimental.

5.4. Analisis del polen de Pinus hartwegii Lindl.

5.4.1. Estudios morfométricos.

Para la evaluacion morfométrica del polen se realizd6 primeramente el método de
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acetolisis, el cual permite definir mas claramente su forma (Figura 56) (Moore y Webb, 1978).
Con este fin se tomaron 0.1 gramo de polen por cada arbol en estudio en un tubo de ensaye. Se
calentaron las muestras en bafio maria a 100°C por 20 minutos con dos mililitros de solucion
hidroxido de potasio. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 3 000 rpm por tres minutos
en agua destilada, durante tres repeticiones continuas. Las muestras se resuspendieron en 50
microlitros de 4&cido acético glacial y se centrifugaron a 3 000 rpm por tres minutos;

seguidamente fueron calentadas en bafio maria a 100°C con un mililitro de solucion acetélica




durante un minuto, luego se centrifugaron las mismas a 3 000 rpm por tres minutos y se
resuspendio el polen en acido acético glacial. Se efectu6é una nueva centrifugacion a 3 000 rpm
durante tres minutos para luego decantar el &cido y adicionar agua destilada a las muestras. Por
ultimo, las muestras se centrifugaron en dos ocasiones a 3 000 rpm por tres minutos y se le
adiciond solucién de glicerina al 20% antes de proceder al anélisis microscopico del polen
(Moore y Webb, 1978) (Figura 56).

Figura 56. Método para acet6lisis de polen. FOTOS. Iglesias (2003) y Tivo (2003).

Una vez obtenido el polen acetolizado, se tomaron al azar tres muestras de polen de cada
arbol para evaluar las caracteristicas del eje polar, eje ecuatorial y relacion eje polar/eje ecuatorial
del polen completo, eje polar y eje ecuatorial de las alas y de la célula principal, asi como el
espesor de este ultimo (Figura 57). La relacion eje polar/eje ecuatorial se obtuvo de la divisién de
la variable eje polar y eje ecuatorial, con el fin de evaluar la forma del polen de la especie
(Weber, 1998; Iglesias et al., 1999Db).
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Figura 57. Medicion del polen de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Léaez (2003).

Para ello, se evaluaron 30 granos de polen de cada una de las tres muestras por arbol en
estudio, de acuerdo con las cifras recomendadas por Callaham (1964) (Ledig, 1998; Iglesias et
al., 1999b).

En las evaluaciones morfométricas se utiliz6 un microscopio 6ptico modelo Zeiss West
Germany Fommy Il con un aumento de 200x y se empled una reglilla micrométrica (Figura 58a
y Figura 58b), asi como un microscopio electronico de barrido modelo Jeol JISM-5600LV (Figura
58c).
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Figura 58. a) y b) Microscopio 6ptico Zeiss West Germany Fommy 111, ¢) Microscopio electronico de barrido JSM-
5600LV. FOTOS. Tivo (2004).

Los datos fueron procesados estadisticamente mediante el paquete de Software Statistica
(1998, version 5). Se obtuvieron las estadisticas descriptivas: media general, error estandar,
coeficiente de variacion y amplitud de variacion por cada variable. Posteriormente, se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) de clasificacion simple (Modelo 1) para determinar la existencia

de diferencias significativas entre los arboles para los caracteres morfométricos en estudio.

Mediante la prueba de Duncan se efectuaron las comparaciones de las medias.

En la Tabla 9 se presenta el modelo propuesto para determinar la existencia de variacion

morfométrica en las caracteristicas evaluadas en relacion con el arbol.

Tabla 9. Modelo para determinar la variacion morfométrica del polen de Pinus hartwegii Lindl.

VARIABLES RESPUESTA
CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS
Yii=Ht+Bit€jg)

Donde: i=1,2....,15

i=1.2,....90
Yij = Variables respuesta
W = Media general
B; = Efecto del i-ésimo arbol

gj) = Error aleatorio
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5.4.2. Estudios de viabilidad.

El estudio de viabilidad del polen se realizd de dos formas, mediante la evaluacién de
siete métodos de tincion para conocer el porcentaje de polen viable y mediante la capacidad
germinativa para estimar el porcentaje de polen germinado y la longitud del tubo polinico

alcanzado.

En las evaluaciones de la viabilidad del polen se utiliz6 un microscopio 6ptico modelo
Zeiss West Germany Fommy 111 con un aumento de 200x, usando una reglilla micrométrica para

la medicidn de los tubos polinicos (Figura 59a y Figura 59b).

Figura 59. a) y b) Medicion del tubo polinico de Pinus hartwegii Lindl. en un microscopio marca Zeiss West
Germany Fommy I11. FOTOS. Tivo (2004).

5.4.2.1. Determinacion de la viabilidad por métodos colorimétricos.

Los métodos de tincion examinados para la determinacion de la viabilidad del polen de
Pinus hartwegii Lindl. fueron: azul de toluidine en etanol (Iglesias et al., 1999b), azul de algodén
en lactofenol (Hauser y Morrison, 1964; Simon, 1972 citado por Iglesias et al., op. cit.; Kasten,
1981; Bamberg y Hanneman, 1991; Gonzalez et al., 1995a; Berlingeri et al., 1999; Gonzalez et
al., 1999a; Gonzalez et al., 1999b), aceto orceina (Gonzalez et al., op. cit.), aceto carmin (Daulta
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y Singh, 1985; Burgos, 1991; Andrés et al., 1999; Gonzélez et al., 1999a; Lavia et al., 2000),
solucion iodada (Edwardson y Corbett, 1961; Iglesias et al., 1999), cloruro de tetrazolio
(Vésquez y Morillo, 1964; Leadem, 1984, Esparza, 1990; Garcia et al., 1995, CMA, 2004) y
pirogalol (IPCS y Comision de las Comunidades Europeas, 1994) (Figura 60).
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Figura 60. Tinciones ocupadas para la determinacion de la viabilidad del polen de Pinus hartwegii Lindl.
FOTO. Tivo (2003).

Cada método de tincidn se evalud en tres muestras por cada arbol. En cada muestra se
evaluaron 300 granos de polen y se obtuvo el porcentaje de polen fértil. Se consideré como polen
fértil aquel que presento citoplasma coloreado y una morfologia normal (Gonzélez et al., op. cit.;
Iglesias et al., 1999b).

