0036
FOo. 2

{:—2 é‘}#//
UNIVERSIDAD NACIONAL. AUTONOMA DE MEXICOk

FACULTAD DE CIENMNCIAS

VNIVERADAD NACJONAL
AVENMA DE
MExico

BIOLOGIA REPRODUCTIVA Y
ESTRUCTURA GENETICA DE
Psychotria faxlucens (RUBIACEAE)
EN LOS TUXTLAS, VERACRUZ.

T E § I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCTIAS
( B I o] L 0 G I A )
P R E S E N T A

NIDIA PEREZ NASSER

MEXICO, D. F. TESIS CON 1990
. FALLA DE ORIGEN




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS
RESUMEN ....
I. INTRODUCCION

II. CBJETIVOS

INDICE

P R R

III. DESCRIPCION DEL SITIO
Y ESPECIE DE ESTUDIO ....

IV. MATERIALES Y METODOS ....

V. RESULTADOS

VI. DISCUSION

VII. CONCLUSIONES ...

APENDICE

BIBLIOGRAFIA

L N R Y

e a e s

oo o

PAGINAS

12

13

21

35

63

76

77

83



RESUMEN

Se estudiaron algunos aspectos de la biologia reproductiva y
la estructura genética de una poblacién de Psychotria faxlucens
en la selva de Los Tuxtlas, Veracruz, México, utilizando métodos
ecologicos y metddos biogquimicos los cuales consistieron de
electroforesis en geles de almiddn.

Psychotria faxlucens es una &arbol heterostilico dominante
del estrato inferior de la selva. Se encontrd una proporcidn de
morfos cercana a 1. Mostrd muchas de las caracteristicas tipicas
de la distilia. La longitud de los estilos y estambres fueron
significativamente diferentes entre los dos morfos. Rl morfo pin
presentd estilos largos y estambres cortos, el morfo thrum tiene
estambres largos y estilos cortos. Los estigmas y anteras estan
localizados reciprocamente en las flores. Las flores pin producen
mds granos de polen y sSon mas pequenos gue las flores tipo thrum.
Las flores abren al anochecer, la maxima produccion de néctar se
registrd entre las 9 y 10 de la mafiana, no habiendo diferencias
significativas entre los morfos. La concentracidn de néctar para
el morfo pin y thrum fueron en promedio, 13.38 % y 12.63%,
respectivamente. Las visitan pequefios esfingidos, palomillas y
colibries . Las proporciones polen/évuke fueron mas grandes en el
morfo pin y en general indicaron gue su sistema reproductivo
corresponde a xenogamia . Las polinizaciones experimentales
indican un sistema de auto-incompatibilidad ligade al dimorfismo
floral, sin embarge, existe cilerto grado de auto-compatibilidad
dentro de cada morfo. Las cargas de polen variaron entre los
morfos, pero fue mayor en estigmas pin, La tasa de
entrecruzamiento obtenida por métodos ecoldgicos fue menor a 1la
estimada por medio de isoenzimas. Esta ultima tasa, fue cercana a
1 en ambos morfos con un rango de 0.934 a 1,

Mostrd alta variabilidad genética expresada en el pollmor—

fismo (P=0.400), la hecterocigosis promedlo (H=0.496), el numero
de alelos por loci (A= 2.37) y numerc efectivo de aleloq {Ae=
2.22). Estos datos se basaron en 20 loci ensayados. El analisis

de la estructura genética se realizd con datos de 6 enzimas (GDH,
LAP, MDH, 6-PGD, PGI y PGM). Los indices de fijacion mostraron
CLerta variacion entre loci para una misma subpoblacion y entre
subpoblaciones, esto suglere gue las subpoblaciones se encuentran
astructuradas espacialmente. Los valores del indice de fijacidn
multilocus (Fm) en ambas subpoblaciones, tanto para adultos como
para plantulas fueron distintos entre si, {(plantulas = 0.027 y
0.206; adultos = 0.046 y 0.1265)} pero ninguno fue sig-
nificativamente diferente de 0, 1o cual nos sugliere gque la
poblacidn se encuentra en muy cercana al equilibrio.

Los valores de loz estadisticos-F encontrados en el total de
la poblacidén fueron muy pegquehos, lo gque sugiere poca
diferenciacidon geografica entre subpoblaciones (plantulas Fis=
0.133, Fit= 0.160 y Fst= 0.031; adultos Fis= 0.115, Fit= 0.138 y
Fst= 0.026).



I. INTRODUCCION

Los niveles y patrones de variacion genética juegan un papel
muy importante en determinar el potencial evolutivo de una
especie o poblacidn. Estos patrones de variacion genética estan
fuertemente determinados por los efectos de cinco procesos
evolutivos fundamentales: 1) deriva génica, 2) migracién (f£lujo
génico), 3) sistemas de apareamiento, 4) mutacidn y 5) seleccion
natural. Por consiguiente, un reguisito para entenderla biologia
evolutiva de una especie es el conocimiento de su variacion
genética (Lewontin 1974; Endler 1977; Gottlieb 1977; Brown 1979;
Slatkin 1680).

Los estudios de variacidn genética involucran dos aspectos
principalmente: el primero se refiere a la descripcidon de los
niveles de variacidn mantenida dentro de las poblaciones; el
segundo, concierne a la manera en coémo estda repartida la
variacidn entre las poblaciones y tiene particular importancia
para la conservacion de recursos genéticos. De esta manera, el
conocimiento de la estructura genética no solo proporciona
elementos para entender los mecanismos de evolucion gue operan en
los organismos, sino tambien para conocer los procesos de
domesticacion de plantas cultivadas e informacidn para programas
de manejo y conservacidon de recursos naturales (Franklin 1980;
Frankel y Soulé 1981; Clegg y Brown 1983; Tanksley y Orton 1983
a, b).

El conocimiento de la distribucion de la variacion genética
ofrece informacion complementaria para el entendimiento de las
interacciones entre caracteristicas ecoldgicas y de historia de

vida , tales como mecanismos de polinizacidn, dispersidén de semi-
llas y fecundidad, y de cdmo estas interacciones moldean 1la
estructura genética de las poblaciones. Los sistemas de

apareamlento Yy el movimiento de genes se consideran los factores
mas importantes en la determinacidén de la estructura genética
(Levin y Kerster 1974; Brown et al. 1875; Clegg y Brown 1983;
Layton y Ganders 1984; Loveless y Hamrick 1984; Clegy y Epperson
1985).

Los sistemas de apareamiento en las plantas pueden ser
analizados con datos de biologia floral y ecologia reproductiva
asi como con datos obtenidos a partir de variacidn isoenzimatica.
Con estos andlisis pueden estimarse 1las tasas de fecundacidn
cruzada y de autofertilizacidn. La tasa de fecundacidn cruzada
tiene gran importancia en la composicidn genética de las
poblaciones, pues se sabe gue afecta directamente los niveles de
enodogamia, esto es, las tasas altas de fecundacidn cruzada
reducen la endogamia (Clegg 1980; Loveless y Hamrick 1984; Lande
y Schemske 1985; Bawa y O'Malley 1987). A su vez, se ha observado
gque las especies endogamicas mantienen menor variacion dentro de
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la poblacidn y mayor variacion entre poblaciones gue agquellas
especies gque presentan fecundacidn cruzada (Brown 1979; Hedrick
1983; Loveless y Hamrick 1987).

Por otro lado, las poblaciones se diferencian dependiendo de
la magnitud y direccionalidad del movimiento de genes. Los
niveles altos de flujo genico, aumentan el tamafno efectivo de las
poblaciones y reducen la diferenciacidn local por deriva génica o
seleccidn natural. Por el contrario, si el flujo de genes es
limitado, se reduce el tamafno efectivo de las poblaciones y
aumenta la diferenciacidn entre subpoblaciones (Jain y Bradshaw
1966; Endler 1973; Schaal 1974; Roughgarden 1979; Hamrick 1987)

Actualmente son ya muy numerosos los estudios gue se han
hecho en plantas y animales sobre a los niveles de variaciodn
genética. Tales estudios involucran la aplicacién de técnicas
biogquimicas, principalmente electroforesis, para obtener indices
de variacidn genética. Estos indices generalmente son cuan-
tificados en términos del porcentaje de loci polimdrficos por
poblacidn, numero efectivo de alelos por locus y la proporcidn
promedio de loci heterdcigos por individue (Crow y Kimura 1%70;
Hedrick 1983; Futuyma 1986; Hamrick y Loveless 1986; Nei 1987).

Utilizando estos estimadores se ha encontrado gque los ver-—
tebrados presentan menor variacion que los invertebrados (Nevo
1978); y gue las poblaciones de plantas tienen altos niveles de
variacion, similares a los invertebrados (Hamrick, Linhart y
Mitton 1979). Las plantas de vida larga, de amplia distribucion,
localmente abundantes y de estados sucesionales tardios, presen-
tan altos niveles de variacidn genética, comparadas con
aguellas plantas gue no presentaban alguna o ninguna de esas
caracteristicas (Brown 1979; Hamrick et al. 1979; Hamrick vy
Loveless 1986; Ledig 1986).

La mayor parte de los datos referentes a plantas se ob-
tuvieron de estudios llevados a cabo en especies de origen
templado, sin embargo, muy pocos trabajos se han hecho en zonas
tropicales (Hamrick y Loveless 1986)

Por otro lado, la creciente preocupacidén sobre 1la
conservacion de reservas naturales tropicales, ha demostrado 1la
necesidad de realizar estudios de genética de poblaciones, pues
de esta manera se conoceria coémo esta organizada espacial
y temporalmente la variacidén genética, la cual esta relacionada
con la adecuacion y ecologia de las plantas. Esto permitiria el
disefioc de estrategias de manejo y conservacidén de areas naturales
dan una idea mas precisa sobre las metodologias adecuadas para la
colecta de germoplasma en donde se tenga la mayor variacion
genética posible. (Brown 1978; Frankel y Soulé 1981; Schonewald-
Cox et al. 1983).

Los indices frecuentemente usados para medir la variaciodn
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genética son dos bdsicamente: la proporcidn de loci polimérfico
(P) dgue nos indica que prorcion de todos los loci son
polimorficos y la heterocigosis promedio (H) que es la proporcion
de heterocigotos de todos los loci de una cierta poblacidén. El
pelimorfismo se refiere a la ocurrencia de diferentes formas
genéticas en una misma poblacidén y la heterocigosis se refiere a
la proporcién de genotipos diploides compuesto de dos diferentes
alelos (Nevo 1978; Brown y Moran 1981; Hedrick 1983). En general,
los arboles tropicales presentan niveles altos de variacion
genética, se ha reportado una P= 0.28 y una H= 0.11, para 29
especies de drboles), similares a los de otros arboles de zonas
templadas (P= 0.37 y H= 0.14, n= 113 especies), pero menores a
las coniferas (P= 0.52, H = 0.17, n = 40) y mayores a los de
plantas herbaceas (P = 0.35, H = 0.14) ( Hamrick et al. 1979;
Hamrick y Loveless 1986; Ledig 1986). Sin embargo, hay casos en
donde los niveles de variacion de especies tropicales son bajos.
Asi, el arbusto Lisianthius skinneri (Sytsma y Schaal 1985)
presenté una P= 0.00 y H= 0.00.

Los niveles de diferenciacion geogrdafica tienden a ser
pequenos, esto es, la mayor parte de la variacidn (cerca del 95%)
se encuentra en un sdlo sitio. Para B8 especies tropicales se han
reportado valores pequefios de Fst o Gst (indice gque mide la
diferenciacidén entre poblaciones) en un rango de 0.021 a 0,094
(Hamrick y Loveless 1987) , Psychotria nervosa presentd un valor
de Fst de 0.0038 (Dewey y Heywood 1988), en Piper amalago el
valor fue de 0.057 ( Heywood y Flemming 1986) y en Acacia
crassicarpa fue de 0.093 (Moran et al. 1989)!

Se ha demostrado con datos ecoldgicos y de electroforesis,
gque una gran proporcidn de arboles tropicales asi como especies
de vida larga en general, tienen tasas de fecundacion cruzada
cercanas a 1 (Loveless y Hamrick 1987; O'Malley y Bawa 1987;
Moran et al. 1989). Esto se explica en parte, porque los drboles
tropicales presentan mecanismos que reducen las posibilidades de
autopolinizacidn, por ejemplo, el diocicismo, el monoicismo, 1la
heterostilia y la dicogamia, entre otros (Bawa 1974, 1979;
Bullock 1985). No obstante, este comportamiento es similar a una
buena parte de coniferas y de arboles de zonas templadas, pues
generalmente presentan tasas de fecundacidn cruzada cercanas a 1
( Moran y Bell 1983; Schemske y Lande 1985).

En resumen, los patrones gue presentan los arboles
tropicales, esto es: altos niveles de diferenciacidén genética
(polimorfismo y heterocigosis), pedquefios niveles de
diferenciacidn geografica (valores bajos de Fst o Gst) y tasas de
fecundacidn cruzada cercanas a 1, sugleren dos cosas: primero,
gque casi no hay diferencias en la composicidn genética entre
sitios, y esto puede deberse a que exista mucho movimiento de
polen y semillas (flujo génico) entre las poblaciones: segundo,
que recientemente se fundaron las poblaciones y la deriva génica
y/o seleccidén natural han tenido poco o ningin efecto en ellas
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(Slatkin 1987). En cuanto a las altas tasas de fecundaciodn
cruzada, éstas explican en parte, la gran variacidn genética en-—
contrada dentro de las poblaciones y los bajos niveles de
diferenciacidn entre ellas (Ledig 1986; Loveless y Hamrick 1987;
Bawa y O'Malley 1987). Ademas, se sugiere gue altas tasas de
polinizacidn cruzada, son una adaptacidon de los arboles para
reducir la carga producida por mutaciones somdaticas (Ledig 1986).

Los sistemas de incompatipilidad en plantas ocupan un lugar
especial dentro de los sistemas de cruzamiento que favorecen la
fecundacion cruzada. En parte, se debe a que la incompatibilidad
es facilmente identificada por las diferencias morfologicas como
es el caso de las plantas heterostilicas y tambieéen porque al
parecer, son relativamente sencillos los mecanismos geneticos in-
volucarados.

La heterostilia es un fendmeno en donde diferentes in-
dividuos de una misma poblacidn, producen flores hermafroditas
que difieren en las longitudes relativas de sus estilos y es-
tambres y favorece el entrecruzamiento entre los diferentes tipos
de flor (Crowe 1964; Ornduff 1969; Vuilleumier 1967; Ganders 1979
a y b). Este polimorfismo esta controlado genéticamente y
generalmente esta asociado a un sistema de auto-
incompatibilidad, por lo gque 1la fertilizacion se lleva a cabo
s0lo entre morfos diferentes ( Frankel Yy Galun 1977:
Nettancourt 1977; Ganders 1979).

Hay dos tipos de heterostilia: distilia y tristilia. Las
especies distilicas son aquellas especies que presentan in-
dividuos con dos morfos. El morfo pin produce flores con estilo
largo y estambres cortos y el morfo thrum produce flores con es-
tilo corto y estambres largos (los términos "pin" y "thrum®
fueron introducidos por Darwin (1877) para distinguir a la flores
distilicas, en cuanto a la morfologia de sus estambres Yy
estilos). La distilia no es una forma de apareamiento comin peroc
estda ampliamente distribuida entre los grupos taxondmicos; 1las
familias mejor representadas son las Rublaceae, Boraginaceae,
Plumbaginaceae y Primulaceae, Turneraceae entre otras (Darwin
1877; Baker 1953 a y b, 1958, 1962; Bir-Bahadur 1963, 1968;
Dulberger 1973; Ganders 1974, 1975, 1979a y b; Ornduff 1975,
1976, 1980; Wyatt y Hellwig 1979; Weller 1980, 1981; Olesen 1987;
Riveros et al. 1987).

Las plantas tristilicas poseen tres morfos florales: estilos
largos, estilos medianos y estilos cortos. Es un sistema de
apareamiento muy raro. Se ha reportado en tres familias:
Lytraceae, Oxalidaceae y Pontederiaceae (Mulcahy 1964; Dulberger
1970; Ganders 1979; Weller y Denton 1976; Barrett 1977a y b;
Weller 1981; Price et al. 1984).

En la mayoria de las especies distilicas, la posicidn de los
estilos y anteras son reciprocas en los dos morfos florales
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(Ganders 1979a y b), aungue hay ejemplos en donde no se cumple
ésta condicion como en varias especies de Cordia {(Boragdinaceae)
(Opler et al. 1975), en algunas especies de Villarsia
(Menyanthaceae) (Ornduff 1986) y un caso mas raro es en la planta
ouinchamalium gchilensi (Santalaceae) (Riveros et al. 1987) en
donde la reciprocidad se plerde después de la antesis por
crecimiento alométrico de estilos y estambres. Ganders (1979)
evalua la importancia de la posicidn reciproca de los estilos y
estambres como una condicidn que promueve la polinizacidn cruzada
y concluye, como ya Darwin (1877) habia sugerido, que efec-
tivamente promueven éste tipo de polinizaciodn.

En muchos de los trabajos gue se han hecho con plantas
heterostilicas se ha reportado gue los granos de polen de flores
pin son mas pequefios dgue los de flores thrum. Ademds, las flores
pin producen mds polen gue el morfo thrum (Darwin 1877;
Vuilleumier 1967; Dulberger 1974; Ornduff 1975, 1979; Ganders
1979a y b; Weller 1980, 1981; Schou 1983; Sobrevila et al. 1983;
Riveros et al. 1987). Por otro lado, Ornduff (1980) no encontréd
diferencias en la produccidn de polen entre morfos en algunas
poblaciones de Hedyotis caerulea (Rubiaceae). No obstante, el
dimorfismo en el tamaho y produccidén de polen parecen ser
caracteristicas comunes en plantas distilicas.

Usualmente, las especies heterostilicas presentan diferente
produccion de semillas entre morfos. En la mayoria de los casos,
las flores pin producen mas semillas gue las flores thrum
(Ganders 1979; Richards 1986) pero en otras especies se presenta
lo contrario (Ornduff 1979). Por otro lado, Sobrevila et al.
(1983), en su trabajo con dos especies de Palicourea (Rubiaceae)
reportan alta variacidén en 1la produccion de frutos entre
poblaciones y entre morfos dentro de una misma especie,

En poblaciones naturales las cargas de polen en los estigmas
reflejan el flujo de polen entre morfos y dentro de cada morfo.
Consecuentemente, dan una idea de la eficiencia de la heteros-
tilia (Ganders 1979). Los andlisis de cargas de polen en estigmas
de flores distilicas muestran gue los estigmas de pin reciben, en
general, mas dranos de polen gue los estigmas thrum (Ganders
1979; Ornduff 1980 a y b: Lewis 1982; Schou 1983, Richards 1986}.

