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RESUMEN

El presente estudio se realizé con los ob“etivos de estirma.
la magnitud de la variacién genética en 11 poblaciones de Picea
chihuahuana, comparar la variacién dentro y entre las pobla-
ciones y estimar las distancias genéticas existentes entre cada
una de ellas.

La variacién isocenzimatica se analizé mediante la técnica de
electroforesis en gel de almidbén, utilizando el megagametofito
(tejido haploide de la semilla). El estudio se realizbé en un
total de 206 individuos, con un tamafioc de muestra que varid de &
a 25 individuos por poblaciédn. Para caracterizar el genotipo de
cada individuo se emplebé una muestra de 6 semillas.

Se analizé un total de 25 loci pertenecientes a 17 sistemas
enzimaticos; de éstos, seis sistemas revelaron un solo locus,
nueve mostraron dos loci y en los dos restantes se identificaron
tres loci.

Con base en las frecuencias alélicas observadas en cada locus
se pudieron diferenciar 3 grupos de loci: a) loci monomérficos
(loci con un solo alelo); b) el grupo de loci polimérficos con
un alelo predominante y uno o varios alelos raros y c¢) el grupo
de loci polimérficos con mads de un alelo frecuente.

El numero promedio de alelos por locus (1.4), el porcentaje
de polimorfismo (34.5%) y el valor promedio de la heterocigosi-
dad esperada (0.12) para el total de las poblaciones analizadas
muestra una alta tendencia hacia la fijacién de alelos, posible-

mente por efecto de deriva genética, dado el tamafio reducido de



la mayorfa de las poblaciones naturales de esta especie. Estas
medidas de variabilidad implican la presencia de endogamia y una
tendencia hacia 1la pérdida de variabilidad genética, con una
reduccidén en la capacidad de la poblacién para adaptarse a
cambios ambientales.

Asimismo, la estimacién de las distancias genéticas entre las
poblaciones, mostré un nivel moderado de diferenciacién entre
ellas, dando origen a 4 grupos de poblaciones que no muestran un
gradiente geogrdfico, altitudinal o climatico. Este agrupamiento
aparentemente aleatorio, apoya la hipbétesis de que éstas pobla-

ciones estdn expuestas al proceso de deriva genética.
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SUMMARY

Genetic variability in eleven mexican  spruce (Picea
chihuahuana) populations was analyzed to compare variation
within and between populations and to estimate genetic distances
between each one of them.

Starch gel electrophoresis was used to survey 206 megagameto-
phytes for 17 enzyme systems presumably representing 25 struc-
tural loci; 6 of them developed one locus, 9 showed two loci and
the last 2 were identified by three loci.

Based on the resulting gene frecuency data, the intrapopula-
tional genetic variability was specified by several common
variability measures.

The average number of alleles per locus (1.4), 34.5% of
polymorphic loci and 0.12, as the average heterozygosity per
population, show a high tendency to fix alleles, probably due
to genetic drift, mainly because the small population size 1in
most of the natural popualtions.

All of these variability measures implies inbreeding and a
tendency to the loss of genetic variability with a reduction of
the population hability to succeed in a changing environments.

Likewise, genetic distances determine a moderate' level of
differentiation between populations, distinguishing 4 population
groups that do not show up a geographical, altitudinal or «cli-
matic range. This apparently random gathering, supports the
hypothesis that all of the analyzed populations are exposed to

the proczs. of genetic drift.



1. INTRODUCCION

Es amgliamente conocido el hecho de que al paso del tiempo,
los mejoréé individuos de los bosques naturales se han extraido
con el fin de aprovecharlos y obtener productos de buena cali-
dad. Los individuos que por sus caracteristicas fenotipicas no
han cubierto las "exigencias" que se marcan para su aprovecha-
miento son los (Gnicos que sobreviven, con lo que se ocasiona la
pérdida de recursos genéticos que nunca mas podrdn ser recupera-
dos.

