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. CAPITULO I

INTRODUCCION GENERAL
PRESENTACION Y OBJETIVOS

La genética juega un papel fundamental en
entender la estructura de las poblaciones y su
dindmica a largo plazo. El objetivo primordial de la
genética de poblaciones es evaluar el efecto de
diferentes mecanismos de transmisién genética,
condiciones ecol6gicas y fuerzas evolutivas (siste-
mas reproductivos, deriva génica, flujo génico,
seleccién natural y mutacién) sobre la composicién y
estructura (espacial y temporal) genética de las
poblaciones.

La composicién y estructura genética de
poblaciones naturales debe caracterizarse con base
en marcadores hereditarios. En particular, los loci
enzimdticos, que son en su mayorfa selectivamente
neutros (Lewontin 1974; sin embargo revisar
Gottlieb 1981; Gottlicb 1982; Johnson 1974;
Johnson 1979; Koehn, Diehl et al. 1988; Zouros
1979), son marcadores itiles para estudiar los
factores evolutivos que actian sobre el genoma
completo de los individuos (por ejemplo sistemas de
enwecruzamiento). Este tipo de marcadores han sido
ampliamente utilizados en estudios de poblaciones
vegetales (Brown, Matheson et al. 1975; Brown y
Clegg 1983; Crawford 1985; Hamrick y Loveless
1986b; Kesseli y Michelmore 1986; Shoen 1982;
Sytsma y Schaal 1985).

Este estudio es parte de un proyecto general
sobre 1a biologfa de poblaciones del drbol pionero
neotropical Cecropia obtusifolia. Eltrabajo que aqui
se presenta tuvo tres objetivos particulares:

1) Montar un sistema de loci polimérficos
enzimdticos para todos los estadios del ciclo de vida
de Cecropia obtusifolia y proporcionar una inter-
pretacién genética de los loci. -

2) Obtener estimaciones preliminares de la variacién
genética de la especie dentro de la selva‘de Los
Tuxtlas, Veracruz.

3) Evaluar la utilidad del sistema de: loci
polimérficos montado, para abordar preguntas
acerca de la estructura genética y reproductiva de
poblaciones de Cecropia obwsifolia.

Esta tesis se centra en los aspectos técnicos
del montaje del sistema de loci polimérficos para
y en la evaluacién del mismo
para estudiar diversos aspectos de la biologfa de
poblaciones de la especie. El trabajo estard
estructurado en dos partes. En la primera parte se
analiza el montaje del sistema de loci polimérficos
que comprende dos capitulos: en un primer capitlo
se discuten los experimentos que se utilizaron para
establecer el buffer de extraccién que permiticra la
mejor expresién proteica de macerados de tejido
foliar de todos los estadfos del ciclo de vida de
Qjm;slfg_h_a En el segundo capuulo se
describe el montaje de los loci en diferentes sistemas
de buffer, su interpretacién genética y un andlisis de
progenie para interpretar los patrones de herencia.
Por dltimo, en la segunda parte, se proporcionan
datos preliminares de la variacién genética de una
poblacién de Cecropia obtusifolia en Los Tuxtlas,
Veracruz. Con base en estos datos se evalia, en ésta
misma parte, el sistema de loci montados para
estudiar la estructura genética y reproductiva de la
poblacién.

Cecropis obtusifolia es una especie arborea,
dioica y neotropical. En selvas altas perennifolias
llega a la madurez en claros del dosel mayores de
100 m2 formados por la caida de drboles por lo que
se le considera como una especie pionera. Por lo
tanto, en estas comunidades, los individuos coe-
tineos de Cecropia obtusifelia se encuentran
segregados espacialmente en parches de vegetacién
con diferentes edades de perturbacién. Para esta
especie, se cuenta con estudios demogrificos
previos (Alvarez-Buylla 1986; Alvarez-Buylla y
Garcfa-Barrios 1991; Alvarcz-Buylla y Martinez-
Ramos 1990) en 1a selva de Los Tuxtlas, Veracruz
dentro de una parcela de 5 hectdreas,

Hay pocos estudios que integran
informacién genética y demogrifica para el ciclo de
vida completo de especies vegetales (Burdon,
Marshall et al. 1983; Clegg, Kahler et al. 1978a;
Clegg, Kahler et al. 1978b; Schaal y Levin 1976).
Un estudio de esta naturaleza en  Cecropia
obtusifolia puede servir de sistema modelo para
entender el conjunto de factores genéticos y
demogréficos que determinan la regeneracién de
especies de larga vida en ambientes de mosaico
naturales o en ambientes fragmentados por
perturbacién humana. Un andlisis integrado de la
informacién demogrdfica y genética permitird
explorar hipétesis acerca de las fuerzas micro-
evolutivas que afectan la composicién genética de la



poblac16n, y del papel relativo de factores
: dcmogréf“cos y genéticos en la conservacién y
manejo de especies perennes en ambientes
fragmentados (Lande 1988). Este estudio permitird
ademds, avanzar en el entendimiento de los procesos
evolutivos que afectan la estructura y dindmica a
largo plazo de especies perennes en sistemas poco
conocidos e importantes como son las selvas
tropicales(ver también Eguiarte 1990; Hamrick y
Loveless 1986b; O'Malley y Bawa 1987).

ANTECEDENTES

Los estudios de la estructura genética de las
poblaciones de plantas estan sesgados, principal-
mente, hacia especies templadas, usualmente
anuales, perennes de vida corta o coniferas. Las
especies perennes herbdceas de vida larga,
angiospermas arbdreas y monocotiledoneas (excepto
pastos) no se han estudiado extensi vamente, y la
genética de poblaciones de especies alpinas y
tropicales pricticamente no se conoce (Loveless y
Hamrick 1984). Carecer de informacién acerca de la
estructura genética de las poblaciones de plantas es
un problema serio ya que cualquier conocimiento de
la especiacién, adaptacién o cambio genético debe
tomar en cuenta los patrones genéticos y los
procesos por los cuales éstos se modifican.

En plantas, los marcadores enzimdticos han
sido utilizados para: 1) estudiar los componentes de
la Seleccidén Nuatural (Allard, Kahler et al. 1972;
Clegg, Kahler et al. 1978a), 2) analizar los sistemas
reproductivos (Brown 1990; Brown, Matheson et
al. 1975; Shoen 1982), 3) realizar estudios
taxondémicos y filogenéticos (Buth 1984; Kesseli y
Michelmore 1986: Sytsma y Schaal 1985), 4)
describir los pardmetros genéticos poblacionales y
comrelacio narlos con las caracterfsticas de historia de
vida de las especies (Hamrick y Loveless 1986a), 5)
identificar y conservar variedades cultivadas (Brown
1978; Ellstrand y Lee 1987), y 6) estudiar los
patrones de especiaci6n en plantasver revisién en
Crawford 1985).

Los primeros estudios de variacién genética
en poblaciones naturales se hicieron con base en
variacién morfoldgica (Ford 1975), cromosémica
(Dobzhansky 1941), y de grupos sanguineos
(Landsteiner y Weiner 1940) en animales, y de
caracteres de autoincompatibilidad en plantas
(Crosby 1940; Emerson 1939). Los patrones de
variacién a estos niveles han sido utilizados
ocasionalmente para inferir el efecto de diversas

fuerzas evolutivas. Sin embargo, como cste tipo de
variacién generalmente tiene efectos claros en la
adecuacién de los individuos, se ha estudiado princi-
palmente para estudiar el papel de la seleccién
natural en diversas especies en condiciones naturales
(polimorfismo de color en Cepaca nomoralis, Cain y
Sheppard 1950; Cain y Sheppard 1954 Fisher y
Diver 1934; y Biston betullaria, Kettlewell 1958:
Kettlewell 1973; Lees y Creed 1973; y polimorfismo
en resistencia a la malaria en el hombrc. Cavalli-
Sforza 1973).

El advenimiento de las técnicas moleculares
en la década de 1950, permitié por un lado, contar
con un mayor nimero de marcadores genéticos, y
por otro, estudiar el efecto de otras fuerzas
evolutivas sobre la composicién genética de las
poblaciones en un gran nimero de especies. La
técnica de electroforesis para separar variantes iso- y
aloenzimdticos se utiliz6 en estudios evolutivos a
partir de 1966 (e.g., Lewontin y Hubby 1966). El
desarrollo de la teorfa evolutiva y la acumulacién de
datos empiricos mostré que gran parte de la varia-
cién detectada a nivel proteico es neutra (Haldane
1957; Kimura 1968; Kimura 1983; Kimura y Otha
1971; Nei 1987; Powell y Lichtenfels 1979). El
andlisis empirico del efecto de otras fuerzas
evolutivas (deriva génica, tasas de mutacién, mi-
gracién y sistemas de entrecruzamiento) ha consis-
tido principalmente en inferir su posible accién, a
partir de los estimadores de Ja estructura genética de
las poblaciones, obtenidos con base en loci enzimd-
ticos neutros (Brown, Matheson et al, 1975;
Marshall y Allard 1969; O'Malley y Bawa 1987,
Ritland 1989; Shoen 1982).

El reciente auge de la biologia molecular del

ADN ha estimulado tambien el uso de marcadoresa -

este nivel para abordar preguntas de cardcter
evolutivo. Estos marcadores tienen la ventaja de
proporcionar una gran cantidad de informacién y de
ser el rcﬂe_]o mds directo de la memoria evolutiva de
los organismos. Hasta ahora las técnicas
moleculares a nivel del ADN se han utilizado

bésicamente para reconstruir drboles filogenéticose
inferir |a historia evolutiva de niveles por arribade la |

especie (e.g., Avise, Shapira et ul. 1979; Sylsma y

Schaal 1985). Existen pocos estudios empiricos de -

genética de poblaciones con base en marcadores a
nivel de ADN (Aquadro, Desse et al.

Kreitman 1983); y, recientemente, se han

1986; -

comenzado a desarrollar métodos teéricos para

inferir procesos evolutivos intrapoblacionales a
partir de datos de secuencias de ADN o de patrones
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de bandeo de fragmentos de restriccién (Slatkin y
Maddison 1989).

Para entender la dindmica de los cambios
evolutivos en poblaciones naturales es necesario
entender e integrar el efecto de los factores ecol6-
gicos y las fuerzas evolutivas sobre la variacién a
diferentes niveles del fenotipo y del genotipo de los
individuos. Existen muy pocos estudios evolutivos
de esta naturaleza. Para especies vegetales, el
estudio de Clegg y colaboradores (Clegg y Epperson
1988) con Jpomoca puede considerarse un
ejem plo ideal. Estos autores han logrado disectar
las bases genéticas, bioquimicas y moleculares de
las diferencias fenotipicas (color de la corola en este
caso). Con base en esta informacién han podido
relacionar los patrones de transmisién genética con
los factores ecol6gicos que afectan la variacién en el
color de la corola.

Generalmente resulta dificil detectar
variacién fenotipica discreta y con una relevancia
evolutiva clara que guie un estudio de evolucién
como en el caso de Jpomoea purpurea. De tal suerte
que para avanzar en el estudio de la biologia de
poblaciones de todo tipo de especies es necesario
hacer descrip ciones exhaustivas de la variacién
genética con base en marcadores hereditarios, y
relacionarla con aquella detectada a otro nivel del
fenotipo (e.g., variacion demogréfica). Dichas
relaciones pueden sustentar el descubrimiento de
patrones. Estos, a su vez, pueden servir de base
para el planteamiento de hipétesis particulares sobre
el efecto de diferentes condiciones ambientales, y de
su relacién con los mecanismos de transmisién
genética.

Como parte de un estudio mds general sobre
Ta biologfa de poblaciones de Cecropia ebtusifoli
decidi6 caracterizar Ja composicién genética de las
poblaciones de esta especie a nivel enzimdtico
utilizando la técnica de electroforesis en geles de
almidén. Los marcadores isoenziméticos serén utiles
para obtener los patrones de variacién genética
dentro y entre pobiaciones, y a lo largo del ciclo de
vida de la especie. Ademds, mediante un mapeo de
la distribucion espacial de los individuos se podrin
utilizar estos marcadores para analizar la estructura-
cién gendtica en el espacio a pequena escala, y hacer
un anilisis de paternidad parcial que permita recons-
truir el patrén reproductivo de la especie y sus
curvas de movimiento de polen y semillas.

En cualquier estudio bioldgico la estanda-

rizacién de las técnicas de investigacién, que permite
la comparacién de los resultados de diferentes
organismos y laboratorios, ¢s fundamental para dar
validez a las generalizaciones te6ricas que surgen de
la comparacién de diferentes estudios empiricos. En
particular, en los trabajos de biologia de pobla-
ciones, en que se trata con sistemas abiertos, es
dificil delimitar las escalas espacial y temporal de
estudio, y esto dificuita la compa racién de
resultados. Los estudios de la variacién genética con
base en electroforesis de enzimas no escapan a este
problema. La falta de detalle y discusién sobre los
disefios de obtencién de las muestras, sobre el
ndmero y tipo de enzimas a ensayar, asf como de los
obstéculos enfrentados en el montaje y desarrollo de
la técnica de electroforesis limitan la validez de las
comparaciones de los datos de variaci6n genética a
este nivel. Este aspecto ha sido discutido
detaliadamente, para el caso particular de la
electroforesis en plantas, por Kephart {1990).
Durante el montaje del sistema de loci polimérficos
pamQ:g_mp_m obtusifolia se decidié hacer un andlisis
critico y minucioso de la electroforésis de proteinas
como técnica para caracterizar la variacién genélica
de las poblaciones vegetales.



CAPITULO 1I

COMPUESTOS SECUNDARIOS
PRESENTACION Y OBJETIVOS

Las plantas vivas, mantienen cierta comparta-
mentalizacién interna que evita que los compuestos
(por ejemplo los fenoles y las enzimas) interactien
entre si. Cuando se macera e! tejido vegetal se rompe
dicha compartamentalizacién y se mezclan los com-
ponentes intracelulares. Es precisamente la interac-
cién de los compuestos secundarios (fenoles,
alcaloides y terpenos de funcién inespecifica y bajo
peso molecular, Langenheim 1985) con las proteinas
lo que consti tuye uno de los principales obstdculos
para la extraccin de enzimas y organelos sub-
celulares de tejidos vegetales (Anderson 1968;
Kelley y Adams 1977; Loomis 1974a; Loomis
1974b; Loomis y Bauaile 1966). Para poder Hevar a
cabo dicha extraccién es necesario utilizar un
homogeneizador que evite el dafio enzimético y
celular. Este homogeneizador se conoce coma buffer
de extraccién.

Los resultados obtenidos con la técnica de
electroforesis pueden depender del buffer que se
utilice para extraer las proteinas. Existe evidencia de
que el buffer de extraccién puede afectar la medicién
de las tres variables mds importantes en estudios de
genética de poblaciones con base en la electroforesis
de enzimas: el niimero de loci detectables, el nimero
de éstos que aparecen como polimérficos, y el
niimero de bandas por loci (Gottlich 1982; Kephart
1990). La experimentacidn para determinar el buffer
adecuado debe ser especifica para cada estudio ya
que la presencia y concentracién de fenoles depen-
de de las condiciones de crecimiento, asi como de la
especie y variedad de la planta (Loomis 1974a;
Loomis 1974b). Este tipo de experime- tacién puede
aumentar la confiabilidad y repetitividad de los
resultados electroforéticos, y resulta practicamente
imprescindible cuando se trabaja con especies que
tiencn altas concentraciones de compuestos secun-
darios.

Debido a que Cecropia obtusifolia presenta
una gran cantidad de fenoles en hojas y semillas
(Alvarez-Buylla 1988) se requirié del desarrollo de
una técnica particular para encontrar un buffer de
exiraccidn que permitiera la expresién de las
proteinas polimérficas. En este capitulo se describe
la experimentacién realizada para obtener el buffer

que permiti6 la mejor resolucién de las bandas de
actividad enzimética a partir de macerados de tejido
foliar de todos los estadfos del ciclo de vida de la
especie. Dicha experimentaci6n se sustent6 en una
revision de los buffer utilizados en trabajos previos,
de su composicién quimica, y de la funcién de cada
uno de sus componentes. Con base en esta
informacién y en la experiencia adquirida con

ia se discute cual es la mejor estrategia
experimenta] para establecer un buffer de extraccién
adecuado para una especie particular.

ANTECEDENTES

En la mayoria de los estudios electroforéticos
de especies vegetales el buffer de extraccién
utilizado se elige de publicaciones anteriores. De
acuerdo a encuestas recientes elaboradas por
Kephart(1990) el 44% de los estudios con especies
vegetales utilizaron el buffer de extraccién efaborado
por Mitton, Linhart et aL.(1979). El 22% utilizaron
combin aciones propias de los quimicos de este
mismo buffer, pero sin reportar las causas de su
eleccién. Hay muy pocos trabajos que hayan
realizado y reporiado experimentos para establecer el
mejor buffer para la especie particular con Ia que
desean trabajar (Kelley y Adams 1977; Soltis,
Haufler et al. 1980). Kelley y Adams comenzaron
con un buffer de 9 componentes que probaron para
tres enzimas: peroxidasa, esterasa y  terpenol
deshidrogenasa. Lo fueron simplificando quitdndale
uno 4 uno todos los compuestos y observande la
resolucién de las diferentes enzimas en cada caso.
En la tabla I1.1 se resumen los resultados def
experimento.

Como se puede ver en la tabla IL.1 |y
peroxidasa es la enzima menos afectada al quitasle
los diversos componentes quimicos. De éstos -
timos el DMSO parcce no ser necesario para
aumentar la resolucién de las enzimas aunque se
sabe que sf es dtil para poder almacenar las muestras
par periodos prolongados de tiempo (Kelley y
Adams 1977). El n-BuOH y diEt20 tienen efectos
sinergisticos ya que aumentan la resolucién de las
enzimas dnicamente cuando actdan juntos y, se
puede observar, que existen 3 compuestos indis-
pensables (Borax, DIECA, metabisulfito) para
obtener una buena resolucién de las enzimas

ensayadas. Estos compuestos cumplen, junito con el .

PVP, casi todas las funciones quimicas (ver tabla
11.2) necesarias para prevenir la modificacién
enzimdtica por los fenoles.



de bandeo de fragmentos de restriccién (Slatkin y
Maddison 1989).

Para entender la dindmica de los cambios
evolutivos en poblaciones naturales es necesario
entender e integrar el efecto de los factores ecol6-
gicos y las fuerzas evolutivas sobre la variacién a
diferentes niveles del fenotipo y del genotipo de los
individuos. Existen muy pocos estudios evolutivos
de esta naturaleza. Para especies vegetales, ¢l
estudio de Clegg y colaboradores (Clegg y Epperson
1988) con purpureg puede considerarse un
ejem plo ideal. Estos autores han logrado disectar
las bases genéticas, bioquimicas y moleculares de
las diferencias fenotfpicas (color de la corola en este
caso). Con base en esta informacién han podide
relacionar los patrones de transmisién genética con
los factores ecol6gicos que afectan la variacién en el
color de la corola.

Generalmente resulta diffcil detectar
variacién fenotfpica discreta y con una relevancia
evolutiva clara que gufe un estudio de evolucién
como en el caso de Jpomoeg purpurea. De tal suerte
que para avanzar en el estudio de la biologia de
poblaciones de todo tipo de especies es necesario
hacer descrip ciones exhaustivas de la variacién
genética con base en marcadores hereditarios, y
relacionarla con aquella detectada a otro nivel del
fenotipo (e.g., variacién demogréfica). Dichas
relaciones pueden sustentar el descubrimiento de
patrones. Estos, a su vez, pueden servir de base
para ¢l planteamiento de hipétesis particulares sobre
el efecto de diferentes condiciones ambientales, y de
su relacidén con los mecanisimos de transmisidn
genética.