Se conocen dos excepciones, en Jepsonia heterandra
(Saxifragaceae), en donde las cargas de polen son similares en
los dos morfos (Ornduff 1971) Yy Anchusa officinalis
(Boraginaceae), donde los estigmas thrum reciben mas granos de
polen (Philipp y Schou 1981}. En varios estudios se ha encontrado

mas polen pin en estigmas pin dque en estigmas thrum, y no hubo
diferencias en las cargas de polen tipo thrum en estigmas de am-
bos morfos. Esto indica que las diferencias en las cargas totales
de polen entre morfos es atribuible a diferencias en el numero
promedic de granos de polen pin (Ganders 1974; Ornduff 1980; Nic
Lughadha y Parnell 1989).



Se ha sugerido que los estigmas pin reciben mds granos de
polen gque los estigmas thrum, por el hecho de que los estigmas
pin son mds accesibles a los polinizadores (Levin 1968; Ganders
1979; Weller 1980). Sin embargo, depende el tipo de polinizador
de cada planta pues se ha demostrade en Jepsonia heterandra que
las moscas mueven mds el polen pin y las abejas el polen thrum
(Ornduff 1971)

En especies distilicas, los dos tipos de estigmas son
peolinizados ilegitimamente a un grado considerable, es decir,
polinizacidn cruzada entre individuos del mismo morfo. Se ha en-—
contrado mas polen ilegitimo en estigmas pin que en estigmas
thrum (Ganders 1976, 1979; Ornduff 1975, 1980; Schou 1983:
Richards 1986). Beach y Bawa (1980) sugieren gue el transporte de
polen legitimo depende de la disponibilidad y del tipo de
peolinizadores que existan en las poblaciones naturales, entre
otros factores.

En la mayoria de los estudios hechos con plantas distilicas,
se han encontrado proporciones de morfos cercanas a la unidad
(1:1) (Martin 1965; Bir-Bahadur 1968; Ornduff 1975, 1979; Ganders
1979; Schou 1983; Sobrevila et al. 1983). Sin embargo, algunas
especies muestran diferente comportamiento, por ejemplo, Ornduff
(1980) reporta gue algunas poblaciones de la rubidcea Hedyotis

caerluea contiene exceso de plantas pin , y menos comun fue la
proporcion de morfos 1:1. Lo mas interesante de este estudio, es
que las proporciones camblaron en el tiempo. Contrario a estos

resultados, se reportan proporciones por debajo de la unidad del
morfo pin en poblaciones de Quinchamalium chilense (Riveros et
al. 1987). Datos similares (exceso de flores thrum) fueron en-
contrados en varias poblaciones de varias especies de Villarsia
(Menyanthaceae) (Ornduff 1986). Entre las especies que presentan
desviaciones de 1la proporcion 1l:1 hay también cierto grado de
auto-compatibilidad. Hay una estrecha relacion entre el nivel de
incompatibilidad y las proporciones entre morfos. Generalmente,
cuando hay una fuerte incompatibilidad la estructura de la
poblacién se acerca al equilibrio (Mulcahy 1964; Martin 1967;
Ganders 1975; Sobrevila et al. 1983)

Los primerocs estudios de la genética de la heterostilia se
hicieron con algunas especies de Primula (Bateson y Gregory 19057
Gregory 1911, en Vuilleumier 1967; Ernst 1955; Lewis 1949, 1954;
Ford 1971). En estas especies la distilia estd controlada por un
locus con dos alelos y la tristilia por dos loci, cada uno con
dos alelos. Posteriormente se demostro que en la distilia hay un
supergene gue segrega como un factor mendeliano simple
(Charlesworth y Charlesworth 1979). Las plantas pin y thrum
presentan dos loci estrechamente ligados, uno de los cuales con-
trola la longitud del estilo (E, e) y el otro la longitud de las
anteras (A, a); el alelo E estd casi siempre asociado con el
alelo A y el alelo recesivo e con a. Las plantas thrum (estilos
cortos/anteras largas), generalmente son heterdcigas EA/ea y las

7



plantas pin se comportan como homdécigas ea/ea en la mayoria de
las especies (Vuilleumier 1967; Yeo 1975; Ganders 1979; Ford
1971) .

El loci con el alelc E de estilo corto esta en desequilibrio
de ligamiento con el loci de anteras largas (A) y los alelos e y
a también estdn asociados. Otras caracteristicas dimdrficas de
las plantas heterostilicas como son el tamafio del polen, papila
estigmatica, compatibilidad de estigma y polen, también estan
controlados por al menos 7 loci estrechamente ligados, heredados
como un supergene con fuerte desequilibrioc de ligamiento (Lewis
1954; Ford 1971; Futuyma 1986). Por otra parte, 1la heterostilia
representa un ejemplo de apareamiento no aleatorio ("assortative
mating") fenotipico negativo y se refiere a que individuos de
fenotipos similares se aparean con menor frecuencia de lo gue se
esperaria al azar, hay un incremento en la heterocigosis respecto
a la esperada, cambilan las frecuencias alélicas y muchas veces
se ven favorecidos alelos raros (Crow y Kimura 1970; Hedrick
1983; Falconer 1986).

Generalmente la heterostilia se asocia con sistemas de auto-
incompatibilidad. En especies distilicas, el polen de una flor
pin es compatible con estigmas de flores thrum y el polen de una
flor thrum es compatible con un estigma de flor pin pero 1la
polinizacidn entre flores del mismo morfo es incompatible
(Ganders 1979).

La mayoria de los taxa heterostilicos presentan auto-
incompatibilidad que puede ser mas fuerte en algunas especies que
en otras (Mulcahy 1964; Baker 1966; Ornduff 1972, 1980, 1986,
1988; Barrett 1977, 1979; CGanders 1979; Sobrevila et al. 1983).
La presencia de auto-incompatibilidad entre meorfos con com-
patibilidad intramorfo es poco comin y tiende a ser mas fuerte la
auto~incompatibilidad en el morfo thrum que en el morfo pin.
Ejemplos de esto son algunas especies distilicas de Hedyotis
(Rubiaceae; Ornduff 1980), Melochia (Sterculiaceae; Martin 1967),
Amsinckia (Boraginaceae; Weller y Ornduff 1977; Ganders 1979),
Villarsia (Menyanthaceae; Ornduff 1988).

La heterostilia ha evolucionado independientemente y conver-
gentemente en 24 familias de Angiospermas. Los taxa
heterostilicos presentan herencia simple mendeliana y son par-
ticularmente susceptibles a modificaciones genéticas gue influyen
en el sistema de apareamiento de las poblaciones (Barrett 1989).

Ganders (1979) considera gque la evolucidn de la heterostilia
es un problema aun no resuelto. Sin embargo, Charlesworth y
Charlesworth (1979) presentan un modelo que describe codmo
evoluciond la heterostilia. Proponen gue los progenitores de
plantas distilicas fueron monomérficos y auto-compatibles, pero
se entrecruzaban frecuentemente. Esto origindé la acumulacidén de
una carga genética significativa con alelos recesivos deletéreos.
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Un cambio en los polinizadores incrementa la autopolinizacidén y
la depre516n endogamica. Posteriormente, una mutacidn produce un
nuevo tlpO de polen que no es compatible con los individuos de 1la
poblacidén y estos no pueden autofertilizarse. De esta manera se
establece el ginodiocicismo funcional. Después la mutacion produce
un nuevo tipo de estigma con incompatibilidad con el polen
original, pero compatible con el nuevo tipo de polen. En este
momento, se dgenera un sistema de auto-incompatibilidad dialelica.
Si se supone que las especies distilicas poseian un locus
multialélico incompatible (Crowe 1964; Grant 1975; HNettancourt
1977; Beach y Kress 1980, entre otros), entonces es posible que
se alcance un estado dialélico por pérdida de alelos (Crowe
1964). Este proceso es bien conocido y puede ser particularmente
importante cuando los tamafios de poblacion son pequefios Yy opera
la deriva génica.

Se ha propuesto que la heterostilia ha evoluciocnado en dos
direcciones: una hacia el dioicismo y subdioicismo y otra hacia
la homostilia y auto-compatibilidad (Baker 1966; Vuilleumier
1967; Ganders 1979; Charlesworth y Charlesworth 1979; Beach y
Bawa 1980; Wyatt 1983; Barrett 1988, 1989). Existen varios es-
tudios en donde se demuestra la transicion de especies de plantas
heterostilicas hacia el dioicismo, ejemplos de estas son:
Nymphoides (Menyanthaceae; Ornduff 1966; Pratap Reddy y Bir
Bahadur 1976, en Wyatt 1983; Barrett 1980), Byrsocarpus
(Connaraceae; Baker 1962), Cordia(Boraginaceae; Opler et al.
1975; Lloyd 1979), Psychotria(Rubiaceae; Sohmer 1977) vy
Coussarea(Rubiaceae; Beach y Bawa 1980) entre otras. En todos es-
tos casos, las flores pin han evolucionado para convertirse
funcionalmente en hembras y las flores thrum en machos (Ganders
1979;: Beach y Bawa 1980). Se sugieren tres hipotesis principal-
mente, para apoyar estos cambios en los morfos florales: 1) flujo
de polen asimétrico (Baker 1958; Willson 1979; Beach y Bawa
1980), 2) asignacion de recursos (Casper y Charnov 1982) y 3)
seleccidn gametofitica (Mulcahy 1974).

En cuanto al origen de individuos homostilicos, se propone
gque éstos se derivaron de plantas distilicas a través del cambio
de un sistema de apareamiento auto-incompatible a un sistema
auto-compatible. Esta transicion puede darse en un solo paso y
esta intimamente asociado con el desarrollo de aislamiento
reproductivo y especiacion (Baker 1961; Stebbins 1970: Ganders
1979). Ejemplos de estos cambios en los sistemas reproductivos
son: Amsinckia (Ray Chisaki 1957, en Barrett 1989), Arenaria
(Wyatt 1984), Armeria (Baker 1966), Clarkia (Lewis 1973), Leaven-
worthia (Lloyd 1965), Melochia (Martin 1967); Oxalis (Ornduff
1972), Plectris (Carey y Ganders 1986), Stephanomeria (Gottlieb
1973). En muchos de los casos, la evolucioén de la homostilia
estd asociada con dramaticas reducciones en el tamafio de la
flor, adquisicidn de habitos gue permiten la autopolinizacion y
la evolucion de aislamientos reproductivos (Ganders 1979;
Ornduff 1969; Barrett 1988).



Recientemente, Barrett (1989) realizd una extensa revisidn
sobre la evolucidn de sistemas reproductivos en plantas
heterostilicas. Ahi se evalda la evolucidn de la homostilia a
partir de la distilia en el complejo Turnera ulmifolia
(Turneraceae) y a partir de la tristilia en Eichhornia
(Pontederiaceae). Concluye que los cambios en los sitemas
reproductivos de las plantas son muy rapidos con alteraciones
genéticas relativamente simples pero con profundos efectos en los
patrones de apareamiento, lo cual puede tener consecuencias
evolutivas y ecoldgicas muy importantes.

En Turnera, la compleja 'recombinacion del supergene de la
distilia asociado con la poliploidia, permiten un cambio grande
en el sistema de apareamiento con aislamiento reproductivo,
alcanzado en un solo paso mutacional. En cambio, en Eichhornia el
rompimiento de la heterostilia involucra varios pasos, con
cambios en el sistema de apareamiento, pasando de la condicidn de
fecundacidn cruzada a autofertilizacidn. De estos dos estudios
Barrett concluye dque las constricciones genéticas asociadas con
el desarrollo floral juegan un papel importante al dirigir las
modificaciones reproductivas especificas que puedan ocurrir.

La heterostilia, por consiguiente, es un sistema que ofrece
buenas oportunidades para contrastar la estructura genetica de la
poblacion con los sistemas de apareamiento..

En este estudio se pretende conocer los niveles de
variacién genética que presenta una poblacidén de una especie
heterostilica tropical de la zona de Los Tuxtlas, Ver., Méx. Esta
especie es Psychotria faxlucens Lorence & Dwyer (Rubiaceae). El
interes por esta especie se debe a que es relativamente abundante
en el estrato inferior de la selva de Los Tuxtlas. Se ha
reportado una densidad de 65 individuos por hectarea (Bongers et
al. 1988) y tiene la caracteristica de ser distilica.

Este trabajo tiene dos enfoques principalmente. En el
primero, se quiere conocer, a partir de datos ecoldgicos,
aspectos de la biologia floral y de la biologia reproductiva de
esta especie, pues esta informacidn nos servira como una
herramienta mas para entender la estructura genética de 1la
poblacidn. En el segundo, utilizando técnicas de electroforesis
en geles de almiddn se pretende estimar los niveles de variaciodn
genética Yy conocer como estad distribuida ésta variacidn en 1la
poblacidn.

La informacidn proveniente de datos ecologicos, asi como de
las electroforesis, proporcionaran un mejor entendimiento de las
interacciones bioticas y de los procesos evolutivos que se dan en
las comunidades tropicales. Finalmente, esta informacidn podra
ofrecer algunos elementos para la realizacidén de programas de
conservacion de reservas naturales tropicales. Esto es, con datos
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de genética de poblaciones se sabra con mayor precisidn las
metodologias adecuadas para colectas de germoplasma, en donde se
encuentre la mayor variacidn genética posible, el Aarea minima

requerida para reservas naturales o conservacidn de bosdques entre
otras cosas (Franklin 1980, Frankel y Soulé 1981; Brown y Clegyg
1983) .
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IX. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son de manera general, conocer
la variacion genética y algunos aspectos de la biologia reproduc-
tiva de una poblaciodn de Psychotria faxlucens en la Estacidn de
Biologia Tropical Los Tuxtlas, Ver.

Los objetivos particulares son:

1) Estimar los niveles de variacién genetica de dos
poblaciones de Psychotria faxlucens utilizando marcadores
enzimaticos.

2) Describir la estructura genética de dos poblaciones de P.
faxlucens.

3) Determinar la tasa de entrecruzamiento de P.__ faxlucens
utilizando métodos genéticos.

4) Conocer aspectos de la biologia floral y reproductiva de

P. faxlucens y usarlos como una herramienta para interpretar su
estructura genetica.
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III. DESCRIPCION DEL SITIO ¥ ESPECIE DE ESTUDIO.

1. S8itio de Estudio.

Este trabajo se realizdé en la Estacion de Biologia Tropical
"Ios Tuxtlas'", reserva de 700 hectdareas perteneciente al In-
stituteo de Biologia de la UNAM. Se encuentra en la vertiente del
Golfo de México, en el SE de Veracruz, entre las coordenadas 95°
04' a 95" 09' de longitud oceste y 18° 34' a 18° 36' de latitud
norte (Fig. 3.1). Sus elevaciohes varian de 150 a 530 m.s.n.m.
(Lot-Helgueras 1976).

La region de Los Tuxtlas es de origen volcdnico y data del
Terciario Superior (Rios-Macbeth 1952). El sustrato esta com-
puesto principalmente por rocas basalticas y andesiticas,
mezclado con cenizas volcanicas y con algunas calizas, areniscas
y arcillas.

Estudios realizados sobre el suelo de la regidn, indican que
hay litosoles en areas de mayor pendiente y regosoles y andosoles
tropicales en el resto (FAO-UNESCO 1979). En general son suelos
jovenes y poco desarrollados debido a los efectos de la erosidn
fundamentalmente producida por lluvia y la pendiente, con grandes
cantidades de materia organica debido a la contribucidén que hace
la vegetacién (Chizon 1984).

El clima de la region de Los Tuxtlas es de tipo "A" (cdlido-
humedo), segun la clasificacion de Koeppen (Soto 1976). En 1la
estacion meteordlogica de Coyame que se encuentra a 35 Km de la
Estacién de Biologia Tropical "Los Tuxtlas”, se han registrado
datos de precipitacidon y temperatura de 1953-1981 (Ibarra-
Manriquez Yy Sinaca 1987), y para la Estacidn de Los Tuxtlas, se
tienen datos de precipitacion, registrados durante 10 ahos
(Estrada et al. 1985). La temperatura media anual es de 24.6 °C,
la maxima de 32.18 °C y la minima de 16.4 °C. La precipitacidn
media anual es de 4725.2 mm (Fig. 3.2) (Ibarra-Manriquez 1985).
La distribucidn de las lluvias es irregular a lo largo del afo.
La estacidn seca se extiende de marzo a mayo con una época de
lluvias de junio a octubre. Una segunda época de lluvias se
produce por la irrupcidn de los llamados "nortes" que alcanzan
velocidades de hasta 80 Km/h producen descensos de la temperatura
de hasta 10 °C durante el invierno, asi como precipitaciones
abundantes (el 15% de la cantidad total). Estos "nortes" son de
suma importancia para la estructura de la vegetacidn, pues
promueven la produccion de claros (huecos en el dosel de la
selva) por la caida de arboles o ramas (Martinez-Ramos 1985).

El tipo de vegetacion dominante gue se desarrolla en la
Estacidon de Los Tuxtlas es la selva alta perennifolia (Miranda y
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Hernandez-X. 1963) o bosque tropical perennifolio (Rzedowski
1978).

La informacidn gue existe sobre la estructura y composiciédn
de la selva de Los Tuxtlas, indica que, en esencia, la selva es
un '"mosaico" de parches de vegetacidn en diferentes etapas
serales y de diferente composicidon floristica. Sin embargo,
pueden caracterizarse especies dominantes localmente gue alcanzan
diferentes alturas. Las especies mas altas que constituyen el
dosel (20 m o mds),son: Brosimum alicastrum (Moraceae),

Cordia megalantha (Boraginaceae), Ficus insipida (Moraceae) ,
Lonchocarpus guatemalensis (Leguminosae), Nectandra ambigens

(Lauraceae), Omphalea oleifera (Euphorbiaceae), Poulsenia armata
(Moraceae), entre otras. Especies de talla mediana (10-20 m) son
Cymbopetalum baillonii (Annonaceae), Dendropanax arboreus
(Araliaceae), Pouteria durlandii (Sapotaceae), Pseudolmedia
oxyphyllaria (Moraceae), Stemmadenia donnell-smithii

(Apocynaceae). Finalmente, arboles y palmas de tamafio pequefio (1-
10 m) caracterizan el estrato inferior de la selva, y dentro de
éstas puede destacarse a Astrocaryum mexicanum (Palmae), Bactris
tricophylla (Palmae), Chamaedorea spp. (Palmae), Faramea

occidentalis (Rubiaceae), Psychotria spp. (Rubiaceae). Los claros

presentan una composicidén diferente, siendo las especies mas
comunes Carica papaya (Caricaceae), Cecropia obtusifolia

(Moraceae), Heliocarpus appendiculatus (Tiliaceae), Myriocarpa
longipes (Urticaceae), Piper auritum (Piperaceae) (Martinez=~Ramos
1985; Nuhez-Farfan 1985; Alvarez-Buylla 1986).