Como GUnica solucién posible a esta pérdida de germoplasma, a
nivel de especies vegetales cultivadas, se ha propuesto la
conservacién genética; esto significarfia la recoleccibén y pre-
servaciédn sistemdtica de semillas y plantas que actualmente
forman parte de los cultivos mAs importantes para el hombre
(Brown, 1978).

Si se considera que en poblaciones extensas o masas arbéreas
ampliamente distribuidas, la pérdida de variacidn genética es
importante, en poblaciones cuya &rea de distribucién cubre
Gnicamente pequefios manchones del territorio, el problema es aln
mas agudo.

La posibilidad de mantener niveles adecuados de variacién.
genética en poblaciones reducidas y escasas es crucial para la
conservacién de recursos genéticos y la capacidad de la especie
para responder a cambios ambientales a fin de evitar su extin-
cién (Ledig y Conkle, 1983; Niebling y Conkle, 1990; Le .7,

1988a, 1988b).



Sin embargo, Ledig (1988a) considera que los recursos genéti-
cos enfrentan mayores riesgos que la extincién de especies,
_{;sultando prioritaria la pérdida de poblaciones y la reduccién
de la diversidad genética local.

La aplicacién de las técnicas electroforéticas er .a separa-
cién de proteinas y el andlisis isoenzimatico, ha hecho posible
el conocimiento rdpido de la variacién genética. De esta manera
se puede determinar donde se encuentran los genes representati-
vos, los genes Gnicos o las combinaciones genéticas deseadas
(Ledig, 1986, 1988b).

El género Picea, cuyas especies se conocen cominmente como
rinoabetos espinosos o piceas, es uno de los géneros de co-
niferas menos conocidos en nuestro pais, en cuanto a su biolo-
gfa, distribucién natural y hdbitat. No existen datos actualiza-
dos sobre variacién genética, relaciones ecolbgicas o biogeoc =-
fia de las especies de este género en nuestro pais.

Desde el afio de 1942 en que Picea chihuahuana fue descr.ta,
hasta la fecha, se han realizado solo algunos estudios encamina-
dos a profundizar un poco en el conocimiento de esta especie.

Tanto Picea mexicana, la otra especie del género Picea que se
encuentra distribuida exclusivamente en nuestro pais, como Picea
chihuahuana se encuentran localizadas en Areas restringidas,
bajo condiciones ecolégicas muy particulares.

De hecho, ambas especies se consideran paleocendémicas en las
sierras de los Estados de Chihuahua, Durango y Nuevo Ledn,
inicos estados que contienen a dichas especies.

As{, ademds del valor econbémico potencial que el género Picea

representa para nuestro pais, estas especies representan un



valor fitogeogrdfico ya que sirven como base para entender la
evolucién y distribuciédn de las coniferas en México. Actualmente
este género desempefia un papel ecolébégico relevante en la compo-
sicién y.éstructura de algunos bosques de coniferas, ya que
forma parte de rodales con caracteristicas especificas. Sin
embargo, la mayoria de las poblaciones se encuentran en serio
peligro de extincién por la accién de diferentes factores bidti-
cos y abibticos. A pesar de lo anterior, alin sigue siendo minimo
el conocimiento que se tiene actualmente de estas especies en
nuestro pais (Rzedowski, 1978; Dominguez, 1986).

Lo anterior plantea la necesidad de estudiar las poblaciones
naturales de Picea para ampliar nuestro conocimiento ecolégico y
genético sobre el género, y se reconsidere la posiciédn que ocupa
dentro de las comunidades vegetales de las que forma parte. Sélo
mediante la obtencién de este tipo de informacibén serd posible
lograr la conservacién integra de las poblaciones naturales,
evitando una reducciédn drédstica en los acervos génicos exis-
tentes en ellas. |

Por ello, en la realizacién de este trabajo se plantean los

siguientes objetivos.

OBJETIVO GENERAL:

Conocer la magnitud y distribucién de la variacién genética
de las poblaciones naturales de Picea en 11 localidades ceo-

grdficas de los Estados de Chihuahua, Durango y Nuevo Ledn.



OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a)

b)

c)

d)

Determinar la magnitud de la variacié4n genética de las po-
blaciones naturales de Picea colectadas en Chihuahua,
Durango y Nuevo Leén.

Analizar y comparar la variacién inter e intrapobla-
cional de las localidades geogrdficas incluidas en el
estudio.

Establecer las distancias y relaciones genéticas existen-
tes entre las diferentes poblaciones estudiadas.

Aportar informacién que sirva de apoyo para el estableci-

miento de planes de proteccién, fomento y manejo de las

poblaciones naturales de Picea.



2. ANTECEDENTES
2.1 Marco Biogeogré&fico del Género Picea
2.1.1 Origen
~Se han dado a conocer dos corrientes sobre el origen del

género Picea, una de las cuales menciona que éste surgiéd del
Noreste asidtico y llegbé a Norteamérica a través de varias ondas
migratorias (Wright, 1955; Gordon, 1968) y la otra sugiere, como
origen, el Este de Asia o bien el Oeste americano (Wright,
1955). Sin embargo, el Este asidtico parece ser el mds indicado
debido a que en él1 se encuentra la mayor variedad de especies,
incluyendo a Picea koyamali, que es considerada como la especie
mads primitiva del género.

Bas&ndose en la compatibilidad de cruzamiento y sus afini-
dades taxonbmicas, Wright (1955) sugirié que el grupo de "Picea
rubens-mariana del Este de América", es mds antiguo que el grupo
de "“Picea glauca-engelmannii-pungens-sitchensis del Noroeste".
Dicho autor considera a P. jezoensis como el enlace mas proba-
ble entre las especies asidticas y las del Noroeste americano
(Picea glauca, P. engelmannii, P. pungens y P. sitchensis). Sin
embargo, Fowler (1966), con base en estudios de cruzamiento,
sugirié que el enlace del que se habla, estaba dado por Picea
glauca y no por P. jezoensis (Wright, 1955).

Un descubrimiento reciente de conos fésiles de una especie
extinta, P. banksii, apoya la hipbétesis expuesta por Fowler. Los
fésiles se encontraron en Banks Island en el Artico canadiense,
asociado con la formacién del Mioceno Tardio o Plioceno

Temprano. Picea banksil presenta conos similares a P. rubens,



?. mariana y P. glauca, y puede diferenciarse solamente de
Picea glauca con base en la media del tamafio de cono (Nienstaeat
y Teich, 1971). Se concluye que P. glauca, o un ancestro cercanc
coﬁo P. banksii, proporcionaron el enlace entre piceas nortea-
mericanas y asidticas. Se seflala ademds gue el grupo del .3-
roeste americanoc se originé a través de P. banksii, del cual se
desarrollé P. glauca y subsecuentemente se diferencid el com-
plejo relativamente reciente "sitchensis-engelmannii-pungens",
se sugiere que el "grupo mariana-rubens" estd relacionado con 2.
glauca en linea basal, precediendo el origen de P. banksii.

Fowler en 1971, cuestiona la interpretacién dada anterior-
mente acerca del origen del "grupo mariana-rubens" y sugiere que
la separacién de 'la "linea glauca" va en retroceso al menos
hasta P. omorika. Considera que el grupo llegd a Norteamérica
por el Este, durante el Cretdceo, antes de la separacién de los
continentes (Nienstaedt y Teich, 1971).

Una hipétesis aceptable de la evolucién de las piceas ameri-
canas, debe considerar el origen de tres especies relictuales:
P. breweriana , P. chihuahuana y P. mexicana, (descubierta y
descrita esta Ultima en 1961). Dallimore y Jackson (1966),
consideran a Picea mexicana como “intermedia en varios
aspectos" entre P. engelmannili y P. pungens; en particular en
cuanto a las caracteristicas del cono.