Una vez determinado el método de tincion adecuado, éste se evalu6 en un segundo afio

con otra colecta para apreciar la variacion con este método.
Posteriormente, se realiz6 la comparacion de la fertilidad del polen por arbol mediante un

analisis de varianza (ANOVA) de clasificacion simple (Modelo 1) para el primer y segundo afio.

Para ello, se empled el siguiente modelo estadistico de un criterio de clasificacion (Tabla 10).
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Tabla 10. Modelo estadistico empleado en los indicadores de viabilidad de Pinus hartwegii Lindl.

VARIABLE RESPUESTA
INDICADORES DE VIABILIDAD
Yii=UtBitgjg)

Donde: i=1.2,...,15

i=1,2,...,900
Y;j= Variable respuesta
K = Media general
B, = Efecto del i-ésimo método

€j) = Error aleatorio

5.4.2.2. Determinacion de la capacidad germinativa.

La capacidad germinativa del polen se determind utilizando los métodos propuestos por
Resnir (1958) y Steiner y Hans-Rolf (1998). Para ello, se calcul6 el porcentaje de germinacion a
las 24 horas con solucion en sacarosa al 20% (Andrés et al., 1999; Merlo et al., 2003). Con este
fin, se evaluaron tres réplicas por arbol. Se contabiliz6 por réplica 300 granos de polen y se
obtuvo el porcentaje de polen germinado (Figura 61) (Resnir, op. cit.; Steiner y Hans-Rolf, op.
cit.).

Figura 61. Capacidad germinativa de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Iglesias (2004).
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Se consideraron no germinados aquellos granos de polen que no fueron capaces de emitir
el tubo polinico y germinados aquellos granos de polen que emitian el tubo polinico con una
longitud mayor o igual al didmetro del polen (McWilliam, 1959; Andrés et al., 1999; Merlo et
al., 2003).

Este procedimiento se evalu6 en la segunda colecta realizada en el 2004, con el fin de

observar la exitencia de posibles variaciones en la capacidad germinativa del polen de la especie.

5.4.2.2.1. Determinacion de la longitud del tubo polinico.

Se midié durante el transcurso de la mafiana, la longitud del tubo polinico de los granos
de polen germinados en sacarosa al 20% a las 24 horas (McWilliam, op. cit.; Andrés et al., op.
cit.; Merlo et al., op. cit.). Para ello, se evaluaron tres muestras por arbol. En cada muestra se
midieron 30 tubos polinicos, midiéndose 90 tubos polinicos por cada arbol en estudio (Figura
62).

Figura 62. Longitud del tubo polinico de Pinus hartwegii Lindl. FOTO. Iglesias (2004).
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5.5. Andlisis estadistico.

Los datos de viabilidad, evaluados por tincion y germinacion expresados en porcentajes
fueron procesados estadisticamente mediante el paquete Software Statistica (version 5; 1998). En
todos los casos se empled el programa Microsoft Excel (2000) y PAST (Hammer et al., 2001)

para presentar los diferentes resultados obtenidos.

Primeramente se obtuvieron las principales estadisticas descriptivas (media general, error
estandar, amplitud de variacién y coeficiente de variacion) para cada variable evaluada.
Posteriormente los datos expresados en porcentaje fueron transformados mediante la funcion arco
coseno V% a fin de ajustar los datos a una distribucion normal (Gonzalez et al., 1999a; Gonzélez

et al., 1999Db).

Para determinar la existencia de diferencias significativas entre arboles y evaluar con ello
la variabilidad intrapoblacional, se realizaron analisis de varianza de clasificacion simple para los
caracteres evaluados de acuerdo a los modelos lineales descritos anteriormente. Las variables que
resultaron significativas fueron sometidas a comparaciones multiples de medias, mediante la
prueba de Duncan. Para conocer metodolégicamente cual método de tincion resulta el mejor
indicador para predecir la capacidad germinativa en esta poblacion se realiz6 un analisis de

correspondencia simple, empleando el estadistico de Chi cuadrado.

Mediante analisis de conglomerado jerarquico, usando la distancia de Euclidiana como
indice de disimilitud y el método de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmatic
Mean) como algoritmo de ligamiento (Sneath y Sokal, 1973), se efectudé en cada afio la
clasificacion de los arboles sobre la base de las caracteristicas que mostraron diferencias
significativas en los analisis de varianzas realizados a los caracteres morfométricos y de

viabilidad evaluados.

85



6. RESULTADOS

6.1. Analisis del polen de Pinus hartwegii Lindl.

6.1.1. Andlisis de la variacion de las caracteristicas morfométricas.

Los resultados obtenidos en cuanto al tamafio del polen de los 15 arboles de Pinus

hartwegii Lindl., se describen en la Tabla 11.

Tabla 11. Estadisticas descriptivas para las caracteristicas morfométricas del polen evaluadas de
Pinus hartwegii Lindl.

VARIABLES AMPLITUD DE MEDIA ERROR  COEFICIENTE DE
MORFOMETRICAS VARIACION () (W) ESTANDAR VARIACION (%)
Eje polar del polen completo 42.3-79.9 53.82 1.20 8.40
Eje ecuatorial del polen completo 42.3-89.3 62.61 2.00 11.90
Relacion eje polar/eje ecuatorial 0.50-1.33 0.87 0.03 12.60
del polen completo
Eje polar de las alas de polen 23.5-70.5 46.11 0.17 16.38
Eje ecuatorial de las alas de polen 18.8-79.9 39.70 0.13 14.13
Eje polar de la célula principal 32.9-84.6 56.15 0.23 15.67
Eje ecuatorial de la célula 37.6-89.3 64.59 0.22 12.70
principal
Espesor de la célula principal 2.95-4.33 3.53 0.10 11.43

De acuerdo con estos resultados, el polen de Pinus hartwegii Lindl. es mas ancho (eje
ecuatorial) que largo (eje polar), las alas del polen son también més anchas (eje ecuatorial) que

largas (eje polar) al igual que el ancho de la célula principal (eje ecuatorial) del mismo.