Actualmente se tiene un listado floristico de las especies
de la Estacion de Los Tuxtlas, gque incluye todas las formas de
vida. Comprende 817 especies, de las cuales mas de 200 son
drboles, distribuidos en 118 familias. Las familias mejor repre-—
sentadas son: Araceae (18), Bignoniaceae (16), Bromeliaceae (15),
Compositae (59), Cyperaceae (13), Euphorbiaceae (24), Gramineae

(16), Lauraceae (15), Leguminosae (54), Moraceae (20),
Orchidaceae (60), Palmae (10), Piperaceae (21), Polypocdiaceae
(50), Rubiaceae (40) y Solanaceae (20). El1 numero entre

parentesis indica el numero de especies (Ibarra-Manriquez Yy
Sinaca-Colin 1987). :
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2. La Especie de estudio.

Pgychotria faxlucens Lorence & Dwyer (Rubiaceae). Es un arbol
dominante en la selva de Los Tuxtlas. Se ha clasificado dentro
del grupo de especies independientes de claros, es decir, capaces
de completar su ciclo de vida en la sombra (Hartshorn 1980;
Martinez-Ramos 1985). Bongers et al., (1987) reportan 65 in-
dividuos por Ha, incluyéndola dentro del grupo de especies abun-~
dantes, de talla pequena, de la selva de Los Tuxtlas. Este grupo
es caracterizado por la concentracién de muchos individuos en 1la
primera categoria de tamano de ¢lases, con el resto de las clases
pobremente representadas (estructura de tamafics de tipo J
invertida). Esta especie forma un banco de plantulas con den-
sidades apreciables, donde ocurre una alta mortalidad.

A continuacidn se reproduce, con ligeras modificaciones, la
descripcidn de P.faxlucens elaborada por Ibarra-Manriguez (1985)
basada en las colectas realizadas en la Estacion de Los Tuxtlas.

Psychotria faxlucens . ARBOL de 3-9 m de alto y diametro a
la altura del pecho de 4-20 cm, tronco cilindrico, recto. Corteza
lisa a ligeramente fisurada, parda, con lenticelas no evidentes y
con olor a mentol. Copa redondeada, densa.

HOJAS. Simples. opuestas. Peciolo de 4-15 mm de largo y 0.5-
1 mm de ancho, planc por el haz, glabro. Lamina de 3.5-14 cm de
largo y 2-5.5 mm de ancho, eliptica u ovada, recurvada, base
aguda, raramente redondeada, ligeramente asimétrica, apice agudo
a cuspidado, margen liso, haz brillante, obscuro, glabro,
grisaseo al secar, envés palido, glabro, venacidén pinnada, 6-8
venas secundarias, mas prominentes por el envés. Estipulas de 1~
1.5 mm de largo, deltoides o truncadas, con dos pequefos dientes
en el apice, prontamente caducas.,

FLOR. Plantas monoclinas. Inflorescencia terminal, de 40-70
mm de largo incluyendo el pedinculo. Pedinculo de 13-20 mm de
largo y 0.5-1 mm de ancho, glabro. Caliz copuliforme, de 5.5-7 mm
de largo y 2.5-3.5 mm de ancho, verdoso, ligeramente bilobulado,
con 4-6 dientes pequefios; corola tubular de 20-44 mm de largo y
de 2-3 mm de ancho, blancas, glabras, con 5 ldbulos de 8-14 mm y
de 1.5-2.5 mm de ancho, reflexos; 5 estambres de 20-52 cm de
largo, petalostémonos; pistilos de 2-5cm de largo, ovario
cilindrico, bilocular, estigma bifido. Las flores presentan
dimorfismo en las longitudes relativas de los estambres y es-
tilos. Asi las flores de estilos largos y estambres cortos se
denominan pin y las flores con estilos cortos y estambres largos
se llaman thrum (Fig. 3.3).

FRUTO. Infructescencias similares a las inflorescencias.
Los frutos son bayas de 1.5-2.3 cm de largo y de 1-2 cm de
ancho, negras, elipsocides, brillantes y 1-2 semillas por
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fruto. Semillas de 15-17 mm de largo, 8-9 mm de ancho y 4-5
mm de dgrueso, blanco amarillentas, hemiesféricas,
ligeramente sulcadas por su parte dorsal. Endospermo presente,

) FENOLOGIA. Especie perennifolia que produce hojas verde
palidas de febrero a abril. Florece de marzo a mayo y fructifica
de noviembre a enero.

DISTRIBUCION. La distribucion de P._faxlucens esta restrin-
gida al sur de México. Se ha reportado en la zona de Los
Tuxtlas, alrededor de Catemaco, San Andrés Tuxtla, y Santiago
Tuxtla. Las colectas mas distantes provienen del Rio Uxpanapa y
alrededor de Nanchital, cerca’ de la frontera entre Veracruz y
Tabasco (Ibarra-Manriquez 1985; Lorence & Dwyer 1987).
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Fig. 3.3. Flores distilicas de Psychotria faxlucens. .La
figura A corresponde al morfo Pin y la B al
morfo Thrum.
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Fig. 3.4. Psychotria faxlucens . a) semilla (2x); b) y c) emergencia
de los cotiledones de la plantula; d) plantula; e) cotile-
don; £) y g) estados juveniles; en la base de las hojas se
aprecian las estipulas interpeciolares; h) venacidn de la
hoja. (Tomado de Del Amo 1979).
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IV. MATERIALES Y METODOS.

El trabajo se realizd en dos partes bdsicamente. El trabajo
de campo gue corresponde al estudio de algunos aspectos de
biologia floral y biologia reproductiva de la planta y el trabajo
de laboratorio en donde se estudidé la variabilidad genética de
dos subpoblaciones de P. faxlucens. El trabajo de campo se
realizd en abril, noviembre y diciembre de 1987 y en abril de
1988.

1. Trabajo de Campo.

1.1. Patrones de distribucidén y estructura de la poblacion de
Psychotria faxlucens.

Con objeto de conocer mas scbre la abundancia y distribuciédn
de esta especile, se realizaron censos en dos diferentes sitios
(sitio I y sitio II), dentro de la selva y a 1 km de distancia
entre ellos (Fig. 4.1 ). En cada sitio se delimitd una parcela de
25 x 30 m, dividida en 5 cuadros de 10 x 15 m cada uno y en ellos
se registraron todos los individuos de P. faxlucens mayores de
50 cm de altura. Las parcelas funcionaron como sitios permanentes
de trabajo.

Para determinar el patrdn de distribucidén a un nivel local,
en los sitios permanentes de observacidn se hizo un analisis
preliminar usando un método con area, derivado de las
suposiciones de que se comporta seguin una distribucidn de
Poisson, en donde la varianza debe ser igual a la media de in-
dividuos por cuadro (Kershaw 1966)

La estructura poblacional de PB. faxlucens en los sitios de
observacidn, se examino usando las distribuciones de frecuencias
de diametro a la altura del pecho de individuos mayores a los 50
cm de altura. Se utilizd la prueba de Kolmogorov-Smirnov para
comparar las distribuciones de diametros entre sitios (Zar 1984).
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1.2.. Biologia Floral y S8istemas Reproductivos.
1.2.1. Proporcién de morfos,

En abril de 1987, cuando P. faxlucens se encontraba en
floracion, se marcaron todos los individuos reproductivos que se
hallaban en los sitios de estudios arriba mencionados. Se
registrd el morfo floral de «cada individue y de esta manera
se obtuvo la proporcidén de los morfos florales.

1.2.2 Morfologia floral.

Para caracterizar el dimorfismo floral se colectaron 70
flores de 14 indvividuos y se tomaron las siguientes medidas:
i) longitud del tubo de la corola, ii) longitud de los es-
tambres (de la base de la corola hasta la punta de las anteras)
iii) longitud del estilo ( desde la base del estilo hasta la
punta de los 1ldbulos) y iv) se contd el numero de granos de
polen por antera en un microscopio estereoscodpico.

1.2.3 Antesis.

Para conocer el periodo de antesis (apertura y duraciodn de
flores) de P. faxlucens, se hicieron observaciones de flores
durante el dia y la noche. Se considerd que una flor comenzaba a
abrir cuando los segmentos de la corola empezaban a expandirse.

L1.2.4 Produccidén de néctar.

Con el propdsito de estimar la produccidn de néctar de
flores de P. faxlucens se empled la siguiente metodologia: Se
trabajé durante cinco dias (entre el 12 y 18 de abril de 1987).
Se aislaron botones florales que estuvieran a puntoc de abrir con
bolsas de malla fina (gasa o tul) para asegurar que ningin
polinizador o ladrdn de nectar visitara la flor. Esto se hizo con
los dos tipos de flores, pin y thrum. Posteriormente, se colec-
taron flores ya abiertas a diferentes horas (09:30 , 10:00 ,
18:30 y 19:20 hrs. ). Se colectaron de 2 a 10 flores para
cada morfo y para cada hora. Se extrajo el néctar acumulado con
micropipetas calibradas de 5 microlitros. La concentracidn de
azicar fue medida con un refractometro de campo (Erma Mod 400 A).
La cantidad de azulcar por flor fue calculada siguiendo el método
propuesto por Cruden et al. 1983. Esta cantidad esta dada en
miligramos y es el producto del volumen, la concentracidn y un
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factor de correccidn. Este factor de correccidn fue propuesto por
Cruden y Hermann (1982) en Cruden gt al. (1983) y esta deter-
minado por la ecuacidn de regresidn Y = 0.0046 X + 0.9946, en
donde X es la concentracion.

1.2.5 Proporcioén polen-odvulos,

Se hicieron evaluaciones de las proporciones de polen/dvulos
para tener mas elementos gque permitan determinar el sistema
reproductivo de P. faxlucens.

Las proporciones polen/odvulo fueron determinadas dividiendo
el numero de granos de polen por flor entre el numero de ovulos
por flor (Cruden, 1977). Se contaron el numero de granos de polen
de 20 flores de cada morfo. El numeroc de dvulos se calculd de una
muestra de 150 frutos de cada morfo. Se contd el numero de semi-
llas y abortes por fruto., La suma de la semillas y de los abortos
corresponde al nimero de dvulos.

1.2.6 Polinizaciones controladas.

En abril de 1988 se realizaron polinizaciones controladas
con el proposito de precisar el sistema reproductivo de P.
faxlucens. Se llevaron a cabo tres tratamientos diferentes que se
describen a continuacidén. Se utilizaron botones florales
previamente embolsados para evitar cualquier contaminacidn de
polen. Después de realizar los tratamientos las flores se man-—
tuvieron embolsadas hasta verificar la produccién de frutos, Los
individuos empleados en estos tratamientos son algunos de los
marcados en los sitios de estudio.

a) Tratamiento I. Autopolinizacion (Autogamia)

Para este caso, el polen de los estambres de una flor es
depositado en su propio estigma. Se autopolinizaron 38 flores de
morfo pin en 9 individuos y 38 flores del moxrfo thrum en 10 in-
dividuos.

b) Tratamiento II. Polinizacidn Intramorfo (Xenogamia).

Consistid en acumular polen de un tipo de morfo proveniente
de varios individuos; con ésta mezcla de polen, se polinizaron
flores del mismo morfo. El tratamiento se hizo con 52 flores pin
de 9 individuos y 52 flores thrum de 10 individuos.
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c) Tratamiento III. Polinizacidén Inter-morfo (Xenogamia).

Se colectd polen de varios individuos de un tipo de morfo y
se depositd en flores con morfo diferente al polen colectado, es
decir, polen thrum sobre estigmas pin y viceversa. Para este
caso, se hicieron tratamientos en 100 flores colectadas de 22 in-
dividuos pin y en 100 flores de 23 individuos del morfo thrum.

1.2.7 Movimiento del polen.

Para estimar el movimlento del polen entre las flores de P.
faxlucens, se utilizaron dos métodos: el primero consistid en
contar el numero de granos de polen presentes en los estigmas de
cada tipo de flor. Dentro de este método se realizaron dos tipos
de muestreo, primero se tomd una muestra de flores due per-
manecieron expuestas a los polinizadores por un dia . La segunda
muestra fueron flores expuestas a los polinizadores por dos dias.
El segundo método fue aplicar polvos fluorescentes a las anteras
de flores recién abiertas de ambos morfos florales. El movimiento
de los polvos proporciona una idea aproximada del patron de
movimiento del polen en las plantas (Linhart 1973; Stockhouse
1976). Al dia siguiente, se colectaron 10 flores de todos los in-
dividuos vecinos que se encontraban alrededor de las plantas con
las flores marcadas con polvos fluorescentes. Se registro la
distancia a la cual se encontraron flores con polvo.

1.2.8. Visitantes florales.

Para conocer a los visitantes y posibles polinizadores de P.
faxlucens, se hicieron observaciones directas de las visitas a
las flores los dias 12 y 13 de abril de 1987 de 7:00 am a 2:00
pm, y de 4:00 pm a 12:00 pm.

1.3 Colecta de semillas.

En noviembre y diciembre de 1987 se colectaron frutos de los
individuos marcados en los dos sitios de estudio. Posteriormente
se sembraron 10-15 semillas por familia, en bolsas de polietileno
de 15 x 30 ¢m c¢on suelo de la selva y se colocaron en un inver-
nadero dentro de la selva. En total se sembraron 26 familias
por sitio. Una familia la constituye el conjunto de semillas
colectadas por individuo. Esto se hizo con el f£in de obtener las
plantulas para su posterior andlisis electroforetico.
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2. Trabajo de Laboratorio.

Una vez que las plantulas alcanzaron un tamafio aproximado de
20-30 cm de altura y gue hubieron desarrollado el primer par
de hojas (6 meses después aproximadamente) se trasladaron al
laboratorio.

2.1 Electroforesis.

Se realizaron electroforesis en geles de almiddén horizon-
tal. La electroforesis permlte la separacidn de proteinas
extraidas del tejido de los organismos, bajo la influencia de una
carga eléctrica. La separacidn de las enzimas resulta de la
interaccion entre la corriente eléctrica, el pH del gel y el pH
del buffer del electrodo del recipiente (Prakash et al. 1969;
Gottlieb 1977; Conkle et al. 1982; Richardson et al. 1986). A
continuacidén se harda una breve descripcidn de la metodologia de
electroforesis, tomada y modificada ligeramente de las teénicas
empleadas por: Pifero (1982), Vallejos (1982), Soltis et al.,
(1983), Gonzdlez de Leon (1985), Richardson gt al., (1986) y
Pifiero y Eguiarte (1988).

2.1.1. Sistemas de buffers.

Se usaron dos sistemas de buffers para los geles y las
charolas (electrodos). El sistema I (Histidina), es un sistema
continuo lo cual quiere decir que el pH del buffer del gel es
igual al pH del buffer de charola (pH = 7.0). Para este buffer se
usa una corriente constante de 60 miliamperios. El1 sistema II
(Poulik) es discontinuo y en éste el pH del buffer del gel es
diferente del pH de buffer de charola (pH del gel = 8.1; pH de
charola = 8.6). Una corriente constante de 270 voltios es usada
para estos buffers. El procedlmlento para la preparacxon de los
buffers se describe en el apéndice I.

2.1.2 Preparacldn del gel.

Los geles fueron preparados con almiddn hidrolizado especial
para electroforesis (Sigma No. S-4501). Para cada gel se usaron
60 gr. de almiddn (12%) disuelto en 500 ml del buffer del gel. Se
mezclan vigorosamente e inmedliatamente después se pone a hervir
sin dejar de agitar. Se deja hervir durante 3-5 min., se retira
del fuego y se coloca en la bomba de vacio para eliminar todas
las burbujas de aire. Se vacia en los moldes de acrilico,
dejandose 30 min a temperatura ambiente, luego 30 min en el
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refrigerador y posteriormente toda la noche a temperatura am-
biente tapado con plastico delgado ("Egapack" o" Kleenpack") para
evitar la desecacion. Al dia siguiente se refrigera mientras se
preparan las muestras.

2.1.3. Homoganado de las muestras.

El objeto de la homogenizacidn es la ruptura de las células
del tejido para liberar las enzimas. El homogenado se hizo con
una porcidén de 1 cm (aproximadamente) de tejido foliar fresco, el
cual se macerd manualmente con 0.5 ml de buffer del gel. Cada
muestra consistio de un papel ("wick") para cromatografia
Whatman No. 17 de 15 x 4 mm saturado con liquido derivado del
tejido foliar macerado y el buffer del gel.

2.1.4. Aplicacidén de las muestras al gel y electroforesis.

Una vez que se tuvieron las muestras homogenizadas se
sacaron los geles del refrigerador y se removid la cubierta de
plastico. Se hizo un corte a aproximadamente 4 cm del origen
del borde catddico. Las dos porciones del gel se separaron y se
colocaron 22 muestras con unas pinzas de tal manera gue no
guedaran muy pegadas entre ellas. Después se unieron las dos por-
ciones del gel., Para seguir la migracidén de la muestras en el gel
se agregaron en los extremos de éste, dos wicks embebidos en una
solucidn de amaranto (colorante).

Los geles se colocaron en las charolas gue contenian el
buffer de charola. El gel se colocd de tal manera que el origen
guedd hacia el lado de 1la conexidon catddica. Se pusieron las
esponjas en contacto con la superficie del gel y con el
electrodo, una a cada lado. Estas charolas fueron colocadas
dentro del refrigerador y conectadas a las fuentes de poder
para dejar pasar corriente durante 15-20 min. El tipo de
corriente depende del sistema que se esté trabajando. Posterior-
mente se apagaron las fuentes de poder y se removieron las
muestras. Se unieron bien las dos porciones del gel, sin
dejar burbujas de aire entre ellas, se colocaron las esponjas,
el plastico delgado, Yy por ultimo, una bolsa con hielo para
evitar que se sobrecalentaran y resecaran los geles. Se dejo
correr hasta que la muestra de amaranto migrdé 9 cm. a partir
del origen. Para el caso de Histidina, se dejd correr entre 4-
4.5 hrs. y Poulik corrié 3-3.5 hrs.

2.1.5 Tincidén de los geles.
Después de que termino la electroforesis, los geles son cor-
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tados horizontalmente en 7 rebanadas. Se colocd una rebanada por
cada enzima que se tiRd en cajas de tincidn con sus respectivas
soluciones para tefir. Las soluciones de tincidn contienen
sustratos especificos y las enzimas de las muestras actian junto
con esos sustratos y producen una reaccidon (Gottlieb 1977; Conkle
et al. 1982).

Previamente se prepararcn los buffers de tincidn y
soluciones de tincidn. En el apéndice I se encuentran las recetas
de las enzimas ensayadas.

El tiempo gue deben de permanecer los geles con las
soluciones y las condiciones de. luz, oscuridad y temperatura, de-
penden de los requerimiento especificos de cada enzima (ver
apéndice I).

Después de la tincidn, los geles se fijaron en una solucidn
de alcoheol al 50 % en agua.

2.1.6. Interpretacion de geles.

Cada banda producida por un individuo en un gel tefiido para
una enzima dada, representa una IBOENZIMA. Los fenotipos de las
isoenzimas pueden ser considerados como alternativos para un loci
(ALOENZIMA) .

Para un locus dado, el numero de bandas varia entre in-
dividuos homdcigos y heterdcigos, y también varia dependiendo de
la estructura cuaternaria de la enzima, es decir, si es
monomérica los individuos homécigos presentan una banda (esto es
porque consiste de una sola subunidad polipeptidica) Yy los
heterscigos dos bandas: si es dimérica los heterocxgos presentan
tres bandas (dos polipéptidos diferentes); si es tetramérica en-
tonces los heterdcigos tienen 5 bandas.