Varios autores han coincidido en seflalar que el género Picea
se encuentra retraido hacia la parte norte de México, debido al
efecto posterior de las Gltimas glaciaciones, que originaron un
ambiente hostil (mAs cAlido) para dicho género. Esto propicié la

aparicién de posibles adaptaciones a las fluctuaciones climati-



cas, que aunadas al aislamiento geogrdfico de las poblaciocnes
restantes, originé en consecuencia una alta especializacién de
su nicho ecolégico (Dallimore y Jackson, 1966; Sanchez y Nar-
vadez, 1983; 1985; Narvaez et al., 1983).

Wright (1955) expone datos de su estudio taxonémico y mencic-
na que Picea chihuahuana y P. breweriana muestran similaridad
morfoldégica respecto a algunas especies del Sur asidticc,
considerando que dichas especies son de un grupo diferente al de
las especies del Noroeste americano.

De acuerdo a fas diferencias taxondémicas, Wright (1955),
indica que es mAs probable que Picea chihuahuana haya tenido su
origen en el Cretdceo o en el Jurdsico y con menor probabili-
dad, que esta especie o bien un ancestro, pudo haber entrado
durante el Terciario Tardio cuando existia el enlace entre Asia
y Norteamérica. También se expone que las piceas americanas del
noroeste llegaron después, en el Terciario Temprano o Medio,
hasta que mostraron su mejor establecimiento en el Pleistocenc
Tardio (Clisby y Sears, 1955; Wright, 1955).

Los conos de Picea chihuahuana y P. banksil son mds parecidos
entre si{, siendo que esta Ultima especie es del Mioceno tardio o
del Plioceno Temprano. Hills y Ogilvie en 1970, sugieren que 2.
mariana y P. rubens estdn relacionadas con P. glauca en linea
basal, siendo posible que P. chihuahuana y P. breweriana sean
especies antiguas relacionadas con la misma linea basal y con
P. banksii. La edad sugerida y la similitud en la morfologia de
los conos no contradice esta conclusién (Nienstaedt y Teich,

1971} .



Como prueba de las relaciones filogenéticas antes citadas,
numerosos estudios, llevados a cabo en materia de Paleobotéanica
y Palinoestratigrafia, han servido de apoyo a las teorias sobre
la migracién de la especie como consecuencia de los cambios
climaticos que se han sucedido desde las glaciaciones.

Clisby y Sears (1955), refieren la presencia esporéadica del
Pinoabeto espinoso (Picea) en los depbésitos de la Cuenca de
México a niveles bajos e intermedios (muestras tomadas en dos
nicleos de perforacidén bajo la Ciudad de México), demostrando
con ello temperaturas mas bajas que las actuales y oscilaciones
de humedad y sequia con grandes perfodos de cambios térmicos que
aparentemente se remontan mas alld de la glaciacidén Wisconsi-
niana Temprana o Cuarta Glaciacién (Sears, 1955; Sears y Clisby,
1955) .

Haciendo alusién a los numerosos fésiles de coniferas icen-
tificados, los que a su vez representan géneros ya extintos o
bien poblaciones muy restringidas, Rueda-Gaxiola (1967),
menciona una relaciédn muy cercana de dichos fésiles con los
géneros actuales de Abies, Araucarila, Cedrus, Dacrydium, Larix,
Metasequoilia, Pherosphaera, Picea, Pinus, Pseudotsuga, Sequola,
Thujopsis y Tsuga, con lo que se considera que pudieron estar
presentes en México durante el Cretdceo Superior (Rueda-Gaxiola,
1967; Rzedowski et al., 1977) y cuya distribucién en la actuali-
dad estd restringida al hemisferio Boreal.

Graham en 1972 (Rzedowski et al., 1977), reporta una flora
polinica en la regién del Istmo de Tehuantepec compuesta por 300
tipos morfolédgicos distintos, entre los que pueden identificarse

géneros como Picea, Ables, Pinus y Podocarpus; y para la micro-



flora fésil de la regién de Veracruz, identifica granos de polen
de las mismas especies, reportando mayor frecuencia para el
género Podocarpus.