Por otra parte, los resultados del analisis de varianza efectuado a los caracteres evaluados
mostraron la existencia de diferencias significativas (p<0.05) entre arboles para la variable eje
ecuatorial del polen y espesor de la célula principal y altamente significativas (p<0.01) para las
variables eje polar y relacion eje polar/eje ecuatorial del polen completo, eje polar y eje ecuatorial

de alas, eje polar y eje ecuatorial de la célula principal del polen (Tabla 12).
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Tabla 12. Valores de los cuadrados medios del ANOVA para las variables morfométricas evaluadas en el polen de

Pinus hartwegii Lindl.

FUENTES DE
VARIACION POLEN COMPLETO ALAS DEL POLEN CELULA PRINCIPAL
Eje polar Eje ecuatorial Relacion eje Eje polar Eje Eje polar Eje Espesor
polar/eje ecuatorial ecuatorial ecuatorial
Arbol 148.66** 711.49* 0.089** 817.49** 816.87** 2834.90** 2380.89** 193.77*
Error 18.99 49.11 0.013 39.70 37.93 48.55 43.12 162.35
X +ES 53.82p +0.12 62.61p £2.0  3377.90p +55.56 46.111+0.17  39.70p £0.13 56.15p #0.23  64.59pn £0.22  3.87n +0.34

Nota. X =Media; ES=Error estandar; *Diferencias significativas (p<0.05);
**Diferencias altamente significativas (p<0.01).

Mediante pruebas de Duncan efectuadas a las caracteristicas eje polar, eje ecuatorial y
relacion eje polar/eje ecuatorial del polen de Pinus hartwegii Lindl., mostraron que los arboles
que presentaron mas largo (eje polar) en el polen (8 y 9) no presentaron el mayor ancho (eje
ecuatorial) y viceversa (Figura 63a y Figura 63b). Esto se corrobor6 al obtener la forma del polen
(relacion eje polar/eje ecuatorial) donde los arboles 2 y 9 fueron los que presentaron el mayor

tamano del polen (Figura 63c).
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Figura 63. a), b) y c) Variabilidad en el eje polar, eje ecuatorial y relacion eje polar/eje ecuatorial del grano de polen
completo evaluado en 15 arboles de Pinus hartwegii Lindl. ES= Error estandar. *Diferencias significativas y
**Diferencias altamente significativas (1...15: arboles). Letras diferentes difieren segln la prueba de Duncan,
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p=<0.05 y p<0.01.

Lo anterior se ilustra en la Figura 64a donde el arbol 9 fué uno de los arboles de Pinus

hartwegii Lindl. que presentd la mayor longitud del polen (eje polar) y el arbol 2 presento la

mayor anchura del polen (eje ecuatorial) (Figura 64b).

15kV X1, 6808 18nm 88868 ECOLOGIA

Fje ecuatorial

{Bnm B0 EE;lﬁ‘LADG'

&

Figura 64. a) y b) Granos de polen de Pinus hartwegii Lindl. con el mayor eje polar y eje ecuatorial del polen

completo. FOTOS. Léez (2003).

De igual forma se detectd diferencias altamente significativas (p<0.01) para el eje polar y

eje ecuatorial de las alas del grano de polen en Pinus hartwegii Lindl. (Figura 65a y 65Db).
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Figura 65. a) y b) Variabilidad en el eje polar y eje ecuatorial de las alas del polen evaluado en 15 arboles de Pinus
hartwegii Lindl. ES= Error estandar. **Diferencias altamente significativas (1... 15: arboles). Letras diferentes
difieren segun la prueba de Duncan, p<0.01.

De acuerdo al analisis de Duncan los arboles que presentaron el mayor eje polar de las
alas del polen (11 y 13) no fueron los mismos que presentaron el mayor eje ecuatorial de las alas

del polen y viceversa (Figura 65a y 65b).
En la Figura 66a y Figura 66b se muestran el polen del arbol 11 y el arbol 8 que

presentaron el mayor eje polar y eje ecuatorial de las alas del polen de Pinus hartwegii Lindl.

respectivamente.
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Figura 66. a) y b) Polen de Pinus hartwegii Lindl. con el mayor eje polar y eje ecuatorial de las alas.
FOTOS. Léez (2003).

Resultados similares se observaron al analizar la variable eje polar y eje ecuatorial de la
célula principal del polen de Pinus hartwegii Lindl. En este caso se pudo apreciar la existencia de
diferencias altamente significativas (p<0.01) entre arboles (Figura 67a y Figura 67b). Para la
variable espesor de la célula principal del polen de la especie, se pudo apreciar la existencia de
diferencias significativas (p<0.05) entre arboles, donde se observo una variabilidad entre arboles

examinados para la variable en estudio (Figura 67c).
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Figura 67. a), b) y c) Variabilidad en el eje polar, eje ecuatorial y espesor de la célula principal del grano de polen
evaluado en 15 éarboles de Pinus hartwegii Lindl. ES= Error estdndar. *Diferencias significativas; **Diferencias
altamente significativas (1...15: arboles). Letras diferentes difieren segtin la prueba de Duncan, p<0.01 y p<0.05.
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Los resultados de los analisis de Duncan efectuado a las caracteristicas morfométricas eje
polar, eje ecuatorial y espesor de la célula principal del polen de Pinus hartwegii Lindl.,
indicaron que los arboles que presentaron el mayor eje polar de la célula principal del polen no
presentaron el mayor eje ecuatorial ni mayor espesor de la célula principal del polen (Figura 67a,

Figura 67b y Figura 67c).

En la Figura 68a y Figura 68b muestra el polen del &rbol 11 y el &rbol 14 de la poblacion
de Pinus hartwegii Lindl. que presentaron el mayor eje polar y eje ecuatorial de la célula
principal del mismo respectivamente. Asimismo el polen del arbol 7 que presenté el mayor

espesor de la célula principal (Figura 68c).
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Figura 68. a), b) y c) Polen de Pinus hartwegii Lindl. con el mayor eje polar, eje ecuatorial y espesor de la célula
principal. FOTOS. Lé&ez (2003).
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6.1.1.1. Analisis microestructural.