Como parte de un estudio mds general sobre
la biologfa de poblaciones de Cecropia obiusifolig se
decidié caracterizar la composicién genética de las
poblaciones de esta especie a nivel enzimdtico
utilizando la técnica de electroforesis en geles de
almidén. Los marcadores isoenziméticos serdn itiles
para obtener los patrones de variacidn genética
dentro y entre poblaciones, y a lo largo del ciclo de
vida de la especie. Ademds, mediante un mapeo de
la distribucién espacial de los individuos se podrin
utilizar estos marcadores para analizar la estructura-
cién genética en el espacio a pequedia escala, y hacer
un andlisis de paternidad parcial que permita recons-
truir el patrén reproductivo de la especie y sus
curvas de movimiento de polen y semillas,

En cualquier estudio bioldgico la estanda-

rizacién de las técnicas de investigacién, que permite
la comparacién de los resultados de diferentes
organismos y laboratorios, es fundamental para dar
validez a las generalizaciones te6ricas que surgen de
la comparacién de diferentes estudios empiricos. En
particular, en los rabajos de biologia de pobla-
ciones, en que se trata con sistemas abiertos, es
diffcil delimitar 1as escalas espacial y temporal de
estudio, y esto dificulta la compa racién de
resultados, Los estudios de la variacién genética con
base en electroforesis de enzimas no escapan a este
problema. La falta de detalle y discusi6n sobre los
disefios de obtencién de las muestras, sobre el
nimero y tipo de enzimas a ensayar, asf como de los
obstdculos enfrentados en el montaje y desarrolio de
la técnica de electroforesis limitan la validez de las
comparaciones de los datos de variacién genética a
este nivel. Este aspecto ha sido discutido
detalladamente, para el caso particular de la
electroforesis en plantas, por Kephart {1990).
Durante el montaje del sistema de foci polimérficos
para Cecropia ebtusifolia se decidié hacer un anflisis
critico y minucioso de la electroforésis de proteinas
como téchica para caracterizar la variacién genética
de las poblaciones vegetales.



TABLA I1.2 Composiciéon quimica de los buffef.de;ex{raccién ehsé—'
yados y funcién de cada uno de sus:componentes
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TABLA (1.2 Continuacién
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a:Este trabajo -

MITTON (b) X X

b:Mitton, et al., 1979
ARULSEKAR v

4 PARFITT (o) c:Arulsekar & Parfitt, 1986
CHELIAK & N} '
PITEL 11d)

d:Cheliak & Pitel, 1984 ©
CHELIAK & =
PITEL 2 (d)

SOLTIS X e:Soltis, et al., 1983
HEPES {e)

SOLTIS X f:Wyatt, 1989
FOSFATOS fe)

SOLTIS :Werth, 1985
TRIS {e) LK g

CHELIAK &
PITELISEM ) X1X X | X X h:Conkle, et al.,1982

WYATT () XX

WERTH
simple {g)

CONCKLE (h) X X




TABLA I1.2 Gontinuacion =

Inhibldores competl tivos:

FUNCION r':(gjz:tt:.r H':o::: T::n:::OTZe de la o-difenoloxidasa g fqi:inj&r:\b-'

x s |2 o H > x| ¥|. «lol [sxtoe
COMPUESTO HELE f; BHE Bli NN B E

R N R P A EE A A R R E R R L R L B R S e
Especie
Echium {a) ,
Pinus (b) XX XX Xy X X| X X X X X
Bertholletia (c) X[IXIXIX XX X1 X| X XX |X[X X | X X
Pitheceliobium {d) X[XIXIX XX XIX] XX X]|X XX XX X X
29 2P o) X [x]x|x x x| Px|x] Ix|x{x{x]x{x X X | x
Phoenix {f X X X X X X
Prunus {g) X XX X X
Raphanus (h)
Annons {i) X X
Usianthus X X XX X X X X
Carduus (k) X X X
Clarkia {))
Shorea ap (m) X X X X
Xerospermum (n} X X X X
Juniperus {o) XX XX XX X X XIX|X X
Musa (p) X X X X
Gilia (q) X X
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TABLA 11.2 Continuacioén R R
- b:Mitton, et al., 1979

A HE Y +@ Jlalz "

a3 1101912252 z| | w| m|¢ c:Buckley, et al., 1988
COMPUESTO |2 % |% 28| 5| g % miisl>|g|c| o x :

Salil|sal>|5]|8] 0.0 9| Q|2 v

wol3 a0 =" o = S d:0'Malley & Bawa, 1987
Especie
Echium (a) e:Hamrick & Loveless, 1986
Pinus (b)

Bertholletia (c)

Plthecelloblum (d)

29 spp.
lefiosas (e)

Phoenix {f}

Prunus (g)

Raphanus (h}

Annona (i)

Lisjanthus ()

Carduus (k)

Clarkia (1)

Shorea sp (m)

Xerospermum (m)

Juniperus (n)

Musa (o)

Gllia {p)

f’:TorrYes & Tisserat, 1980
g Arulsekar, et al., 1986
h:.Ellslrand & Devlin, 1989
i:Lee & Ellstrand, 1987
j:Sytsma & Shaal, 1985
k:Smyth—Hamrick, 1984
:Smith-Huerta, 1986
m:Gan, et al., 1981
n:Keely & Adams, 1977

o:Janet & Liz, 1986
p:Shoen, 1982



Tabla I1.1. Resultados de la experimentacién pm
obtener el buffer de extraccién adecuado para

Juniperus spp. en el trabajo de (Kcllcy y Adams
1977).

Compuesto Peroxid Ester Te p'gnkol :
Borax + -
Ascorbato de Na + +4
Metabisulfitode Na . ++ -
DIECA ++ e
GeO2 +++

DMSO ++

n-BuOH ++

diEr20O et
n-BuOH y DIE2O  +

PVP +

nota: la resolucién de las enzimas se
incrementa conforme se presentan més signos + y es
nula cuando aparece un -, estas resoluciones
resultaron al quitar cada uno de los compuestos
indicados.

Gan y Robertson en 1981 también estable-
cieron experimentalmente un buffer de extraccién
para Shorea sp y Xenosporum sp. Probaron dife-
rentes combinaciones de los siguientes compuestos:
PVP, DIECA, Cisteina, Metabisulfito, Urea, Pol-
iclar A, Tioglicolato, Glutation, Ascorbato, EDTA y
Carcol y llegaron a establecer un buffer de
extraccién bastante sencillo: PVP, DIECA, Mercap-
toetanol y varias centrifugaciones. Este buffer
permitié la resolucién de 17 sistemas enzimdticos de
los cudles los autores utilizaron 9 por su
repetitividad y por sus patrones claros de bandeo.
De los ejemplos ante riores y de la tabla I1.2 resulta
evidente que el PVP es un compuesto indispensable
en los buffer de extraccién.

Los compuestos secundarios que mds
interfieren en la expresién proteica son los fenoles.
Estos interactian con las enzimas reversiblemente
por medio de puentes de hidrégeno que se
establecen entre ¢l protén del grupo OH fenélico y el
oxigeno del enlace peptidico que actia como aceptor
de protones (Loomis 1974a). Ademis, los fenoles
forman quinonas cn presencia de oxigeno y éstos
interactdan irreversiblemente con los sitios activos
de las enzimas por medio de una condensacién
covalente (Loomis 1974b; Loomis y Battaile 1966).

Hay tres maneras de prevenir la modificacién

.. enzimdtica debido a la actividad qul"mca de los
", fenoles: 1) Removiendo fenoles; 2) Inhibiendo la

actividad de la o-difenoloxidasa (O-difenol-O2-
oxidorreductasa, conocida comunmente como o-
difenoloxidasa. Es la enzima més activa que cataliza
la conversién de o-difenol a los correspondientes
quinonas (Anderson 1968)) y 3) Removiendo
quinones; esto tltimo se puede lograr reduciendo
estos compuestos a o-difenol o combindndolos con
algiin otro compuesto quimico (Loomis 1974a).

Un andlisis riguroso que permitiera encontrar
el buffer de extraccién mds adecuado para cada
tejido particular requeriria conocer: 1) la actividad y
el sustrato de la o-difenoloxidasa en el tejido, 2) la
naturaleza y cantidad de fenoles y taninos en éste, 3)
1a localizaci6én subcelular de la enzima (o-difeno!-
oxidasa), 4) el mecanismo de accién de los
compuestos que previenen la acumulacién de los
quinones y 5) la susceptibilidad de las enzimas que
se van a extraer (Anderson 1968). Estas evalua-
ciones implicarian un trabajo experimental dema-
siado largo y complicado para cada especie pues
estos 5 factores varfan entre especies y condiciones
de crecimiento. Por lo tanto, cuando sélo se busca
un buffer de extraccién para lograr expresién
enzimitica, se debe seguir un método de cardcter
empirico y sistemdtico que permita ir evaluando la
accién de un conjunto de compuestos lo mds
eficientemente posible, Un procedimiento de este
tipo es el que se utilizé en este trabajo.

Existe cierta evidencia de que el habitat
(localidades tropicales vs. templadas y himedas vs.
secas; Langenheim 1985), la naturaleza de silvestre
o cultivada de las especies vegetales (Marshall y
Allard 1969; Stuber y Goodman 1983) y la unidad
taxonémica (Zouros 1979) pueden servir como
indicadores de la presencia o no de compuestos
secundarios. Para analizar estas sugerencias con
base en la frecuencia de uso de buffer de extraccién
en distintos tipos de especies se recopild
informacién para 57 especies estudiadas
previamente,

De estas 57 especies, en 8 no se utilizé
buffer de extraccidn, para 4 no se reporta este dato y
para las 45 restantes si se utiliz6 compuesto
quimico alguno para extraer las enzimas. Estas
ultimas 435 especies estdn reportadas en la tabla 11.2,
Con base en €éstos datos se observd que las especies
del trépico himedo presentan problemas de
extraccion mds frecuentemente que las especies de
habitats se cos y templados; y las especies silvestres



presentan problemas de extraccién més frecuen-
temente que las cultivadas. No se encontr6 relacién
entre la presencia de compuestos secundarios y la
familia taxonémica a la cual pertenecen las especies
(no se hicieron anélisis con otra unidad taxonémica).
Finalmente, resulté dificil hacer inferencias acerca de
los proble mas de extraccién de cada especie con
base en la composicién quimica de los buffer
utilizados en cada caso porque la mayorfa de estos
no se estable cieron con base en experimentacién
especifica.

MATERIALES Y METODOS

Como primera etapa de la experimentacién
para establecer el buffer de extraccién para
obtusifolia se investigaron las funciones de 1a mayor
parte de los componentes quimicos de los buffer de
extraccion reportados en la literatura (tabla 11.2).
As{ mismo, se investigé sobre la posible accién
negativa de ciertos compuestos quimicos en la
actividad de algunas enzimas. Se encontr§ que el
bisulfito inhibe la accién de las deshidrogenasas
(MDH, ADH, GDH, etc.), el DIECA inhibe
aquellas enzimas que requieran Cu para funcionar
como el 4cido ascérbico oxidasa, citocromo oxidasa
y superoxidodismutasa, el PVP inhibe a la
Glutamato sintetasa, y el EDTA se une
reversiblemente al Mg2* y a otros cationes
divalentes inhibiendo de modo no competitivo a
algunas enzimas que precisan de tales iones para su
actividad (Kephart 1990; Lehninger 1983).

La accién del buffer de extraccién depende
de condiciones quimicas como el pH. Sin embargo,
las condiciones dptimas de extraccién no son siem-
pre las condiciones dptimas para la actividad enzimd-
tica. Por ejemplo, el PVP tiene mayor afini dad por
los fenoles en pH's dcidos, pero las enzimas tienen
mejor actividad en un rango de pH que vade 6.7 a
7.2. La mayor parte de los buffer que proba mos
tuvieron pH's en este rango.

La técnica de electroforesis, 1a nomenclatura
para loci y alelos, asf como los detalles que se
fueron introduciendo en la técnica a lo largo del
trabajo, se describen en el Apéndice 1. Esta
metodologia se adapté de los protocolos de:
Conckle, Cheliak & Pitel, Hamrick, Hodgskiss,
Pifiero y Eguiarte, Richardson et al, Soltis et al,
Werth y Wyatt (Cheliak y Pitel 1984; Conkle al
1982; Hamrick y Loveless 1989; Hodgskiss 1988;
Pifiero y Eguiarte 1988; Richardson, Baverstock et
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al. 1986; Soltis, Haufler et al. 1983; Werth 1985;
Wryatt 1989).

Para las pruebas de expresién enzimdtica y
del efecto de diferentes buffer de extraccién se
colectaron 84 muestras de hojas con diferentes eda-
des de desarrollo de 12 4rboles adultos (8 machos y
4 hembras), hojas de 7 juveniles y de 74 pléntulas.
Estas hojas se transportaron al laboratorio en
Nitrégeno liquido (que se encuentra a una tempera-

tura de -196°C) y se cambiaron a un ultracongelador

de -70°C (REVCO) una vez que llegaron al labora-
torio.

El método experimental que se utiliz6 para
determinar el mejor buffer de extraccién consistié en
hacer pruebas cruzadas de buffer de extracci6n con
diferentes combinaciones de compuestos quimicos
de cada funcién (con base en la informacién de la
Tabla I1.2) contra: 1) diferentes estadios de desa-
rrollo de las hojas de un sélo individuo (yemas,
hojas nuevas, y hojas viejas), 2) diferentes estadios
del ciclo de vida y 3) condiciones de crecimiento de
los individuos (pldntulas crecidas en cdmaras de
crecimiento y colectadas del campo, juveniles y
adultos).

En cada gel, se probé la actividad de varias
enzimas buscando, de esta manera, la mejor com-
binacién de buffer de extraccién y de corrimiento
para la expresién de los loci polimérficos.

Se utilizaron 3 diferentes sistemas de buffer;
Histidina, sistema 8 y sistema 7 (ver Apéndice 1
para mds detalle). Para cada uno de estos sistemas sc
tifieron las siguientes enzimas:

Histidina: PGM, 6PGD, HK, ACO, SDH,:PGL,. :

MDH, G6PD, AK, ADH, MP], ALD, MNR, F
16DP, AcPH, GPT, SUDH, G2DH y GLUDH,

Sistema 7: PGM, AcPH, PGI, CAT, LAP, GOT,
G6PD, DIA, Per, ALD, Me, 6PGD, - GAL; IDH.

NADHDH, MNR GDH, MPI, TPI ADH yj

Rubisco.

Sistema 8: GOT, DIA, CAT, PGM, AcPH Me—"’i

PGI, MNR, PCy GLYDH.

En total se utilizaron 30 ge]es; 7-se cdrriér'cin*

en Histidina, 11 en el sistema 7 y los 12 restantes en

el sistema 8. Para los protocolos de tincién de cada :

una de las enzimas ver apéndice 1.




RESULTADOS

Los resultados de las pruebas de buffer'de

extraccién se resumen en las tablas I1.3:a,byc. En
éstas se muestran las enzimas ensayadas y su
resolucién para las diferentes combinaciones“de
buffer de extraccién y sistemas de corrimiento
(buffer de charola y de gel).

De 37 enzimas probadas 26 tuvieron
expresi6n tanto para adultos como para juveniles y
plantulas en alguna de las combinaciones de buffer
utilizadas, y 11 no se expresaron.

En una prueba electroforética inicial de
macerados de adultos y pldntulas del campo se
corroboré que en ausencia de compuestos de
extraccién no se obtenfa actividad enzimdtica de las
siguientes enzimas 6PGDH, HK, PGM, ACO,
SDH, MDH, DIA, G6PDH, AcPH aunque sf se
observo una actividad muy tenue para LAP, GOT y
PGI.

Las pruebas para los diferentes estadios de
desarrollo de las hojas mostré que la mejor
expresion enzimitica se obtiene a partir de hojas
j6évenes completamente desarrolladas (segunda o
tercer hoja totalmente extendida). No se obtuvo
buena expresién a partir de macerados de yemas,
hojas jévenes parcialmente dobladas y hojas dema-
stado maduras o parcialmente dafadas.

Una prueba para comparar Ja inhibicién de la
actividad enzimética por compuestos secundarios en
pldntulas, juveniles y adultos mostré que los
compuestos secundarios representan un problema
mayor para la extraccién de enzimas en las pldntulas
y juveniles colectadus del campo que en los adultos
o pldntulas crecidas en el laboratorio. E! buffer mds
sencillo que se desarrollé combina un compuesto de
cada funcién importante (denominado buffer de
extraccién de “Ells .mod." -Ellstrand modificado-,
ver tabla 11.2). Este buffer resolvié muy bien el
problema de expresion de los adultos colectados en
el campo y pldntulas germinadas en e} laboratorio
para todas las enzimas de la tabla [I1.2 (ver sigu.cnte
capitulo); sin embargo, no logré extraer eficiente-
mente las enzimas de las pldntulas y juveniles
colectados del campo.

La experimentacién para establecer el mejor
buffer de extraccién para Cecropia ifalia nos
brindé cierta evidencia del efecto del método de
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extmccnén y de la combinacién de buffer de charola

'y gel en ¢l ndmero de loci expresados, el nimero de

loci polimérficos y el nimero de bandas por loci.
Para el caso del buffer de Histidina se encontr§ que
el buffer de semilla y la ausencia de cualquiera de
éstos no pueden extraer la PGIL. Para el caso del
sistema 8 se encontrd que solamente el buffer de
"Ells.mod.” (ver tabla I1.2) y el de "Mitton modifi-
cado (Mit.mod)" (ver tabla I1.4) pueden extraer la
GOT!1 para todos los estadfos del ciclo de vida de
Cecropia . Para el caso del sistema 7 el
buffer de “Ells.mod.” y el de "Mit.mod" extrajeron
la LAPI que no se habfa observado con ningin otro
buffer, El buffer de PO4 + Albimina no extrae bien
las enzimas PGl y GOT en el sistema 8 pero si en el
7. Lo mismo pasa para el buffer de PO4 + DMSO
con la enzima GOT. En cambio, con el buffer de
semilla, los resultados se invierten para la enzima
GOT y con el buffer de Tris-mal para el locus PGII.
Estos resuttados indican que efectivamente factores
quimicos tales como el pH, la concentracién y
presencia de ciertos compuestos afectan la
expresién de las proteinas en el gel. Estas
diferencias pueden deberse a que enzimas
localizadas en diferentes partes de la célula
(citoplasma, mitocondrias, cloro plastos y
peroxisomas) tienen diferentes requerimie ntos de
extraccién, o diferente sensibilidad a la presencia y
concentracién de ciertos compuestos secundarios o
quimicos.

En cuanto al efecto del método de extraccién
sobre el nimero de loci polimérficos también se
recabaron algunas evidencias. Se observé que mien-
tras el patrén de bandeo de la MDH2 se mostraba
como pollmérfco (Folografxa 11.1a) al extraer con el
buffer de "Ells.mod.", €ste aparecia claramente
como no polimdrfico al extraer con buffer de "Mit.
mod” (ver fotografia I1.1b), observéndose bandas
claras y definidas que mostraban ausencia de varia-
cién. Para el caso de ACO sucedid algo similar; con
el buffer de “Ells.mod.” se encontraron individuos
aparentemente heterécigos, pero con el buffer de
“Mit.mod" se observé una sola banda para los
mismos individuos.

En lo que se refiere al niimero de bandas por
loci también se recabaron algunas observaciones.
En 12 GOT2 la expresién de una segunda banda en
los individuos homécigos se manifest6 claramente
algunas veces y otras no para el mismo individuo
tanto en el buffer de extraccién de "Ells.mod." como
en el de "Mit.mod". Se hizo un experimento donde
s¢ utilizaron macerados foliares de 6 individuos con
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. Fotograﬂa Il.1a. Patrén de bandeo de la Malato Deshidrogenasa al macerar el

tejldo vegetal con el buffer de extraccién de Ells.Mod. Debido al barrido de las

bandas, el locus de arriba parece variable.

Fotografia ll.1b. Patréon de bandeo de la Malato Deshidrogenasa al macerar el
tejido vegetal con el buffer de extraccién de Mit.Mod. Los individuos que apare-
cen en ésta fotografia son los mismos de la fotografia anterior y se puede ver

“que el locus de arriba no presenta variacion.



Tabla IL.3a. Prueba de buffer de extraccion en diferentes sistemas de buffer de corrimiento para todos
los estadios del ciclo de vida de Cecropia obtusifolia. (Los niimeros entre paréntesis indican 1a re-
solucion de las enzimas: 1 - excelente; 2 - buena; 3 - regular; 4 - malo; 6 barrido).