Estudios referentes al Mioceno Inferior y Mioceno Medio
realizados en Chiapas por Palacios (1977; 1985) y Biaggi et al.
(1977), muestran la abundancia de polen de Picea y Pinus que
llega a ser dominante en los sedimentos terciarios analizados.

Palacios (1985), considera con la presencia de microesporas
de Picea que el paleocambiente cercano a estos sedimentos estuvo
habitado por bosques de coniferas en donde Picea estaba asociado
con Ablies, Pinus, Pseudotsuga, y en menor proporcién Tsuga,
Larix y Cupressus.

Esta serie de registros han derivado a la conclusién de que
los bosques de coniferas predominaron en México, al menos du-
rante algunas épocas del Mesozoico o por lo menos desde fines
del Paleozoico hasta el presente, probablemente en forma inin-
terrumpida. Esto coincide con otros estudios que refieren el
apogeo de coniferas a nivel mundial durante el Cretéceo Inferior

o el Jurésico Superior (Rzedowski et al., 1977).
2.1.2 Taxonomia y distribucién geogréfica

Sargent reporta 37 especies del género Picea en el arfo de
1902 (Martinez, 1963), posteriormente Redher cita 38 especies
de las cuales 7 corresponden a Estados Unidos y Canada, 29 a
Asia y 2 a Europa; sin embargo, esta clasificacién no incluye
las especies designadas para México, debido a que éstas se
dieron a conocer por primera vez en 1942 (Lacassagne, 1934;

Martinez, 1963; Sargent, 1965; Gordon, 1968).



Destaca el estudio realizado por Lacassagne (1934), quien a.
hacer una compilacién de numerosos trabajos y basadc en estudios
morfolbébgicos y anatdmicos, resume 43 especies con 2 variedades
para Picea.

Estudios recientes coinciden en una clasificacién del numero
total de especies de Picea que oscila entre 30 y 40 taxa (Marti-
nez, 1963; Wright, 1964; Fowells, 1965; Hitchcock et al., 1969;
Cronquist et al., 1972 y Rushforth, 1987), las cuales habitan en
climas frios, y se distribuyen desde el circulo polar Artico
hasta el paralelo 35 de latitud Norte y se menciona que cerca de
la mitad de las especies se encuentran confinadas en China,
donde se desconoce el nimero exacto de especies que se mezclan
(Fowells, 1965).

Wright (1964) considera a las especies del género Picea como
originarias de las regiones mds frias del hemisferio septen-
trional. Este autor seflala que dentro del género no existen
brechas bien delimitadas como para justificar la creacién de
subgéneros y propone una clasificacién aplicable en cada uno de
los tres continentes del hemisferio Norte y que incluye dos
grupos: Nérdico y Meridional.

Sin embargo, se propone una nueva clasificacién (Rushforth,
1987) en la que se coloca a las especies en 7 grupos diferentes,
dentro de los cuales Picea chihuahuana se incluye en el grupo 3

que comprende las siguientes especies:
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GRUPO 3 P. abies, P. obovata, P. wilsonii, P. morrisonicola,
P. neoveitchii, P. smithiana, P. schrenkiana,
P. asperata, P. retroflexa, P. aurantiaca,
P. crassifolia, P. meyeri, P. koyamae,

P. koraiensis, P. polita, P. chihuahuana

El esquema filogenético propuesto por Wright (1955), coloca a
Picea chihuahuana en una relacién muy cercana con algunas de
las especies del Sur asidtico. Con base en la descripcién de
Martinez (1963), vy pocas extrapolaciones para algunos carac-
teres, Wright mostré que Picea chihuahuana diferfia de P. polita
y P. maximowiczii, de Japén, con base en los registros de sélo
12 y 15 caracteres ponderados, respectivamente (de un total de
53), de P. brachytyla, de China, en 15 y de P. breweriana, de
Oregon y Norte de California, en 17 caracteres; P. morrisonicola
y P. wilsonii se separan en 18 caracteres y P. orientalis y P.
pungens (siendo estas (Gltimas cuatro especies del Sur), con 19
diferencias.