Se asignd el numero 1 al locli gque haya tenido migracidén
andédica menor, numero 2 al siguiente y asi sucesivamente. Para
identificar los alelos el criterio fue el mismo, esto es, alelo 1
a la banda que estid mas cerca del borde catddico y asi
sucesivamente.

Analisis de datos.

La variacidon genética se estimd con las medidas generalmente
usadas para tal propodsito: 1) proporcion de loci polimdrfico (P),
2) heterocigosis promedioc esperada por locus individual (H), 3)
heterocigosis promedioc total por loci(Ht), 4) numerc de alelos
por locus (A) y 5) numero de alelos efectivo (RAe) (Hedrick 1983;:
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Futuyma 1986; Nei 1987).

1) Proporciodon de loci polimdrficos (P). Generalmente un
locus se considera polimérfico cuando el alelo mds comin presenta
una frecuencia menor a 0.95 © 0.99 (Nevo 1978; Brown y Moran
1981; Hamrick et al. 1981; Hedrick 1983; Futuyma 1986; Nei
1987). Toma valores de 0 (ningun loci es polimdérfico) a 1 (todos
los loci son polimdérficos). Se obtiene de la siguiente manera:

P = x/m

donde x es el numero de loci polimdérfico y m es el numero total
de loci muestreados. '

2) Heterocigosis o diversidad genética. Es la heterocigosis
promedio esperada en equilibrio Hardy-Weinberg, se calcula de la
siguiente manera:

- 2
H=1- 2 P2

donde P: es el promedio de las frecuencias alélicas. Toma valores
de 0 (clando no hay variacidn) a 1 (cuando se tiene un numero in-
finito de alelos por loci). Este estimado es el mas utilizado y
menos subjetivo, ademas de que se conoce mejor su estadistica. La
heterocigosis promedio multilocus (H) para n locus, es el
promedio de la heterocigosis por locus sencillo y se calcula:

n

(X hy)
j=1 -
H =

n

donde h: es la heterocigosis para el j-ésimo locus (Nei 1987).
Cuando 41 tamaio de la poblacién es pequefio, se usa una ecuacidn
corregida (Nei 1987):

n
2N (1= X p?y)
1

2N - 1

En el caso de multilocus seria;
_ r
H = ('Z_hj)/r
J=1

donde h; es la diversidad genética para el j-ésimo locus y r es
el nﬁme}o de loci
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3) Numero promedio de alelos por locus y numero de alelos
efectivo. E1l nimero de alelos es el promedio simple de alelos por
locus, y el numeroc efectivo de alelos es el inverso de la
homocigosis tedrica (Nevo 1978; Brown y Moran 1981; Hamrick et
al., 1981; Loveless y Hamrick 1987).

donde p; es la frecuencia del alelo i en la poblacidn. De esta
manera Ne toma en cuenta no sdlo el numeroc de alelos en un locus,
sino también sus frecuencias relativas.

Para determinar niveles de variacidn genética dentro y entre
poblaciones, se pueden utilizar los indices de Nei (1973, 1987),
éstos son:

Hs: es la proporcion de diversidad genética compartida entre
las poblaciones.

Dst: mide la diferenciaciodn genética entre las poblaciones

Ht: es la diversidad genética total

Para cada subpoblacidon (o sitio de estudio) se calcularon
las frecuencias aleélicas, las frecuencias genotipicas y el indice
de fijacidn con un programa en turbo pascal elaborado por G.
Coello y A. Escalante (1989), basado en las formulas no sesgadas
de Nei (1987). Estos parametros se obtuvieron para un locus sen-
cillo (dos alelos) y multilocus (mds de dos loci). Se calcularon
los intervalos de confianza al 95% con una aproximacion a la nor-
mal y 2 (0.05) = 1.96 (Richardson et al 1986} de las frecuencias
alélicas. Ademas se compararon las frecuencias entre los sitios
de estudio con una prueba de Chi-cuadrada de heterogeneidad de
varianzas (Hedrick 1983).

Una manera de describir la estructura genética de las
poblaciones es usando los indices de fijacion de Wright (1951:
1965, 1969 en Nei 1987). Estos indices miden cuanto se desvian
las frecuencias genotipicas de una poblacidn subdividida de 1lo
que se espera al azar. Consisten en tres diferentes coeficientes
que describen la diferenciacion a nivel local y total y son Fis,
Fit y Fst. Ademas permiten separar las posibles causas de la
diferenciacidn genética de las poblaciones, las cuales pueden
ser deriva geénica (Fis), consanguinidad, flujo génico y seleccion
natural (Fst).

Los tres coeficientes estan relacionados entre ellos,
mediante la siguiente expresion:

30



Fit - Fis
Fst = ———————
1 - Fis

Fis. Indice de fijacidn de un individuo relativo a 1la
subpoblac1on. Fis mide la desviacidn en un individuo en una
poblacidn. Toma valores entre ~1 y +1. Si es negativo significa
gue hay un exceso de heterdcigos y puede deberse principalmente a
seleccidn a favor del heterdcigo. Si es de 0 quiere decir que la
poblacion esta en equilibrio de Hardy-Weinberg. Valores de Fis
positivos indican una deficiencia de heterocigotos, si es de 1
quiere decir que todos los individuos son homdocigos y los alelos
vienen de un ancestro comin . Estos valores pueden deberse a
autopolinizacidén, consanguinidad por apareamiento entre
parientes, por el efecto de Wahlund y por seleccidn a favor de
homocigotos.

Considérese una poblacion dividida en s subpoblaciones en
dende no necesariamente hay equillbrio Hardy-Weinberg. Se tienen
los alelos A; y A, en donde py y Fisy es la frecuencia del alelo
A; y el indice de fijacidn en]ia subpoblac1on k, respectivamente.
La frecuencia de% homocigoto A,A; en la subpoblac1on k (Dg) esta

dada por Dy = x* Flsk Px (1—pk) , entonces:
D~ PPy
Flsk =
Pk (1-pg)

El indice de fijacidn para todas las subpoblaciones es:

b - p2
Fis = —— o
p - p?

donde D =2:wk Dy es la frecuencia ponderada de A;3; en la
poblacidn total; p ='z:wqu es la frecuencia ponderada del

alelo Aé en la poblgcién total, 52 =§_wkq2k Y W= 1/s
e subpoblaciones).

Fit. Indice de fijacidén de los individuos respecto al total
de la poblacidn. Es el total de la diferenciacidn que se tiene en
una poblacidn, respecto al equilibrio Hardy-Weinberg. Toma
valores de -1 a +1. Valores negativos indican exceso de
heterdocigos que puede ser por seleccidn natural a favor de ellos,
valores positivos indican exceso de homdcigos y puede ser debido
a deriva génica y/o endogamia. Si el valor es de 0, nos indica un
tamafio efectivo de poblacidén grande y alto flujo génico (Fit
resume la informacidén de Fis y Fst). Fit se calcula de 1la
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siguiente manera:

P{1-p)

y la frecuencia del genotipo A;A; en la poblacién total es ex-
presada como:

D = (1- Fit)p? + Fit D

'

Fst es el indice gue mide la diferenciacion genética Qe las
subpoblaciones. Siempre toma valores positivos gque van de 0 a 1.
cuando es de 0 indica gque todas las subpoblaciones de la
poblacidn total son iguales. Si es de 1 todas las subpoblaciones
son distintas. Fst es el resultado de los efectos de la deriva
génica y/o seleccidn natural. Valores altos de Fst indican que
estd actuando la deriva génica o la seleccidn natural. $Si es por
seleccidn mnatural se espera que diferentes alelos tengan
diferentes valores de Fst en las subpoblaciones y si es por
deriva, los valores de FPst deberian ser iguales. Fst se estima de
la siguiente manera (Hedrick 1983):

p? - p?
Fat =

p(1-p)

Fst también se define, indirectamente, como:

Fit « Fis

Fat =
1 - Fis

Fst es el equivalente de Gst utilizado por Linhart et al.
1981 y Nei (1987).

Nei (1987) desarrolld los estadisticos F para loci
multialélicos en términos de la heterocigosis observada dentro de
las subpoblaciones, asi tenemos:

Fis = (Hs ~ Ho)/ Hs

Fit = (it - Ho)/ Ht

]
@
o
[

(Ht -~ Hs)/ H
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en donde Ho es el promedio de la heterocigosis observada dentro

de una subpoblacidn. Hs es el promedio de la heterocigosis

esperada en las subpoblaciones y Ht es la heterocigosis esperada
promedio en la poblacidn total.

Dado que los estadisticos F deben estimarse a partir de un
muestreo, entonces, se debe tomar en cuenta el error de muestreo.
Nei (1987) desarrolld las estlmac1ones no sesgadas para los
indices de fijacidén y son:

B m
Ho = 1~ 7 7 Dkyy/s
k=1 i=1
(m = # de alelos y s = # de subpoblaciones)
s

A ble 1- p%i - Ho

Hs = =]
x -1 2x

—_— s
donde p<i =% pzxi/s que es el promedio del cuadrado de las

frecuencias alélicas calculadas en cada Subpoblacidn y x es la
media arménica del tamano de muestra usado en cada subpoblacidn.
Por lo tanto, las estimaciones no sesgada de los indices de
fijacidon estdn dados por:

A A A A A A A A A

Fis = {1~Ho)/Hs ; Fit = (1-Ho)/Ht : Fst = (1- Hs)/Ht

La estimacidén de los indices de fijacidn antes descritos se
hizo mediante un programa de turbo pascal basado en las foérmulas
propuestas por Nei (1987). Para evaluar la probabilidad de que el
indice de f%jac1on (F), Fis y Fit fueran diferentes de 0, se uso
la prueba X< = FZN con a(a-1)/2 grados de libertad. Donde N es
el tagaﬁo de la muestra y a el numero de alelos. Para Fst se uso
una X“ = 2NFst con (a-1) (s~1) grados de libertad, donde s es
el numero de subpoblaciones (Hedrick 1983).
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La tasa de fecundacidn cruzada se estimé con el programa MLT
de Ritland (1988), basado en el algoritmo de Ritland y Jain
(1981). Para estimar el error estandar se utilizaron 50
iteraciones,
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V. RESULTADOS

1. Biologia Floral y Sistemas Reproductives.

1.1. Resultados de la distribucidn y estructura de la poblaciodn
de P._faxlucens

Los andlisis de distribucidn y estructura se hicieron sdlo
con aguellos individuos que presentaron una altura mayor de 50 cm

{ juveniles y adultos). En el sitio I se encontraron 82 in-
dividuos , mientras que en el sitio II se encontraron 37 in-
dividuos (Tabla 5.1.1 }. En estos sitios estan incluidos los

individuos reproductivos del estudio genético.

Se estimaron las medias y las varianzas a partir del nuamero
de individuos presentes en cada cuadro de 10 x 15 m en los dos
sitios. cada sitio lo constituye una parcela de 10 cuadros. Pos-
teriormente se calcularon los cocientes varianza/media y se
probaron estadisticamente con una prueba de t ( t = (observado -
esperado) / error estandar) para ver si son significativamente
diferentes de 1 (o que los valores observados difieren del azar).
Estos resultados se muestran en la Tabla 5.1.1. En el sitio I
se encontro un cociente de 6.84, que fue significativamente
diferente de 1, lo cual indica un patrdon agregado. Cabe men-
cionar que en este sitio hubo mayor frecuencia de juveniles, los
cuales se encontraban en un claro dentro de la selva. El sitio II
mostrd un cociente de 0.31 y no fue significativamente diferente
de 1, lo cual sugiere que los individuos se encuentran dis-
tribuidos al azar.

En la figura 5.1 se presenta los histogramas de frecuencias
de didmetros de las dos poblaciones estudiadas. En los dos
sitios los individuos mas grandes alcanzan diametros hasta de 16
cm. En el sitio I se observa gque la categoria de 0 a 2 cm es la
mejor representada, mientras que en el sitio II, la categoria con
mds individuos fue la de 12 a 14 cm. Se realizd una prueba de
Kolmogorov-Smirnov (Zar 1984) para ver si hay diferencias en la
distribucidn de frecuencias de diametros de los individuos en los
dos sitios de estudio y se encontrdé que si hay diferencias sig-
nificativas entre sitios (D. obs. = 0.379; D. max (0.05) =
0.269) .

Estos datos de distribucidn y estructura de la poblacidn de
P. faxlucens, nos indican, de manera general que existen diferen-
cias en las caracteristicas estructurales de los sitios es-
tudiados y ademds la especie parece estar favorecida por los
claros para su desarrollo.
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Tabla 5.1.1. Patrdon de distribucidén de individuos mayores de 50
cm de altura de Psychotria faxlucens en Los Tuxtlas, Ver.,
mayores de 50 cm de altura y censados en diciembre de 1987.
Anadlisis basado en el cociente varianza/media para el sitio I y
II. Cada parcela esta constituida de 10 cuadros de 10 x 15 m cada
uno.

Ind./Cuadro Cociente

Sitio Parcela X % E.E. V/M t Patron
I 750 m?  16.4 * 10.5 6.84 8.25 (P<0.001) Agregado
Iz 750 m2 7.4 £ 1.5 0.31 0.97 (n.s.) Azar

1.2 Proporcién de morfos,

La proporcion de morfos florales en los dos sitios fue
practicamente idéntica (Tabla 5.1.2 ). Para el sitio I el
cociente fue de 1.17:1.0 del morfo thrum respecto al morfo pin y
para el sitio II fue de 1.0:1.0. Se hizo una prueba de Chi-
cuadrada para cada sitio y se observa que no hay diferencias sig-
nificativas en las proporciones relativas de los dos morfos.

Tabla 5.1.2. Proporcidn de morfos entre poblaciones de individuos
reproductivos en diciembre de 1987 de Psychotria faxlucens en Los
Tuxtlas, Ver.

Total Ind. Morfo Morfo Cociente 2

sitio Ind. Reprod. Pin Thrum Pin/Thrum X

I 82 26 12 14 1.17 0,153
(n.s.)

II 37 26 13 13 1.0 0.000
(n.s.)

Total 119 52 25 27 1.08 0,000
(n.s.)
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Fig. 5.1. Distribucién de frecuencia de didmelros de individuos de Psychotria
faxlucens mayores de 50 cm de altura, en los sitios de estudio | (1-82) y
Il (h=37) en LosTuxtlas, Ver. en 1987.
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1.3 Morfologia floral.

Las flores de P. faxlucens son blancas, dlabras, tubulares.
con fuerte aroma dulce al anochecer, corola de 2 a 4 cm de largo,
5 estambres de 3.3 a 4.0 cm y estilo de 2-4 cm. De acuerdo con
estas caracteristicas, la especie entra en el grupo de plantas
con sindrome de polinizacion por esfingidos.

La longitud de los estilos fue significativamente diferente
(t= 11.94 P=0.000) entre los dos morfos. Los estilos del morfo
pin fueron mas grandes (X = 3.97% 0.47) que el morfo thrum (X =
2.80 + 0.32) (Fig. 5.2 ). Las anteras y los estigmas estan
localizados reciprocamente en los dos tipos de flores, es decir,
la altura del estigma pin corresponde a la altura de las anteras
de flores thrum y viceversa. Se compararon los promedios de la
longitud de los estilos de flores pin con los promedios de
longitud de estambres de flores tipo thrum y no se encontraron
diferencias significativas (t= 2.44 0.01<P<0.02). Asimismo se
compararon los promedics de longitudes de los estilos de flores
thrum respecto a los estambres de flores pin, los cuales fueron
similares (t = 2.39 0.01<P<0.02).

Los estambres de las flores thrum son mas grandes que los
estambres del morfo pin (thrum X=3.06 * 0.61; pin X = 2.43 %
0.42), ésta diferencia fue estadisticamente significativa (Fig.
5.3).

La longitud del tubo de la corecla es ligeramente mas grande
en flores thrum gue en flores pin, sin embargo, no hubo
diferencias significativas (t= 2.62 0.01<P<0.02). El ancho del
tubo de la corola, también fue mas grande en thrum que en pin, y
la diferencia fue estadisticamente significativa ( t = 4.00
P=0.001)

Las anteras de flores pin contenian mas granos de polen
(X= 959.5 + 162.95) que las anteras de flores thrum (X= 665.5 %
217.93) (Tabla 5.1.3). Las flores pin producen mas dgranos de
polen gque las flores thrum por un factor de 1l.4.
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Tabla 5.1.3 . Caracteristicas florales

dividuos de Psychotria faxlucens.

de dos

morfos de in-

Medidas N X + D. E. t p
Longitud Estilo {(cm)

Pin 35 3.97 + 0.47

Thrum 35 2.80 * 0.32 11.94 P<0.001
Longitud Estambre {(cm)

Pin 35 2.47 + 0.42

Thrum 35 3.06 + 0.61 4.57 P<0.001
Longitud Corola (cm)

Pin 35 3.21 * 0.46

Thrum 35 3.56 * 0.59 2.62 0.01<P<0.02
Ancho tubeo de la

Coreola (cm)

Pin 35 0.20 + 0.05

Thrum 35 0.26 * 0.06 4,00 P<0.001
No. de Granos de

Polen/Antera

Pin 20 959.5t162.95

Thrum 20 665,5£217.93 4.79 P<0.,001

1.4 Antesis

No se observaron diferencias entre morfos en el periodo de
antesis. Las flores comienzan a abrir al anochecer (1800 hrs}), y
se mantienen abiertas durante 15 hrs en promedio,
tiempo comienzan a caerse (a las 1500 hrs del dia sigquiente).
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Frecuencia de Individuos (%)
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+ Pin
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Longitud {cm)

Fig. 5.2. Distribucién de frecuencia de la longitud de estilos de flores
Pin (n=35%) y flores Thrum (h=35%) de Psycholria faxlucens
en Los Tuxtlas, Ver. en 1987.
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Frecuencia de Individuos (%)
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30}

20
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Fig. 5.3. Distribucion de frecuencia de la longitud de estambres de flores
Pin (h=35} y flores Thrum {n=35) de Psycholria faxlucens
en Los Tuxtlas, Ver. en 1887,
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1.5 Produccion de néctar y polinizadores.

En relacidn a las mediciones de la produccidén de néctar, se
observa que entre las 9 y 10 de la mafiana se encuentra la maxima
cantidad acumulada en los dos tipos de flores. El morfo pin
presentd un registro maximo de 8.17 ml y para el morfo thrum fue
de 4.6 ml. Respecto a las concentraciones de azicar en el
nectar, la minima para las flores pin fue de 8% que se presento
entre las 19:00 y 20:00 hrs. y la maxima fue de 20 % que se
presento a las 9:00 y 10:00 horas. Las flores thrum tuvieron una
concentracion minima de 6% a las 18:30 y la maxima concentracidn
registrada fue de 20 % a las 10:00 de la manana. En promedio, las
concentraciones para el morfo pin y morfo thrum
fueron de 15.9 % y 14.7 %, respectivamente.