Se constatd que el polen de Pinus hartwegii Lindl. (Figura 69) presenta una forma eliptica
con dos sacos aereos y verrugoso, similar a lo reportado por Galicia (2004) y Urg (2004). Al
igual que lo detectado por Weber (1998) y GEOS (2004) se aprecié que los mismos presentan
una forma vesiculaza. De igual manera, se confirmo que la polaridad y la relacion eje polar/eje
ecuatorial del polen de esta especie es de tipo heteropolar radiosimétrico y suboblado
respectivamente, lo que concuerda con lo indicado por Heusser (1971), Valdés et al. (1987),
Galicia, op. cit. y Urg, op. cit. De acuerdo con la escultura del polen y la longitud del eje polar, el
polen de Pinus hartwegii Lindl. se considera que es reticulada y de tamafio grande
respectivamente (Valdés et al., op. cit.; Galicia, op. cit.). Presenta ademas un area delgada de
exina conocida como leptoma, lo que concuerda con lo reportado por Galacia, op. cit. y Urg, op.

cit. para las especies de Pinus.

wrn @888 ECOLOGIA 15kU X1s
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Figura 69. Microfotografias al microscopio electrénico de barrido marca JSSM-5600LV del polen de Pinus hartwegii
Lindl. con aumento de 1 600x. FOTOS. Laez (2003).
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6.1.2. Andlisis en la viabilidad.

6.1.2.1. Analisis de la variacion en la viabilidad por métodos colorimétricos.

Los resultados del andlisis descriptivo de viabilidad del polen de Pinus hartwegii Lindl. al
comparar todos los métodos de tincion, mostré una amplitud de variacion que oscila de 11 a
96.66% con una media de 57.09%. El error estandar y el coeficiente de variacion fue de 1.34 y
41.78% respectivamente. En la Figura 70 se puede apreciar la variacion en los promedios de

viabilidad del polen por cada método colorimétrico examinado.

ES=1.34"

Pirogalol
52.21% Azul de toluidine en etanol
85.13%

Cloruro de tefrazalio

63.76% ,
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Solucion iodada Aceto orceina

7413 Aceto carmin 56.64Y
" 26.20% ”

Figura 70. Viabilidad del polen de Pinus hartwegii Lindl. detectado por siete métodos de tincidn (azul de toluidine
en etanol, azul de algoddn en lactofenol, aceto orceina, aceto carmin, solucién iodada, cloruro de tetrazolio y
pirogalol). ES= Error estandar. **Diferencias altamente significativas (1...7: tinciones).

Por otra parte, los resultados del analisis de varianza efectuado para determinar la
existencia de diferencias significativas entre los métodos de tincion examinados (Tabla 13) reveld

la existencia de diferencias altamente significativas (p<0.01) entre los siete métodos empleados.
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Tabla 13. Valores de los cuadrados medios del ANOVA entre los métodos de tincion utilizados para evaluar la
viabilidad del polen de Pinus hartwegii Lindl.

FUENTE DE VARIACION

Métodos de tincion
Error
X + ES

VIABILIDAD

57.09%+1.34

0.13**
0.11

Nota: X =Media. ES=Error estiandar. **Diferencias altamente significativas (1...7: tinciones) (p<0.01).

Los resultados del andlisis de Duncan mostraron que todos los métodos empleados

revelaron diferentes porcentajes de polen viable y el método de azul de toluidine en etanol fué el

que detectd los mayores porcentajes de células fértiles (Tabla 14).

Tabla 14. Comparacion de medias para la viabilidad del polen de Pinus hartwegii Lindl.

por siete métodos de tincién.

METODOS DE TINCION
Azul de toluidine en etanol
Azul de algoddn en lactofenol
Aceto orceina
Aceto carmin
Solucién iodada
Cloruro de tetrazolio

Pirogalol

ORIGINAL (%)
85.13

41.57
56.64
26.20
74.13
63.76
52.21

®©® O T «© O =—h

TRANSFORMADA
0.49

1.12
0.94
1.30
0.69
0.86
1.01

Nota. Letras diferentes difieren segun la prueba de Duncan (p<0.01).

Lo anterior se comprueba en la Figura 71 mediante las observaciones obtenidas al

microscopio.
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Figura 71. Microfotografias del polen con los diferentes métodos colorimétricos a un aumento de 200x.
FOTOS. Iglesias (2003).

Teniendo en cuenta que el método con azul de toluidine en etanol fué el que mejores
resultados mostro, se evaluo la existencia de diferencias significativas con los arboles en estudio
durante el siguiente afio. Los resultados obtenidos mostraron la existencia de diferencias
altamente significativas (p<0.001) durante el primer afio y significativas para el segundo afio

(p<0.05) entre los arboles (Tabla 15) con el método con azul de toluidine en etanol evaluado.

Tabla 15. Valores de los cuadrados medios del ANOVA evaluado con el método de azul de toluidine en etanol
durante dos afos.

) VIABILIDAD
FUENTE DE VARIACION Afo 1 Ao 2
Arboles 0.20*** 0.07*
Error 0.02 0.03
X + ES 85.13%+2.09 80.46%=+1.82

Nota. X =Media; ES=Error estandar; *Diferencias significativas (p<0.05);
***Diferencias altamente significativas (p<0.001).

En la Tabla 16 se muestran los resultados del andlisis de comparacion de medias por el
método de Duncan, donde se puede apreciar los grupos diferentes entre arboles para la viabilidad
evaluada por el método azul de toluidine en etanol durante dos afios de evaluacién del estudio.
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Tabla 16. Comparacion de medias para la viabilidad del polen de Pinus hartwegii Lindl. por el método de tincion
azul de toluidine en etanol evaluado durante dos afios.