El mayor nuUmero de diferencias morfoldgicas encontradas
entre las especies analizadas fue de 31 (Wright, 1955).

Darlington y Wylie (1955), establecieron un nimero cromosémi -
co haploide de 12 para los géneros de Picea y F.nus, y por ser
de 1interés comparativo, parte de la lista publicada por estos
autores, complementada con la que presenta Khoshoo (1961) para
el género Picea, as{ como una apreciacién general de caracteris-
ticas propias de algunas de sus especies se muestran en e.

Cuadro 1.

11



CUADRO 1. NUMERO CROMOSOMICO Y ALGUNAS CARACTERISTICAS
DEL GENERO PICEA
NOMBRE NOMBRE NUMERO UsSOS DISTRIBUCION
CIENTIFICO COMUN CROMOSOMICO
Picea abies Norway spruce pZ R EUROPA
24,48
24, 28
36,48
24,28 - 30
30 - 36, 36
37,48
60,70
P. aspertata Dragon s. @12 o O. DE CHINA
P. bicolor ()12
P. engelmannii Engelmann s. (n)12 M, H P, F NORTEAMERICA
P. glauca White s. 24 M NORTEAMERICA
P. jeeoensis Yeddo s. (n)12 F E. DE ASIA
P. koyamai Koyama s. (n)12 F JAPON
P. likiangensis
(balfouriana) (@12
P. mariana
(nigra) Black s. 24 O,C,M,P.H NORTEAMERICA
mariana x glauca )12
P. maximowiczii (m)12
P. monrigena (n)12
P. omorika Serbian s. (n)12 F YUGOSLAVIA
P. orienualis Oriental s. ()12 M, F ASIA MENOR Y S.
DE RUSIA
P. pungens Blue s. A4 F.M,C O. NORTEAMERICA
P. rubens Red s. ()12 MHP E. NORTEAMERICA
Y S. DE QUEBEC
P. sischensis Sitka s. 4 M O. NORTEAMERICA
P. smithiana Himalayan s. (n)12 M. F AFGANISTANY
NEPAL

NOMBRE COMUN: Dragon s. (Dragon spruce)
USOS: R (resinas y madera); H (habitat/comida para vida silvestre); F (ornamental); M (madera);

P (proteccion de cuencas); C (cinturones de proteccion)
Compilado de: Safford (1974), Santamour (1970) y Khoshoo (1961).

AUTORES

Saxy Sax 1933
L.yL 1948
Kiellander 1950
Kiellander 1950
llies 1953, 1958
Illies 1953, 1958
Dlies 1953, 1958
Dlies 1953, 1958
Santamour 1960
Santamour 1960
Santamour 1960
Saxy Sax 1933
Suff 1952
Santamour 1960
Santamour 1960

Santamour 1960

Saxy Sax 1933
Little y P. 1958
Santamour 1960
Santamour 1960
Santamour 1960
Santamour 1960

Saxy Sax 1933
Santamour 1960

Thomas 1945
Mchn y K. 1956

S SO




Han quedado mencionados casos excepcionales de poliploidia
en Picea (Taylor y Patterson, 1980; Khoshoo, 1961; Gordon, 1968,
y se seflala la existencia de individuos triploides, tetraploides
e 1incluso octaploides (Gordon, 1968), aunque sean casos muy
raros dentro del género. Santamour (1970) comenta que de locs
poliploides encontrados en algunas especies de Picea y Pinus no
ha habido registros de que hayan alcanzado la madurez sexual,
se indica un numero cromosémico diploide de 24 y se sug.-re gue
las restricciones en la realizacié4n de cruzamientos interespeci-
ficos se debe a diferenc::s génicas o tal vez citopldsmicas y no
a divergencias cromosémicas estructurales.