La cantidad de azucar en miligramos presentd un compor-
tamiento similar al volumen a lo largo del dia y entre cada
morfo. Las flores pin presentaron la maxima cantidad a 1las
9:30 de la manana, y las flores thrum a la 10:00 hrs. Los
promedios de estos valores en las diferentes horas se muestran en
la Tabla 5.1.4.

Se realizo un andlisis de varianza con los datos de volumen,
concentracidén y contenido de azucar para comparar entre horas y
entre morfo estas caracteristicas. No se encontraron diferencias
significativas entre morfos en la produccién de nectar (F = 1.59,
P= 0.215), ni en la concentracion (F = 2.99, P = 0.091) ni en el

contenido de azucar (F = 2,21, P = 0.145) Sin embargo, 1la
interaccidén entre morfo y hora respecto al volumen fue sig-
nifivativa (F = 4,69, P= 0.0072) lo gque indica que el volumen

del neéctar varia en el tiempo de diferente manera para cada
norfo.

Por otro lado, se realizd un andlisis de correlacidn entre
el volumen y el contenido de azucar del néctar y se observd que
el azicar esta altamente correlacionado con el volumen (F =
342.65, P=0.00000; r = 0.943 ). También se hizo un andisis de
regresidn entre la concentracién y el volumen Yy mostrd que el
volumen sd6lo explica el 31.73 % de la variacidn en la
concentracidén (F = 19.52, P= 0.00007; r =0.563).

Se cbservaron pequeios esfingidos, principalmente del género
Xilophanes, (A. Ibarra, com. per.) y polillas pequefias que
visitan las flores durante la noche. Las visitas durante el
dia corresponden al colibri Campylopterus sp.

Por otro lado, se encontrd una gran cantidad de flores
mordidas en la base. Los responsables de estos dafios son 1la
abeja carpintera Xilocopa nertrama (L. Eguiarte, com. per.) y al-
gunos escarabajos pequefios. Esto nos sugiere gue son ladrones de
néctar y no polinizadores.
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1.6 Proporcidn polen/évulos.

Las proporciones polen/dévulos encontradas en P.faxlucens
fueron de 477.3+79.9 del morfo pin y 392.8%108.9 del morfo thrum.
El morfo pin mostrd una proporcidn significativamente mayor que
el morfo thrum (t = 4.83 ©P<0.001). Parece que el factor gque
principalmente afecta al cociente P/O es el numero de granos de
polen por flor y no el numero de dvulos/ovario, ya que el numero
de o6vulos por flor es de 2 y fue constante para los dos morfos
florales. ‘

Tabla 5.1.4. Cambios en el volumen, concentracion y contenido de
azlucar del néctar, registrados en 5 dias de abril de 1987, en
flores distilicas de pPsychotria faxlucens en Los Tuxtlas, Ver.

PIN THRUM
HORA X * D.E. N X +# D.E. N
Volumen 1830 1.41%0.99 3 0.52+0.53 3
(mul) 1920 1.99+0.83 4 2.33%1.03 5
0930 4.84%2.54 5 1.45%0.90 5
1000 o 2.12#1.02 8 2.78%1.25 11
Concen~- 1830 6.66%5.73 3 5.33%4.10 3
tracidn 1920 15.0%4.58 4 12.1+£3.92 5
de néctar 0930 13.2%1.72 5 10.0+2.0 5
(%) 1000 15.9%2.34 8 14.7%3.76 11
contenido
de azucar 1830 0.1440.12 3 0.05+0.04 3
{mg) 1920 0.32+0.14 4 0.30+0.,19 5
0930 0.7140.43 5 0.16+0.13 5
1000 0.3740.19 8 0.43£0.23 11

1.7 Polinizaciones controladas.

No hubo produccidn de frutos por autopolinizacidn en ninguna
flor de los dos morfos (Tabla 5.1.5 ). La produccion de frutos
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por cruzas "ilegitimas" (entre el mismo forfo) fue sig-
nificativamente menor en los individuos pin (X% = 4.8, P<0.025)
gue en los individuos thrum .

La produccion de frutos por cruzas entre morfos (cruzas
legitimas), se incrementd respecto a la produccidn de frutos del
tratamiento igtramorfo, este aumento fue estadisticamente sig-
nificativo (X = 17.09 ©P<0.001). En cuanto a las polinizaciones
cruzadas para cada tipo de flor, el morfo thrum presentd mayor
produccion de frutos (45%) cuando es polinizado por flores del
morfo pin , sin embargo, esta produccidn no es significativamente
mds grande gue en el caso de las flores pin (produccidn de 40%)
que son polinizadas por polen thrun.

Tabla 5.1.5. Resultados de las polinizaciones controladas de
Pasychotria faxlucens, realizadas en abril de 1988 en Los Tuxtlas,
Ver. R significa receptor y D donador de polen.

Flores con
No. de No. de Flores Frutos 5
Tratamiento Individuos Polinizadas (%) X

AUTOPOLINIZACION

(AUTOGAMIA)

Pin X Pin 9 38 o]
(R) (D)

Thrum X Thrum 10 38 0
(R) (D) ’

POLINIZACION

INTRAMORFO

(XENOGAMIA)

Pin X Pin 9 52 9.6

(R) (D)

Thrum X Thrum 10 52 26.9 4.8%
(R) (D}

POLINIZACION

INTERMORFO

(XENOGAMIA)

Pin X Thrum 23 100 40.0

(R) (D)

Thrum X Pin 22 100 45.0 1.3
(R) (D) .

* P < 0.025
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1.8 Movimiento del polen.

Se realizd un analisis de varianza para ver si hay diferen-
cias en la cantidad y el tipo de polen que reciben los dos morfos
florales (primer método) (Tablas 5.1.6). Se encontro que las
flores thrum recibieron mads polen thrum que polen pin en los dos
dias del muestreo. Esta diferencia fue estadisticamente sig-
nificativa (F(0.05),1,164 = 20.03 P< 0.0005). Respecto al com-
portamiento entre dias, se observa que para el primer dia, 1las
flores thrum presentaron mas granos de polen de ambos morfos que
en el segundo dia (F(0.05),1,164'= 9.58 P<0.0023).

Las flores pin presentaron la misma tendencia en cuanto al
polen gque reciben tanto en el tipo como entre dias. Esto es,
reciben mas granos de polen pin que polen thrum en los dos dias,
la diferencia fue altamente significativa ( F(0.05),1,170 = 48.42
P<0.0001). También hubo diferencias significativas en 1los dos
dias, el primer dia presentaron mucho mas polen de los dos morfos
gue el segundo dia (F(0.05),1,170 = 21.19 P<0.0001).

Tabla 5.1.6 . Numero de granos de polen presentes en estigmas de
flores pin y thrum de P. faxlucens en Los Tuxtlas Ver. N repre-
senta el nuimero de flores muestreadas.

Flor.Pin Flor Thrum

Dia X + D.E. N X + D.E. N

15/04/87

Polen Pin 63.15+59.04 46 11.16%22.87 31
Polen Thrum 10.02+13.99 46 52.84+58.81 31
16/04/87

Polen Pin 21.09%25.06 41 11,94+13.03 - 53
Polen Thrum 4.43% 7.13 41 21.35%20.50 53

Asimismo, con los datos del numero de granos de polen
presentes en cada tipo de flor se realizo una estimaciodn
preliminar de la tasa de entrecruzamiento. Las suposicidén son que
los dos tipos de polen se comportan igual, que la especie es
autocompatible, gue no estan ocurriendo fenomenos como competen-
cia entre granos de polen de morfo diferente o bien problemas de
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aborcion no al azar. Los valores de "t" en la Tabla 5.1.7, nos
indican 1la proporcidén de granos de polen procedentes de otros
individuos del morfo opuesto , esto es, es el resultado de 1la
polinizacion cruzada intermorfo. El valor "s" representa el polen
proveniente de la misma planta mas el procedente de otros
individuos con el mismo morfo floral. Esta proporcidén de "s"
supone autopolinizacidn mds polinizacidn intramorfo, por lo cual
se espera encontrar valores altos de esta proporcidn y no dis-
tingue entre autopolinizacidon y polinizacidn cruzada intramorfo,
sin embargo si da una idea del movimiento de polen.

Tabla 5.1.7. Tasa de entrecruzamiento a partir del numero de
granos de polen presentes en flores distilicas de Psychotria
faxlucens en Los Tuxtlas, Ver. "s" es el valor de
autopolinizacion mas polinizacion cruzada intramorfo y "t" es el
resultado de polinizacidn cruzada intermorfo.

Polen Polen
Pin Thrum
No. de No. de . -

Morfo Ind. Flores XtD.E. XtDJE, (s) (t)
15/04/87
Pin 10 46 63.1+59.0 10.0%13.9 0.73 0.27
Thrum 7 3‘1 11.1+22.8 52.8t58.8 0.65 0.35
16/04/87
Pin 9 41 21.0+25,0 4.43%7.13 0.65 0.35
Thrum 11 53 11.9413.0 21,3+20.5 0.28 0.72

Por otro lado, la aplicacidén de polvos fluorescentes, nos
proporciond una idea de qué tanto se mueven los polinizadores de
P. faxlucens. Se encontraron 8 individuos del morfo pin gque
tenian flores con polvos, la distancia promedio fue de 31.8 (%
21.7) metros, y once individuos tipo thrum con una distancia
promedio de 51.83 (& 48.9) metros. El rango de distancia en el
cual se encontraron polvos, fue de 0-150 metros; la mayor
frecuencia de flores con polvos se presentd entre 10 y 20 metros
(Fig. 5.4).
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Fig. 5.4 Movimiento del polen de Psycholria faxlucens estimado con el método
de los polvos fluorescentes en Los Tuxtlas, Ver. en 1987
{el procedimiento se detalla en Materiales y Mélodos).
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2. Bistemas enzimaticos.

Los analisis genéticos se realizaron con los datos de
electroforesis de plantulas provenientes de semillas colectadas
en diciembre de 1987. Se ensayaron un total de 16 enzimas, de las
cuales 5 no presentaron actividad (ACO, G~6PD, ME, RUB, SDH).
De las 11 enzimas con actividad, dos fueron monomdrficas (ACPH y
APX) para los locl gque mejor se expresaron, Yy 9 fueron
pollmorflcas para un locus. En la Tabla $.2.1 se presentan los
datos del numero total de loci monomdrficos y polimdrficos para
cada enzima, asi como la estructura cuaternaria y el buffer donde
se observo mejor resolucion de las enzimas.

El buffer de Histidina (Sistema continuo pH 7.0) fue el mas
adecuado para la mayoria de las enzimas. Con el buffer de Poulik
(Sistema discontinuo pH 8.1 y pH 8.6) presentaron mnejor
resolucidn de las enzimas GDH, GOT y PGM.

2.1) Glutamato deshidrogenasa (GDH).

El zimograma de la enzima GDH es ilustrado en la Figura 5.5.
Se observaron dos locus (Gdh-1 y Gdh-2). El locus Gdh-1 presento
una sola banda con idéntica migracion para todos los individuos,
por lo cual se considerd monomdérfico. Para el locus Gdh-2, se
observaron tres bandas , la banda 1 corresponde al alelo A,, la
banda tres al alelo A,. La banda dos aparece cuando se forma el
heterocigo AqA,5. En este locus se encontraron los tres genotipos
posibles: AjA;, AjA; ¥ AjA,.

2.2) Malato deshidrogenasa (MDH).

En la Figura 5.5 se cobservan los fenotipos encontrados para
esta isoenzima. Se encontraron dos locus, uno monomdérfico con
poca resolucidn de las bandas y el otro polimdrficoc con dos
alelos. Los individuos heterdcigos presentaron tres bandas y se
debe a que la enzima es un dimero con subunidades idénticas y
cuando estan presentes ambos alelos, las cadenas polipéptidas
forman una tercera banda intermedia (Richardson et al. 1986). Los
homécigos presentaron una banda.

2.3) 6-Fosfogluconato deshidrogenasa (6~PGD).
En esta enzima se observaron tres locus. El locus 6-Pgd-3

fue monomérfico y el locus 6~Pgd-1 polimérfico con dos alelos.
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El tercer locus también fue monomdrfico (se observd una sola
banda fija) y se encontraba sobrepuesto con el segundo locus, por
lo cual los individuos homécigos presentaban dos bandas y los
heterdcigos tres bandas claramente distinguibles (Fig. 5.5).

2.4) Fosfoglucomutasa (PGH).

La Figura 5.5 muestra el patrdn de bandeo encontrado en
esta enzima. Puede verse la presencia de dos locus. En el locus
Pgm-2 no se observd variacidn, s6lo hubo una banda gque migrd a la
misma distancia para todos los individuos. El1 1locus Pgm=1 fue

polimérfico con tres alelos (A;, A, Yy A5). Como es una enzima
monomérica, los heterdcigos mos%raron dos bandas y los homocigos
una banda.

2.5) Fosfoglucosa isomerasa (PGI)

Se presentd’ un locus polimdérfico para esta enzima con tres
alelos. Las bandas de los individuos heterdcigos para los tres
alelos no tuvieron buena resolucion , por lo cual, el grosor de
las bandas fue variable en los diferentes heterdcigos. Se observo
otro locus (Pgi-2) que fue monomérfico (Fig. 5.5).

2.6) Leucil aminopeptidasa (LAP).

El zimograma encontrado en esta enzima es mostrado en la
Fig. 5.5 . Se detectaron dos loci, el locus Lap-2 no presentd
variacion, es decir, fue monomdérfico, mientras que el locus lap-1
mostré variacion. En este locus se expresaron tres alelos con el
numero de bandas tipico de una enzima monomérica.
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Fig. 5.5. Zimograma de los pairones de variacion de las enzimas ensayadas en
plantulas de Psychotria faxlucens de la seiva de los Tuxtlas, Ver. en 1988,
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Tabla 5.2.1. Sistemas enzimaticos ensayados en plantulas de
Psychotria faxlucens. Se presenta el numero de 1loci
total por enzima y el numero de loci polimérficos. Las letras H Yy
P significan buffer de Histidina y Poulik, respectivamente.

ESTRUCTURA SISTEMA # DE LOCI
ENZIMA CUATERNARIA BUFFER # DE LOCI POLIMORFICOS
ACO Mondmero Hy P ——— ———
ACPH Dimero o Mondmero H 3 1
APX Mondmero H 3 1
GDH Dimero ‘P 2 1
G-6PD Dimero Hy P ———- ————
GOT Dimero P 1 0
IDH Dimero H 1 0
LAP Mondmero H 2 1
MDH Dimero H 2 1
ME Tetramero Hy P ———— -—
6-PGD Dimero H 2 1
PGI Dimero H 2 1
PGM Mondémero P 2 1
RUB Tetramero Hy P ———— ———
SDH Mondmero HyP ——— ————

ACO: Aconitasa (sin actividad)

ACPH: Fosfatasa acida

APX: Peroxidasa

GDH: Glutamato deshidrogenasa

G-6PD: Glucosa-6 fosfato deshidrogenasa (sin actividad)
GOT: Glutamato oxaloacetato transaminasa

IDH: Isocitrato deshidrogenasa

1AP: Leucil aminopeptidasa

MDH: Malato deshidrogenasa

ME: Enzima malica (sin actividad)

6-PGD: 6~Fosfogluconato deshidrodenasa

PGI: Fosfoglucoisomerasa

PGM: Fosfoglucomutasa.

RUB: Ribulosa-5' difosfato carboxilasa (sin actividad)
SDH: Shikimato deshidrogenasa (sin actividad)

Total de loci: 20

Loci polimdrficos: 8

Proporcidn de loci polimdrfico (P): 0.400
Heterocigosis total: 0.198
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3. Variacidn genética enzimatica.

Se detectaron un total de 20 loci, de los cuales, 8 fueron
polimorficos. El indice de polimorfismo (P) fue de 0.400 (al 95%)
en la poblacidén total. Los valores para el numero efectivo de
alelos (Ae) para cada enzima y por sitio se muestran en la Tabla
5.2.2. El numero promedio de alelos (A) fue de 2.50 (obtenido de
6 loci polimdrficos) y el nimero efectivo promedio de alelos (Ae)
fue muy cercano en los dos sitios de estudio; el sitio I con
2.37 y el sitio II con 2.33. La heterocigosis total (H) fue
0.198 y la heterocigosis promedio esperada (H) fue de 0.495 #
0.066.

4. Frecuencias alélicas y heterocigosis.

En las Tablas 5.2.3 y 5.2.4, se muestran las frecuencias
alélicas con sus intervalos de confianza , 1la heterocigosis ob-
servada (Ho) y heterocigosis esperada (He), para cada enzima y
para cada subpoblacidn estudiada de P. faxlucens, tanto para
plantulas como para adultos, respectivamente. Estos parametros
fueron calculados de 6 loci polimdrficos, no se tomaron en cuenta
los loci Acph-1 y Apx-1l por ser poco consistentes en 1la
definicidn de sus bandas. Los genotipos maternos se estimaron a
partir de los genotipos de los hijos (plantulas) con el programa
de Ritland y Jain (1981).

Tabla 5.2.2. Numero efectivo de alelos para 6 loci polimdrficos
de dos subpoblaciones de pPsychotria faxlucens en Los Tuxtlas,
ver,

ENZIMA SITIO I SITIC II TOTAL
MDH .92 2.00 -1.98
6-PGD l.98 1.98 1.77
PGI 3.00 2.97 2.92
GDH . 1.85 1.99 1.93
LAP 2.78 2.53 2.84
PGM 2.74 2.53 2.67
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La mayoria de los intervalos de confianza de las frecuencias
alélicas de plantulas fueron similares en la poklacion, no
obstante, las pruebas de Chi-cuadrada para la heterogeneidad de
varianzas demostraron que hay diferencias significativas en las
frecuencias alélicas_de dos enzimas entre los dos s%tios. Las en-
zimas fueron LAP (X° = 15.07 ©P< 0.001) y PGM (X“ = 10.83 P<
0.001), siendo la mds diferenciada la LAP. Un patrdn similar se
encontrd en las frecuencias alélicas de los adultos. Las pruebas
de Chi-cuadrada mostraron diferegcias en las enzimas LAP y PGM
(LAP, X% = 25.88 P<0.,001; PGM, X% = 9.27 P<0.01).

En la poblacidn de plantulas la heterocigosis cobservada fue
mayor en el sitio I para todas las enzimas; el rango de variacidn
fue de 0.410 a 0.594. En el sitio II la heterocigosis observada
varid entre 0.406 a 0.566. Los rangos de variacidon de 1la
heterocigosis esperada en las dos subpoblaciones fueron
similares, para el sitio I fue de 0.460-0.665 y en el sitio II 1la
heterocigosis esperada fue de 0.495-0.663. En cuanto a los
adultos se observa la misma tendencia, esto es, el sitio I
presentd un rango de heterocigosis mayor respecto al sitio II
(Tabla 5.2.4).
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Tabla 5.2.3. Frecuencias alélicas, heterocigosis observada (Ho) y

heterocigosis esperada (He) de plantulas de P.

faxlucens en Los

Tuxtlas, Ver. N es el numero de plantulas ensayadas para cada
subpoblacidén. E1 numero entre paréntesis indica el intervalo de

confianza al 95%.