SISTEMA DE BUFFER DE CORRIMIENTO: HISTIDINA
BUFFER EXTRACCION SIN BUFFER PO4+ALBUMINA| ELLSTR. MOD. MITTON MOD
SDH1{1,24 MDH1S1.2,4) MDH1,2(1)
SDH2({2,3,4 MDH2(2,3,4,6) PGM1,2,3(1)
PLANTULAS MDH1,2{2,3) 6PGDH(6
DEL CAMPO ACPH1(1
MDH1(1) PGM1,2(1}) | MDH1,2 1§
MDH2(1,6) PGM3(1,6) PGM1,2{1
SDH1,2{2) ACPH1(1) PGM3(1,6}
PLANTULAS GPTi{1) = 6PGDH(1)
DE LABORATORIO GPT2(5) MNR(1)
Tl [, RS
JUVENILES MOHTE) -
ADULTOS: A ol
YEMAS MDH2(2 6PGDH(6)
SDH1(1,2 MDH1{1) PGM1,2(1) | MDH1,2(1
soﬁzéz,:;{ gg&s 21.26) Kgmﬁ{s) PGM1,2,321)
HOJA NUEVA MOHI1 234 apTi ai ) SPRDH()
GPT2{5) MNR(1)
SDH1(1,24 MDH1 1;
SDH2(2,3,4 MDH2(6
HOJA VIEJA MDH1,2{1,2,3) gs;(c(sgu(s)

T SRR DI 5 B (j:)

N

L e A I B T
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Tabla 11.3 b Continuacién

SISTEMA DE BUFFER DE CORRIMIENTO: SISTEMA 7
BUFFER EXTRACCION | SIN BUFFER SIMPLE CONKLE TRIS MAL SEMILLA
12, GOT2(4
srsen | ST S
PLANTULAS PGI2(3,4) PGI2{2
DEL CAMPO LAP2(4)
GOT2(2,3) GOT2§4)
PG (3,4) PGI2 ;
PGI2(2,3) MNR(1
PLANTULAS LAP2(4)
DE LABORATORIO
PGI1§1 4
PGI2(1,4
MNR(1)
JUVENILES
ADULTOS: T gggié‘i 6) LAP2(6)
YEMAS : PGI2(6
E%Er%(ss)) PGI1 a; LAP2(E)
HOJA NUEVA | Pai2te .

HOJA VIEJA
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Tabla 1.3 b Continuacién

SISTEMA DE BUFFER DE CORRIMIENTO: SISTEMA 7
BUFFER EXTRACCION PO4 PO4+ALBUM+DMSOl PO4+ALBUM PO44+SEMILLA PO4+DMSO
AR Palats o paR{)
PLANTULAS %r;zz((z;.a;)) GOT225) aoTan
DEL CAMPO DIAG 3 6)
PGI1 (1) PGI1(1 : PGH(1
PGI2(1) PGI2(1 T D . e : PGI2(1
GOTi(1 GOT1{1; e U e i GOT1 1;
PLANTULAS gotat GoTzls P | gorat
DE LABORATORIO | PIA(1,23,4.8) ’
=
PGI(1,2)
SSEA’,‘%‘“’ ey PGlzfm)
GOT2(1,2) _ g R GOT13)
JUVENILES DIA(1,2) ’ SN : 83}3{"
owros (T En o EE (@
YEMAS GOT2 234) GOTzH GonH 88%&%2 GOT2) 1§
(PGN (1,2,4)
s ) Fen rel) Fe
HOJA NUEVA GOT2(1) sorai &orat) _ eor@ GOHB
PGl (1,3) PG 1¢
A e
HOJA VIEJA GOWH




Tabla 11,3b, Continuacién

SISTEMA DE BUFFER DE CORRIMIENTO: SISTEMA7
BUFFER EXTRACCION | WYATT ELLSTRAND ELLSTRAND+DMsO | ELLSTR. MOD. MITT. MOD.
DIA(1,36 DIA(3,6) PGI1{1,2,4 PGl
o Pali()” Peli(1a pazr) " gg;%‘ﬁ
PLANTULAS PGI2(6) PGI2(1) PGi2(1 ggg ?; g on§ 1;
DEL CAMPO LAPI(} LAPY(1
LAPZM LAPzM
MNR(1) MNR(1)
DIA(1,6} A(2,6) PGt 1; NADRHOH({1) PGI‘I& ; ACPH(S)
PGI1(1 PGH 1,2) PGI2(1} RUBISCO(1} PGI2{2) LAP1(1)
PGI2(1 PGI2(1 GgT‘I 1; G6PO(1) LAPZ} ; gg:rl';"i ‘
PLANTULAS CAPLl boALy (TRl
DE LABORATORIO CAPR) Torun
MNR(1)  TPI2(1
TPI4(5)  ME(1,5!
DIA(2,3 GOT1(1 PGl1{26] PGI1(1,3,4) LAPYT
?8&2(‘3,’ PGI%? )2) Go'rzm g@;ﬁ‘i@) Pcuzfz,s PGI2(1,3) ’ GOsz
PGI2(2) PGI2(1 PGI2(1,2,3) GOT2(3,4) AP2%1) GOT1(1
JUVENILES ACPH(6) R (1)
MNR{1,6)
ADULTOS: §§gi‘g; DAL paiz)
2({6,
YEMAS ©
EoTe e B e e
HOJANUEVA  |PGiza pait Pl 88l 3g+;<§} Ty | GST Kehi
LAf;‘\((l))bG L{1} TP“!(‘I)
DIA(2) DIA(2) PGI1(1
Psnm Penm PGIZM
HOJA VIEJA PGi2(1 PGi2(1
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Tabla I1.3c. Continu

acién

HOJA VIEJA

SISTEMA DE BUFFER DE CORRIMIENTO: SISTEMA 8
BUFFER EXTRACCION TRIS MALATO HEPES CONKLE SEMILLA ARULSEKAR
;g:;(w Rlégz (3) R’é‘éz (4) DIA(2)
PLANTULAS ACPH(6) GOT2(2) GOT1(1)
DEL CAMPO GoT(1)
PGI1,
R R
PLANTULAS :
DE LABORATORIO
JUVENILES
ADULTOS:
YEMAS
AéPH(Z) ACPH(2)
DiA(2). DIA(2) .-
HOJA NUEVA ‘ GOT2(5)
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Tabla 11.3 ¢. Continuacién...

SISTEMA DE BUFFER DE CORRIMIENTO:

SISTEMA 8

BUFFER EXTRACCION VEG. BUFFER 1

VEG. BUFFER 2

VEG. BUFF.2+BISULF Na
+ DMSO; sin Tergitol

) ACPHE) e
PLANTULAS @4 e
DEL CAMPO
PLANTULAS

DE LABORATORIO

JUVENILES
ADULTOS: e ggﬁ’ ’
YEMAS e
, Gonis)" —=
IPGIY(3)
HOJA NUEVA paizli) -

HOJA VIEJA




Tabla 11.3 € ‘Continuacién

SISTEMA DE BUFFER DE CORRIMIENTO: SISTEMA 8
BUFFER EXTRACCION | ELLSTRAND+MERCAPTO ELLSTR. MOD. | ELLSTR.MOD.+METABISULF] MITT. MOD.
| ACPH GOT
DA PaI2(1) MNR( ) GoTs gora()
PLANTULAS GOT1(1) ggT1q) MNR(1,6)
DEL CAMPO GoT2(1) T2
PGl1(1) ACPH(1
PGI2(1) ) GoTS) goral)
GOTI{1 - . :
PLANTULAS GoT2(1
DE LABORATORIO
PGI1{1) ACPH(2) PGI1{1; ACPH§1,4)
PR WL S S
JUVENILES gor) MNR(1,6)
ADULTOS: oA AchH228)
YEMAS MRS
PGI1(1) ACPH(1, GOT1(1)
HOJANUEVA | oia@) ggni uiite
GOT2(1) ACPH(2) .
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cuatro buffer de extraccidn diferentes: "Mit.mod”,
"Ells.mod." normal y "Ells.mod." ¢n concentra-
ciones de 1.5X y 2X. Tres individuos presentaron
el mismo genotipo con los cuatro buffer; 2
aparecieron con dos bandas con "Mit.mod" y una
con "Ells.mod." y 1 individuo present6 dos bandas
con el buffer de "Ells.mod." y una con el buffer de
"Mit. mod”.

El dnico buffer de extraccién que funcioné

para todos los estadios ontogenéticos de Cecropia

, para todos los loci polimérfices mon-

tados, y con el cual se obtuvieron patrones de

bandeo consistentes fué uno similar al utilizado por

(Mitten, Linhart et al. 1979) con algunas
modificaciones (Tabla IL.4):

TABLA 11.4 Composicién del buffer de
extraccién de (Mitton, Linhart et al. 1979) y del
modificado para Cecropia obtusifolia.

Mitton  "Mit. mod"
Compuesto
Geo 2 038 ¢ 0.38 g
DIECA 0.137 g ~0.137
Borato de Na 055¢g —
Tetraborato de Na ~-----~-
BisulfilodeNa 0Q.i5g
Bisulfitode Nay
Metabisulfitode Na  —~----
PVP 40 200 g
L-Acido ascérbico 2.00 g
KH2PO4 pH 7.0 4.0 mi.
DMSO 4.0 ml
2-fenoxietanol 25 mi.
Mercaptoetanol .08 ml
DTT eeeeees

No se hizo ninguna experimentacion previa
para decidir si utilizar Borax o borato de Na, ni para
cambiar de Bisuifito de Na al reactivo que tiene una
mezcla de bisulfite con metabisulfito de Na. Sin
embargo, si se observé que con afiadir mis PVP y
utilizar DTT se mejoraba la expresién de tres loci
polimérficos: Fel, AK3 y PGM3. Ademds sola con
este buffer se obtenian patrones de bandeo
consistentes para la GOT2.
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DISCUSION

Los resultados de la experimentacién con los
buffer de extraccién para
corroboran la observacién de que las condiciones
qufmicas de extraccién pueden afectar de manera
importante los patrones de bandeo de electroforesis
en geles de almiddn. Se encontrd que el nidmero de
loci totales, el ndmero de loci polimérficos y el
nimero de bandas por loci pueden variar para
diferentes enzimas segin las condiciones de
extraccién,

Los resultados de este capitulo también
muestran que el estadio de ciclo de vida y el grado
de desarrollo foliar pueden afectar la expresién
enzimdtica de tejido de una misma especie. El buffer
de extraccién de "Elis.mod." resolvi6 el problema de
extraccién de los adultas colectados del campo y de
las pldntulas crecidas en el laboratorio (excepto la
MDH2 como vimos anteriormente). Este buffer
presenta pocos compuestos quimicos pero con casi
todos los tipos de funciones posibles: el PVP forma
puentes de Hy con los fenoles, inhibe competiti-
vamente a la o-difenoloxidasa y forma enlaces can
taninos; el DTT es un agente reductor; el DMSO
forma puentes de Hy con fenoles v ¢l Mercapto-
etanol es un agente reductor, forma puentes de Ha

con los fenoles y es inhibidor compelitivo de la o-
difenoloxidasa. Sin embargo, con este mismo buffer
no fue posible extraer las enzimas de tejido foliar de
plﬁmulas % juvemlcs colectados del campo. Para
éstos fue necesario utilizar el buffer de "Mit mogd."
que tiene muchos mds compucstos que el de
"Ells.mod.". Este resultado nos indica que en las
pldntulas y juveniles crecidas en condiciones
naturales existe una mayor dificoltad para extraer las
enzimas del tejido, probablemente debido a la
presencia de una mayor concentracién o variedad de
fenoles, que en plintulas crecidas en el laboratorio y
en adultos.

Como conclusién de lo aprendido en esta
parte del trabajo se sugiere que al buscar un buffer
de extraccién para la expresién de enzimas en uma
especie particular se comience con un buffer muy
simple que combine compuestos quimicos con
varias funciones (ver tabla 11.2). Por ejemplo el de
"Ells.mod.”, que contiene PVP, mercaptoetanol,
DTTy DMSO (este campuesto quimico se debe usar
con precaucién porque existen reportes en la
literatura (Kelley y Adams 1977) de que permea-
biliza las membranas permiticndo la entrada de



sustancias téxicas). Estos compuestos realizan casi
todas las funciones de los componentes quf micos
mostrados ¢n la tabla I1.3. En caso necesario, serfa
recomendable ir afiadiendo 4 compuestos mis:
DIECA, metabisulfito de Na, Borax y 4cido
ascérbico. Dicha experimentacién, en contraste al
uso de un buffer complicado reportado en la litera-
tura, puede desenmascarar posibles problemas de
expresién de algunas enzimas y de interpretacién de
los patrones de bandeo, asf como evitar el uso de
compuestos innecesarios.
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CAPITULO IO

MONTAJE DE LOCI
ENZIMATICOS

PRESENTACION Y OBJETIVOS

Existe una extensa lista de trabajos que han
utilizado marcadores enzimdticos para estudiar la
biologfa de poblaciones de especies vegetales
(Gottlieb 1981). El niimero de loci polimérficos
montados depende de la especie y del nimero de
poblaciones con que se trabaje, pero también de los
objetivos de cada estudio particular. Sin embargo,
en la mayoria de los estudios se montan relativa-
mente pocos loci y casi nunca se evalua la
representatividad de la muestra de isoenzimas o si
ésta es sesgada con respecto a la variabilidad de las
enzimas (Gillespie y Kojima 1968; Gillespie y
Langley 1974; Johnson 1974). En este trabajo se
intent$ montar el mayor nimero de loci polimérficos
posible para Cecropia obiusifolia porque uno de los
objetivos del proyecto general era hacer un anlisis
de paternidad (Chakraborty, Meagher et al. 1988),
pero también porque se pretendfa evaluar la repre-
sentatividad de la muestra de isoenzimas en cuanto a
la variabilidad genética.

En este capitulo se describe el montaje de 48
loci, se presentan sus zimogramas y ia interpretacién
genética de los loci polimérficos. Ademds, se
discute la validez de dichas interpretaciones con base
en lecturas repetidas de los genotipos de cada indi-
viduo, de arreglos genotipicos de progenie de plan-
tas madres cuyo genotipo se conoce, y Se presentan
andlisis preliminares para corroborar la herencia
mendeliana de los loci. Finalmente, se discute la
variabilidad isoenzimdtica encontrada para Cecropia
obtysifolig en términos de la funcién, la estructura
molecular de las enzimas estudiadas y la ruta
metabdlica en la que participan.

ANTECEDENTES

Las enzimas pueden presentar varias formas
moleculares detectables electroforéticamente (iso-
enzimas). Dichas formas estdn codificadas por
diferentes loci genéticos y para las isoenzimas
polimdrficas es posible detectar varios electromorfos
que se interpretan como diferencias alélicas (alo-
enzimas). Por lo tanto, los patrones de bandeo alo- e
isoenzimdtico pueden ser utilizados para cuantificar
las frecuencias génicas y genotipicas, que constitu-

yen los estimadores bédsicos de la composicién
genética de una poblacién. La variaci6n a este nivel
ha sido ampliamente documentada en organismos
biolGgicos en condiciones naturales(ver revisién en
Hartl y Clark 1989.)

A pesar de que las isoenzimas son dtiles para
obtener estimaciones de la variacién genética de las
poblaciones biol6gicas, existen tres tipos de factores
que pueden sesgar o limitar el uso de dichas estima-
ciones. El primer grupo de factores est4 relacionado
con la representatividad del genoma y la capacidad
técnica de deteccién de la variacién existente a nivel
enzimdtico. En primer término, la variacién a nivel
enzimdtico solo representa loci que codifican para
proteinas, y una proporcién importante del genotipo
no queda representada en estudios a este nivel
(Gottlieb 1981; Lewontin 1974). En segundo tér-
mino, parte de la variacién a nivel aloenzimdtico
mismo puede no ser detectada por los métodos
convenclonales de electroforesis (Ramshaw, Coyne
et al. 1979). En tercer lugar, el muestreo de las
enzimas incorporadas en un estudio particular puede
ser sesgado hacia las proteinas con mayor o menor
susceptibilidad de variacién alélica. Lewontin (1974)
ha puntualizado que la variacién genética puede estar
subestimada en estudios de Drosophila y Mus en los
cuales se han sobrerrepresentado las enzimas de la
glucdlisis, que son menos variables que ¢l resto (ver
también Gillespie y Kojima 1968; Johnson 1974).

Un segundo grupo de factores que puede
sesgar los resultados obtenidos, con base en estu-
dios de isoenzimas, involucra a los procesos bioqui-
micos que producen artefuctos en las bandas electro-
foréticas. Varios factores bioquimicos pueden pro-
ducir patrones de bandeo como producto de efectos
ambientales mds que de variaciones genéticas, o
como efecto de las condiciones de extraccién como
se discutig en el capitulo anterior. Por ejemplo, se
pueden encontrar diferencias electroforéticas en la
misma isoenzima cuando ésta se presenta en
diferentes estadios del ciclo de vida de un organismo
(Powell y Lichtenfels 1979). Las diferencias se dan
con respecto a carga, habilidad catalftica y/o res-
puesta a las modificaciones ambicntales. Estas
diferencias pueden ocurrir debido a las modifica-
ciones que ocurren después de la sintesis. General-
mente se les llama modificaciones postranscrip-
cionales y se pueden encontrar varios tipos: 1)
Fosforilacién (en la cual un fosfato se esterifica al
grupo Hidroxilo), 2) Glucolisacién (en fa cual uno o
mds aziicares se pegan a la molécula) y 3) Metilacién
o acetilacién (en el cual se anaden uno o mds grupos



meti} o acetil). Las modificaciones postranscrip-
cionales repercuten de tres maneras sobre el
polimorfismo encontrado: 1) aparecen como varia-
cién heredable, 2) aparecen como variacién no
heredable y 3) si los loci que modifican son
dominantes, los heterécigos de 1a enzima no se
observan (Finnerty y Johnson 1979).

Finalmente, existe un tercer tipo de factores
que tienen imponancia porque pueden afectar el
patrén de segregacién alélica y distribucién de loci
enziméticos, que generalmente se asumen como
mendelianos. La segregacién no mendeliana de un
locus puede deberse a la existencia de deriva
mei6tica (e.g. Lewontin y Dunn 1960; White 1978),
seleccién gamética (Mulcahy y Kaplan 1979),
seleccién zigética (Mulcahy y Kaplan 1979) o
seleccién en los estadios previos a la fase del ciclo
de vida estudiado (e.g., en el paso de semillas a
pldntulas). La distribucién no mendeliana de los loci
ocurre cuando éstos se encuentran en el mismo
cromosoma y suficientermente cercanos entre si
como para tener tasas de recombinacién menores
que 0.5 (Hartl y Clark 1989). La herencia de los
marcadores enzimdticos deberd tomarse en cuenta al
utilizarlos para estimar los pardmetros de la
estrucutura genética de las poblaciones, o para hacer
otro tipo de andlisis {e.g., andlisis de paternidad, ver
Ellstrand y Levin 1990, y capitulo V).

La variacién a nivel enzimdtico ha sido
ampliamente documentada en especies vegetales
(Gottlieb 1981). En plantas, el nimero de isoen-
zimas pénicas es bastante constante entre especies y
refleja, por un lado, ¢l niimero de compartimentos
subcelulares (mitocondrias, plistidos, peroxisomas
y citoplasma) en que se requiere Ia misma reaccidn
catalitica (o una reaccién catalizada por esa enzima),
y, por otro, la presencia de mds de una isoenzima en
el mismo compartimento. Esto dltimo indica un
proceso de duplicacidn génica o, en el caso de espe-
cies poliploides, de adicién de genomas (Gottiieb
1982).

Con base en la informacién del niimero de
loci que se prueban y montan en diferentes especies
y en informacién bioquimica, fisiolGgica y celular se
han postulado hipétesis acerca del potencial de
variacién genética de las enzimas, en relacién a su
localizacion celular, su estructura quimica y su papel
funcional en las vias metabélicas (Gottlieb 1974
Johnson 1974; Johnson 1979; Kephart 1990;
Zouros 1979). Esta informacidn es de gran relevan-
cia ya que, por un lado, sirve para obtener patrones
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de variacién que sustenten el planteamiento de
hip6tesis acerca de los factores bioquimicos y
fisolégicos que favorecen o no la vanabilidad alo-
enzimdtica y, por otro lado, permiten evaluar la
validez de estimaciones de variacién genética de una
poblacién con base en una muestra particular de
enzimas (Lewontin 1974).

Hay evidencia de que las isoenzimas tienen
diferente grado de variabilidad dependiendo de su
localizacién subcelular (esto puede deberse a la
funcién biolégica especifica que realice la isoen-
zima). Por ejemplo, las PGI de pldstidos de varias
especies de plantas son menos variables que las del
citoplasma tanto en la cantidad de alelos, como en
Iasgmovilidades electroforéticas de €stos (Gottlieb
1982).