Recientemente se han realizado estudios sobre hibridacién
entre varias especies de Picea, con distintos niveles de éxito,
seflalando una extensiva hibridacién e introgresién (Wright,
1964; Fowells, 1965; Fechner, 1985; Gordon, 1990).

Wright (1964), indica que la hibridacién en el género Picea,
estd sujeta a dos factores importantes: El grado de similaridad
morfolégica y la proximidad de los habitats naturales; al
respecto, se considera que existe una poblacién de hibridos
naturales del pinoabeto espinoso (Picea), en México. La pobla-
cién "sin nombre" analizada por Taylor y Patterson (1980),
en sus caracteres morfolébgicos y quimicos, parece ser un
hibrido relicto, cuyos progenitores pueden ser, por una parte,
Picea engelmannii (incluso P. mexicana), y el otro posiblemente
P. chihuahuana o P. pungens.

La distribucién actual de los bosques de Picea en Méxicc, se
ercuentra restringida a pequeflas poblaciones aisladas en el

Norte del pais, por lo que se considera como un estado relictual

13



(Xzedowski, 1978). Al hablar de esta condicién, se ha propuestc
el término epibfotico o sobreviviente para lcs endemismos quo
son relictos de una flora perdida o flora anterior casi desapa-
recida de una regién (S&nchez y Narvaez, 1985; Gordon, 196§, .

En nuestro pais el género se encuentra representado actua.-
mente por las especies Picea chihuahuana y P. mexicana,
localmente conocidas bajo la denominacién comin de Picea o
Pinabete espinoso, aunque también reciben otros nombres, depen-
diendo de la regién del pais (Cuadro 2).

Picea mexicana, se encuentra localizada en la Sierra Macre
Occidental, en el Cerro Mohinora, Chihuahua, y en la Sierra
Madre Oriental, entre los Estados de Coahuila y Nuevo Lebébn. Este
:axén fue designado por Taylor y Patterson en 1980 como Picea
engelmannili var. mexicana.

Capd (1972a, 1972b), confirmé el endemismo de esta
especie, localizada entre los 3000 y 3500 m.s.n.m. en la Sierra
de la Marta, municipio de Rayones, Nuevo Leébn.

Picea chihuahuana se encuentra distribuida en la Sierra
Madre Occidental en Durango Yy Chihuahua (S&nchez y Nar-
vdez, 1983; 1990; Narvaez et al., 1983) y se reportdé en
1984 en Nuevo Lebén (Mlller-Using y Alanis, 1984; Miller-
Using vy Veldzquez, 1983; Palacios, 1985).

Los parajes en los que habita esta especie se encuentran
ubicados entre los paralelos 26 08’- 28 40’ de latitud Norte,
y los meridianos 106 22’ - 108 48’ de longitud Oeste, de.
lado occidental y entre los 23° 537 - 25 11’ latitud Norte, y
los meridianos 99 52° y 100 07‘ longitud Oeste, en el lado

oriental de la RepuUblica Mexicana.
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CUADRO 2. NOMBRES COMUNES ASIGNADOS AL
GENERO PICEA EN MEXICO

! NOMBRE LOCALIDAD
' MATEGO 6 MATEGOCO
 (TARAHUMARA) ' CHIHUAHUA
| PINABETE :
' PICEA | San Juanito, Chihuahua
; El Vergel, Chihuahua
, UCDF 9, 3, 8, Chihuahua
l Quebrada del Infiemo, Durango
 PINABETE San Juanito, Chihuahua
| PINABETE ESPINOSO | UCDF 5, Chihuahua
i
' PINOABETO ESPINOSO/
CAHUITE ESPINOSO DURANGO
|
' Sierra de la Marta, Coahuila

‘ HAYA 6 CIPRES
| Picea mexicana

El Carmen, Nuevo Leén/Coahuila




Las cotas altimétricas entre las que se ubica son de 2150 a
2700 m.s.n.m. Sin embargo, 18 de los 20 sitios que se conocen en
el Estado de Chihuahua, se encuentran entre los 2220 y 2400
m.s.n.m (Narvéez et al., 1983; Miller-Using y Veldzquez, 1983)f

Picea <chihuahuana presenta una distribucién discontinua en
el Estado de Chihuahua (Gordon, 1968; SAnchez y Narvéez, 1985).