ENZIMA/
Locus ALELO SITIO I N SITIO IT N TOTAL
MDH-2 1 0.399 (0.081) 70 0.493 (0.076) 83 0.450
2 0.599 (0,081) 0.505 (0.076) 0.548
Ho 0.457 0.433 0.444
He 0.479 0.499 0.494
6-PGD-1 1 0.542 (0,074) 85 0.453 (0.075) 84 0.515
2 0.457 (0.074) 0.546 (0.075) 0.545
Ho 0.475 0.406 0.477
He 0.496 0.495 0.562
PGI-1 1 0.340 (0.079) 69 0.349 (0.085) 60 0.344
2 0.326 (0.078) 0.291 (0.081) 0.309
3 0.333 (0.078) 0.358 (0.085) 0.344
Ho 0.594 0.566 0.581
He 0.665 0.663 0.665
GDH-2 1 0.358 (0.085) 57 0.477 (0.104) 44 0.410
2 0.641 (0.085) 0.522 (0.104) 0.589
Ho 0.410 0.363 0.386
He 0.460° 0.498 0.483
LAP-1 1 0.312 (0.085) 56 0.187 (0.074) 53 0.252
2 0.232 (0.078) 0.390 (0.093) 0.307
3 0.455 (0.092) 0.421 (0.076) 0.440
Ho 0.535 0.531 0.531
He 0.640 0.634 0.647
PGM-1 1 0.219 (0.075) 57 0.140 (0.070) 47 0.185
2 0.464 (0.091) 0.484 (0.101) 0.471
3 0.315 (0.085) 0.375 (0.097) 0.342
Ho 0.561 0.531 0.552
He 0.635 0.604 0.625
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Tabla 5.2.4. Frecuencias alélicas, heterocigosis observada (Ho) y
heterocigosis esperada (He) de los adultos de la poblacién de P.
Faxliucens en los Tuxtlas, Ver. El tamafio de muestra fue de 26
para cada sitio. El numeroc entre paréntesis es un intervalo de
confianza al 95%.

ENZIMA/
LOCUS ALELO SITIO I SITIO II TOTAL
MDH-2 1 0.3654 (0.130) 0.4827 (0.133) 0.3927
2 0.6346 (0.130) 0.5972 {0.130) 0.5760
Ho 0.500 ‘ 0.4444 0.4591
He 0.4637 0.4809 0.4453
6-PGD-1 1 0.500 (0.135) 0.4824 (0.135) 0.4965
2 0.500 (0.135) 0.5173 (0.135) 0.5133
Ho 0.5385 0.4767 0.4910
He 0.5000 ©0.4990 0,4994
PGI-1 1 0.3599 (0.130) 0.3583 (0.130) 0.3592
2 0.3132 (0.126) 0.300 (0.124) 0.3073
3 0.3266 (0.127) 0.3416 (0.128) 0.3332
Ho 0.5865 0.5666 0.5777
He 0.6649 0.6645 0.6647
GDH-2 1 0.3666 (0.130) 0.4222 (0.134) 0.4017
2 0.6333 (0.130) 0.5776 (0.134) 0.5980
Ho 0.500 0.4368 0.4601
He 0.4643 0.4877 0.4804
LAP-1 1 0.3054 (0.125) 0.1826 (0.105) 0.2431
2 0.2456 (0.116) 0.4710 (0.135) 0.3467
3 0.4490 (0.135) 0.3410 (0.129) 0.4098
Ho 0.5252 0.4421 0.4773
He 0.6447 0.6242 0.6518
PGM-1 1 0.2176 (0.112) 0.1195 (0.088) 0.1758
2 0.4757 (0.135) 0.4962 (0.135) 0.4813
0.3036 (0.125) 0.3912 (0.132) 0.3425
Ho 0.5643 0.5650 0.5647
He 0.6317 0.6001 0.6192
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5. Indices de fijacidn y estadisticos F.

Los indices de fijacidn encontrados en la poblacion es-
tudiada de plantulas y adultos de P. faxlucens, se muestran en
las Tablas 5.2.5 y 5.2.6. Hubo variacidn entre sitios y entre
loci. Para las plantulas en el sitio I solo un locus de los en-
sayados presentdo un valor negativo de F, este eg Gdh-2, peroc no
fue significativamente diferente de 0 (Tabla 5.2.5). El indice
de fijacidn multilocus fue positivo aunque no es sig-
nificativamente diferente de 0. En cuanto a los valores de los
indices de fl]aCIOn del sitio II, todos fueron positivos. La en-
zima 6-Pgd mostré un valor p051t1vo significativamente distinto
de 0, lo cual indica exceso de homdcigos de lo gue se esperaria
por apareamientos al azar para este locus. El indice de fijacion
multilocus no se distingue estadisticamente de cero.

En los adultos hubo poca variacidn en los indices de
fijacion y ninguno fue diferente de 0, incluyendo el multilocus.
En el sitio I, tres enzimas mostraron valores negativos de F. Sin
embargo, no fueron diferentes de 0. En el sitio dos, todos los
indices fueron positivos.

Tabla 5.2.5. Indice de Fijacion de Wright por locus para las
plantulas de P._faxlucens en Los Tuxtlas, Ver. Fm es el indice de
fijacion multilocus. N es el numero de plantulas ensayadas. E1
mimero entre paréntesis indica la desviacidn estandar.

ENZIMA SITIO I N SITIO II N

MDH-2 0.047 70 0.132 81
(0.025) (0.028)

6~PGD~-1 0.041 85 0.319% 84
(0.019) (0.030)

PGI-1 0.107 72 0.146 - 60
(0.023) (0.031)

GDH-2 ~0.107 61 0.271 44
(0.026) (0.028)

1LAP-1 0.163 58 0.265 54
(0.024) (0.031)

PGM-1 0.116 57 0.038 49
(0.025) (0.028)

Fm 0.027 0.206
(0.009) (0.007)

x2 = F2y Ho: F = 0 * = P < 0,001
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Tabla 5.2,6, Indice de fijacidén de Wright por locus para los
adultos de P. faxlucens en Los Tuxtlas, Ver. El numero de
familias ensayadas por sitio fue de 26. ELl numero entre
paréntesis representa la desviacidén estandar.

ENZIMA SITIO I SITIO II
MDH-2 -0.078 (0.138) 0.075 (0.156)
6~PGD-1 -0.076 (0.111) 0.044 (0.153)
PGI-1 0.117 (0.273) 0.147 (0.178)
GDH~-2 -0.076 (0.109) 0.104 (0.112)
LAP-1 0.185 (0,301) 0.291 (0.322)
PGM-1 0.106 (0.158) 0.058 (0.167)
Fm 0.046 0.126

Los estadisticos F de Wright para plantulas y adultos se
presentan en las Tablas 5.2.7 y 5.2.8. En la poblacidn de
plantulas se observa que los valores de Fis en todos los loci son
positivos y solo los loci 6-Pgd-1 y Gdh-2 fueron sig-
nificativamente diferentes de 0. Ademas, estos valores de Fis son
mayores a los valores de Fst, lo que sugiere gue el sistema
reproductivo es un proceso importante involucrado en 1la
determinacidén de la estyuctura genética de la poblacién de
plantulas.

Los estimados de Fit fueron positivos para todas las en-
zimas. Las enzimas 6-PGD y GDH mostraron valores positivos
diferentes de 0. Sin embargo, la media de Fit para tondas las en-
zimas no fue diferente de 0, Las Fst obtenidas en los dos sitios
estudiados fueron positivas para todas las enzimas y la mayoria
significativamente distintas de 0. Los valores de Fst variaron
entre 0.001 a 0.069.

Un patron similar se presentd en las Fst y Fit de los adul-
tos, todos fueron positivos, solo la enzima LAP mostro un valor
positivo de Fit significativamente diferente de 0. Los valores de
Fst fueron positives y unicamente dos distintos de 0. Los valores
encontrados de Fst tuvieron un rango de variacidn de 0.001 a
0.070, similar a los encontrados en las plantulas. Sin embargo,
en estas ultimas fueron mayores los valores.
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Tabkla 5.2.7. Estadisticos-F para dos subpoblaciones de plantulas
de P. faxlucens en Los Tuxtlas, Ver. N es el tamano de la
muestra.

ENZINA N FI5 FIT FST
MDH~2 153 0.093 0.112 0.020%*
6~PGD~1 169 0.174% 0.182% 0.009
PGI-1 129 0.127 0.129 0.001
GDH-2 101 0.199% 0.235% 0.045%k%
LAP-1 109 0.079 0.119 0.042k%*
PGM~1 104 0.119 0.180 0.069%***
MEDIA 0.133 0.160 0.03L*k%
X2 = F2N Ho: F = 0 * = P<0.025 #%% = P<0.005

X2 = 2NFst *% = P<0.0L *k%% = P<0.001

Tabla 5.2.8. Estadisticos-F para los adultos de P. faxlucens en
los Tuxtlas, Ver. El tamano de muestra total fue de 52.

ENZINA Fis FIT FST
MDH-2 0.134 0.160 0.030

6-PGD-1 0.017 0.018 0.0004

PGI-1 0.132 0.133 0,0018

GDH-2 0.043 0.080 0.038 *

LAP~1 0.268 0.283 * 0.021

PGM-1 0.089 0.153 0.072 **

MEDIA 0.115 0.138 0.026

%% = F2N; X% =2NFst; Ho = 0 % = P<0.025 *% = P<0.01




Por otro lado, se obtuvo la identidad genética (I) de Nei
(1987), que es la probabilidad de que dos alelos tomados de dos
subpoblaciones diferentes, sean identicos. Este parametro toma
valores de 0 a 1. Si es de 0 guiere decir que las poblaciones no
comparten ningin alelo. Si es de 1, las subpoblaciones tienen
frecuencias alélicas idénticas. A partir de I, se puede obtener
la distancia genética (D) que es D = -1ln (I).

Las dos subpoblaciones de plantulas de P. faxlucens
mostraron una identidad genetica de 0.977 y una distancia
genética de 0.0223. La poblacion de adultos presentd una iden-
tidad de 0.980 y una distancia de 0.019.

Para conocer una estimacion del flujo génico, se utilizaron
las formulas propuestas por Crow y Aoki (1984) a partir de 1la
Fst:

Fst = 1/ (1 + 4 Nm a)

en donde N es una estimacion del tamano efectivo y m de la tasa
de migracion.

Asi, la Nm es:

[1/Fst]-1
Nm

4 a
en donde a = [n/(n-1)]% vy n = § de sitios

De esta forma, la Nm de la poblacidn de plantulas de 2. fax-
lucens tuvo su valor de 1.95 y para los adultos de 2.26. Como Nm
tiene un valor mayor que 1 (Wright 1933), se sugiere entonces
que no existe diferenciacidn entre sitios tanto en la poblacion
de adultos como en la de plantulas.

6. Tasa de entrecruzamiento.

Los andlisis de tasas de entrecruzamiento (t) utilizando
datos de aloenzimas se realizan con los datos de las frecuencias
génicas de los individuos y de la heterocigosis presente en la
poblacidén. Para estimar la t es necesario suponer que los mar-
cadores genéticos son selectivamente neutros y no ligados, que
las madres tienen la misma t y gque las frecuencias génicas del
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polen son homogéneas para todas las madres (Ritland 1983).

Las tasas de entrecruzamiento obtenidas con métodos
electroforéticos, por morfo y por sitio se muestran en las Tablas
5.2.9 y 5.2.10. E1l tamafo de muestra para el andlisis por morfo
fue de 30 familias y 93 individuos en total, y el tamaiho de
muestra por sitio fue de 26 familias y 82 individuos.

El analisis para los morfos muestra, en general, que hay
poca variacidén entre enzimas y entre morfos. E1 morfo pin
presenta, en la mayoria de los loci, tasas mas altas que el
morfo thrum, con una variacidén entre 0.919 a 1.272. El morfo
thrum, presento valores de t de 0,914 a 1.074. La tasa multilocus
del morfo pin, no obstante, fué menor a la tasa del morfo thrum,
pero no fueron significativamente diferentes de 1 (G= 0.001,
Sokal y Rohlf 1981).

Las tasas de entrecruzamiento de los sitios presentaron
mayor variacion entre enzimas dentro de cada sitio, pero fue
menor entre sitios. En el sitio I el rango de variacién en-
contrado fue de 0.729 a 1.185 y en el sitio II fue de 0,798 a
1.037. Las tasas de entrecruzamiento multilocus son similares en
ambos sitios, no hubo diferencias significativas entre ellas ni
fueron diferentes de 1 (G= 0. 0007, Sokal y Rohlf 1981).

Si las poblaciones se encuentran en equilibrio de endogamia
y los apareamientos no son al azar, el factor que afecta prin-
cipalmente la distribucidn de genotipos para un locus dado es el
indice de fijacidén (F) y esta relacionado con la frecuencia de
entrecruzamiento t. FEl1 indice de fijacion y la tasa de
entrecruzamiento estan relacionados por la fdérmula: t = 1~F/1+F
(Nei y syakudo 1958; Layton y Ganders 1984). Este método supone
gue las poblaciones estan en equilibrio y gue el sistema
reproductivo es el Unico factor que determina la estructura
genética. Por este motivo, es una estimaciodn poco precisa, ya que
pueden estar actuando otras fuerzas evolutivas que no pueden
medirse con este indice. Sin embargo, es un estimador relativo de
los niveles de entrecruzamiento entre las poblaciones (Layton y
Ganders 1984) .

Las estimaciones de las tasas de entrecruzamiento a partir
del indice de fijacidén F se realizaron con 6 enzimas, tanto para
morfos como por sitio. Los valores de la tasa de equilibrio
endogamico fueron de 0.950 para el morfo pin y de 0.919 para el
morfo thrum. En el sitio I, la tasa en el equilibrio fue de 0.877
y en el sitio II de 0.853.
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Tabla 5.2.9. Tasas de entrecruzamiento de individuos distilicos
de dos subpoblaciones de P. faxlucens en Los Tuxtlas, Ver. EL
nimero entre paréntesis indica el error estdndar. Mult. es la
tasa de entrecruzamiento multilocus y Med. es la media de los es-~
timadores por locus. El tamafio de muestra para el morfo pin fue
de 30 familias y 90 plantulas (hijos) y para el morfo thrum fue
de 30 familias y 93 plantulas.

MORFO MORFO
ENZIMA PIN THRUM
MDH-2 0.964 (0.082) 0.934 (0.104)
6-PDG-1 1.053 (0.092) 0.940 (0.087)
PGI~1 1.272 (0.096) 1.074 (0.101)
GDII~2 1.066 (0.102) 0.929 (0.110)
LAP-1 1.047 (0.079) 0.914 (0.108)
PGM~1 1.067 (0.092) 1.030 {0.096)
MULT. 0.995 (0.086) 1.015 (0.061)
MED. 1.101 (0.098) 1.069 (0.065)
EQULIBRIO* 0.950 0.919

* t en el equilibrio = (1-F)/(1+F)
Datos para 6 enzimas.
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Tabla 5.2.10. Tasa de entrecruzamiento de individuos de P. fax-
lucens en los dos sitios de estudio en los Tuxtlas, Ver. El
tamafio de muestra por sitio fue de 26 familias y 82 plantulas.
Mult. es la tasa de entrecruzamiento multilocus y Med. es la
media de los estimadores por lccus. El numero entre paréntesis es
el error estandar.

ENZIMA SITIO I SITIO IT

MDH-2 0.729 (0.109? 0.918 (0.112)
6-PGD-1 0.909 (0.098) 0.798 (0.101)
PGI-1 1.177 {0.110) 1.013 (0.112)
GDH-2 0.870 (0.145) 1.037 (0.089)
LAP-1 1.108 (0.119) 0.969 (0.103)
PGM~1 1.185 (0.142) 1.021 (0.130)
MULT. 1.008 (0.122) 1.025 (0.106)
MED. 0.996 (0.168) 0.959 (0.082)
EQUILIBRIO* 0.877 0.853

* £t en el equilibrio = (1-F)/(1+F). Datos para 6 enzimas.
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VI. DISCUSBION.

1. Biologia Floral y Sistemas Reproductives.

Proporciones de morfos 1:1 ya han sido reportadas para otras
especles heterostilicas (Martin 1965; Bir Bahadur 1968; Ornduff
1975, 1979; Ganders 1979; Schou 1983; Sobrevila et al., 1983). En
algunos trabajos se ha propuesto una relacidn entre el nivel de
incompatibilidad y las proporciones de morfos florales: donde hay
niveles fuertes de auto-incompatibilidad la estructura de 1la
poblacidn es cercana al equilibrio (Scbrevila et al., 1983). Dado
que se encontro una proporcion de morfos 1:1 en la poblacion de
P. faxlucens, se esperaria encontrar una alta frecuencia de even-
tos de polinizacidn cruzada entre los morfos. Sin embargo, 1los
resultados de las polinizaciones experimentales demuestran que
existe cierto grado de auto-compatibilidad homomorfica.

La morfologia floral de P. faxlucens mostrd muchas de las
caracteristicas tipicas dimdrficas de la distilia.

La longitud del tubo de la corola, asi como su ancho, son
ligeramente mas grandes en las flores thrum que en las flores
pin, los granos de polen también son mds grandes en flores thrum
que en pin (Tabla V.1.3). Varias especies distilicas presentan
éste dimorfismo (Ganders 1979), pero nc se habia reportado para
especies de Psgychotria, s6lo se ha reportado dimorfismo en la
longitud del estambre, estilo y tamafio del polen (Baker 1958;
Vuilleumier 1967).

Las caracteristicas morfoldgicas de la flor, la produccidn
de nectar y los visitantes observados, nos sugieren gue los
polinizadores de 2. faxlucens son pequefias palomillas vy
esfingidos. Sin embargo, no se puede afirmar cudles son los
polinizadores mayores y cudles los polinizadores menores para
ello se necesitan estudios mas detallados, Para otras especies
heterostilicas, se ha reportado que son polinizadas por insectos,
particularmente abejas, también mariposas, moscas, polillas,
esfingidos y escarabajos (Richards 1986). Feinsinger y Busby
1987, reportan para una Rubiaceae heterostilica (Palicourea
lasiorrachis), gqgue es polinizada principalmente por colibries.

Con base en las mediciones del volumen y concentracion del
néctar, se hace evidente que P. faxlucens cae dentro del rango
de especies polinizadas por esfingidos, palomillas pequenas vy
colibries (Baker 1978; Cruden et al., 1983) (Tabla 6.1.). Dado
que las flores abren al anochecer, se supone gue durante la noche
producen y acumulan néctar, el cual estda disponible para los
polinizadores nocturnos, que ademds son atraidos por la fragancia
dulce que producen estas flores.

63



Tabla 6.1 . Volumen, concentracidon y contenido de azucar del
nectar (por flor) en diferentes especies de plantas.