Existe también cierta evidencia sobre la
relacién entre el grado de variabilidad electroforética
y 1a funcién catalitica de las enzimas. Se sabe que las
enzimas que utilizan muchos sustratos, usualmente
artificiales (peroxidasas, fosfatasas, esterasas y pep-
tidasas), son més polimérficas y variables en su
estructura cuaternaria que aquelias que actdan sobre
un dnico sustrato dentro de la célula (Gottlicb
1981; Zouros 1979). En general, las enzimas que
funcio nan con un solo sustrato estén involucradas
en el metabolismo intermedio, mientras que las de
mil tiples sustratos catalizan reacciones més
generales (Gotlieb 1981). Tambicn se ha propuesto
(Johnson 1979) que las enzimas reguladoras son
més variables que el resto y que este hecho pucde
tener cardcter adaptativo. Finaimente, se ha
observado que aque las enzimas directamente
relacionadas con la glucé lisis (e.g., HK, PGM,
TPI y PGI) son menos variables que el resto de las
enzimas (Kojima, Gillespie y Tobari, 1970, citado
en Lewontin 1974),

Ya que resulta diffcil evaluar qué enzimas y
qué isa ~:zimas de éstas las reguladoras, Gortlieb
(1981) sugiere relacionar la variabilidad isoenzimética
con las caracteristicas estructurales como peso
molecular ¥ nitmero de subunidades, més que con
su funcidén. Se espera que las enzimas mds grandes
sean mis variables que las pequefias por estar
codificadas por un ndmero mayor de genes (Gottlieb
1981). Tambien se sugiere que las enzimas mono-
méricas sedn mds variables que las oligoméricas,
porque en las Gitimas hay un mayor nimero relativo
de aminodcidos en el sitio activo que en las
primeras, y esto restringe ¢! niimero de lugares
donde se puede mantener la variacién (Gottlieb



1981),
MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se utilizaron macerados de
todo el tejido foliar sin hacer extracciones sub-
celulares parciales ya que se sabe que no hay forma-
cién de enzimas hibridas entre las subunidades de
proteinas oligoméricas localizadas en diferentes
compartimentos subcelulares (Gottlieb 1982). La
metodologfa de colecta, conservacidn, extraccién,
electroforesis y tincién de las muestras se detalla en
el Apéndice 1.

Para esta parte del trabajo se incluyeron
todos los individuos adulios de Cecropia ifoli
encontrados en una parcela de 5 hectireas y una
franja de 30 metros alrededor de ésta en la selva de
Los Tuxtlas, Veracruz (frea total 8.96 ha). Se
colecté material foliar de 1a segunda a la cuarta hoja
de 45 4rboles macho y 54 drboles hembra.

Se corrieron 30 geles ¢n 4 sistemas de buffer
(sisterna 7, 8; Histidina y Morfolin). Se probaron 33
enzimas para 18 a 300 individuos cada una (ver tabla
111.2). Los sistemas de buffer utilizados y las recetas
de tincién especificas para cada enzima se describen
en el Apéndice 1. Para cada uno de los loci se midié
1a migraci6n de cada alelo (ver figuras 3.1 a-f).

Cada individuo fué determinado genética-
mente para cada uno de estos 9 loci polimorficos un
promedio de 4 veces para corroborar las lecturas y
evaluar la repetitividad de las mismas. Para compro-
bar la herencia e interpretacién genéiica de los pawro-
nes de bandeo de los 9 loct pelimérficos con clara
resolucidn se corrieron 30 individuos (progenie) de
3 madres con genotipo conocido, y 10 individuos de
otras 3 madres. Con estos datos se Hevaron a cabo
andlisis preliminares para corroborar Ia herencia
mendeliana de los loci montados. El primer andlisis
se realiz6 para probar la segregacion aleatoria de los
alelos y el segundo para probar la distribucidn
independiente de los loci. En ambos casos se utilizé
una prueba de G (si los grados de libertad son
iguales a 1 se hizo una correccion de Yates {Sokal y
Rohlf 1969; pdg. 591] para comparar las frecuencias
genatipicas observadas y las espera das en la
progenie asumiendo apareamiento aleatorio (ver
Apéndice 2.a).

Para probar si el grado de variabilidad de las
enzimas es independiente de sus caracteristicas
estructurales y funcionales se utilizé un modelo log-
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linear y una prueba con base en ¢l estadistico G, Se
probé 1a hip6tesis nula de que la proporcién de
enzimas polimérficas y monomérficas es indepen-
diente de la caracter{stica protefca considerada en
cada caso. En todos los casos el niimero de grados
de libertad fue igual al ndmero de clases conside-
radas (de la caracteristica estructural o funcional)
menos uno (Zar 1974, pg. 67). En los casos en que
la G resultS significativa, se aplicé una prueba de
comparacién muiltiple a posteriori por STP (Sokal y
Rohlf 1969, pg. 582-584) para probar entre cuales
de las clases habfa diferencias significativas en la
proporci6n de enzimas polimérficas.

RESULTADOS

De 37 enzimas probadas, 26 tuvieron activi-
dad y 48 loci mostraron buena resolucién
De éstos, 13 resultaron polimdrficos, pero
para cuatro (para las enzimas: AK, GPT,PGAL,
TP1) atin no tenemos una interpretacién genética
confiable por lo que no se consideraron en los
andlisis posteriores.

En las Figuras 3.1a, b, ¢, d, e y { se
muestran los zimogramas para 26 enzimas y 48 loci.
A continuacién se presenta la interpretacién genética
de los 13 loci polimérficos con buena resolucién,
En el resto se observé sole una banda para todos los
indiviudos analizados en cada una de las zonas de
actividad enzimdtica interpretada como un locus
diferente.

GOT. Presenté dos zonas de actividad
enzimética una a 0.9 cm y otra a 4.0 cm. Esta
segunda isoenzima, GOT2, tifie mds intensa y
rapidamente que la otra por lo que aparece antes en
el gel. Tanto la GOT1 como la GOT2 presentan 2
alelos y los tres genotipos esperados; sin embargo,
para esta iltima isoenzima 1a frecuencia del genotipo
22 es baja y varios individuos con genotipo 11
presentan algunas veces una segunda banda.

AcPH. Para esta enzima se abservaron dos
zonas con actividad enzimftica. La AcPHI se
encuentra a 0.8cm del origen y es un locus mono-
mérfico, 13 segunda isoenzima estd a 2.5cm del
origen y presenta tres alelos con los seis genotipos
esperados. Sin embargo, en este caso es muy difici
distinguir a los genotipos 11, 12 y 22 parque los
dos primeros alelos se encuentran muy cerca en tre
sf.

Fe. Presenta tres zonas de actividad; las dos
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primeras se han interpretado como dos loci polimér-
ficos con 3 alelos cada una y la ditima representa un
locus monomérfico. La Fel se encuentra a 3.8cm, la
Fe2 a 5.8cm y la Fe3 a 6.1cm del origen, Para la
Fel no se han encontrado individuos homdcigos 11
ni 33 y casi no se observan individuos heterécigos
12 6 13, El alelo 1 de la Fe2 tiene una frecuencia
muy baja; no se han encontrado individuos con
genotipos 11 y 22 y muy pocos 12.

LAP. En esta enzima se presentan 2 zonas
de actividad, una adcmy laotraa 5.1cm. La LAP1
es un locus monomérfico mientras que la LAP2 es
polimérfico con tres alelos, encontrdndose los seis
genotipos esperados. Los homdcigos 11 y 22, y
heterécigos 12 se presentan en muy bajas frecuen-
cias. En este locus el alelo 1 tifie muy tenuemente y
es importante dejar tefir a la enzima durante un
tiempo suficiente para cersiorarse de que este alelo
aparezca en el gel.

PGM. Presenta 3 zonas de actividad a 1.8,
2.1 y 3.6 cm del origen. Las tres isoenzimas son
polimérficas con dos alelos cada una pero las dos
primeras presentan frecuencias muy bajas para
alguno de los dos alelos y presentan poca actividad
en algunos individuos, Para la PGM3 hemos encon-
trado los tres genotipos bien representados.

Para las siguientes cuatro enzimas aun no se¢
tiene una interpretacién genética clara, pero se
describen de manera preliminar.

AK. Presenta 3 zonas de actividad a 2.0,
2.6 y 4.6 cm del origen. Los dos primeros loci son
monomérficos y el dltimo es polimérfico con 2
alelos y los tres genotipos esperados.

GPT. Presenta dos zonas de actividad a 1.9
y 4.0 cm del origen. El primer locus es monomér-
fico y el segundo polimérfico aunque sélo se han
observado Jos genotipos 11y 12,

P GAL. Presenta 1 zona de actividad a 4.1
cmdel origen. Este locus es polimérfico con 2 alelos
aunque sélo se han visto los genotipos 12 y 22.

TPI. Presenta 4 zonas de actividad a 1.8,
2.5, 3.1y 5.2 cm del origen. Los loci 1,2 y 4 son
monomérficos y el tercer locus es polimérfico con 2
alelos. Sélo se han logrado observar los genotipos
12y 22,

En la tabla IIl.2 se muestran todas las
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enzimas montadas para ia obtusifolia a partir
de macerados de tejido foliar, el ndmero de loci
montados, y algunas caracterfsticas estructurales y
funcionales de las enzimas.

Los genotipos de 6 arreglos de progenie de
plantas madre con genotipo conocido para todos los
loci polimérficos son coherentes con los genotipos
de la planta madre. Sin embargo, ain se tienen
problemas para distinguir entre algunos de los
genotipos de tres de los loci polimérficos montados.
Las cuatro lecturas repetidas para cada individuo
coincidieron para los loci GOT1 y 2, FE1 y 2,
LAP2, y PGM3. Pero en la AcPH2 hubo incon-
gruencias entre lecturas para los genotipos 11,22y
12, y en la PGM1 y 2 hubo incongruencias entre
lecturas de los genotipos 12 y 22.

Como pruebas preliminares de la herencia de
los loci polim6rficos montados se presentan datos de
la distribucién genotipica de la progenie de plantas
madre con genotipos conocidos. Estos se utilizaron
para probar las hipétesis de segregacién alélica y de
distribucién independiente de los loci. Para probar la
primera hipétesis se compar6 Ia distribucién genoti-
pica observada en 15 arreglos de progenie de plantas
madre con genotipos conocidos, con 1 distribucién
esperada suponiendo aparemientos al azar con la
poblacién de machos muestreada y segregacién
mendeliana (Tabla 1113, y Apéndice 2.a). Las
frecuencias observadas y esperadas difirieron signi-
ficativamente en 7 de los 15 arreglos. De éstos, 3
corresponden a los tres arreglos probados para
AcPH2, y los otros cuatro a arreglos de GOT1y 2,
de PGMI y de FEI cada uno.

Como un primer acercamiento para corro-
borar la distribucién independiente de los loci se
hizo un andlisis de ligamiento entre todas las parejas
posibles de loci con base en los datos de uno de los
arreglos de progenie de plantas madre con genotipo
conocido.En este andlisis se compard la distribucién
de frecuencias de los genotipos bi-loci observada en
la progenie, con la distribuci6én esperada suponiendo
que los loci de la pareja en cuestion se distribuyen
independientemente y el apareamiento es al azar
(Tabla 1114 y Apéndice 2.a). Diecirueve de las 36
parejas de distribuciones comparadas resultaron
significativamente distintas entre si. De éstas, 8

corresponden a genotipos bi-loci de AcPH2 y algin

otro locus, y el resto de las isoenzimas presentaron

de 2 a 5 parejas con distribuciones estadisticamente

distintas a las esperadas.



Tabla IIL.2 Enumas extrafdas de macerados de
tejido foliar de

EnzimaE.C Sus N. RM#de F Cacropia
isoen,
#loci#loci
pol.

ACO M (US)205 AT.1-3 L 1 0
AcPH D NR(MS$)300 L. 24 H 2 1
AK M RMS)I0 L. 12 T 3 1
EST M NR(MS)23 L. Var H 2 0
Fe M NRMS$)300 L. Varr. H 3 2
FUM T NR(@US) 21 AT 1 L 1 0
Gal M NR(@US) 31 L 7 H1 0
Gal M NR(US) 29 L. ?7 H'1 1
G2DH M? sy 21 ? ?2 03 0
G6PD D R(US) 32 PCC 201 0
GDH T (US) 23 MAA2 O 1 0
GOT D NR(US) 300 MAA24T -2 2
GPT M R@US) 71 MAA? T : 2 1
HK M R@US) 40 G 23T 2 0
IDH** D NR 74 7 2. 01 0
IDH* D R A.T. -

LAP M NR(MS)300 L. 2-3H=:2 ]
MDH** D NR 224 AT. 3:0.2 0
MDH* D NR B
MNR D ? 72 L. 14401 0
NADHDH ? 71 2 - 2.0 0
6PGDHD NR(US) 92 P 2:02 0
PGI D RUS)3 G 2. 12 0
PGM M R 300 GLU 2 T 3 3
RubiscoM ? 23 C. 771 0
SDH M ? 118 L. 120 2 0
SOD D NR(@US)43 L 120 2 0
TPI D NRUS)18 CCG2 I 4 1

*Mitocondrial; **Citoplasmitica.
E.C. Estructura cuaternaria Sus. Sustrato

M:Monémero NR; No reguladora
D:Dimero R: Reguladora
T:Tetrdmero US: Unico sustrato

MS: Miiltiples sustratos

N. nimero de individuos corridos

R.M. Ruta metabdlica en F. Funcién:
la que participan: 0:0xido-reductasas
C.C: Ciclo de Cal vin T:Transferasas
A.T: Acidos tricarboxilicos H:Hidrolasas

P: Metabolismo de las pentosas L:Liasas
especifica I:Isomerasas
G: Glucdlisis

M.A.A: Metabolismo de

aminodcidos

GLU: Gluconeogénesis

L: No participan en una ruta metabélica especifica.

De las 26 enzimas montadas para Cecropia
obtusifolia, 3 (TPI, PGM y AK) presentan mis
isoenzimas de las que se reportan en la literatura,
probablemente debido a un proceso de dup]icacién
génica en nuestra especie. Cuatro de las enzimas
(G6PDH, GDH, MDH y NADHDH) presentan
menos isoenzimas de las reportadas para otras
especies, y esto puede deberse a una inadecuada
extraccién de estas enzimas del tejido de Cecropia
(Tabla II.2).

Con base en los resultados de la tabla I11.2
se analiza la relaci6n entre la variabilidad protéica
encontrada en Cecropia obtysifolia y algunas de las
caracterfsticas estructurales de las enzimas ensa-
yadas. En primera instancia, se encontr§ que aunque
la relacién entre la estructura cuaternaria y la varia-
bilidad de las enzimas estd en la tendencia esperada,
la proporcién de enzimas polimérficas y monomé-
rficas es estadisticamente independiente de la estruc-
tura cuaternaria de las protefnas (G = 1.7304; g.1.=
2; p > 0.05). De todas las isoenzimas probadas sélo
hay 2 que son tetraméricas y ambas son monomd-
rficas; 24 son monoméricas y de €stas § son poli-
morficas; y 20 son diméricas y de €stas S son poli-
mérficas.

La tendencia de la relacién entre la
proporcién de enzimas polimérficas y el ndmero de
sustratos que utilizan también estd en el sentido
esperado. Sin embargo, dicha tendencia tampoco es
estadisticamente signiﬁcaliva (G=0.9582; gl =1;
p > 0.05). De todas las isoenzimas montadas 12
tienen sustrato variable y 5 de éstas son polimér-
ficas, mientras que 25 tienen un solo sustrato y 5
son polimérficas.

En cuanto al papel regulador de Ias enzimas
encontramos que de las 13 isoenzimas reguladoras
que se montaron, 5 son polimérficas para nuestra
especie; y de las 24 no reguladoras, 8 son polimér-
ficas (para este andlisis no Se considero a ta IDH por
no saber de qué isoenzima se trata). En este caso la
tendencia esperada también se cumple (las regula-
doras son ligeramente mds variables que las no
reguladoras). Sin embargo esta tendencia tampoco
es estadisticamente significativa (G = 0.0021; g.1. =
1; p> 0.05).

La proporcién de isoenzimas polimérficas si
es significativamente dependiente (G = 25.8484;

g.l. = 6; p > 0.001) de la ruta metabblica en la que



Tabla 111 3 Analls1s de progenle de madres con genotlpo conocxdo

de. Cecropia obtusifolia

L Genotipos Estadistico ,:,i;ﬁl,?:.,
- [ENZIMA 9 N|l1l {22 133|12 113 | 23 G P
LAP 33|80 ---] --- | 69 | --- 7 4 1.2518] NS
13(30| O --- 1 12 0 i7 1 1.2363] NS
2250 ---| 40 --- 10 -- --- |6.5091 . 01<r<.00y
0T1
G 12128 5 6 --- 17 --- --- 11.5166] NS
GOT2|11{108| 65 ---{---143 - == --- 143,029] p<.001
g 13120 15 - -~ 0 0 5 0 26.943| p<.001
a 12| 30| 25 3 - == 0 2 0 53.669] p<.001
< |11l29 27 | -=- | -=- 0 2 --- |25.481]P<.001
Fel 22|78 --- 76 | --- 0 -—- 2 6 .3956 Los<e<.025
Feo 33|64 ---| ---| 51 - 1 12 1.519 NS
23|26 --- 2 13 0 0 11 |2.3762| NS
PGM122(89f --- 88 | --- 1 —-- ~-= |4.6244 | os<pc.025
PGM2{11180 79 | --- | -~- 1 -—- - 0 NS
22176 ---| 71 {--- 5 - - - --- 13.5591] NS
PGM3[1ol29] 4 | 12 |--- 113 [ —--| --- [1.5301] NS

Se utilizd el estadistico G para comparar las frecuencias genotipicas observa-
das con las esperadas. Ver texto para detalles de analisis.
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Tabla 1li.4 Anélisis de ligamiento de 9 loci con base en la distribucién genoti-

pica de la progenie de una hembra de genotipo conocido para Cecmp/a obtusitolia

GOT1| GOT2 | Fel Fe2 | PGM1 {PGM2 [PGM3 [AcPH
LAP 9.3942 23.1026 | 7.1296 1 33.1617 | 6.8137 | 4.7529 {15.9691]31.561
NS P<0.001 NS P<0.001 NS NS -005>P>. 001} P<0.001
GOTl 22.3726 | 4.6997 | 10.2429 | 2.94883 | 0.407 | 7.1657131.971
L005>P>, 001 NS NS NS NS NS P<0.001
8.6203 ] 14.5936 | 8.3619 [6.7719 |14 .4833]{46.745
GOT2
NS 0.01>P>0.005], 05>P> . 025}, 01>P>.005]. po5>p>. 001 P <0-001
Fel 8.9436 2.9242 | 8.0348|3.1241{26.828
e NS NS L025>P> 01 NS P<0.001
Fe?2 13.2861 {10 .8257]12.3135(|32.175
.025>P>, 01].006>P>. 001 NS P<0.001
. .26 .
PGM1 2318 13.2639(23.021
NS NS P<0.001
.4938 | 19.85
. - PGM2
Nota: Se utilizé el estadistico G para comparar NS |P<0.001
las frecuencias genotipicas esperadas con las 28.972
PGM3 p<0.001

observadas, Ver texto para detalles de anélisis.
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participan (4cidos tricarboxflicos, glucélisis, libre-no
estdn en alguna ruta metabélica especifica , metabo-
lismo de pentosas, gluconeogénesis, metabolismo
de amino 4cidos, y ciclo de Calvin). Una prueba de
comparacién miltiple mostré que las isoenzimas de
la gluconcogénesis son significativamente mds
vanables que el resto excepto de aquellas que partici-
pan en metabolismo de amino4cidos. Pero, estas
\iltimas no difieren significativamente (p < 0.05) en
cuanto a porcentaje de isoenzimas polimérficas de
las isoenzimas del resto de las vias metab6licas. Tam
bién se probé que, para el caso de Cectpia
. las enzimas que participan en la glucé-
lisis (HK, PGI y TPI) no son significativamente
menos variables que las que participan en las dem4s
vias metabélicas (G = 0.4840; g.1. = 1; p > 0.05).

Finalmente se encontré que la funcién enzimética de
las protefnas montadas, también parece estar relacio-
nada con la variabilidad de las mismas. Se encontré
que la proporcién de isoenzimas polimérficas y
monomdrficas es significativamente dependiente (G
= 18.5671; g.l. = 4; P < 0.001) de 1a funcién que
desempeiian (hidrolasas, tranferasas, liasas, oxido-
reductasas ¢ isomerasas). Una prueba de compa-
racién muiltiple para estos datos mostré que las
hidrolasas, isomerasas y transferasas no difieren
entre s{ en cuanto a la proprocién de isoenzimas
polimérficas, pero las hidrolasas y transferasas sf
son significativamente (p<0.05) mds variables que
las liasas y oxidoreductasas.

DISCUSION

El montaje de 48 loci para Cecropia
obtusifolia cofirmé que el buffer de extraccién
utilizado funciong satisfactoriamente en ta extraccién
de un gran nimero de isoenzimas. Ademds el hecho
de que el nimero de loci para la mayorfa de las
enzimas sea 1gual en Cecropia obtusifolia que en el
resto de las especies vegetales estudiadas, corrobora
que se logré una extraccién enzimdtica satisfactoria
(ver tabla 111.2).