) ANO 1 ANO 2

ARBOLES||| Original (%) Transformada Original (%) Transformada
1 95.46 ab 0.26 92.64 a 0.31
2 90.55 abc 0.43 78.77 abc 0.66
3 98.42 a 0.17 79.72 abc 0.63
4 95.80 ab 0.27 80.67 abc 0.62
5 97.57 a 0.19 84.16 ab 0.55
6 92.94 abc 0.36 83.46 ab 0.55
7 82.55 cd 0.58 81.49 abc 0.61
8 94.12 ab 0.33 70.98 bc 0.77
9 92.63 abc 0.36 84.97 ab 0.55
10 59.90 f 0.96 88.60 ab 0.46
11 90.61 abc 0.41 79.83 abc 0.64
12 85.33 bc 0.53 76.85 abc 0.69
13 65.35 ef 0.85 60.86 c 0.91
14 64.15 f 0.86 70.32 bc 0.77
15 74.55 de 0.72 93.49 a 0.36

Nota. Letras diferentes difieren segin la prueba de Duncan p<0.001 y p<0.01.

De esta manera, se observo (Tabla 16) que no todos los arboles evaluados de Pinus
hartwegii Lindl. que dieron polen viable en el primer afio (arbol 3 y 5) fueron viables en el

segundo afio (arbol 1 y 15) de la evaluacion.

6.1.2.2. Analisis de la variacién en la capacidad germinativa.

Al analizar la capacidad germinativa del polen en los 15 arboles en estudio durante el

primer y segundo afio se pudo observar una marcada amplitud de variacion (Tabla 17).

Tabla 17. Analisis descriptivo de la capacidad germinativa del polen en Pinus hartwegii Lindl.

ERROR ESTANDAR COEFICIENTE DE

ANO AMPLITUD DE VARIACION (%) MEDIA (%) )
VARIACION (%)

1
2

26-95
27-92

62.74
56.85

2.74
211

29.4
14.20

Los resultados de la evaluacion de la capacidad germinativa del polen, en el primer afio

muestran mayor amplitud de variacion que en el segundo afio de su evaluacion.
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De acuerdo con las observaciones detectadas en el microscopio Pinus hartwegii Lindl.

presenta una alta capacidad germinativa en el polen (Figura 72).

Figura 72. Capacidad germinativa del polen de Pinus hartwegii Lindl. a un aumento de 200x.
FOTOS. Iglesias (2004).

El analisis de varianza realizado a los valores de germinacion obtenidos durante el primer
afo, arrojaron diferencias (p<0.05) en la capacidad germinativa entre los arboles examinados, sin
embargo para el segundo afo arrojaron diferencias altamente significativas (p<0.0001) entre los

mismos arboles del estudio (Tabla 18).

Tabla 18. Valores de los cuadrados medios del ANOVA para el porcentaje de polen germinado y entre &rboles de
Pinus hartwegii Lindl. en los dos afios del estudio.

) VIABILIDAD
FUENTE I?E VARIACION Afio 1 Afio 2
Arboles 0.11* 0.09***
Error 0.05 0.007
X £ES 62.74%+2.74 56.85%+2.11

Nota. X =Media; ES=Error estandar; *Diferencias significativas (p<0.05); ***Diferencias significativas (p<0.001).
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En la Tabla 18 se muestran los resultados del analisis de Duncan durante el primer y
segundo afio donde se puede apreciar las diferencias entre los arboles en estudio para el

porcentaje de germinacion del polen.

Tabla 19. Comparacion de medias para el porcentaje de polen germinado en 15 arboles de Pinus hartwegii Lindl.
evaluado durante dos afios.

ANO 1 ANO 2
ARBOL]||| Original (%) Transformada Original (%) Transformada
1 58.22 abc 0.94 31.73 g 1.25
2 66.92 abc 0.81 52.21 def 1.02
3 51.42 bc 1.01 47.74 ef 1.07
4 53.08 bc 1.00 56.68 cdef 0.97
5 48.01 G 1.06 44.52 f 1.11
6 63.21 abc 0.87 72.95 b 0.75
7 48.82 c 1.05 45.23 f 1.10
8 58.76 bc 0.96 63.35 bc 0.84
9 57.90 abc 0.95 66.6 bc 0.84
10 87.03 a 0.50 88.07 a 0.49
11 76.96 abc 0.66 61.47 bcd 0.91
12 80.79 ab 0.59 51.34 def 1.03
13 56.71 abc 0.95 54.82 cdef 0.99
14 82.63 ab 0.57 58.63 cde 0.99
15 54.60 bc 0.97 54.52 cdef 0.99

Nota. Letras diferentes difieren segun la prueba de Duncan p<0.05 para el afio 1 y p<0.001 para el afio 2.

De esta manera, en la Tabla 18 se ejemplifica que el arbol 10 fué el que did6 mayor

capacidad germinativa del polen de Pinus hartwegii Lindl. durante los dos afios de la evaluacion.

Mediante la Figura 73 se ejemplifica los porcentajes obtenidos en la viabilidad del polen
con el método de tincion azul de toluidine en etanol y la capacidad germinativa obtenido

empleando solucién de sacarosa al 20% durante la evaluacion en el afio 1y 2.
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m Azul de toluidine en etanol
m Capacidad germinativa

Forcentaje (%)

Afo 1 Afia 2

Figura 73. Representacion gréafica de la viabilidad del polen con azul de toluidine en etanol y la capacidad
germinativa durante los afios 1 y 2.

En la Figura 73, se observa que la viabilidad del polen de Pinus hartwegii Lindl. fue
similar en los dos afios del estudio, lo que explica que el polen no tiene problemas de baja

viabilidad, aunque se presentaron bajos porcentajes tanto de viabilidad como de germinacion en
el segundo afio.

6.1.2.2.1. Analisis de la variacién en el tubo polinico.

Asimismo, los resultados del analisis descriptivo de la longitud del tubo polinico varié
entre las 94 a 681.5 micras con una media de 249.43 micras. Los valores de error estandar y de

coeficiente de variacion para esta variable fueron de 3.1 y 45.95% respectivamente.

Cabe destacar que los resultados del andlisis de varianza de esta variable evaluada a las 24

horas, mostro la existencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los arboles en estudio
(Tabla 20).

Tabla 20. Valores de los cuadrados medios del ANOVA para evaluar la longitud del tubo polinico del polen de
Pinus hartwegii Lindl.

FUENTE DE VARIACION LONGITUD DEL TUBO POLINICO
Arbol 30442.99*
Error 12951.80
X + ES 249.43 +3.11

Nota. X =Media. ES=Error estdndar. *Diferencias significativas (1...15: drboles) (p<0.05).
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Los resultados del andlisis de Duncan efectuado a los arboles en estudio mostraron que el
arbol 5 mostro la mayor longitud del tubo polinico seguido de los arboles 6 y 4 respectivamente

(Figura 74).