Nectar Azucar Sacarosa

(nl) ~ (%) . (mg)
Especie y Localidad N X £ D.E. X & D.E. X £ D.E.

POLINIZADAS POR MUR-
CIELAGOS.

Ipomoea muricoides 13 161.2+16.8 27.3%0.7 48.9%4.9
Oaxaca, Mex.
(Cruden et al. 1983)

Pseudobombax

ellipticunm 6 60 *+10.5 15 ———
Morelos, Méx,

{Eguiarte et al. 1987)

Manfreda

brachystachya 133 280160.0 16.9%3.4 —-——
Méx., D.F.

(Eguiarte y Burquez

1987)

POLINIZADAS POR PALC-
MILLAS.

Castilleja mexicana 14 3.8310.63 24,.8%0.9 1.04+0.17
Durango, Méx.
(Cruden 1983)

Mirabilis jalapa 16 5.35 24.8 1.27
Jalisco, Méx.
(Cruden 1983)

Lindenia rivalis* 34 142.7+26.4 12.2%1.2- ———
Guanacaste, Costa Rica
(Haber & Frankie 1989)

Ipomoea alba 3 8.3%£2.2 39.0+2.2 ————
Guanacaste, Costa Rica
(Haber & Frankie 1989)

Coutarea hexandra* 7 11.1%4.9 20.0%4.4 ————
Guanacaste, Costa Rica
(Haber & Frankie 1989)

POLINIZADAS POR PALO~-
MILLAS PEQUENAS.,
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Continuacidn Tabla 6.1...

Gaura coccinea 17
Durango, Méx.
(Cruden 1983)

Mirabilis nyctaginea 18
Iowa, EEUU
(Cruden 1983)

Randia spinosa* 28
Guanacaste, Costa Rica
(Haber & Frankie 1989)

Alibertia edulis* 19
Guanacaste, Costa Rica
(Haber & Frankie 1989)

Chomelia spinosa* 35
Guanacaste, Costa Rica
(Haber & Frankie 1989)

POLINIZADAS POR
COLIBRIES

Agastache cf.
pringlei 9
burango, Méx.
(Cruden 1983)

Ipomoea bracteata 10
Jalisco, Mex.
(Arizmendi 1987)

Echeveria

gibbiflora 10
D.F., Méx.

(Parra 1988)

1.71x0.22

0.57+0.02

2.37£0.36

21.96+3.78

14.5%£6.26

28.9%+3.6

23.5%+0.9

22.4%1.4

19.7t4.2

20.7%4.7

24.7%0.7

25.82%+1.1

43.74%6.77

0.31%0.04

0.13%0.01

0.60+0.10

5.09%1.41

Psychotria
faxlucens*

Flor Pin 8
Flor Thrum 10
Los Tuxtlas, Ver.

Méx.

(Este trabajo)

4.18+2.21
3.25%0.79

16.6+1.4
15.8+2.8

0.58+0.39
0.49%0.21

* Rublaceae
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Entre otras caracteristicas morfoldgicas, la proporcidn
polen/ovulo es un buen indicador de los sistemas reproductivos.
Este cociente refleja la probabilidad de que suficientes granos
de polen alcancen el estigma y resulte la maxima produccion de
semillas (Cruden 1977; Cruden y Miller-Ward 1981). Al analizar
conjuntamente las proporciones polen/dvulo de los morfos florales
de P. faxlucens, y compararla con la tabla de Cruden (1977) (ver
Tabla 6.2 ), vemos gue su sistema reproductivo corresponde al de
xenogamia facultativa, pero por otra parte se sabe gue muchas
especies polinizadas por esfingidos producen granos de polen muy
grandes Y por consiguiente tienen proporciones polen/ovulo mas
pequenas de las esperadas.

Tabla 6.2. Relaciones entre las proporciones polen/dévulo y sis-
temas reproductivos.

Especie y _P/O Sistemas Reproductivos

Familia X + D.E.

Hedeoma hispida 39.0+ 3.0 Autogamia obligada

Labiatae (Cruden 1977)

Heliotropium sp. 134.5 + 3.51 Autogamia facultativa

Boraginaceae (Cruden 1977)

Galium boreale 1902.4 *+ 45.0 Xenogamia facultativa

Rubiaceae (Cruden 1977)

Primula incana 245.0 Xenogamia facultativa

Primulaceae (Cruden 1977)

Stachys coccinea 5870 + 148 Xenogamia

Labiatae (Cxruden 1977)

Psychotria faxlucens

Rubiaceae

Pin 477.3 £ 79.9 Xenogamia facultativa
(este trabajo)

Thrum 392.8 + 108.9 Xenogamia facultativa

(este trabajo)

Al realizar las polinizaciones intramorfo se observd que las
plantas thrum presentaron mayor produccion de frutos gue las pin.
Estos resultados nos sugieren que existen diferencias en el grado
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de auto-incompatibilidad entre los dos morfos. Diferencias en la
fuerza de la auto-incompatibilidad entre los dos morfos ya ha
sido demostrada en otras especies heterostilicas (Ornduff 1971;
Barrett 1977). Ademdas de la auto-incompatibilidad existen otros
factores que pueden estar involucrados en la produccidn de
frutos, por ejemplo, limitacidén y atraccidn de polinizadores
(Willson y Price 1977; Schaffer y Schaffer 1979; Schemske 1980;
Willson y Schemske 1980), aborcidn selectiva y donacidén de polen
(Stephenson 1981; Bawa y Webb 1984; Sutherland y Delph 1984).

De acuerdo con las caracteristicas de produccidén del néctar
Yy los visitantes florales, se propone que las flores de P.
faxlucens necesitan de un vector de polen para llevar a cabo la
fertilizacion de 1los dvulos. Al parecer, no existen barreras
fuertes de incompatibilidad entre morfos, sin embargo, 1la
polinizacidén legitima (entre morfos; 45%) fue mds eficiente que
la polinizacidén ilegitima (intramorfos; 26%). La polinizacidn
legitima aumenta las probabilidades de produccién de frutos en
ambos morfos. De aqui se concluye que el sistema reproductivo es
el de xenogamia. Esto coincide con las predicciones cal-
culadas de las proporciones polen/dvulo.

En cuanto a los resultados del movimiento de polen entre
morfos, en esencia se observa que los estigmas pin reciben mas
granos de polen de cualquier morfo que los estigmas thrum. Resul-
tados similares se han encontrado en otras especies
heterostilicas y se sugiere que es por el hecho de que los estig-
mas pin son mas accesibles para los polinizadores (Ganders 1979;
ornduff 1980a, 1980b; Lewis 1982; Schou 1983).

De los estudios de flujo de polen gue se han hecho con
especies distilicas se desprenden varios patrones: en todos los
casos hay una marcada asimetria en la cantidad y tipo de polen
depositados en los estigmas de los morfos florales. Asi, el morfo
pin recibe generalmente mds granos de polen que el morfo thrum,
sin embargo es mas frecuente la polinizacion legitima en el morfo
thrum. En la mayoria de los estudios se han registrado grandes
cantidades de polen ilegitimo en los estigmas de flores pin
(ornduff 1980; Weller 1980; Philip y Schou 1981; Lewis 1982;
Schou 1983; Barrett 1985). Se han propuesto algunas hipdtesis
para explicar estas diferencias en las cargas de polen, por
ejemplo, gque sea efecto de las distintas posiciones del
polinizador respecto a los drganos reproductivos de los morfos
florales (Levin 1968; Schou 1983; Price y Barrett 1984). Otra
hipdtesis es que simplemente sea el resultado de la distancia que
separa a un estigma del conjunto de estambres que producen un
gran numero de granos de polen (Barrett y Glover 1985). Por otro
lado, Lloyd y Yates (1982) proponen que el polimorfismo de es~
tilos y estambres que caracteriza a las plantas heterostilicas es
un mecanismo floral para reducir la interferencia reciproca entre
funciones reproductivas femeninas y masculinas. Ademas proponen
que la separacidn espacial de anteras y estambres, incrementa
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la adecuacidn materna de los morfos para dejar mds espacio en el
estigma para polen compatible o para reducir efectos adversos de
polenes incompatibles.

Los granos de polen pin son mas pequefios y se producen en
mayor cantidad que los granos de polen thrum. Se supone gue éstas
caracteristicas permiten mayor disponibilidad para transporte de
polen entre flores y entre plantas (Ganders 1979; Schou 1983;
Richards 1986).

Una observacion interesante es el hecho de que cambien en el
tiempo las cargas de distinto polen que recibe cada tipo de flor,
esto es, las flores thrum reciben mas polen thrum el primer dia
(flores recién abiertas), que el segundo (flores viejas), sin em-
bargo, las cargas de polen pin son similares en los dos dias. En
las flores pin, la llegada de ambos tipos de polen, es mayor el
primer dia que en el segundo. Todo esto sugiere que las flores de
ambos morfos se saturan rapidamente en cuanto a la cantidad de
polen gque reciben y/o que existe un transporte preferencial de
granos de polen por los polinizadores.

Respecto a las estimaciones obtenidas en el campo de las
tasas "t" y "s", se piensa que los valores tan altos de "s" que
se encontraron, se deben a que existe una carencia en el
transporte diferencial de granos de polen legitimos entre mor-
fos y due ambas clases de estigmas son polinizadas
ilegitimamente a un grado considerable. Este comportamiento
es tipico de especies distilicas, como ya ha sido mencionado en
parrafos anteriores (Ganders 1979; Lewis 1982; Barrett y Glover
1985). No obstante, las tasas de entrecruzamiento estimadas por
métodos genéticos dieron valores de 1 lo gue sugiere que prob-
ablemente estén ocurriendo fendmenos como competencia entre
granos de polen xXendgamos y autdgamos y entre granos de polen de
morfo diferente.

Ademas de los datos de carga de polen, los datos de los pol-
vos fluorescentes sugieren gque el movimiento del polen no es
grande pues las distancias de dispersidn de polen fueron de 0 a
150 m con la mayoria entre 20 m, es decir dentro de la poblacidn
Yy si la dispersidn de semillas es pobre habria mayor probabilidad
de cruzamiento entre parientes.

2. variacidn genética enzimatica.

Los niveles de variacidn encontrados en Psychotria faxlucens
son similares a los encontrados en otros arboles tropicales
(Hamrick et al. 1981; Hamrick 1983; Loveless y Hamrick 1987; Bawa
y O'Malley 1987). Particulaxrmente, Loveless y Hamrick (1987)
reportan para Psychotria horizontalis una proporcion de loci
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polimdrfico de 0.5, el cual es ligeramente superior gque en P.
faxlucens (P= 0.400), sin embargo, 1la heterocigosis en P,
horizontalis fue menor (H= 0.152), en P. faxlucens fue de 0.198.
Probablemente el valor alto de la heterocigosis se deba a que los
alelos de las enzimas polimdrficas presentaron frecuencias
similares entre ellos. Otra causa de altos valores de
heterocigosis promedio puede ser explicada por la prediccidn de
que las plantas que tienen fecundacidon cruzada presentan mayor
heterocigosis que aquellas que se autofecundan (Nevo 1978; Brown
1979; Schea 1987).

Los niveles relativamente altos de variacidn genética en-
contrados en arboles tropicales, incluyendo a P. faxlucens,
podrian explicarse por varios mecanismos, esto es, por los sis-
temas reproductivos de los drboles tropicales, muchos de los
cuales presentan sistemas de auto-incompatibilidad, lo que im-
plica alto flujo de polen y mayor intercamblo genético (Baker et
al. 1983; Bawa Yy Beach 1983; Loveless y Hamrick 1987; Ledig
1986). Para el caso de P..faxlucens se sugiere que su sistema
reproductivo, es decir, que ‘es una planta heterostlllca, con
fuerte auto-incompatibilidad, explica en gran parte, la variacidn
encontrada. Por otro lado, considerando que los arboles
tropicales presentan ciclos de vida largos y alta longevidad, 1la
acumulacién de mutaciones somdaticas pueden ser deletéreas y
recesivas; si los drboles se autofertlllzan se producirdn
homécigos con alelos mutantes gue se expresaran, por lo cual se
favorecen drboles con tasas bajas de autofertilizacidn y aumentan
las cruzas con individuos heterodcigos. La progenie de estas
cruzas heterdcigas no expresaran estas mutaciones. Sin embargo,
la fertilizacion cruzada mantiene una alta carga genética. Asi
la variacion se mantiene por mutacidn, por los sistemas reproduc-
tivos y por el movimiento de polen y semillas (Ledig 1986).

Algunos estudios sobre variacidn genética con plantas
heterostilicas han demostrado gque existe una correlacion entre
las distancias gque separan los estigmas y anteras y algunas
medidas de variacidn genética (diversidad genética dentro y entre
poblaciones, identidad genética). Es decir, a mayor distancia hay
mayor variacion en las poblaciones (Ganders 1975; Rick et al.
1979; Ganders et al. 1985).

Dada la alta variacion genetica encontrada en la poblaciodn
estudiada de P. faxlucens puede pensarse que esta especie no ha
sufrido efectos importantes por deriva génica o por endogamia. No
obstante, es necesario realizar otros estudios para poder con-
firmar esto,

Las frecuencias alélicas de los adultos y de las plantulas
muestran poca variacidén. La mayoria de las enzimas no presentaron
variaciones importantes entre los dos sitios. No obstante, si
hubo diferencias sigfnificativas en dos enzimas (LAP y PGM) de
las ensayadas, tanto en adultos como en la progenie. Tampoco
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hubo grandes variaciones en los niveles de heterccigosis obser-
vada, sin embargo, fueron consistentemente mayores en los adultos
y en el sitio I. Esta diferencia puede ser explicada en parte,
porgque se trata de una estimacidén indirecta de los genotipos
maternos, a partir de inferencias de los genotipos de 1la
progenie, y el tamafio de muestra de familias es pequefio. Ademas,
las diferencias también pueden deberse a que existen ciertas
limitaciones del flujo génico en la poblacidn. Estas limitaciones
del flujo génico probablemente se deben a las diferencias en las
densidades de individuos reproductivos presentes en cada sitio de
estudios, lo cual trae como consecuencia una visita diferencial
de los pollnlzadores. Por otro lado, estos cambios en los niveles
de variacidén sugieren que deben usarse mas loci (por lo menos 10)
para tener una estimacidn menos sesgada de la heterocigosis (Yeh
1981; Layton y Ganders 1984).

3. Indice de fijacion y estadisticos F.

En relacidn a las plantulas, en la mayorla de los loci
muestreados se encontraron 1ndlces de fljac1on p051t1vos (no
diferentes de 0), lo gque sugiere que hay mas homdcigos de los
gue se producen por apareamientos al azar. Ademds, se observa
variacion en las estimaciones del indice de fijacion entre loci
dentro de wuna poblacidn, que puede deberse a errores de sub-
muestreo, es decir, convendria aumentar el tamano de muestra de
individuos y de loci ensayados (Schaal 1975; Schaal y Levin
1976). La variacidén en los indices de fijacidén puede ser ex-
plicada por la existencia de una subestructuracién espacial de
las subpoblaciones.

Por otro lado, cabe la posibilidad de que exista endogamia
en las subpoblaciones estudladas, pues se sabe gue el sistema de
apareamlento y/o la deriva geénica, pueden producir indices de
fijacidn positivos en todos los loci del genoma (Hedrick 1983;
Layton y Ganders 1984).

Los estadisticos F de la poblacidn de adultos, demuestran
que existe poca diferenciacion en las dos subpoblaciones, sin
embarge, en las plantulas, los niveles de diferenciacion son
ligeramente mayores.

En la poblacidn de plantulas de 2. faxlucens, los
estadisticos F de Wright presentaron un patréon similar al del
indice de fijacidn. Se observa que los valores de Fis en todos
los loci son positivos, y solo dos enzimas (6-PGD y GDH) fueron
significativamente diferentes de 0. Estos datos sugieren exceso
de homécigos debido probablemente al efecto por cruzas entre
plantas empararentadas y/o seleccidn a favor de los homdcigos,
Ademas se observa gue los valores de Fis son, para todos los
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loci, mayores a los valores de Fst, lo que sugiere que el sistema
de apareamiento es el principal factor que estd determinando la
estructura genética de la poblacidn. Por otro lado, los valores
diferentes de cero encontrados en Fst, sugieren que hay otras
fuerzas gque actian en las subpoblaciones de plantulas de
Psychotria faxlucens.

A pesar de la variacidén en los valores de Fis entre las
enzimas la Fis promedio nos sugiere gque la poblacion de
plantulas y la poblacion de adultos estudiadas de P. faxlucens
se encuentran en edquilibrio Hardy-Weinberg. Probablemente, 1o0s
diferentes valores de Fis encontrados en la poblacidén podrian
deberse a gque esta operando muy débilmente la seleccidén en
diferentes direcciones entre los diferentes loci (Slatkin 1985;
Hamrick 1987).

Los valores observados de Fst son pequenos y comparables
con aquéllos que se han reportado en la literatura para algunos
arboles tropicales (Loveless Yy Hamrick 1984; Heywood y Fleming
1986; Loveless y Hamrick 1987), particularmente, para Psychotria
horizontalis que mostrd un valor de Fst de 0.039 (Loveless y
Hamrick 1987) y Psychotria nervosa de 0.038 para tres loci y
0.0078 para dos loci (Dewey y Heywood 1988). Se han encontrado
valores pequefios de Fst para plantas de zonas templadas y algunas
herbaceas (Tabla VI.3). Loveless y Hamrick (1987) analizaron
valores de Fst (= Gst) de plantas y encontraron que estan
correlacionados con sus sistemas de cruzamiento, es decir, plan-
tas con apareamiento mixto o con fecundacidén cruzada vy, par-
ticularmente las polinizadas por viento, presentan valores bajos
de Fst. .

Los valores de Fst encontrados para PB. faxlucens son muy
pequefios, lo que reflejaria la existencia de niveles altos de
flujo génico entre las subpoblaciones, disminuyendo los efectos
de la deriva génica y de la seleccion natural (Slatkin 1985,
Hamrick 1987).
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Tabla 6.3. Estimaciones de estadisticos-F de algunas poblaciones
de plantas tropicales y templadas tanto lefiosas como herbdceas.