En este trabajo se ensayaron y montaron un
nimero de loci mayor del que generalmente se
ensaya en estudios de poblaciones de plantas
{promedio = 26 loci; Hamrick, Linhart et al. 1979;
Hamirick ay Loveless 1986b). El ensayar un gran
némero de loci para una especie tiene la ventaja de
mejorar la representatividad de la muestra del

genoma-al estimar la variacién-genotipica de las,
poblaciones. Ademds, solamente.cuando se tiene un,
nimero suflcxcmemcme grande de lom se pueden;

probar las hipétesis acerca de 1a relacién entre la
variabilidad de las enzimas y sus caracterfsticas
estructurales y funcionales.

Las lecturas repetidas de los individuos y los
genotipos observados en arreglos de  progenies
pro venientes de plantas madre con genotipo
conocido mostraron que las interpretaciones
genéticas de la mayorfa de los loci son consistentes.
Alin se tienen problemas en tres de los loci (AcPH2,
PGM1 y PGM2) en que resulta dificil discernir entre

algunos de los genotipos. Para solucionar este |

problema, se van a obtener, a partir de la progenic
de los dos padres con genotipo conocido, individuos
controles que tengan los genotipos problema (11, 12
y 22 para la AcPH2; y 22 y 12 para la PGM1 y 2).
Estos controles se utilizardn al correr muestras de
todos los individuos que pueden tener estos
genotipos proble ma de acuerdo a las
determinaciones que ya se han hecho para estos
mismos individuos.

La herencia mendeliana de los loci polimér-
ficos montados sdlo se ha probado de manera
preliminar. Al no tener arreglos genotipicos de pro-
genie de ambos padres con genotipos conocidos no
se puede discernir entre las hipétesis de aparea-
miento al azar, y de segregacién y distribucién inde-
pcndlcnles Para el caso de las pruebas de segrega-
ci6n alélica independiente, se encontré que todos los
arreglos probados para la AcPH2 presentaron
frecuencias observadas significativamente diferentes
de las esperadas. Debido a que en esta enzima es
dificil discernir entre algunos genotipos, se piensa
que dichas desviaciones podrian atribwirse a errores
de lectura més que a segregacién no mendeliana o a
apareamientos no aleatorios. Lo mismo se puede
decir de la PGM1. Tambi€n se encontré diferencia
significativa para una de las combinaciones madre-
progenie de GOT1. En este caso, el que se haya
encontrado diferencia significativa en una de las
parejas y en otra no, sugiere que la diferencia sc
debe a aparemiento no azaroso mds que a segrega-
cién no mendeliana. Esta interpretacién se apoya
también en  que las hembras de los arreglos probados
para esta isoenzima fueron diferentes (ver tabla
II1.3). Finalmente, el hecho de que se haya
encontrado diferencia para la Fel se puede atribuir o

a apareamiento no aleatorio o a scgregamén no .

mendeliana, o simplemente a error upo L

Para explorar-la hxpétems de apareamlenlo

'aleqt'ono ‘se realizé otro. anﬁhsxs de’ progenie’en
doride se.calcular nlas frecuen as espcradas supo- '



pardcipan (4cidos tricarboxflicos, glucélisis, libre-no
estdn en alguna ruta metabélica especifica , metabo-
lismo de pentosas, gluconeogénesis, metabolismo
de amino 4cidos, y ciclo de Calvin). Una prueba de
comparacién miltiple mostré que las isoenzimas de
la gluconeogénesis son significativamente mds
variables que el resto excepto de aquellas que partici-
pan en metabolismo de aminodcidos. Pero, estas
\iltimas no difieren significativamente (p < 0.05) en
cuanto a porcentaje de isoenzimas polimérficas de
las isoenzimas del resto de las vias metabélicas. Tam
bién se prob6 que, para el caso de Cectipia
obtusifolia, las enzimas que participan en 1a glucé-
lisis (HK, PGI, y TPI) no son significativamente
menos variables que las que participan en las demds
vias metabélicas (G = 0.4840; g.l. = 1, p> 0.05).

Finalmente se encontré que la funcién enzimdtica de
las proteinas montadas, también parece estar relacio-
nada con la variabilidad de las mismas. Se encontré
que la proporcién de isoenzimas polimérficas y
monomérficas es significativamente dependiente (G
= 18.5671; g.l. = 4; P < 0.001) de la funcién que
desempeiian (hidrolasas, rranferasas, liasas, oxido-
reductasas e isomerasas). Una prueba de compa-
racién maltiple para estos datos mostré que las
hidrolasas, isomerasas y transferasas no difieren
entre si en cuanto a la proprocién de isoenzimas
polimérficas, pero las hidrolasas y transferasas si
son significativamente (p<0.05) mds variables que
las liasas y oxidoreductasas.

DISCUSION

El montaje de 48 loci para Cecropia
obtusifolia cofirmé que el buffer de extraccidén
utilizado funcioné satisfactoriamente en la extraccién
de un gran niimero de isoenzimas. Ademds el hecho
de que cl nimero de loci para la mayorfa de las
enzimas sea igual en Cecropia obtusifolia que en el
resto de las especies vegetales estudiadas, corrobora
que se logré una extraccién enzimdtica satisfactoria
(ver tabla 111.2).

En este trabajo se ensayaron y montaron un
niimero de loci mayor del que generalmente se
ensaya en estudios de poblaciones de plantas
(promedio = 26 loci; Hamrick, Linhart et al. 1979,
Hamrick ay Loveless 1986b). El ensayar un gran
niimero de loci para una especie tiene la ventaja de
mejorar la representatividad de la muestra del
genoma al estimar la variacién genotipica de las
poblaciones,. Ademds, solamente cuando se tiene un
nimero suficientemente grande de loci se pueden
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probar las hipétesis acerca de la relacién entre la
variabilidad de las enzimas y sus caracterfsticas
estructurales y funcionales.

Las lecturas repetidas de los individuos y los
genotipos observados en arreglos de progenies
pro venientes de plantas madre con genotipo
conocido mostraron que las interpretaciones
genéticas de la mayoria de los loci son consistentes.
Afn se tienen problemas en tres de los loci (AcPH2,
PGM]1 y PGM2) en que resulta dificil discemir entre
algunos de los genotipos. Para solucionar este
problema, se van a obtener, a partir de la progenie
de los dos padres con genotipo conocido, individuos
controles que tengan los genotipos problema (11, 12
y 22 para la AcPH2; y 22 y 12 para ]a PGMI y 2).
Estos controles se utilizardn al correr muestras de
todos los individuos que pueden tener estos
genotipos proble ma de acuerdo a las
determinaciones que ya se han hecho para estos
mismos individuos.

La herencia mendeliana de los loci polimér-
ficos montados sblo se ha probado de manera
preliminar. Al no tener arreglos genotipicos de pro-
genie de ambos padres con genotipos conocidos no
se puede discernir entre las hip6tesis de aparea-
miento al azar, y de segregacién y distribucién inde-
pendientes. Para el caso de las pruebas de segrega-
cién alélica independiente, se encontré que todos los
arreglos probados para la AcPH2 presentaron
frecuencias observadas significativamente diferentes
de las esperadas. Debido a que en esta enzima es
dificil discernir entre algunos genotipos. se piensa
que dichas desviaciones podrian atribuirse a errores
de lectura mds que a segregacién no mendeliana o a
apareamientos no aleatorios. Lo mismo se puede
decir de ta PGM1. También se enconuré diferencia
significativa para una de las combinaciones madre-
progenie de GOT!. En este caso, el que se haya
encontrado diferencia significativa en una de las
parejas y en otra no, sugiere que la diferencia sc
debe a aparemiento no azaroso mds que a segrega-
cién no mendeliana. Esta interpretacién se apoya
también en  que las hembras de los arreglos probados
para esta isoenzima fueron diferentes (ver tabla
I11.3). Finalmente, el hecho de que se haya
encontrado diferencia para la Fel se puede atribuir o
a apareamiento no aleatorio o a segregacién no
mendeliana, o simplemente a error tipo 1,

Para explotar Ia hipétesis de apareamiento
aleatorio se realizé otro andlisis de progenie en
donde se calcularon las frecuencias esperadas supo-



niendo que las hembras en cuestién se aparearon
aleatoriamente dnicamente con los 5 machos més
cercanos (Apéndice 2.a). En ninguno de los casos se
anul6 la diferencia entre las distribuciones esperadas
y observadas, indicando que dichas diferencias se
deben probablemente a una segregacién no mende-
liana, a lecturas equivocadas, o a que el vecindario
de apareamiento es distinto al que se defini6 en estos
ensayos. Estas posibles explicaciones se
descartardn mds adelante con base en arreglos de
progenie de cruzas controladas, y con un andlisis
mds detallado de la distribucién espacial de los
posibles padres a diferentes distancias de los drboles
madre.

En el caso de la distribucién de los loci se
detectaron diferencias significativas para todas las
parejas bi-loci con AcPH2, y para todas menos una
con GOT2. En este andlisis, los arreglos genotipicos
con todas las demds isoenzimas difirieron significa-
tivamente de los datos esperados cuando menos en
dos casos (para parejas con la AcPH2 y alguna
otra). La discusi6én de estos resultados es
equivalente a la planteada arriba para el anélisis de
segregaci6n alélica. En este caso también se tendrdn
que analizar arreglos genotipicos de cruzas
controladas para discernir entre la hipétesis de
cruzamiento aleatorio y distribucién independiente
de los loci. Un andlisis de un nimero grande de
progenie combinadas también proporcionardn
estimaciones de ligamiento mé4s definitivas.

El hecho de que al agrupar a las enzimas en
diferentes grupos funcionales o estructurales se en-
cuentren diferentes grados de variacidn sugiere que
el problema de estimar la variacién de los genes que
codifican para enzimas, se convierte en una pregunta
mds de indole fisiolégico. Es decir, en tratar de
discernir la proporcién de isoenzimas cuya variacién
se encuentra restringida (Gillespie y Kojima 1968).

Los datos de los 48 loci montados para

i3 obtusifoliy mostraron que la tendencia en la
relacion de la proporcién de isoenzimas pollmérfc:m
y su papel regulador, estructura cuaternaria y nime-
ro de sutratos que utilizan, estd en la direcci6n
esperada por algunos autores (Gillespie y Kojima
1968; Gillespie y Langley 1974; Goulieb 1981;
Johnson 1974). Sin embargo, en ninguno de estos
casos la relacién fue significativa. Quizds un mues-
treo atin mds exh.xusuvo de enzimas pl'OpOl'ClOﬂC
diferencias significativas para estos andlisis.

Se encontré una asociacién significativa

35

entre la proporcién de enzimas polimérficas y el tipo
de funcién que desempeiian las enzimas y la ruta
meetabélica en la que partcipan. La asociacién que se
encontrd entre la variabilidad y el tipo de funcién
desempefiada no se habfa propuesto antes. Se
encontr$ que las isoenzimas hidrolasas y transfe-
rasas son significativamente més variables que las
liasas y oxido-reductasas. En cuanto a la ruta
metabélica en la que participan se encontré que
aquellas que participan en la gluconeogénesis son
significativamente m4s variables que aquellas que
participan en el ciclo de Calvin, en la glucélisis, en
el metabolismo de pentosas, en el ciclo de Krebs, o
aquellas que no pertenecen a ninguna ruta metabélica
especifica (libres). Aunque las enzimas de la glucé-
lisis también fueron ligeramente menos variables que
lo esperado al azar, y el resto lo fueron mds, tal co-
mo se encontrd para Drosophila (Gillespie y Kojima
1968) y Mus (Lewontin 1974), esta tendencia no fue
estadisticamente significativa,

El hecho de que para la mayorfa de las
clasificaciones isoenzimiticas consideradas no se
haya encontrado mds o menos heterocigotos de los
esperados al azar, sugiere que la estimaci6n de varia-
ci6n genética a partir de cualquier muestra aleatoria
de enzimas puede ser representativa de ]a variacién
del genoma completo de Cecropia . Sin
embargo, para poder realmente evaluar la represen-
tatividad de la muestra isoenzimdtica en cuanto a va-
riacién alélica, serfa necesario conocer la proporcién
de enzimas de los diferentes tipos estructurales y
funcionales que son codificadas por todo el genoma.

La comparacidén de estos andlisis con datos
para otras especies vegetales resulté dificil por la
escasez de este tipo de informacién en otros estu-
dios. En la mayoria de los casos no se ensayan y
montan un nimero suficientemente grande de enzi-
mas. Ademds en muchas publicaciones no se repor-
tan todas las enzimas ensayadas y de éstas cudles
resultaron monomérficas o polimérficas. De 25
trabajos revisados para especies vegetales,
solamente § reportan todos estos datos.

Los resultados de este capitulo sugieren que
la mayoria de los loci polimérficos montados para
Cecropia obtusifolia han side interpretados adecua-
damente, presentan patrones consistentes y en la
mayoria de los casos se heredan mendelianamente.
A reserva de corroborar estos resultados con base en
andlisis de arreglos genotipicos de progenie de
cruzas controladas, en el siguiente capitulo utiliza-
mos estos loci para obtener datos preliminares de la



varjacién genética de una poblacién de Cecropia
obtysifolia en la selva de Los Tuxtlas. Con base en
esta informacién se evaliia la utilidad del sistema de
loci montado para obtener estimadores de la
estructura genética de las poblaciones de esta
especie, y para realizar andlisis de paternidad.
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CAPITULO 1V

VARIACION ALOENZIMATICA
EN UNA POBLACION DE CECROPIA

OBTUSIFOLIA EN LA SELVA DE LOS
TUXTLAS, VERACRUZ

PRESENTACION Y OBJETIVOS

EL objetivo de la genética de poblaciones es
entender y predecir el efecto de los procesos que
generan variabilidad genética (segregacién, recom-
binacién, transposicién y mutacién), y ponderar el
papel que juegan los factores ecolégicos y
evolutivos como modificadores de la composicién y
estructura genética de las poblaciones. Uno de los
enfoques de los estudios de genética de poblaciones
para cubrir dicho objetivo general ha sido el de
describir la variacién genética y su estructura dentro
y entre poblaciones en condiciones naturales (ver
revisiones en Hartl y Clark 1989; Hedrick 1983).
Los marca dores moleculares, en particular los
isoenzimdticos, han sido muy itiles para caracterizar
la estructura de la variacién genética en poblaciones
naturales. La técnica de electroforesis s ha utilizado
con este fin desde hace casi 25 afios a partir de Jos
trabajos pioneros de Lewontin y Hubby({1966).

Uno de los mayores éxitos empiricos de la
genética de poblaciones ha sido precisamente la
descripci6n de la variacién genética de las poblacio-
nes y su estructura con base en marcadores enzim4-
ticos (Hartl y Clark 1989; Hedrick 1983). Sin
embargo, existen muy pocos estudios de biologia de
poblaciones que combinen informacién genética y
demogrdfica para una misma especie (Burdon,
Marshall et al. 1983; Clegg, Kahler et al. 1978a;
Clegg, Kahler et al. 1978b; Eguiarte 1990; Schaal y
Levin 1976). Para la misma poblacién de Cecropia
obiusifolia considerada en este trabajo se cuenta con
un estudio demogrifico previo (Alvarez-Buylia
1986), y los resultados del trabajo que aqui se
presenta servirin de base para plantear un andlisis
integrado de la ecologia y genética de poblaciones de
esta especie en 1a selva de Los Tuxtlas.

En este capitulo s¢ presentan datos de la
variacién genética a nivel isoenzimdtico para una
poblacién del 4rbol pionero neotropical Cecropia
obtusifolia en la selva de Los Tuxtlas, Veracruz,
México. Con base en estos datos se presenta un
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primer acercamiento a la discusién del tipo de
fuerzas evolutivas que pueden haber moldeado la
composicién genética de la poblacién estudiada. Esta
discusién se basa en la comparacién de las
frecuencias alélicas y genotfpicas para cada locus
montado con las frecuencias esperadas por Hardy-
Weinberg, v en la estimacién del fndice de fijacién
IIFH-

Con base en los datos de éste y del
capftulo anterior se discute, ademds, la utilidad de la
variacién detectada con base en marcadores enzimé-
ticos para estudiar procesos poblacionales a escalas
relativamente pequeiias. En particular, se discute la
utilidad del sistema de loci polimérficos montado, y
de los niveles de variacién detectados, para una
poblacién de Cecropia obtusifolia encontradaen 5 ha
de la selva, para abordar preguntas acerca de la
estructura genética de la especie en Los Tuxtlas y del
movimiento de polen y semillas.

ANTECEDENTES

Con excepci6n de algunas especies, que han
sufrido reducciones poblacionales drésticas (e.g.,
Waller, O"Malley et al. 1987), la mayorfa de las
especies vegetales presentan niveles de variacién
moderados o altos. Los niveles de variacién se han
correlacionado con caracteristicas de la biologia de
las especies; principalmente con el tipo de ciclo de
vida, polinizacién, y distribucién geogrdfica. Se ha
encontrado mayor variabilidad en las poblaciones de
especies con: ciclos de vida largos en comparacién a
aquellas de vida corta; con polinizacién cruzada en
comparacién a aquellas que se autopolinizan ; y con
distribuciones amplias o altas densidades locales en
comparacién a las de distribuciones restringidas o de
densidades bajas (Hamrick, Linhart et al. 1979).

La estructura genética de las poblaciones se
ha estudiado para muchas especies vegetales (ver
revisién en Loveless y Hamrick (1984). En los
estudios que reporta esta revision se utilizan entre 1
y 37 loci polimérficos para estimar los estadisticos
de la estructura genética de las poblaciones. Hay
otros estudios (e.g., Eguiarte 1990; Linhant, Mitton
et al. 1981) en donde se encuentran diferencias en
los estimadores de la estructura genética obtenidos
con base en diferentes loci para un mismo conjunto
de poblaciones; estas diferencias raramente se
explican,

Existen muy pocos trabajos que hayan reca-
bado la informacién necesaria para realizar andlisis



de paternidad con base en marcadores
isoenziméticos en plantas (Ellstrand 1984; Meagher
1986). El andlisis de paternidad se puede hacer con
base en procedimientos inferenciales asignando al
padre mds posible por mdxima verosimilitud
(Meagher y Thompson 1986). Un procedimiento
alternativo consiste en asignar paternidad por
exclusién genética (Chakraborty, Meagher et al.
1988). Sin embargo, como se ha demostrado para
una baterfa de 8 loci montados para Chamaelinum
luteuym (L.) (Meagher 1986), la variacién
isoenzimdtica es generalmente insuficiente para
asignar paternidad unicamente con base en exclusién
genética (Chakraborty, Meagher et al. 1988). Pero,
si se tiene una probabilidad de exclusién
suficientemente alta y se cuenta con la informaci6n
de la localizacién espacial de los individuos es
posible hacer andlisis de paternidad parciales con
base en el criterio de exclusién genética.

MATERIALES Y METODOS

Estimadores Utilizados para el Andlisis de
los datos

Indices de variacién genética poblacional: Existen
tres diferentes indices que son frecuentemente
utilizados para describir la variacién genética a nivel
de las poblaciones:

1. El fndice o proporcién de loci polimér-
ficos (P): Se calcula dividiendo el nimero de loci
polimérficos encontrados (la frecuencia del alelo
mds comin no excede 95 0 99%) entre ¢l nimero de
loci montados. Las limitaciones de éste indice son:
es sensible al nimero y tipo de enzimas y loci
ensayddos (Lewontin 1974; Nevo 1978), depende
del criterio de pohmorﬂsmo establecido lo cual
dificulta las comparaciones entre estudios (Hedrick
1983), y no considera las frecuencias alélicas dentro
de cada locus.

2. La heterocigosis promedio esperada o Ia
proporcién estimada de loci (o genes) que se espera
sean heteréeigos (de acuerdo a la relacion de Hardy-
Weinberg) en un individuo promedio (H): Para un
locus dado con i alelos la heterocigosis esperada es
iguala 1 Z(P, ) donde Pj es la frecuencia de cada
alelo. Cuando no se registra variacién en todos los
loci, éste indice es igual a cero; y cuando todos los
loci son polimérficos, con un nimero infinito de
alelos, con frecuencias alélicas iguales dentro de
cada locus (e.g., 0.5 para un locus con dos alelos),
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la H es igual a 1. La varianza muestral de este {ndice
es sensible al tamano muestral (Brown y Weir
1983), pero es méds robusto al tipo y nimero de
enzimas consideradas para su estimacién. Al
reportar este {ndice es importante indicar si se estimé
utilizando todos los loci montados o solamente
aquellos que resultaron polimérficos. Al considerar
todos los loci (los monomérficos y polimérficos) se
da una idea mds real de la variacién aloenzimdtica
promedio de una poblacién.

3. El nimero de alelos por locus (A 6 n), y
el nimero de alelos efectivos (Ap 6 Ne) por locus.
Un promedio de estos dos valores para todos los
loci montados también es un buen estimador de la
variacién genética en una poblacién. A se calcula
promediando el nmimero de alelos por locus. El
nimero de alelos efectivos es el niimero de alelos
igualmente frecuentes que se necesitarfan en una
poblacién ideal para producir el mismo nivel de
homocigosis que en la poblacidn real, y para i alelos
en un locus se calcula como:

1 /‘_é‘(Pi)z;
donde P; es la frecuencia del alelo i en un locus.