ES=311%
ab abecd abcd abcd

Longitud del tubo paolinico
(micras)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Arboles

Figura 74. Variabilidad en la longitud del tubo polinico evaluado en 15 &rboles de Pinus hartwegii Lindl. ES= Error
estadndar. *Diferencias significativas (1...15: &rboles). Letras diferentes difieren seguin la prueba de Duncan, p<0.05.

Los resultados obtenidos, muestran que los arboles que presentan una mayor viabilidad

muestran también las mayores longitudes de los tubos polinicos.

6.1.2.3. Analisis de correspondencia entre indicadores de viabilidad y

capacidad germinativa del polen.

Los resultados del analisis de correspondencias efectuado a los indicadores de viabilidad
por tincion y capacidad germinativa del polen analizados a los 15 arboles seleccionados durante
el primer afo, reveld que el porcentaje de polen viable y no viable depende significativamente del
método utilizado (X?= 100.91; p< 0.01).

En general, los resultados mostraron que con un solo eje (eje 1) se puede explicar las

diferencias entre los métodos de viabilidad empleados. De hecho el eje 1, con un valor propio de
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0.126 explico significativamente el 100% (p<0.01) de la inercia presente en los métodos de

viabilidad examinados (Figura 75).

Eje 1

Valor caracteristico: 0.12614 (100.00% de inercia)
Contribucion de Chi cuadrado

Azul de toluidine en etanol

VIABLES '

a4 Solucion iodada

* Cloruro dé tetrazolio

- GERMINACION

Aceto E-rceina
Piro‘galol

Azul de algodadn en lactofenol
-

NO VIABLES Aceto carmin

Figura 75. Representacion gréfica de los métodos empleados para determinar la viabilidad del polen en Pinus
hartwegii Lindl. mediante andlisis de correspondencias simple.

En base a estos resultados (Figura 75) se pudo apreciar que los indicadores de viabilidad
obtenidos mediante la tincion con las soluciones: azul de toluidine en etanol, solucion iodada,
cloruro de tetrazolio, aceto orceina y pirogalol, fueron los mejores para detectar polen viable en
Pinus hartwegii Lindl. Esto se debe a que los mismos mostraron comportamiento similar en
cuanto a granos de polen viables y a lo detectado en la prueba de germinacion. No se aprecid
similar comportamiento al evaluar la viabilidad del polen a través de las soluciones de tincion

con: solucién azul de algodon en lactofenol y aceto carmin.

De acuerdo con estos resultados, se concluye la utilidad del empleo de los indicadores de
viabilidad: azul de toluidine en etanol, solucién iodada, cloruro de tetrazolio, aceto orceina y
pirogalol, como métodos indirectos para predecir la capacidad germinativa del polen en esta

poblacion.
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6.2. Andlisis integral.

6.2.1. Analisis de conglomerado.

Los resultados del andlisis de conglomerado efectuado a las caracteristicas morfométricas
(eje polar, eje ecuatorial y relacion eje polar/eje ecuatorial del polen, eje polar y eje ecuatorial de
las alas y de la célula principal del polen asi como el espesor de este Gltimo) y de viabilidad
(porcentaje de polen viable con azul de toluidine en etanol, capacidad germinativa y longitud del
tubo polinico) evaluadas en la poblacion durante el primer afio, permitio clasificar a los arboles
examinados en tres grupos (Figura 76). De acuerdo a los resultados obtenidos la mayor parte de
los arboles en estudio, fueron clasificados en el grupo Il y con menor cantidad de arboles se

presentd el grupo |y Il (Figura 76).

—
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0 2 4 G 3 10 12 14 16 18
Distancia Euclidiana

Figura 76. Dendrograma de la agrupacién de los arboles sobre la base de caracteristicas morfométricas y de
viabilidad evaluadas en el primer afio.

En la Tabla 21, muestra los arboles que conforman cada grupo, con las medias y
desviaciones estandar de las variables evaluadas que resultaron altamente significativas
(p<0.001) en la formacion de dicha agrupacion (eje polar y eje ecuatorial del ala y de la célula

principal y porcentaje de germinacion).
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Tabla 21. Caracteristicas de los grupos formados, arboles y las variables que contribuyeron a su conformacion

durante el primer afo.

ARBOLES ALA DEL POLEN CELULA PRINCIPAL

GRUPO ARBOLES POR GRUPO Eje polar  Ejeecuatorial  Eje polar  Eje ecuatorial GERMINACION
1 1,2,3y15 4 Prom. 40.95 36.87 57.76 0.82
Desv. 1.36 0.68 2.48 0.19
1l 4,5,6,9y 5 Prom. 47.45 39.93 64.29 0.97
13 Desv. 1.33 171 2.06 0.07
11 7,8, 10, 11, 6 Prom. 49.43 41.53 69.40 0.97
12y 14 Desv. 151 2.04 1.37 0.07

Los arboles 4, 5, 6, 9 y 13 del grupo Il y los arboles 7, 8, 10, 11, 12 y 14 del grupo Il

(Tabla 21) son los que presentaron un tamafio de polen méas grande y con mejor capacidad

germinativa de la poblacién de Pinus hartwegii Lindl.

En la Figura 77 se muestra los resultados obtenidos mediante el analisis PAST en la que

se representa la distribucion espacial de los arboles en las coordenadas 1 y 2, sobre la base de los

resultados obtenidos en el primer afio del estudio. Se pudo apreciar que el grupo | estuvo formado

por los arboles 1, 2, 3, y 15, el grupo Il estuvo integrado por los arboles 4, 5, 6, 9y 13 y el grupo
Il incluyo a los arboles 7, 8, 10, 11, 12 y 14, similar a lo obtenido en el analisis de conglomerado

(Figura 76). Este método es otra via para demostrar la distribucion de los arboles estudiados.