# DE
ESPECIE LOCI Fis Fst Fit REFERENCIA
Liatris
cylindraceae 15 0.407 0.068 0.425 Schaal (1975)
Phlox
cuspida 5 0.67 0.41 0.80 Levin (1978)
Phlox
roemariana 4 0.04 0.21 0.54 Levin (1978)
Qenothera 6 0.04 *0.09 0.19 Ellstrand y
grandis Levin (1980)
Oenothera 5 0.13 0.24 0.37 Ellstrand y
lacinjata Levin (1980)
cynosurus
cristatus 4 0.013 0.011 0.009 Ennos (1985)
Pinus 7 -0.106 0.041 -0.096 Linhart et al.
ponderosa (1981)
Piper 1 0.0063 0.011 0.011 Heywood y
amalago Fleming (1986}
Acalipha 29 e 0.094  mme—= Loveless y
diversifolia Hamrick (1987)
Alseis 26 = —m——— 0.043 W ==—=e-- Loveless y
blackiana Hamrick (1987)
Quararibea 30 =m==- 0.021 ————— Loveless y
asterolepis Hamrick (1987)
Psychotria 20 ————— 0.039 | ===—- Loveless y
horizontalis : Hamrick (1987)
Delphinium
nelsonii 5 -0.096 0.069 -0.02 Waser (1987)
Psychotria 3 - 0.038 ——— Dewey y
nervosa Heywood (1988)
Psychotria 8 0.092 0.023 0.113 Este trabajo
faxlucens

4. Tasa de entrecruzamiento.

Con los datos de la biologia floral y biologia reproductiva
se puede inferir que P.__faxlucens es una especie con tasas de
entrecruzamiento cercanas a uno. Las predicciones surgen por su
morfologia floral pues la posicion reciproca de estigmas y an-
teras en diferentes individuos favorecen la polinizacidn cruzada
(Darwin 1877; Ornduff 1959; Crowe 1964; Vuilleumier 1967; Ganders
1979). Ademds, varios estudios han demostrado gque hay una
relacion de distancias grandes de anteras y estigmas con tasas

72



altas de entrecruzamiento (Ganders 1975; Ganders et al. 1985). En
segundo lugar los resultados de las polinizaciones controladas en
el campo indican que la especie es auto- 1ncompatible, pues el
tratamiento de autopolinizacién no produjo ningin fruto en nin-
guno de los dos morfos y la polinizacidn cruzada did 40% de
frutos en flores pin y 45% en flores thrum.

Cuando se estimd la tasa de entrecruzamiento a partir del
numero de granos de polen presentes en los diferentes estigmas
ésta fue baja. Este valor de t estd subestimado, debido prob-
ablemente a tres aspectos : a) se muestrearon pocas flores y
durante pocos dias, b) la dificultad de la estimacion de los
granos de polen presentes en los diferentes estigmas y ¢) no se
utilizé la metodologia adecuada para separar los granos de polen
provenientes de otros individuos de igual morfo al estigma
analizado.

Las estimaciones de las tasas de entrecruzamiento con
métodos electroforéticos son muy cercanas a 1 en los dos morfos
(Tabla V.5 ) y muestran cierta variacién entre enzimas y entre
sitios. El morfo pin presenta, en la mayoria de los loci, tasas
mas altas gue el morfo thrum. La variacidn en la tasa de
entrecruzamiento entre enzimas y entre poblaciones de una misma
especie, ya ha sido reportada en muchos estudios (Mitton et al.
1981; Ennos y Clegg 1982; Smith y Hamrick 1984; O'Malley y Bawa
1987). Se ha discutido mucho acerca de las causas de esta
variacion. Lo mds aceptado es que la tasa de entrecruzamiento se
ve afectada no sdlo por factores genéticos, sino también por
factores ambientales (Clegg 198C; Mitton et al. 1981; Hamrick
1982; Layton y Ganders 1984; Shea 1987). Las variaciones también
pueden deberse a errores de muestreo, a tamafios pequenos de la
muestra, a un numero bajo de loci ensayados y a que la seleccidn
natural esté operande s=0lo en algunos de los loci de la
poblacidn (Brown y Allard 1971; Brown et al. 1981; Ritland 1983;
O'Malley y Bawa 1987). En este estudio las variaciones en las
tasas de entrecruzamiento entre enzimas, tanto para el analisis
por morfo como por sitio, probablemente se deben a que el tamaio
de la muestra fue pequefio y a que se ensayaron pocos loci lo cual
produce estimaciones sesgadas.

Ya han sido reportadas altas tasas de entrecruzamiento para
arboles en general. En coniferas se han registrado tasas de entre
0.89 y 0.98 (Schemske y Lande 1985). Moran y Bell (1983)
encontraron tasas de entrecruzamiento de 0.69 a 0.86 en
Eucaliptus spp. Para arboles tropicales, Bawa y O'Malley (19287),
reportan una t de 0.951 en el arbol pPithecellobium pedicellare.
Una t multiloci de 0.85 se encontro en Bertholletia excelsa
(0'Malley et al. 1988). Al parecer, los arboles tropicales
(incluyendo a P._ faxlucens) se comportan de manera similar al
resto de los arboles. Las altas tasas de entrecruzamientc en
arboles explican en buena parte la gran variacidn y los bajos
niveles de diferenciacidén genética que existen dentro y entre
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poblaciones (Ledig 1986; Loveless y Hamrick 1987)

Los valores de t estimados a partir del indice de fijacidn
fueron muy cercanos a uno y menores a los estimados multiloci.
Las diferencias en estos valores pueden deberse, en parte, a
efectos estadisticos o por variacion en la densidad de individuos
de las subpoblaciones (Sanders y Hamrick 1980). La tasa de
entrecruzamiento multiloci es gquizas el estimado mds robusto y
consistente de las tasas de entrecruzamiento, pues es menos
sensible a las violaciones de los supuestos del modelo mixto y
ademds no supone gue la poblacion se encuentre en egquilibrio de
endogamia como la tasa calculada a partir del indice de fijaciodn
(Ritland y Jain 1981).

Se encontraron valores de t mayores a 1 en varios loci de
ambos morfos florales. El morfo pin presentd el 833% del total de
loci muestreados, el morfo thrum sdlo el 33% del total. Las
posibles causas de t mayores a 1 que se han propuesto son: 1) por
efectos del azar si la tasa de entrecruzamiento es muy alta; 2)
por la alta frecuencia de apareamientos no azarosos {(asortativos)
negativos como sucede con las plantas heterostilicas y 3) por
seleccion a favor de heterdcigos (Brown et al. 1985). Pro-
bablemente en P. faxlucens, los valores mayores a 1 esten ex-
plicados por efectos del azar (1) y por apareamientos no azarosos
negativos (2). Otra probable explicacidén es gque exista cierto
grado de endogamia debido a cruzas entre individuos emparentados.

En especies heterostilicas no hay muchos estudios sobre
estimacidén de tasas de entrecruzamiento a partir de isoenzimas.
En Primula vulgaris se estimaron las tasas de entrecruzamiento a
partir de 4 loci polimdrficos para individuos de morfo pin e in-
dividuos tipo thrum. La mayoria de los valores de las tasas de
entrecruzamiento fueron de mas de 1. La media para los individuos
del morfo pin fue ligeramente mas grande gue para los del morfo
thrum; no obstante, esta diferencia no fue significativa (Cahalan
Y Gliddon 1985).

Los estudios efectuados con métodos electroforéticos en
poblaciones de Eichhornia paniculata (Glover y Barrett 1986; Bax-
rett 1989) demostraron que poblaciones tristilicas presentan
tasas de entrecruzamiento altas sin diferencias significativas
entre morfos. En poblaciones distilicas las tasas son mas bajas y
con diferencias significativas entre morfos, el morfo pin
presentd tasas de entrecruzamiento mucho mds altas que las del
morfo thrum. En este estudio se concluye que la morfologia floral
tiene una importante influencia en las tasas de entrecruzamiento.

Poblaciones distilicas de Turnera ulmifolia presentaron al-
tas tasas de entrecruzamiento; en el morfo pin la t fue de 1.00 y
en el morfo thrum de 1.14. Se concluye gue las tasas de
entrecruzamiento altas se deben a la incompatibilidad dimdrfica y
gque las variaciones genéticas significativas de las partes
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florales tales como la separacion de estigmas y anteras, influyen
en el sistema reproductivo de la especie (Barrett y Shore 1987)

Al comparar los datos de este estudio con los de Primula
vulgaris, Eichhornia paniculata y Turnera ulmifolia, vemos gue
P. faxlucens se comporta de manera similar, es decir, presenta
tasas de entrecruzamiento cercanas a 1, no mostré diferencias
significativas entre morfos, pero si hay una tendencia en los
individuos del tipo pin en presentar valores mas altos de tasas
de entrecruzamiento.
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VIX. CONCLUSBIONESB.

1) psychotria faxlucens es una arbol distilico con una
proporcion de morfos cercana 1:1.

2) Las caracteristicas florales observadas: flores blancas,
tubulares, con fuerte aroma dulce al anochecer, néctar diluido y
polen de tamafo grande, concuerdan basicamente con el sindrome de
polinizacion por mariposas nocturnas. Se supone due los prin-
cipales polinizadores son polillas de la familia Sphingidae.

3) Con base en las proporciones polen/ovulo se determino de
manera general gque su sistema reproductivo es el de xenogamia
facultativa. Esto concuerda con los resultados obtenidos en las
polinizaciones controladas.

4) El resultado de las polinizaciones experimentales indica
gque P. faxluceng presenta un sistema de auto-incompatibilidad
entre morfos florales y cierto grado de compatibilidad dentro de
cada morfo floral.

5) Los datos de carga de polen reflejan que el movimiento de
polen entre los dos morfos no es muy grande pero si es diferente
entre ellos, es decir, aparentemente las flores pin reciben mayor
cantidad de polen.

6) Los niveles de variacién genetica encontrados en la
poblacion de estudio fueron altos y similares a los encontrados
en otros arboles tropicales.

7) Los valores del indice de fijacion y del estadistico Fis
suglieren poca endogamia., No obstante, estos datos nos indican gue
la poblacidn se encuentra muy cercana al equilibrio.

8) La Fst indica poca diferenciacidn genética entre sitios,
lo gue sugiere elevado flujo génico o que la deriva génica no ha
tenido efectos importantes en la poblacidn.

9) La tasa de entrecruzamiento no fue diferente de 1 y este
valor es similar a los reportados para otros arboles tropicales.
Ademdas esta de acuerdo con las observaciones de la biologia
floral y de las polinizaciones experimentales. El1 hecho de ser un
arbol heterostilico ya supone reducir las posibilidades de
autofertilizacion. Por otro lado, al comparar las estimaciones
obtenidas por métodes ecoldgicos a partir de estimaciones in-
directas y con estimaciones a partir del indice de fijacidén F,
P, faxlucens parece presentar clerto grado de apareamientos entre
parientes.
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APENDICE I.
METODOS ELECTROFORETICOS.

Abreviaciones

DPN: Beta-nicotinamida adenina dinucledtido

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2~yl)~2,5-difeniltetrazolium bromide
NBT: Nitro blue tetrazolium

PMS: Fenazine metosulfato

TPN: Beta-nicotinamida adenina dinucledtido fosfato

Tris: Tris (hidroximetil)aminometano

Tabla A.1. Composicidn de los buffers del dgel y del electrodo
usados para electroforesis del gel de almidon y condiciones
electroforeticas (Hakim-Elahi 1976).

BUFFER
Nombre Gel Electrodo Corriente
Histidina pH 7.0 pH 7.0 42 mA
Dl-Histidina Ac. Citrico
1.02 gr. 9.04 gr.
Aforar a 1 1t Tris 16,35 gr
con agua des- Aforar a 1 1t
tilada. Ajustar con agua desti-
el pH con NaOH lada
Poulik pH 8.1 pH 8.6 270 volts
Tris 2 gr. NaOH 4,0 gr
Ac. citrico Ac. bodrico
0.63 gr 18.55 gr
Aforar a 1 1t Aforar a 1 1t
con agua des- con agua des-
tilada tilada

S8oluciones de Tincion.

1. 1M Acetato de Sodio, pH 5.0:
Acetato de sodio cristalino (trihidratado) 136.1 gr
Agua destilada 1 1t
Ajustar el pH con acido acético

2. Buffer de Fosfatos pH, 6.0:
Fosfato de potasio dibasico 45.6 gr
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Fosfato de potasio monobasico
Aforar a 1000 ml con agua destilada.

3. Buffer de LAP pH, 6.0:
Tris
Acido Maleico
Aforar a 250 ml con agua destilada.

4, 1M Tris-HCl, pH 8.0:
Tris
Aforar a 1000 ml con agua destilada.

109.0 gr

15.1 gr

121.1 gr

Ajustar el pH con acido clorhidrico (HCl) concentrado.

5. 1 % Acetato alfa-naftil
Acetato alfa-naftil
Acetona

6. 1 % Fosfato dcido alfa-naftil
Fosfato acido alfa-naftil
Acetona
Agua destilada

Recetas de Enzimas.

1.0 gr
100 ml

1.0 gr
50 ml
50 ml

ACONITASA (ACO; E.C. 4.2.1.3)

0.075 gr Ac. cis-aconitice

50 ml 0.1M Tris-HCl, pH 8.0

1 ml 1M Mgclz

10 ml Isocitrato deshidrogenasa (lu/ml)
1 ml 1 % TPN

2 ml 1 % MTT

0.2 ml 1 % PMS

Incubar a la oscuridad a 30 oC.

ALCOHOL DESHIDROGENASA (ADH; E.C. 1.1.1.1)

0.015 gr DPN

0.010 gr NBT

0.002 gr PMS

10 ml 1M Tris-HCl, pH 8.0
5 ml Alcohol etilico (95%)

Incubar a la oscuridad a 30 oC.

ENZITMA MALICA (ME; E.C.1.1.1.40)

8 ml 1M Tris-HCl, pH 8.0
80 ml Agua destilada
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8 ml

2 ml
1.5 ml
0.15 ml
2.25 ml

1M DL-Malato, pH 7.8
10 % Mgcl2

1 % TPN

1 % PMS

1 % MTT

Incubar en la oscuridad a temperatura ambiente.

ESTERASA (EST; E.C. 3.1.1.1.)

0.100 gr
4,5 ml

5 ml

80 ml

Fast blue RR salt

1% acetato alfa-naftil
Buffer de fosfatos, pH 6.0
Agua destilada

FOSFATASA ACIDA (ACPH; 3.1.3.2)

0.125 gr
80 ml
0.62 ml
6 ml

2.5 ml

Fast Garnet GBC salt
Agua destilada

10 % MgcCl

NaAc, pH 5.0

1 % Fosfato acido alfa-naftil
Tenir en la oscuridad y a temperatura ambiente

6-FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENASA (6-PGD; E.C.1.1.1.44)

0.040 gr
0.010 gr
0.010 gr
0.002 gr
10 ml

80 ml

2 ml

Acido 6-fosfoglucdnico (sal de bario)

TPN

MTT

PMS

iM Tris-Hcl, pH 8.0
Agua destilada

1M MgCl2

Incubar en la oscuridad a 37oC.

FOSFOGLUCOSA ISOMERASA (PGI;

0.030 gr
0.010 gr
0.020 gr
0.002 ¢gr
12 ml

80 ml

1 ml

4 ml

D-Fructuosa-6- fosfato
TPN

MTT

PMS

1M Tris-HCl, pH 8.0
Agua destilada

10 % MgcCl2

E.C.5.3.1.9):

ESTA TESIS
SALIR- GE LA

Glucosa-6- fosfato deshidrogenasa (40u)
Incubar en la oscuridad a temperatura ambiente.

Hy DEBE
RBLIDTECA

FOSFOGLUCOSA ISOMERASA (PGM; E.C, 2.7.5.1):

0.150 gr
0.002 gr
0.010 gr
0.020 gr

D-Glucosa-1—-fosfato
D-glucosa-1,6-difosfato
TPN

MTT
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0.002 gr PMS

10 ml 1M Tris~HCl pH 8.0

80 ml Agua destilada

2 ml 10 % Mgclz2

4 ml Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (40u)

Incubar en la oscuridad a temperatura ambiente.

GLUCOSA~6-FOSFATO DESHIDROGENASA (G-6PD;E.C.1.1.1.49)

0.02 gr TPN

0.01 gr NBT

0.002 gr PMS

0.100 gr D-glucosa-6~fosfato disodium
12.5 ml 1M Tris-Hcl, pH 8.0

80 ml Agua destilada

Incubar a la oscuridad a 37 o C.

GLUTAMATO DESHIDROGENASA (GDH; E.C. 1.4.1.3)

2,0 gr Ac. L~glutamico
0.020 gr DPN

0.010 gr MTT

0.002 gr PMS

10 ml 1M Tris—Hcl, PH 8.0
80 ml Agua destilada

Tefiir en la oscuridad y a 37 oC

GLUTAMATO OXALOACETATO TRANSAMINASA (GOT; E.C. 2.6.1l.1.)

1)

0.12 gr Acido ketoglutdrico
0.18 gr Acido aspartico

2)

0.06 gr Piridoxal-5'fosfato
0.10 gr Fast Blue BB salt
Anadir a 1):

12 ml 1M Tris-HCl, pE 8.0
80 ml Agua destilada

Mezclar 1) y 2) e incubar en la oscuridad a temperatura ambiente
de 2-4 horas. Leer rapido.

ISOCITRATO DESHIDROGENASA (IDH; E.C.1.1.1.42)

0.10 gr Ac. isocitrico

0.010 gr TPN

0.015 gr MTT

0.002 gr PMS

10 ml 1M Tris—- HCl, pH 8.0
80 ml Agua destilada

5 ml 10 % MgClz2

Tefilr en la oscuridad a tenperatura ambiente.
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TEUCIL AMINO PEPTIDASA (LAP; E.C. 3.4.11.1)

1)

0.050 gr Fast Black -K- salt

80 ml Agua destilada

10 ml Buffer de fosfatos, pH 6.0

1 ml 10 % MgCl2

2)

0.020 gr L-Leucil~-beta-naftilamida HCL
5 ml N,N-Dimetilformamida

Mezclar 1) y 2), agitar vigorosamente e incubar a la oscuridad a
370 C. ‘

MALATO DESHIDROGENASA (MDH; E.C. 1.1.1.37)

0.030 gr DPN

0.015 gr NBT

0.001 gr PMS

0.024 gr Cianuro de Sodio

80 ml Agua destilada

25 ml 1M Tris-HCl, pH 8.0
5 ml 1M DL-Malato, pH 7.8

Incubar en la oscuridad a temperatura ambiente.

PEROXIDASA ANCDICA (APX; 1.11.1.7)

100 gr 3~-Amino-g-etil-carbazole

7 ml N,N-~Dimetilformamida
Disolver bien y anadir:

80 ml Agua destilada

1 ml 2 % perdxido de hidrdgeno

2 ml 1 % CacCl2

5 ml NaAc, pH 5.0

80 ml Agua destilada

Tefilr a la oscuridad y a temperatura ambiente.

RIBULOSA-5' DIFOSFATO CARBOXILASA (RUB):

L)

0.010 gr Naphtol blue black
2)

10 ml Acido acético

40 ml Metanol

40 ml Agua destilada

Mezclar 1) y 2) agregarlo a los geles e incubar durante 30
minutos. Quitar y agregar una mezcla nueva del contenido 2)}. Pos-
teriormente hacer 3 cambilos de 60 minutos cada uno.

SHIKIMATO DESHIDROGENASA (SDH; E.C.1.1.1.25):

0.100 gr Acido (-) Shikimico
0.010 gr TPN
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0.010 gr MTT

0.005 gr PMS
20 ml 1M Tris-HCl, pH 8.0
80 ml Agua destilada

Incubar en la oscuridad a tenmperatura ambiente.
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