Este es un nimero de alelos por loci que pesa la
frecuencia de cada alelo (Hartl y Clark 1989).

Frecuencias génicas y genotipicas; la ley de Hardy-
Weinberg_y el Indice de fijacién: Para cada
isoenzima o locus las frecuencias genotipicas se
calculan dividiendo el ndmero de individuos de cada
uno de los genotipos entre el total de individuos en
la poblacién. A partir de estos datos se calculan las
frecuencias alélicas, Para el caso de un locus con
dos alelos:

p=D+12H)
q=R+1/2(H)

donde p y q corresponden a las frecuencias alélicas,

D y R a las frecuencias de los homécigos, y H a la
de los heteréeigos. ;

Un primer acercamiento al estudio de las
posibles fuerzas que moldean la composicién gené-

tica de una poblacién es mediante la comparacién de

las frecuencias génicas y genotipicas de una |
poblacién natural con aquellas esperadas en el
equilibrio de Hardy-Weinberg.



La ley de Hardy-Weinberg (H-W) plantea
que en ausencia de la accién de fuerzas evolutivas,
las frecuencias génicas y genotfpicas se mantienen
constantes en una relacién D = p2 H=2pgy R =¢?
para el caso de un locus con dos alelos. Para evaluar
si las frecuencias alélicas y genotipicas observadas
corresponden a los valores esperados por H-W
aplicamos una prueba de G (ver tabla 1V.1).
Decidimos usar esta prueba en lugar de una chi
cuadrada porque en varios casos las frecuencias
observadas eran menores que uno (ver tambien
Sokal y Rohlf 1969; pg. 550- 601). El nimero de
grados de libertad para esta prueba fue igual al
nimero de clases comparadas menos uno.

Para estimar el grado de endogamia se utilizé
el indice de fijacién de "F":

F=1 - Heterocigosis Observada

Heterocigosis Esperada

Proporcién de Het, obs.
1-Tipi

F

donde p; es la frecuencia de los alelos i de cada
locus. Para probar si el fndice "F" diferfa significa-
tivamente de 0 se utilizé el estadistico de x2 (chi
cuadrada = F2N(K-l). donde F es el fndice de
fijacién, N es el nimero de individuos y K es el
niimero de alelos; con (k(k-1)/2) grados de
libertad tomado de Li y Horvitz 1953).

En todos los andlisis, con excepcién del
cdlculo de la probabilidad de exclusién, que se
explica a continuacién, se consideraron las frecuen-
cias genotipicas y alélicas de los machos y de las
hembras juntas.

Probabilidad de exclusidn_génica: Para evaluar la
utilidad de un sistema de loci polimérficos en la
asignacién de paternidad es necesario estimar la
probabilidad de exclusién genética para individuos
de una poblacién particular. Para el caso en que se
desea asignar paternidad a progenie de madres co-
nocidas pero padres desconocidos, la probabilidad
de exclusién es la probabilidad de excluir a todos los
machos de una poblacién menos al macho padre.
Para el caso en que se desca asignar a la pareja de
padres (madre y padre) la progenie, la probabilidad
de exclusién es la probabilidad de excluir a todas las
parejas menos a la pareja paternal (Chakraborty,
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Meagher et al. 1988). Estas probabilidades se
estiman con base en la distribucién de frecuencias
genotfpicas, y el mimero de loci polimérficos dispo-
nibles para la poblacién de interés. La probabilidad
de exclusién esperada cuando se conoce el genotipo
materno y las frecuencias alélicas en los dos sexos
ha sido derivada por (Chakraborty, Meagher et al,
1988). Nosotros utilizamos esta férmula para
evaluar la probabilidad de exclusién de cada uno de
los loci polimérficos montados (E{P(E)}L) y de
todos ellos combinados (P(E)c).

EPEN =  IPU-P)? (1-Q+Q2) +
5T jQIQiPiP)(1-P )
P(E)c = 1-TIj(1-P(E)p

La derivacién de estas férmulas se explica en
el Apéndice 3. Esta derivacién se basa en dos
supuestos: apareamientos al azar entre machos y
hembras, y distribucién independiente de los loci.
Dado que, para cada pareja madre-progenie, la
probabilidad de que solamente uno de los machos
quede no excluido (paternidad no ambigua) va a
depender del nimero total de machos considerados,
ésta serd mayor cuanto menor sea el nimero de
machos:

Pj = (PE})*!

donde Pj es la probabilidad de que solo un macho no
sea exclufdo como posible padre; P(E); es Ia proba-
bilidad de exclusién para la iésima pareja madre-hijo;
y n €5 el nimero total de machos considerados.

Sitio de estudio y colecta de material

Se estudié una poblacién establecida en un
drea de 8.96 ha de selva madura en la Estacién de
Biologifa Tropical de Los Tuxtlas, Veracruz (Mé-
xico). La estacién estd dominada por vegetacién de
Selva Alta Perennifolia (Miranda y Herndndez-
Xolocotzi 1963) y en ella predomina un clima célido
himedo con una temperatura media anual de 24°C y
una precipitacién anual superior a los 4000 mm
(para mds detalles sobre las condiciones del sitio ver
(Lot-Helgueras 1976). En la figura IV.1 se muestra
la localizacién del sitio de estudio. Las muestras
foliares para los andlisis electroforéticos se colec-
taron de todos los individuos maduros establecidos
en el sitio de 5 Ha. y en una franja de 30 m de ancho
alrededor del sitio. De tal manera que se muestre$ un



. “Tabla .y Frequenciés ‘al‘élikcak‘s’ yig“‘eno‘tipicas observadas para l:a_s"rh'embrraé

total (T) y machos (M) de " Cecropia obtusifoka

ALELOS GENOTIPOS Fl’ﬂdlllleo
1 2 3 |11 |22 | 33 |12 {13 | 23{ G |P
LS IFY I T S T I R O A T O O R
::19‘3 i i Pl Pk HE i i HS S H
H |6¢.0588)[7(.0686)8s(.8726)] 0(0) 0(0) fe(.7a51)| 0(0) [7(.1372)|6(.1176)
a- N=96
<C| M [3(.0333)(6(.0666)(81(.9001) 0(0) 0(0) |36(.8)[ 0(0) [e(.1333)|3( 0666)
~1| T |9(.0469) [13(.0677){170(.8854) 0(0) 0(0) |74t.7708)] 0(0) |13¢.1354)]9(.0938)(2.9283{ NS
H 1 0(0) }99(.9705)|3(.0295)| 0(0) |48(.9412)] 0(0) 0(0) 0(0) }3(.0588)
W | M [3(.034)184(.9545)11(. 0114)] 0(0) ]40(.909)} 0(0) [3(.0681)| 0(0) |[1(.0228) N=95
T T |3(.0158)[183(.9632)|4(.0211)] 0(0) ([s&8(.9263)| 0(0) {3(.0316)) 0(0) [(.0421)j0 3287| NS
H [1(.0098)117(.1667)|84(.8235)| 0(0) 0(0) |[34(.6667)[1(.0196)] 0(0) |16(.3137)
™ N=95
| w |3€.034) [13(.1477) [72(.8182)| 0(0) [1(.0227}]31(,7045)}2(.454)|1(,0227)[9(.2045)
L 1 W(.0211)|30(.1597)|156¢. 8211y 0(0) [L(.0106)165(.6842))3(.0316)[1(.0105)|26¢(.2632)|1.7364| NS
I H 41(.4019)[44(.4313)[17(.1667)[16(.3137)[18(.35629)] 4(.0784)[4(.0784)|5(.098) [4(.0784)
o N=95
M 147(.534)|22(.25) |19(.2159)| 21(.4777)]6(.1363)|3(. 0681)]1(.0228) [4(.0909) |9(.2045)
Q
< |7 88(.4632)|66(.3474)|36(.1895){ 37(.3895)124(,2526)|7(.0737)|5(.0526)|9(.0947) [13(.1368]) 515184 {P<.001
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Tabla IV.1 Continuacién

- GENOTIPOS

Estadistico| .~
Nive) da
signiticancia

1. 2 11 12 22
: 9 3 3 3 % 38 g 3 3 3
5 oW & @ 3 2 s oz P oe : G| P
u [2) =2 0 S it} = 0 = At 2 W :
LY 27(.2872) 67(.7128) 3(.0638) 21(.4468) 23(.4894)
'— =
ol M 31(.3875) 49(.6125) 6(.15) 19(.475) 15(a75)  |N-o7 o
gl 58(.3333) 116(.6667) 9(.1034) 40(.4598) 38(4268) |.1237| NS
Ny 87(.8529) 15(.147) 36(.7059) 15(.2941) 0(0)
g M 78(.8667) 12(.1333) 33(7334) 12(.2666) 0(0)
(5| T | 165.8594) 27(1406) 69(.7188) 27(.2813) 0(0)
~| 4| stos9s) 79(.9404) 2(.0476) 1.0238) 39(.9285)
= N=78
| M| stossa 67(.9305) 2(0.0555) 1(0277) 33(.9166)
Q| T | 10064 146(.9359) 4(.0513) 2(.0256) 72(.9231)  [21.6304p<,001| -
Ny 88(.9777 2(.0223) 44(,9777) 0(0) 1(0.0222)
= =
oM 70(1) 0(0) 3501 0(0) 0(0) N=78
ol T 158(.9875) 2(.0125) 79(.9875) 0(0) 1.0125)  |10.7515] .c0mrs.ont
1 H 26(.26) 74(.74) 4(0.08) 18(0.36} 28(0.56)
= N=94
oM 13(.1477) 75(.8522) 3(0681) 7(1590) 34(.7727)
al T 39(.2074) 149(,7926) 7(.0745) 25(.266) 62(.6469)  2.7684 Ns
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drea total de 8.96 Ha. Se colect$ la segunada a
quinta hoja de 54 drboles hembra y 45 macho
establecidos en éste sitio.

Determinaci6n de los genotipos

Para cada individuo s determind el genotipo
para los 9 loci polimérficos enzim4ticos mostrados
en el capitulo anterior mediante la técnica de
electroforesis. El tratamiento de las muestras antes
de la electroforesis y la técnica se decriben en el
apéndice 1. Las lecturas de los geles se hicieron con
base en las interpretaciones genéticas discutidas en el
capftulo anterior y cada individuo se corrié un
promedio de 4 veces para confirmar su genotipo.

RESULTADOS

Se encontré una variacién genética
relativamente baja para la poblacién de Cecropia
estudiada. El indice de loci polimérficos
(P) fue igual a 0.2708, considerando a un locus
polimérfico cuando el alelo mds comin tiene una
frecuencia menor a 99%. La heterocigosis promedio
esperada (MH) fue igual a 0.0538 y la heterocigosis
promedio observada (H) fue igual a 0.0437. El
ndmero promedio de alelos por locus fue igual a
2.4444 y 1.2954 considerando a los loci polimér-
ficos y a todos los loci respectivamente. El nimero
de alelos efectivos fue igual a 1,47 y1.088
considerando a los loci polimérficos y a todos los
loci respectivamente.

Las frecuencias alélicas de 3 (FE1, PGM1,
PGM?2) de los 9 loci polimérficos son muy extremas
(Tabla IV.1). En esta misma tabla se reportan los
valores de G que resultaron de comparar las
distribu-ciones de frecuencias genotipicas
observadas con las esperadas por H-W, Unicamente
se encor traron diferencias significativas para
PGM1, PGM2 y AcPH2. El resto de las enzimas
estdn en equilibrio Hardy-Weinberg.

En la tabla 1V.2 se reportan los indices de
fijacion “F" para cada uno de los 9 loci
polimérficos. En 5 de los 9 casos la "F" fue
negativa (LAP, GOT1 y GOT2, Fel y 2), en uno
fu€ positiva (PGM3), pero unicamente para PGM1
y PGM2, y AcPH2 las "F's” fueron positivas y
estadisticamente diferentes de cero. Estos resultados
corroboran lo encontrado en la tabla 1V.1; todas las
enzimas estdn en H-W menos AcPH2 y PGM1 y 2.
No hay evidencia de endogamia con base en la
mayoria de las "F's” estimadas.
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En la tabla IV.3 se reportan las probabi-
lidades de exclusién genética para cada uno de los
loci polimérficos y la probabilidad de exclusién
combinada. En general las probabilidades de exclu-
sién son bajas (<0.5). La mayor de éstas corres-
ponde a la ACPH2 y la menor a PGM2 para la cual
todos los machos presentaron el mismo genotipo. A
pesar de que adn hay problemas de lectura de la
AcPH2 para los genotipos 11, 12y 22, no creemos
que la probabilidad de exclusién de esta isoenzima
disminuya demasiado al corregir las lecturas ya que
el mayor problema estd en la subestimacién de los
genotipos 12, Se puede ver en la wbla IV.3 que la
probabilidad de exclusién combinada aumenta lenta-
mente conforme se afiaden mds loci; €sto indica que
se gana bastante capacidad de exclusion de pater-
nidad al considerar todos los loci menos PGM2,
aunque como muestran los limites de confianza el
comportamiento promedio estd sujeto a una gran
incertidumbre.

DISCUSION

La variacién encontrada para la poblacién de
obtusifolia que se estudio es baja en

relacién a la que se ha reportado para otras especies
vegetales. Ya que, a pesar de que el {ndice de loci
polimédrficos estd cerca de los valores reportados
para muchas plantas, la heterocigosis esperada
promedio es menor que la de la mayor parte de las
especies vegetales hasta ahora analizadas (Hart y
Clark 1989). En comparaci6n con otras especies de
drboles tropicales (Fig. 1V.2; Eguiarte 1990;
Hamrick y Loveless 1986b), Cecropia obtusifolia
presenta un porcentaje de loci polimérficos y un
nimero de alelos por loci polimérfico intermedio,
pero una heterocigosis y un nimero de alelos por
loci relativamente bajos, En comparacién con los
valores promedio de las especies de drboles del
dosel superior de selvas tropicales hdmedas,
ia obtusifolia tiene un indice de loci
polimérfico ligeramente mayor, pero una
heterocigosis 50% menor al promedio reportado
para este tipo de especies (Eguiarte 1990; Hamrick y
Loveless 1986b). El nimero de alelos por locus
polimérfico en nuestra especie es similar al
encontrado para otros drboles del dosel, pero ¢l
nimero de alelos por locus (considerando todos los
loci montados) es menor (1.2954 en comparacién a
1.38). Es impornante, puntualizar, sia embargo, que
la mayorfa de los muestreos realizaros para recabar
fos datos de la Fig. IV.3 se hicieron en extensiones
mayores a las consideradas en este estudio y



Tabla IV.2. Indices de fijacién F para una poblacién de Cecropia obtusifolia establecida en 5 ha de
la selva de Los Tuxtlas (Veracruz).

LOCUS Ho He N F chi2 P
LAP 0.2291 0.2091 96 -0.0956 1.7547 >0.05
GOT1 0.4597 0.4445 87 -0.0342 0.1017 >0.05
GOT2 0.2813 0.2416 96 -0.1643 2,5914 >0.05
FE1 0.0736 0.0715 95 -0.0294 0.1631 >0.05
FE2 0.3052 0.3002 95 -0.0167 0.0523 >0.05
PGM1 0.0256 0.1189 78 0.7865 48.2370 <0.05
PGM2 0.0000 0.0246 80 1.0000 80.0000 <0.05
PGM3 0.2659 0.3287 94 0.1911 3.4292 >0.05
ACPH 0.2842 0.6288 95 0.5480 7.0570 <0.05
PROMED.0.2138 0.2632 g1 0.2428

Se reporta: Hg-porcentaje de heterdcigos observados por locus; HE-porcentaje de heteréeigos
esperados en H-W por locus; N-ntimero de individuos corridos para cada locus; F-el indice de
fijacién (ver métodos este capitulo); chiZ-estadistico de chi cuadrada calculado como FZN(K-]),
donde F es el indice de fijacion, N el nimero de individuos y K el nimero de alelos. El niimero de
grados de libertad fue igual a (K{K-1))/2. P-probabilidad de error de la chi2.
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Figura IV.2. Parametros de variacién genética para una poblacién de Cecropia ob~
{usitolia en 5 Ha de la selva de Los Tuxtlas, Veracruz y su relacién con los es-
timados para 4rboles tropicales a partir de datos isoenzimaticos {datos de otras
especies de Hamrick & Loveless, 1986). Los valores para C, obtysifolia se indi-
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Tabla IV.3. Probabilidades de exclusiéon combinadas como funciéon del nUmero de
loci para Chamaelirium luteum © {de Chakraborty,Meagher & Smouse,1988) y para
C.obtusifoliae (este estudio).Se muestran los limites de confianza al 90% {toma~
dos de los datos de C.luteum) para la distribucién de las probabilidades de ex-

clusién de las diferentes parejas madre-hijo.
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seguramente abar caron més de una poblacién
(Hamrick y Loveless 1986b).

En comparaci6n a especies arbéreas templa-
das, presenta un nivel de
variacién genética menor. Esto cormobora resultados
anteriores (Eguiarte 1990; Hamrick y Loveless
1986b).

Los resultados de los {ndices de fijacién "F"
sugieren que no hay endogamia en la poblacién
muestreada y que ésta se encuentra en equilibrio de
H-W para los loci polimérficos montados. Estos
resultados son explicables con base en la biologia
reproductiva de la especie, por ser dioica, y en la
dispersién de sus semillas, que son transportadas a
grandes distancias por aves y mamiferos (Alvarez-
Buylla y Martinez-Ramos 1990). Las "F" positi vas
y desviaciones significativas de las frecuencias
genotipicas observadas con respecto a las esperadas
por H-W en AcPh2 y PGM1 y 2 se atribuyen a los
posibles errores de lectura que adn existen en estos
loci, més que a fuerzas selectivas actuando sobre los
mismos. Este resultado apunta a que las diferencias
encontradas para los estadisticos de la composicién
genética de una poblacién, obienidos para diferentes
loci, pueden deberse a errores de lectura y/o a
problemas con la interpretacién de los geles. La
correccién de este tipo de errores podria aumentar la
confiabilidad de los estimadores y 1a comparatividad
de los mismos. Para el presente trabajo se pretende
corregir la lectura de las enzimas mencionadas arriba
con base en la estrategia descrita en el capitulo
anterior.

De acuverdo a las predicciones hechas por
(Hamrick, Linharn et al. 1979; Loveless y Hamrick
1984}, las c:u’actcnsucas de historia de vida de

si debieran determinar altos
niveles de varmcxén genética para poblaciones
establecidas en condiciones naturales (Tabla 1V.4).
Las caracteristicas de historia de vida que se
relacionan con altos niveles de variabilidad genética
para esta especie son: 1) el tener fecundacién
cruzada, 2) el ser una especie dioica, 3) el ser
polinizada por viento, y 4) el tener un ciclo de vida
largo (Tabla 1V.4). Sin embargo, esta especie
tambien tiene algunas caracterfsticas de historia de
vida que han sido relacionadas con bajos niveles de
variacién genética, como: 1) el ser una especie
colonizadora de habitats perturbados, 2) el tener
tamafios poblacionales reducidos en condiciones
naturales y 3) el presentar rangos de distribucién
geogréfica relativamente restringidos (Tabla 1V.4).
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Probablemente estas dltimas caracterfsticas han
jugado un papel importante en determinar, por
cjemplo, una baja variabilidad genética en cuanto al
porcentaje de loci polimérficos, nimero promedio
de alelos, y sobretodo, hclcr0C1g051s en poblaciones
naturales de Cecropia

Algunos de los factores que probablemente
han favorecido una variaci6n genética relativamente
baja en condiciones naturales, no prevalecen en
sitios perturbados por el hombre por largos perio-
dos de tiempo. Por ejemplo, en estos ultimos la
densidad poblacional es alta y los sitios de estable-
cimiento de perturbacién permanente no tienen un
cardcter efimero. La comparacién de la variabilidad
genética encontrada en poblaciones naturales y
perturbadas nos brindard informaci6n ttil para
explorar el posible efecto que han jugado este tipo de
factores ecolégicos en determinar la variacién
poblacional de C_cgmmgg_b_mafglm Las diferencias
en la variacién genética entre estos dos tipos de
poblaciones dependerd tambien, del nivel de flujo
génico que exista entre ellas. Esto se podrd docu-
mentar con 1a estimacién de los indices de Wright
(Hartl y Clark 1989) que podrén ser calculados con
las enzimas polimérficas que ya se han montado
para esta especie.