Coordenada 2

0.5
044
0.3
024

0 -
0.1
0724
034
0.4 1

0.5+

13

12 &
8 Goﬁhg \
i

15

0.3

0.1 ] 01 02
Coordenada 1

Figura 77. Andlisis de distribucion entre los grupos formados del afio 1, mediante el método PAST.
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7. DISCUSION

Los resultados obtenidos del andlisis de las caracteristicas descriptivas del polen de Pinus
hartwegii Lindl. del Cofre de Perote en el estado de Veracruz en México, concuerdan con
estudios anteriores realizados en Pinus (Heusser, 1971; Bagnall, 1975; Valdés et al., 1987;
Murray, 1997; Weber, 1998; Iglesias et al., 1999b; Galicia, 2004; GEQOS, 2004; Urg, 2004).

Se constatdé que el polen de Pinus hartwegii Lindl. presenta una forma eliptica,
vesiculada, con un éarea delgada de exina; raramente se encuentra monoporado y en tetradas.
Presenta dos sacos aéreos, un tamafio grande de 42.3 a 79.9 del eje polar por 42.3 a 89.3 del eje
ecuatorial, por lo que favorece su transporte y permite establecer al parecer un flujo genético
efectivo en las poblaciones (Bagnall, op. cit.; Weber, op. cit.; GEOS, op. cit.; Galicia, op. cit.;
Urg, op. cit.). De acuerdo con la escultura del polen y a la relacién eje polar/eje ecuatorial, el
polen de esta especie es reticulado y suboblado respectivamente (Valdeés et al., op. cit.; Galicia,
op. cit.). En base a la polaridad del mismo se clasifico como heteropolar radiosimétrico lo que
concuerda con lo reportado por Heusser, op. cit.; Valdés et al., op. cit.; Galicia, op. cit.; Urg, op.

Cit.

Estos resultados de forma general, concuerdan ademas con lo obtenido por Iglesias et al.,
op. cit. al evaluar las caracteristicas morfométricas del grano de polen de tres especies de pinos
(P. patula, P. teocote y P. montezumae). Similares resultados han sido reportados por Bagnall,
op. cit., quien menciona que las dimensiones del polen de los pinos oscilan entre los 50 a 70
micras. Weber, op. cit. sefiala que el polen dispersado por el viento oscila de 20 a 60 micras. Por
esta razon, se concluye que Pinus hartwegii Lindl. se encuentra en el rango de tamafios que
permite mantener un adecuado flujo genético en la poblacion, debido a que el polen presenta
adaptaciones para la anemdfilia (Galicia, op. cit.; Urg, op. cit.). Pero sin embargo, hay que
resaltar que esto depende de las condiciones meteoroldgicas del sitio, ya que si es calido y seco es
mas facil que se lleve a cabo el fendmeno de la polinizacion (Dorman y Barber, 1956; Boyer,
1966, Niembro-Rocas, 1986).

La marcada amplitud de variacion detectada en los datos de viabilidad (11 a 96.6%)

evaluada por los diferentes métodos de tincion (azul de toluidine en etanol, azul de algoddn en
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lactofenol, aceto orceina, aceto carmin, solucion iodada, cloruro de tetrazolio y pirogalol)
concuerda con lo reportado por Edwardson y Corbett (1961), Hauser y Morrison (1964), Simon
(1972) citado por Iglesias et al. (1999b), Daulta y Singh (1985), Labourdette (1985), Bramlett y
Bridgwater (1989), Moody y Jett (1990), Adiwilaga y Brown (1991), Bamberg y Hanneman
(1991), Burgos (1991), Owens (1993), Mulugeta et al. (1994), Gonzélez et al. (1995b), Andrada
et al. (1998), Andres et al. (1999), Berlingeri et al. (1999), Gonzalez et al. (1999a), Iglesias et al.,
op. cit., Lavia et al. (2000) y Firmage y Dafni (2001) en base a la efectividad diferencial de los

mismos para detectar polen fértil.

De acuerdo con estos resultados de viabilidad, el método de azul de toluidine seguido con
la solucion iodada, fueron los que mejores resultados mostraron para detectar la viabilidad del
polen de esta especie, lo que coincide con lo detectado por Iglesias et al., op. cit. al analizar la
viabilidad del polen de otras especies de Pinos.

Lo anterior puede deberse a que como se ha reportado mayores niveles de contenido de
almidon en polen de especies anemdfilas (Calvino, 1952; Baker y Baker, 1979), lo que pudo
haber influido en los elevados porcentajes de viabilidad detectados mediante la solucién iodada.
La presencia de contenidos relativamente mas elevados de almidén en el polen de estas especies
favorece igualmente el proceso de formacion del tubo polinico (Niembro-Rocas, 1986), lo que
puede explicar asimismo que en este estudio se detectaran valores relativamente elevados de

germinacion del polen, similar a lo reportado por Porta y Roselli (1991).

Por otro lado, la presencia en general de porcentajes por arriba del 80% de viabilidad del
polen en la poblacion, concuerda con lo apuntado por Simén op. cit. citado por Iglesias et al., op.
cit., Adiwilaga y Brown, op. cit.,, Bamberg y Hanneman, op. cit., Gonzélez et al., op. cit. y
Berlingeri et al., op. cit., en relacion a que los métodos indirectos para la determinacion de la
fertilidad del polen, como son los métodos de tincion empleados en este estudio, son menos
efectivos que las pruebas directas de germinacion, pero tienen la ventaja de que permiten hacer
predicciones rapidas de la fertilidad masculina. Lo anterior se debe a que los métodos de tincion
tifien citoplasmas tanto vivos como muertos, por lo que sobreestiman la fertilidad del polen. No
obstante, constituyen una via rapida para predecir la germinacion de ésta (Parfitt y Ganeshan,

1989; Gonzalez et al., 1995a; Gonzaélez et al., op. cit.).
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Sin embargo, a diferencia de lo obtenido por Gonzélez et al. (1999a), en su estudio de la
fertilidad del polen en especies forestales, el porcentaje de viabilidad del polen alcanzado en este
trabajo (11-99.66%) resulta mayor que lo obtenido en germinacion (26-95% en el primer afio y
27-92% en el segundo afio evaluado). La mayor amplitud de variacién en la expresion de éste
caracter con relacion a lo detectado por los métodos de tincion, se debe a que estos Ultimos por lo

regular sobreestiman la viabilidad verdaderamente existente.