El sistema de loci polimérficos montado serd
util para estudiar, entonces, la variacién genética
dentro y entre poblaciones de Cecropia obtysifolia, y
tambien para analizar si los aparemientos son al azar
o entre individuos genética o geogréificamente més
cercanos. Para ambos tipos de andlisis se podrin
obtener estimaciones robustas con base en los 9 loci
montados.

Ademds, los Joci montados serdn utilizados
para obtener aproximaciones de los patrones de
movimiento de polen con base en andlisis de
paternidad de semillas de madres con genotipo cono-
cido. La baterfa de loci polimérficos que se ha mon-
tado en este eswudio presenta probabilidades de
exclu sién esperadas combinadas similares al
sistema de loci montado por (Meagher 1986) para
Chamaelicum Juteum (Meagher 1986; Fig. 1V.3).
En el caso de Cecropia obtusifolia. sin embargo, la
probabilidad de exclusidn aumenta paulatinamente al
ir incluyendo mds loci, mientras que en C. Jutcom la
probabilidad de exclusién se estabiliza practicamente
despues de los primeros tres loci. Esto se debe a
que las probabilidades de exclusién de los loci
montados para esta tltima son més diferentes entre
sf que las de los loci montados para C.pbusifolia.



Tabla IV 4. Caracter{sticas de historia de vida de Cecropia obtusifolia y variacién genética
esperada de acuerdo a las mismas (fuentes: Pennington & Sarukhdn, 1968; Alvarez-Buylla
& Martinez-Ramos, 1990).

CARACT. HIST VIDA VARIACION ESPERADA

FECUNDACION CRUZADA ALTA
DIOICA ALTA
POLINIZACION POR VIENTO ALTA
LONGEVIDAD LARGA ALTA
REPRODUCCION SEXUAL POTENCIALMENTE ALTA
DISPERSION POR ANIMALES INTERMEDIA
PIONERA, COLONIZADORA BAJA
RANGO GEOGRAF ESTRECHO BAJA
TAMANO POBLACION REDUCIDO BAJA
PRODUCCION CTE. SEMILLAS SIN PREDICCION
POLICARPICA SIN PREDICCION
BAJA DENSIDAD SIN PREDICCION

DISTRIBUCION EN PARCHES SIN PREDICCION
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Estos resultados indican que para Cecropja valdrfa la
pena considerar a todos los loci, menos a PGM2, en
un andlisis de paternidad hecho a la escala de
muestro utilizada en este estudio.

Las estimaciones esperadas de las proba-
bilidades de exclusi6n se basan en las suposiciones
de apareamiento al azar y distribucién aleatoria o
independiente de los loci (Chakraborty, Meagher et
al. 1988). Para probar estas suposiciones se
pretende tomar una muestra de parejas madre-hijo,
estimar sus probabilidades de exclusién, obtener la
distribuci6n de frecuencias de las probabilidades de
exclusién y comparar esta dltima con la distribucién
esperada (ver Apéndice 3). La diferencia entre estas
dos distribuciones se puede deber a que no se
cumple alguna de las dos suposiciones mencionadas
anteriormente (apareamineto al azar y distribucién
alélica independiente). Ei relajamiento de estas supo-
siciones puede aumentar la informacién
proporciona da por un mismo grupo de loci. Devlin
y Ellstrand (1990) han analizado el efecto de
hgamle nto entre los loci. Para el caso de C.
obtusifolia se pretende incluir informaci6n de
ligamiento entre loci y de los padres posibles a
diferentes distancias de la madre en cuestién para
estimar curvas de movimie .1ta de polen.

Ademas de usar el método de exclusién
genética con la bateria de loci montados, se utilizardn
éstos para hacer un andlisis de paternidad por
inferencia estadistica con base en un método de
mdxima verosimilitud (Meagher 1986). Este método
se utilizard para asignar los padres mds probables a
semillas de madre conocida, y parejas de padres mds
probables a semillas de la lluvia y pldntulas estable-
cidas en el campo. Estos andlisis proporcionardn
datos adicionales acerca del movimiento de semillas,
que podrdn ser comparados con datos obtenidos de
estudios anteriores (Alvarez-Buylla y Martinez-
Ramos 1990). Estos andlisis tambien serdn Gtiles
para explorar patrones de establecimiento y sobrevi-
vencia diferencial de pldntulas con diferentes
genotipos en diferentes ambientes (e.g., claros de
distinto tamafio).

CONCLUSIONES y PERSPECTIVAS
ia obtusifolia es una especie con

altos comemdos de fenoles que interfieren en la
expresién proteica de macerados totales de tejido
foliar. El efecto de los fenoles, y probablemente de
otros compuestos secundarios, se evité con un
buffer de extraccién que combina compuestos qui-
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micos con 6 funciones diferentes para la inhibicién
de 1a actividad fenélica. Dicho bufter fue modificado
a partir del propuesto por Mitton (Mitton, Linhart et
al. 1979) y permiti6 la expresién de 26 enzimasy el
montaje de 48 loci isoenziméticos.

2) Los métodos de extraccién enzimdtica
utilizados en los estudios de genética de poblaciones
pueden afectar la medicién de las tres variables
bésicas de la variacién genética poblacional: e}
nimero de loci detectables, el nimero de loci que
aparecen como polimérficos y el nimero de alelos
porloci. La experimentaci6n previa con diferentes
buffer de extraccibn al iniciar un estudio de genética
de poblaciones puede desenmascarar posibles pro-
blemas y sesgos en la estimacién de variacién
genética.

3) El estadio del ciclo de vida y el grado de
desarrollo foliar afectan la expresién enzimdtica.
Para el caso de Cecropia obtusifolia las pldntulas y
juveniles colectados del campo presentan mayores
problemas de extraccién enzimética, probablemente
debidos a mayores concentraciones o variedad de
fenoles, que los adultos y pldntulas crecidas en el
laboratorio.

4) Los andlisis preliminares de herencia
mendeliana de los loct polimérficos montados
sugieren que la mayorfa tienen segregaci6n alélica
independiente y se distribuyen al azar. Las desvia-
ciones de este comportamiento, encontradas princi-
palmente para ACPH2, y PGM! y PGM2, se aso-
cian a posibles errores de lectura en estos loci, més
que a herencia no mendeliana. Las desviaciones en
los arreglos genotipicos encontrados para otros loci
se atribuyen a herencia no mendeliana o aparea-
mientos no aleatorios. La evaluacién de estas dos
hipétesis puede lograrse con base en andlisis de
arreglos genotipicos de progenie de cruzas
controladas.

5) La proporcién de enzimas polimérficas de

obtusifolig estd significativamente asociada

a la funcién de las mismas y a la ruta metabélica en
la que participan.

6) La heterocigosis promedio y el nimero de
alelos por locus estimados para Cecropig obtusifolia
son bajos en relacién a los reportados para otras
plantas. Pero el indice de loci polimérficos y el nd-
mero de alelos por locus polimédrfico estimados para
esta especie son muy similares a los valores medios
del resto de las especies vegetales estudiadas.




7 Los resultados de los {ndices de fijacion
"F" y de las frecuencias al€licas y genotipicas
sugieren que en la poblacién de Cecrapia
estudiada no hay endogamia y sus frecuencias
genoti picas se encuentran cerca de lo esperado por
la ley de equilibrio de H-W. La inexistencia de
endogamia se puede explicar con base en la biologfa
reproductiva de la especie (i.e., dioica) y en su
dispersién zo6cora a grandes distancias.

8) Con la bateria de loci polimérficos
montados se podrdn obtener estimaciones robustas
de: 1) la estructura genética de las poblaciones de

obtusifolia (i.e., particién de la variacién
genética a nivel isoenzimético dentro y entre pobla-
ciones), 2) el sistema reproductivo y la asociacién
entre 1a probabilidad de aparemiento y la distan cia
genética y geogrifica de los individuos, 3) el movi-
miento de polen y semillas mediante un andlisis de
paternidad.
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Apéndice 1
TECNICA DE ELECTROFORESIS

La electroforesis es el movimiento de
enzimas en un gel (sustrato) bajo la influencia de la
corriente eléctrica. Una enzima puede presentar
formas moleculares alternativas en el mismo locus
(aloenzimas) y en diferentes loci (isoenzimas).

El fundamento en la utilizacién de la
electroforesis consiste en asumir que las aloenzimas
(producto de cambios en la secuencia de amino-
4dcidos) de una proteina reflejan cambios a nivel de
ADN y en equiparar estas variantes méviles con
alelos de un locus génico, y sus frecuencias de
electromorfos con frecuencias alélicas (Hedrick
1983). La técnica electroforética separa a las
isoenzimas por carga, forma y tamafo.

Una vez que se separan las enzimas por
electroforesis se tifien los geles mediante métodos
histoquimicos que hacen al producto de la reaccién
enzimtica visible. Las técnicas de tincién mds usadas
identifican la transferencia del i6n hidrégeno del
sustrato a NAD o NADP (que pasan a ser NADH o
NADPH), Estas reacciones son llamadas deshidro-
genasas. El PMS es usado para transferir el i6n H2
de NAD o NADP a alguna sal como MTT o NBT
que se reduce dando Jugar a formazan insoluble que
aparece en color en ¢l gel, en el sitio donde la
reaccién tuvo lugar.

Las proteinas presentan una estructura
prima ria que esta determinada, directamente, por la
secuencia de aminodcidos en el correspondiente gen
estructural, Hay 16 aminodcidos que se encuentran
en fas secuencias protefnicas, 3 de término y 1 de
inicio. La secuencia de aminocidos determina el
tamafio y la carga de la cadena polipeptidica, asf
como si esta es hidrofébica o hidrofilica. Estas
caracteristicas influencfan, a su vez, Ja forma de la
proteina pues esta se dobla dependiendo de las
atracciones o repulsiones de sus aminocidos. Esta
forma constituye la estructura secundaria y terciaria
de las cadenas que se cohesionan por enlaces débiles
formados por puentes de hidrégeno o por enlaces
fuertes de azufre que se establecen entre las
cisteinas.

Algunas proteinas estn formadas por mds de
una cadena polipeptidica. La interaccidn entre éstas
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cadenas constituye la estructura cuaternaria de las
enzimas. Existen proteinas monoméricas formadas
por una sola cadena polipeptidica, diméricas forma-
das por dos, tetraméricas formadas por cuatro, etc.
Durante la lectura e interpretacién genética de los
geles es imprescindible tomar en cuenta la estructura
cuaternaria de las enzimas. Por ejemplo, en organis-
mos diploides los individuos heterocigotos
presentan dos bandas para el caso de enzimas
monomricas y tres para dimricas. En este ditimo
caso un individuo con alelos distintos en cada
cromosoma puede tener enzimas homodimrica de
uno u otro tipo {con las dos bandas extremas) y
enzimas heterodimricas que generalmente corren a
distancias intermedias entre las bandas de los
homodimeros.

A continuacién se detalla la técnica utilizada
en el tratamiento de las muestras después de la
colecta, su almacenamiento, el método de extraccién
de proteinas que se utilizo, y los procedimientos de
corrimiento, tincién, lectura y almacenamiento de los
geles para llevar a cabo electroforesis de enzimas a
partir de tejido foliar de Cecropia obtusifolia. La

secuencia metodolégica se enlista a continuacién:
1) Colecta de muestras foliares del campo.

2) Almacenamiento temporal de muestras
foliares en un tanque de Nitrégeno lquido a -
1960C, como mximo 1/2 hora después de que se
colectaban las muestras.

3) Almacenamiento permanente en un
ultracongelador (REVCQ) a 700C.,

4) Extraccién de proteinas mediante el
macerado de las muestras con un buffer especifico
(ver capftulo 1) y absorcién en wicks.

5) Almacenamiento a largo plazo de los
extractos de tejido foliar absorbidos en papel filtro y
guardados en tubos eppendorf en el ultracongelador
a -700C.

6) Montaje de las muestras en el gel.
7) Electroforesis. Corrimiento del gel bajo
un amperaje/voltaje especificos y una combinacién

de buffer de charola y gel adecuada.

8) Retiro del gel de la corriente elctrica y
corte en rebanadas de 2 mm de grosor.



9) Tincién con base en protocolos especi-

ficos para cada enzima.

10) Lectura. Se hace la lectura de los
patrones de bandeo en los geles en fresco ya que es
el momento de resolucién éptima para algunas
enzimas.

11) Fijacion de geles en alcohol al 50%

12) Segunda lectura de los patrones de
bandeo con geles fijados.

A continuacién se describen con detalle cada
uno de los pasos anteriores.

Se colect6 la segunda a cuarta hoja ms nueva
de cada uno de los drboles adultos, secortaron en
fragmentos de aproximadamente 10x5 cm, se envol-
vieron en polietireno, se etiquetaron y se les puso
una liga y un ganchillo para introducirias en el
tanque de Nitrégeno lquido (Fig. Ap1.1). Una vez
en el laboratorio, las muestras se colocaron en un
ultracongelador (REVCO de -70°C) para su poste-
rior utilizacién. Sc ha reportado (Kephart 1990) que
las muestras guardadas por largos periodos de
tiempo en un ultracongelador, presentan diferentes
grados de viabilidad. Generalmente, en los tejidos
con aitos contenidos de compuestos secundarios las
enzimas se degradan rapidamente atin a temperaturas
de -50 grados centigrados. Por eso se decidié
congelar instantaneumente con nitrégeno liquido y
mantener las muestras a 70 grados. En el caso de
Cecropia obtusifolia se ha observado que las
muestras de hojas guardadas por mds de 9 meses
mantienen grados aceptables de expresién. Sin
embargo, la intensidad de las bandas isoenzimdticas
ha disminuido paulatinamente con el tiempo.

Los tejidos fueron homogeneizados (usando
2x2 cm. de material foliar con 15 gotas del buffer de
extraccién) en un buffer de extraccién de Mit.mod
(ver tabla I1.4), absorbidos en papel para croma-
tograffa Whatman (3 X 10mm) (3mm Chr. Cat. No.
3030614) y colocados en geles de almidén al 12%.
Inicialmente se utilizaba papel para cromatograffa
Whatman No.17 que es un poco més grueso que el
que se utiliza actualmente. Sin embargo, se observo
que la resolucién para muchas enzimas (por ejemplo
AcPH2, como se puede ver en las fotografias
Apend.1.2 que ejemplifican el uso de un papel
absorbente con respecto al otro) se incrementa
notablemente al cambiar de papel absorbente.
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Como se menciond anteriormente se requiere
de un buffer de gel (que se usa para prepararlo) y un
buffer de charola (que es una solucién 1onizada que
conduce la corriente eléctrica a través del gel) para
Hlevar a cabo una corrida electrofortica. La corriente
elctrica produce un corrimiento diferencial de las
proteinas, de acuerdo a sus cargas debido a la
presencia de grupos amino y de grupos carboxilo.
La carga neta de la proteina, y como resultado de
esto, su migracién en el gel, depende del pH,
compuestos quimicos y la concentracién desstos en
el sistema de buffer. Cuando las proteinas migran
hasta su punto isoeléctrico (donde ya no hay carga)
ya no se registra mas movimiento.

Ya que las enzimas se ionizan a varios pH's,
usualmente hay que ensayar con 2 a 4 diferentes
sistemas de buffer hasta poder lograr una buena
expresi A enzimdtica. En ste trabajo se montaron las
enzimas polim rficas en 5 sistemas de buffer
diferentes cuyos pH's van desde 6.1 hasta 8.3 y con
2 niveles de amperajes:

Tabla Apend.1. Amperaje y pH de los sistemas de
buffer utilizados. :

SISTEMA CORRIENTE (mA) pHCharola - pHGel

7 65 8.3 8.3
8- 55 8.0 7.6
Histidina 55 7.0 7.0
Morfolin 55 6.1 6.1
He 7.6 55 7.6 7.6

En cuanto detalles del corrimiento es
importante mantener un nivel de voltaje debajo de
los 250-300 V (dependiendo del grueso del gel) para
evitar la desnaturalizacién de las enzimas por exceso
de calor. Una de las estrategias que se utilizaron en
este trabajo para evitar el aumento del voltaje, fu ¢l
de remojar las toallas que conducen la corriente
elctrica, cada dos horas aproximadamente, en el
buffer de charola. El voliaje que se utiliza en los
diferentes sistemas de buffer va a depender del
tamaio y grueso del gel, de la concentracién y
composici n quimica del sistema de buffer que se
utilice y de! grueso del wick, Los voltajes anterirores
sc establecieron con base en experiencias de otros
laboratorios y en pruebas empiricas hechas especi-
ficamente para este trabajo.



Como se puede observar en la tabla
(Apend.1.1) hay algunos sistemas de buffer que
presentan el mismo pH para el buffer de gel v el de
charola. Este tipo de sistemas de buffer se deno-
minan continuos en contraposicién a aquellos
discontinuos en donde el pH del gel y de la charola
son diferentes (e.g sistema 8-). Una de las conse-
cuencias de usar un sisterna de buffer discontinuo es
que las bandas de los loci se adelgazan y permiten,
en algunos casos, una mejor resoluci n de las
isoenzimas,

Las enzimas montadas en cada uno de los sistemas
de buffer utilizados, se enlistan a continuacién:

SISTEMA DE BUFFER ENZIMAS

A (Morfolin) ACO, AcPH, FUM,{JGAL,
IDH, 6PGDH

B (HC7.6) AK, SOD
-CE=GAL, G6PDH, GDH,

C (Sistema 7)
: GOT, LAP, NADHDH,

MNR, PG, Rubisco, TPI

FE ‘ )

" G2DH, GPT, MDH, PGM,
SDH

FHC.0) HK

D (Sistema 8
E (Histiding)

Las recetas utilizadas para preparar los
sisterna de buffer son las siguientes (todas las
recetas estdn calculadas para 1 litro excepto cuando
indican lo contrario):

SIST. BUFFER DE GEL BUFFER
DE CHAROLA
A Buffer de charola - 25m!  Ac citrico-8.4g

Agua destilada - 475ml
Ajustar ambos a pH 6.1 con N - 3- (3-ami-
nopropilmorfolin)

B DL-Histidina - 0.958g

Tris - 15.1g
Ac. cftrico-8.3g

Ajustar ambos a pH 7.6 con NaOH

C Tris - 5.45g
Acido citrico - 1,3g
Aforar a 900 ml y ajustar
a pH 8.3 con NaOH.
Agregarle 100 mi de

LiOH-1.6g
Ac.bdrico - 11.6g
Ajustar pH 8.3
€on comp. secos

buffer de charola.

D Parte A - 76.8mi Parte A- 11t
Parte B - 326.4ml Agua dest.
Aforar a 1000 mi - 466ml
Ajustar a pH 7.6 con
HCI diluido.
Parte A: Parte B:
LiOH - 2.4g Tris - 12.36g
Ac.bdrico - 23.4g Ac cftrico-3.36g
Ajustar a pH 8.0 con :
LiOH

E DL-Histdina - 1.05g Tris - 16.35¢

Ac cftrico-9.04g

Ajustar ambos a pH 7.0 con NaOH,

F DL-Histidina - 0.958g  Tris - 15.1g
Ac citrico - 8.3g
Ajustar ambos a pH 7.0 con NaOH.

Para poder determinar a que distancia del
ctodo va el frente de corrimiento se coloca, en las
orillas de de los geles, dos wicks con extracto de
amaranto. La mayorfa de los geles se corren hasta
que el frente ha recorrido aproximadamente 10 cm.
En La FE se logré una mejor separacién de los tres
loci a los 8 cm. Los wicks con las muestras de cada
individuo se colocan, después del wick de amaranto,
a una distancia de 2-3 mm entre cada uno. Ef gel se
retira de la comiente elctrica y se corta en rebanadas
de 2 mm. Cada rebanada se tifie de acuerdo a un
protocoto especifico para cada enzima.

La nomenclatura de los loci, al igual que 1a
de los alelos, se estableci6é en funcién de fa migra-
cién de estos. Aquellos loci (o alelos) que estuvieran
mis cerca del cdtodo se les dié el nimero 1, los que
seguian el ndmero 2 y asi sucesivamente conforme
se acercan al 4nodo.



GDH

Tris-HCl pH 8.0 0.2M
L-4cido glutdmico
NAD 1%

NBT 1%

PMS 1%

GOT

Tris-HCl pH 7.0 0.2M
Sustrato GOT
Piridoxal SP

Fast Blue BB sal

Sustrato GOT:
L-acido aspdrtico
acido ketoglutdrico
Agua destilada

Ajustar a pH 7.0 con NaOH

GPT

Tris HCl pH 8.0 0.2M
L-alanina

acido ketoglutdrico
Lactato deshidrogenasa
NADH

HK

Tris-HCl pH 8.0 0.2M

MgCl2 1M

Glucosa 6P deshidrogenasa

DPN 1%

MTT 1%

PMS 1%
ot D-Glucosa

EDTA 4Na

IDH

Tris-HCl pH 8.0 0.2M
MgCl2 1M

TPN 1%

MTT 1%

PMS 1%

Acido isocitrico

LAP

Buffer tris maleato
pH 5.2 0.2M
L-leucil amida 2.5%

Incubar 30 minutos y afadir:

Fast black K sal
Disolverlo en agua

Buffer tris maleato pH 5.0 0.2M:
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Tris 242¢g
50 ml 75ml Acido maleico 232 ¢
04g 0.6g Agua I .
1ml 1.5ml Ajustar a pH 5.2 con NaOH o HCl1
Imi 1.5mi
1ml 1.5ml MDH
1M Tris HCI pH 8.0 10 ml 15 ml
Agua destilada 40 ml 60 ml
50 ml 75ml Na L-Malawo pH 7.8 2ml 3ml
Sml 7.5ml DPN 1% 2ml Iml
0.002 g 0.003g PMS 1% 0.1 ml 0.15ml
0.15g 0.225g NBT 001 g 0.015¢
! NaCN 00122g 0.0183¢
4g MNR :
2g 0.05M Tris-HCl pH 7.0 50 ml 5ml
100 ml NADH 005g 0.075¢
) Manadione 004 g 0.06¢g
o NBT 1ml 1L.5ml:-
20 ml NADHDH :
0.1g Tris-HCl pH 8.0 0.2M 50 ml 75 ml
04¢g NADH 0.025¢ 0.0375¢
0.006 g NBT 002g 003 g
0.06 g
6PGDH
Tris-HCl pH 8.0 1M 50 ml 75 ml
50 ml 75 ml MgCl2 IM 1ml 1.5ml
4ml 6 ml TPN 1% 0.5ml 0.75 ml
2ml 3ml MTT 1% 0.5mi 0.75 ml
2ml 3Iml PMS 1% 0.1 ml 0.2 mi
1 ml 1.5ml Acido 6 fosfogluc6nico 0.02 g 003 g
0.4 ml 0.6 ml (Sal de bario) :
0.05g 0.075 g
0012 ¢ 0.018 g PGI
0.02g 0.03g Tris-HCl pH 7.5 0.1M S0 ml 75ml
Glucosa 6P deshidrogenasa 3 ml 4.5ml
: MgCi 10% 05ml - 0.75ml
50 ml ~75ml TPN 1% 1ml 1.5ml
2m] Iml MTT 1% 1ml 1.5ml
Zml 3ml PMS 1% 03ml  045ml
I'ml 1.5ml D-fructuosa 6P 2Na 0018g 0.027¢
0.4 mI 0.6 ml
0.06 g 0.09 g
50ml” 75ml
I'ml 1.5mi
01g
S5ml



s0n:
ENZIMA 50m . 75ml

Las recetas de tincién de las isoenzimas montadas

ACO

Acido cis-aconftico
Tris-HCl pH 8.0 0.1M
MgCi2

Isacitrato deshidrogenasa
TPN 1%

NBT 1%

PMS 1%

AcPH

AcP buffer de acetatos pH 4
Naphtyl phosphate acid
Fast Garnet GBC sal

P rt [V, S =1
3bbgggg

3
iii ivm

80 mi 1
Olg 0.
02¢g 0
Acp buffer de acetatos pH 4.0:
Acetato de sodio trihidratado 2
Acido acético glacial 4
MgCi2 IM 5
Agua destilada i

AK
Trs-HCIpH 8.0 0.2 M
MgCi2 10%
Glucosa 6PDH
PMS 1%

TPN 1%

MTT 1%

Agar 1%

ADP

Glucosa
Hexoquinasa

CE

Buffer de Esterasa
Fast Garnet GBS 0075g
1% de solucidn de acetatode . -

na til 0.75mi

Raa

2y
2

O OO O D
33
ER-X

v ovintn
[yN

EEERVEIER
g5z

g
N
g fra

cocopoeoEa
o

oON

W by
PO
ANt

3
>
>
2

01g
liml

Buffer de esterasa;

Fosfato de sodio monobisico
Fosfato de sodio dibdsico 3
Agua destilada 1l

139¢

Solucién de aceiato de naftif;
Acetato de naftil lg
Acetona 50 ml
Agua destilada 50 ml

011258
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g

FE

Sustrato de FE

Buffer de acetato de Na pH 5.0
Agua destilada

Acetona

Methyllumbellifery! acetato

25 ml
18 ml
82 m!
500 m!
083 g

Sustrato de FE:
Acido acético glacial
Agua destilada

NaOH concentrado 4M

FUM

0.2M Tris-HCI pH 8.0

Acido fumérico 2Na sal

MDH 0

DPN 1% 4
i
1

572 ml
80 mt
Aforar a 100m!

oW
28m 2
N
N

NBT 1%
PMS 1%

«GAL
0.05M Buffer de
citratos-fosfatos, pH 4.0 40mi
4-Methylumbelliferyl4D-galactosa  0.04 g
(en 1 m! de N.N-dimetilformarnida)

GAL

0.05M Buffer de

citratos-fosfatos, pH 4.0
4-Methylumbelliferyl-2D-galacto
(en 1 ml de N,N-dimetilformamida)

G2DH

0.2M Tris-Hel pH 8.0
Agua destilada

DPN 1%

NBT 1% 1
PMS 1% 1
DL-4cido glicérico 0.

G6PDH

Tris-HCl pH 8.0 1M 6

Agua destilada 4

MzCl 1M 1

PMS 1% i
2
2
0

O O
A ta
=R=1

40 ml
0.04 g

MTT 1%
TPN 1%
Glucosa 6P 2Na



PGM

Tris-HCI pH 8.0 IM

Agua destilada

MgCi2 1M

Glucosa 6P deshidrogenasa
TPN 1%

PMS 1%

MTT 1%

Glucosa 1P

52

23552
33

C—=O—=NO L
2
OPNO—WL =g
':muu-
=KD

ot
2

[3%]

w

[ip-]

~J
w
i)

Rubisco
Metanol
Agua destilada 50 ml
Acido acético glacial 10ml
Fast black K salt 02¢g
Tefiir durante 30 min. a temperatura ambiente

SDH

Acido

Tris-HCI pH 8.0 0.2M
TPN 1%

MTT 1%

PMS 1%

SOD

Glucosa

Tris HC10.2M pH 80
DPN 1%

NBT 1%

PMS 1%

TPI

PMS 1%

MTT 1%

DPN 1%
Gliceraldehido 3P-
deshidrogenasa
Tris-HCl pH 8.0 0.1M
Agar 1%

EDTA 4Na

Acido arsénico
Dihidroxiacetona fosfato

50 ml

g
00015g 0003g

Una vez mezclados los componentes de las
recetas para cada enzima, se incuban los geles con
estas mezclas generalmente a 37 grados centigrados
y en la oscuridad. De las enzimas montadas en este
trabajo la ACPH y ACO se incuban en la oscuridad
pero a tempreatura ambiente o a 30 grados méximo.
El tiempo de tincién varia mucho entre enzimas y
especies. Las montadas en este trabajo tardaron de 1
a 2 horas. Las excepciones son la FE que se tific a
los 3 a 5 minutos de incubacién, y la ACPH que se

e
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tifie a las 24 horas de incubacidn.

A continuaci6n se ennumeran algunos de los
problemas que se tuvieron durante el desarrollo de
la electroforesis, y se enumeran algunas de las
causas que identificamos al ensayar diferentes
posibles soluciones a estos problemas:

Problema
1) Bandas barridas, no definidas,

Posible causa:
-No es un sistema de buffer §ptimo
-Se pasé de corrimiento

-El wick presenta pedazos de tejido sin homo-

geneizar
-No se tifiio rdpidamente y las enzimas difundieron
lateralmente

Problema
2) Baja actividad enzimética.

Posible causa:

-Buffer de extraccién inadecuado

-Se utilizo un radio Tej/Buf de ext. inadecuado
-Deterioro del material vegetal

-No es el sistemna de buffer de charola y gel éptimo
-Problemas con la tincién; se dejé la solucién
preparada durante mucho tiempo antes de poner el
gel a incubar, .0 bajas concentraciones d¢ los
sustratos o alguno otro de los reactivos

-Baja actividad de algunas enzimas debido a una baja
concentracién de las mismas en el tejido (se
soluciona al dejar los wicks durante toda la corrida y
al tefiir rebanadas ms gruesas)

Problema.
3) El voltaje estd demasiado alto.

Posible causa:

-Separacién de las muestras del origen
-Contacto pobre de la esponja y ¢l gel
-Toallas secas

Problema.
4) El frente en el gel es irregular

Posible causa:

-El gel es mds ancho en una parte que en la otra
-Alguna de las regiones del origen no estén haciendo
contacto

-Alguno de los electrodos no funciona

-El platino de alguna de las dos cajas de corrimiento
es demasiado corto



Problema.
5) Baja resolucién enzimética en sistema de
buffer de extraccién, charola y gel ya
probado.

Posible causa:

-Reactivos secos o en solucién deteriorados (se
encontré que las soluciones de los cofactores, en
particular, se deterioran despues de 2 semanas,
probablemente porque en solucién se saturan con
agua

-El poro de la matriz de almidén en el gel es
demasiado grueso porque la concentracién del
mismo o su enfriamento varian ligeramente

-Se utilizé la primera o Gltima rebanadas en las
cuales la difusién lateral de la muestra hace que las
bandas tifian barridas

De esta lista resulta claro que durante la
electroforesis existen muchos factores que son difi-
ciles de controlar y que afectan los resultados
electroforticos, inclusive una vez que se han estable-
cido protocolos adecuados para cada isoenzima.
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Apéndice 2.
HERENCIA MENDELIANA

Para los dos andlisis siguientes se asumié
apareamiento aleatorio entre los machos y las
hembras de las 8.96 hectdreas consideradas. Es
decir, la probabilidad de apareamiento de una
hembra dada con machos de un genotipo particular
fue igual a la frecuencia del genotipo en cuestién
entre los machos muestreados. Estas frecuencias se
reportan en la Tabla IV.1.

Apéndice 2a
Segregacién aleatoria de los alelos.

Para llevar a cabo este andlisis se juntaron
los datos de l1a progenie de madres con el mismo
genotipo para el locus en cuestién. Las frecuencias
genotipicas en cada uno de los arreglos de progenie
constituyen los datos observados. Los datos espera-
dos se estimaron con un diagrama de Punnet y la
probabilidad de aparcamiento con machos de los
diferentes genotipos. Las frecuencias observadas y
esperadas se compararon con una prueba de G y no
una chi cuadrada porque en varios casos se
registraron frecuencias pequefias. A continuacién se
muestra un ejemplo de como se realizaron estos
célculos para la LAP2:

Para una hembra con genotipo (33) (genotipo entre
paréntesis siempre). Se observaron en la progenie:
69 (33); 4 (23) y 7 (13). Las frecuencias de cada
uno de los genotipos entre los machos de la
poblacién fueron: 0.1333(13);  0.0666(23);
0.8(33).

La siguiente tabla muestra las posibles cruzas
s suponemos que los apareamientos son al azar; y la
frecuencia relativa de cada genotipo en la progenie
de cada tipo de cruza. En la tabla, el primer ndmero
para cada genotipo es Ja probabitidad de que ocurra
dicho genotipo en cada tipo de cruza, y el segundo
nimero corresponde a la probabilidad de que la
hembra en cuestién se aparee con un macho del
genotipo indicado en la cruza. La multiplicacién de
estas dos probabilidades es la probabilidad de que
ocurra una cruza y de esta se origine un genotipo
particular en la progenie. Las probabilidades de
ocurrencia de los diferentes genotipos en la progenie
para todas las cruzas posibles (las sumas hasta el
final de la tabla) corresponden a las frecuencias
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esperadas en un arreglo genot{pico de una progenie -

de madre con genotipo conocido (en este caso LAP2
= 33).

Macho Hembra 13 23 33

33 X 33 0 0 1x0.8
23 X 33 0 0.5x0.0666 0.5x0.0666
13 X 330.5x0.1333 0 0.5x0.1333
n x 33 0 0 0

12 X 33 0 0 0

22 X 33 0 0 0
Frec. genotip.esp: 0.0666  0.0334 0.8999

Para obtener las frecuencias absolutas se multiplica
por el niimero de individuos:

Genotipo: 13 23 33
0.0666 X 80 0.0334 X80 0.8999 X80
Frec. absolutas:  5.32 2.66 71.99

Con estos datos se pueden obtener los valores de G:

Genotipo: 13 23
Observado (f) 7 4 69
Esperado (F))  5.32 2.66 71.99

G = (4.60517) (f;) (log10{fi/F;})

En este caso la G = 1.2518; con 2 g1, P>
0.05. Esto quiere decir que para este locus los
apareamientos son al azar y la segregacion alélica es
mendeliana.

Andlisis preliminar de la hip6tesis de apareamientos
al azar.

Para explorar la hip6tesis de apareamiento al
azar se hizo ¢l un andlisis igual al anterior, pero lus
frecuencias genotipicas de los machos se obtuvieron
para aquellos 5 individuos que estuvieran mis

33

cercanos a cada hembra, En el caso de que hembras

del mismo vecindario tuvieran el mismo para algun
locus, se juntaban los datos de su progenie para cste
andlisis. Un ejemplo de éste célculo (para la GOT2)
es el siguiente:

Las hembras 47 (11), 68 (11) y 72 (11)
comparten el mismo vecindario de machos que es:

oy

5

A

g



51 (12), 61 (22), 63 (11) 64 (11) y 75 (11) (el
primer nimero es el nimero de macho y el segundo
su genotipo). La frecuencia de los genotipos en los
machos es:

Genotpos 11 12 22
Nimeros 3 1 1
Frecuencia 3/5=0.6 1/5=02 1/5=02

La siguiente tabla muestra las cruzas de las
hembras con los machos del mismo genotipo y las
frecuencias de la progenie que resultan:

Genotipos de la progenie

Macho X Hembra 11 12

11 X 1 1 (0.6) 0

12 X 1 0502 - 0.5(0.2)
22 X 11 0 1.0.2)
Frec.genot.esp.: 0.7 ; 03

- Cada una de éstas frecuencias se multiplica
por el némero de individuos:

Genotipo: 11 12
0.7 X 68 0.3X 68
Frec. absoluta: 47.6 20.3

Con éstos datos se obtienen los valores de G
como en el ejemplo anterior.

Apéndice 2b
Distribucién independiente de los loci.

Para el andlisis de ligamiento se utiliz6 una
hembra y los dates genotipicos de 30 individuos de
su progenie. Las frecuencias observadas se
obtuvieron a partir del nimero de individuos
observados para cada genotipo bi-locus. Las
esperadas se obtuvicron con base en las frecuencias
genotfpicas encontradas en los machos de la
pobiacién y asumiendo distribucién independiente
de los loci. Las frecuencias observadas y esperadas
se compararon con una prueba de G. A continuacién
se va a mostrar un ejemplo de €stas cdlculos para la
pareja bi-loci GOTI-Fel:

Los genotipos de los diferentes loci se vana
indicar poniendo el locus de GOT1 arriba de la
diagonal y el de Fel abajo (GOT1/Fel):
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£STA TESIS MO DEBE
SAUR D LA SiBudixth

Se cuentan los individuos de la progenie: 16
(12/22); 5(22/22); 1(22/23) y 5(11/22). Estos datos
se comparan con los esperados en donde se asume
aparearniento al azar y distribucién independiente de
los loci, Las probabilidades de ocurrencia de cada
uno de los genotipos de la progenie a partir del set
de machos de 1a poblacién estudiada se calcula de la
misma manera que en ef apéndice 2a.

La siguiente tabla muestra las cruzas de Jas hembras
con todos los machos:

Genotipos de la progenie
MachoXHembra 12/22 22/22 1122 11/12 12/12 lZfB 22/23-

512502 0 0 0. 0 0

23/22X12/22

12/22X12722  5(15).25(15),25(150 . 0. .0 © 0

12/12X12/22  .25(1).25(1)  0.25(1) .25(1) 0. -0~
122X1222 5(5) 0 5(5) 0 0 0 0.0
1223X1222  25(1) 0 25(1) 0 0 .25(1).25(1)

Frec.gen.esp. 4853 2941 .1911.0073 .0073 .0073

0073

Cada una de estas frecuencias se mult1phca
por el nimero de individuos de Ja progenie:

Genotipo:  12/22 22/22 1122 11/12 12/12 12123 2223
Frecuencia
absoluta:  13.103 7.941 5,159 0.197 0.197 0.197 0.197

Estas frecuencias se comparan con las
frecuencias observadas mediante el estadistico G
como en el caso del andlisis de segregacién
independiente de alelos,

Apéndice 3.
Probabilidades de exclusién de paternidad.

La probabilidad esperada de exclusién
promedio para un Jocus multiallico, si los machos y
las hembras tienen diferentes frecuencias allicas, es
la siguiente (derivada por Chakraborty, Meagher et
al. 1988, férmula A.1):

E(P(E) = {P;(1-P)? (1-Q+QD)} -

(% 35 QQ; (PP (1-P;-P)2)



donde P(E) es la probabilidad de exclusién,
A=(1-P;j)? y B=(1-P;-Pj)? son los dos valores que
puede tomar la variable y P;(1-Q;+Q;?) y
QiQj(P;+P)) son las probabilidades de que P(E)
torme los vafores A'y B respectivamente.

Esta ¢corresponde a la férmula general de
esperanza de una variable aleatoria; es decir:

E(PED) = &; {x; (P(PEL=xy)))

donde PE[ es la variable aleatoria; en este caso la
probabilidad de exclusién o de que una hembra se
aparee con machos que no pueden dar el genotipo
hijo en la pareja (m x h). La variable aleatoria (PE])
tiene una distribucién discreta y puede tomar dos
valores:

1) (1-P})2 con probabilidad P; (1-Q+Q;2) para tedo

i=1,2....

2) (l-Pi-Pj) con probabilidad Q;Q; (Pi+P;) para todo
=12k

es decir, para algunas parejas madre x hijo la PE;
esiguala (1-P))2 y para otras parejas es igual a
(1-P;-Py).

Estos valores de PE| se calculan de la
siguiente manera: La primera parte de la férmula
(A.1, de la primera sumatoria) calcula cudl es el
porcentaje de machos que pueden ser padres de la
progenie A A dada una pareja de madre X hijo (que
en el ejemplo van a ser de genotipos AjA} y A1A|
respectivamente). La probabilidad de aparearse con
alguno de los padres que tienen ¢l alelo Al se calcula
como:

Padre %

AtAy P2
AlAy PPy
ArAy PoP)
A1A3 PPy
A3Ay P3Py

La suma de éstas probabilidades nos da el
porcentaje de machos que pueden ser padres de esa
progenie A1 A1 dada una pareja madre X hijo (A A,
X AjAp). Elresultado de la sumatoria es:

% de machos que son posibles padres: Py (2-Py)

El porcentaje de machos que no pueden ser

padres de esa progenie dada esa pareja madre x hijo -

va a ser 1- el porcentaje de machos que sf pueden ser
padres:

% de machos que no pueden ser padres: (1 - P)2

La segunda parte de la férmula (A1, de la
primera sumatoria) nos da la probabilidad de que
PE|_ tome e valor de (1-Pi)2. Este valor se calcula

sumando todas las frecuencias de los apareamientos
(madre x hijo) que involucren al alelo Pj. El

resultado de sta sumatoria es:
Pi(1-Qi+Q?)

La segunda sumatoria de la férmula A.1 se
deriva de la misma manera que a primera parte de
sta sumatoria haciendo los cdlculos para el otro set
de parejas m x h.

Esta férmula (A.1) nos da la probabilidad de
exclusién promedio solamente para un locus.
Cuando se quiere calcular la probabilidad de
exclusién combinada para todos los loci de 1=1 hasta
L se utiliza la siguiente férmula:

Pg (C)=1-% (I-PED)

donde a es la probabilidad de no ser excluidos por
cada loci, b es ]a probabilidad de no ser excluido por

todos los loci y ¢ es la probabilidad de ser excluido

por todos los loci.

Esta dltima férmula proporciona una estima-

cién de la efectividad de exclusién de un conjunto -

particular de loci que en la figura I'V.3 llamamos
probabilidad de exclusién combinada.

Con base en la
probabilidades de la PE se puede construir
numricamente una distribucién de frecuencias del
porcentaje de parejas madre-hijo con las diferentes

distribucién de °

<



PE. Esta distribucién se puede comparar con la
observada pare explorar las dos hipétesis sobre las
cuales est basada la derivacién de la probabilidad de
exclusién y su diswribucién probabilfstica:
apareamientos al azar y distribucién de los loci
independientes,
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