Los resultados de viabilidad en su conjunto evidencian que la meiosis transcurre en esta
especie normalmente en los microesporangios, dado que de presentar cualquier anomalia
conllevaria a la formacion de granos no viables. Lo que nos sugiere que la viabilidad del polen no
constituye un factor limitante en el proceso de polinizacién cruzada de esta poblacion. Es por
ello, que la baja viabilidad de las semillas detectadas en esta poblacion no puede atribuirse al
parecer a un componente polinico. Por lo que seria importante realizar estudios futuros
encaminados al analisis de la viabilidad femenina de la especie para arribar a resultados
concluyentes en torno a si las afectaciones producidas se deben a factores genéticos operando a

nivel de gametos.

En este estudio, se consider6 como polen germinado a todo aquél que presentd una
longitud del tubo polinico igual o superior al diametro (Andrés et al., 1999). Al igual que lo
observado por Andrés et al., op. cit., la longitud del tubo polinico aumenta desde las dos horas
hasta las 48 horas de incubacién, alcanzando longitudes diferentes. Sin embargo, en este estudio
no fué necesario esperar 48 horas, debido a que en 24 horas fué el tiempo suficiente para empezar
a evaluar la capacidad germinativa del polen de Pinus hartwegii Lindl. Esto evidencia el alto

grado de viabilidad presente en el polen producido en esta poblacion.

De acuerdo con los resultados del analisis de correspondencias, los métodos para detectar
polen viable (azul de toluidine en etanol, solucion iodada, cloruro de tetrazolio, aceto orceina y
pirogalol) son similares a lo reportado por Edwardson y Corbett (1961), Hauser y Morrison
(1964), Simon (1972) citado por Iglesias et al. (1999b), Labourdette (1985), Bamberg y
Hanneman (1991), Gonzalez et al. (1992), Berlingeri et al. (1999), Iglesias et al., op. cit.
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Sin embargo, es importante sefialar que aungue el polen sea viable no es un indicador de
la calidad de la semilla, ni es un indicador de buena produccién de semillas, si los mecanismos de
polinizacidn no son efectivos o adecuados o si el polen no llega a coincidir con la receptividad de

los estrobilos megasporangiados, etc. (Niembro-Rocas, 1986).

Estos resultados concuerdan ademas con lo reportado por Solis (2002), quien detectd una
marcada variacion intrapoblacional para diferentes caracteristicas morfométricas y bioquimicas
en la poblacion de esta especie ubicada en el Pico de Orizaba del mismo estado. Esto puede
deberse, a que la especie exhibe la mayor variacion regional en relacién con otras especies de
pinos, en virtud de que crecen a la mayor altitud, circunstancia que ha permitido la formacion de
razas geograficas y altitudinales con cierto grado de aislamiento genético entre unas y otras
(Solis, 1994).

Teniendo en cuenta todo lo antes expuesto, resulta necesario emprender otros estudios que
evallen la incidencia de otros factores en los bajos porcentajes de viabilidad de las semillas
existentes. Entre ellos se sugiere considerar entre otros: la viabilidad del gameto femenino,
factores edafoclimaticos de la region, agentes de polinizacion, posibles fendmenos de
incompatibilidad, aberraciones cromosomicas, que pueden estar operando en dicha poblacién
(Paré y Alatorre, 1993; Guemes, 2001; Lycos, 2004).

Los resultados obtenidos en este estudio son de gran importancia ya que contribuyen a
esclarecer los problemas relacionados con la biologia reproductiva de la poblacion de Pinus
hartwegii Lindl. del Cofre de Perote, ademas que pueden ser muy Utiles para el desarrollo de

futuros trabajos de mejora genética por hibridacion que se realizen en la misma.
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8. CONCLUSIONES

Se observé que el tamafio del polen de Pinus hartwegii Lindl. es grande de acuerdo con la
longitud del eje mayor, reticulado de acuerdo a la escultura del polen, heteropolar
radiosimétrico de acuerdo a su polaridad, suboblado de acuerdo a la relacion eje polar/eje
ecuatorial, vesiculado, monoporado y con area delgada en la exina, similar a lo reportado

para otras especies de Pinos.

Se constatd la existencia de una marcada variacion intrapoblacional para las
caracteristicas morfométricas del polen evaluadas. El tamafio del polen se mantuvo en el

rango reportado para otras especies aneméfilas de Pinus.

El método colorimetrico empleando la solucién de azul de toluidine en etanol fué el que
mostrd los mejores resultados para evaluar la viabilidad del polen. Este método y el de la
solucion iodada sobreestimaron la viabilidad del polen presente en esta poblacion. Los
arboles con mayor indice de viabilidad y germinacion fueron los que presentaron la

mayor longitud del tubo polinico

Los resultados de los andlisis multivariados efectuados mostraron que los arboles en
estudio se conjuntaron en tres grupos. El grupo 11l conformado por los arboles (7, 8, 10,
11, 12 y 14), mostraron valores relativamente més elevados en cuanto al tamafio del

polen.
La presencia de caracteristicas morfométricas del polen similares a las reportadas para

otras especies de pinos y aunado a una fertilidad del polen elevada, sugiere que la baja

viabilidad de la semilla de esta especie no pueda ser atribuible al polen.
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9. RECOMENDACIONES

Emplear los caracteres del polen evaluados en esta Tesis, en futuros estudios

palinoldgicos que se desarrollen en Pinus hartwegii Lindl.

Utilizar el método con azul de toluidine en etanol y solucion iodada como
indicador de viabilidad del polen en Pinus hartwegii Lindl., que puede ser de
utilidad en la seleccion de fuentes parentales en los programas de hibridacion
que se desarrollen.

Realizar otros estudios en esta especie, donde se evallen otros factores que
puedan estar incidiendo en la baja viabilidad de las semillas en esta poblacion y
que consideren los mecanismos pre y post cigéticos durante la polinizacion, la
fisiologia de las semillas (estado de latencia, dormancia, etc.) y dafios causados
por plagas para identificar las verdaderas causas de la baja viabilidad de las

semillas de la poblacion.
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