Cabe destacar que tomando como referencia a las poblaciones
localizadas mAs al Norte del pais, existen 25 km de distancia
del Cerro Mohinora (localizacién de una de las poblaciones de
Picea mexicana) hasta la poblacién mas cercana de Picea
chihuahuana, y Qque esa misma poblacién del Cerro Mohinora se
encuentra separada 800 km de la poblacién mAs cercana de Picea
pungens localizada en Arizona, EUA., y 700 km respecto de la
poblacién mAs cercana de Picea engelmanii, en Arizona, EUA. Hay
400 km de distancia entre las poblaciones reportadas por Miller-
Alanis en el estado de Nuevo Lebn y las poblaciones que se
encuentran en la Sierra Madre Occidental; pero desde la Sierra
de La Marta, Coahuila, Méx. en que se localizan otras pobla-
ciones, hasta la poblacibén mads cercana de Picea engelmanil en
Nuevo Mexico, EUA. existen 1000 km (Ledig, 1993). Todo ello nos
indica el aislamiento geografico y genético al que se encuentra
sujeta la especie.

Gordon (1968) en un estudio sobre las poblaciones de Picea
chihuahuana en Durango, seflala que el numero total de individuos
es muy reducido y que el 4rea total incluye pocos kilbémetros

cuadrados.
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Rzedowski (1978), considera un area total cubierta por los
bosques de Pseudotsuga y Picea que probablemente no rebasa los
250 km? en toda la zona de distribucién de estos géneros.

Sanchez y Narvdez (1990), mencionan que el numero total ce
individuos de Picea chihuahuana, considerando tanto pléntulas
como arbolado adulto, en el estado de Chihuahua, es de 13,910
individuos en una superficie de 157 ha, y calculan un total de
17,000 individuos incluyendo las poblaciones de Durango.

En 1983, Mililler-Using y Veldzquez, agregan a la distribucién
del género Picea en México dos nuevas localidades: La Tinaja,
propiedad del Ejido Forestal "La Encantada", Mpio. de Zaragoza Yy
El Butano, Ejido Forestal "La Trinidad", Mpio. de Montemorelos,
ambas en el Estado de Nuevo Ledén. La primera constituye el area
de distribucién més austral del género en nuestro pais, muy
cercana al Trépico de Céncer, la segunda estd situada a un nive.
mads bajo que todas las Areas de Picea descritas para México,

entre los 2150 y 2250 m.s.n.m.

2.1.3 Importancia actual

El género Picea es considerado como uno de los grupos arbd-
reos de gran importancia debido al extensivo aprovechamiento a.
que ha estado sujeto a través del tiempo, contribuyendo de
manera relevante en la economia de Estados Unidos, Canadé vy
Eurasia (Safford, 1974; Gordon, 1968; S&nchez y Narvéez, 1985).

La madera se utiliza en la obtencién de pulpa para papel
de alta calidad, en la construccién, asi{ como en la fabrica-
cibn de instrumentos musicales debido a la alta calidad ce

resonancia que posee, especialmente la madera de P. abies
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(Safford, 1974; S&nchez y Narvéez, 1985). Se obtienen unglentcs
medicinales, gomas y destilaciones aromdticas de Picea glauca 7
Picea mariana; se utilizan las raices de P. abies y 2. glauce
para hacer cuerdas; en la fabricacién de partes de aeronaves se
utiliza madera de P. sitchensis y se obtienen bebidas antiescor-
blGticas y diuréticas de las ramillas y aciculas de especies como
P. abies, P. mari2na y P. rubens, ademds de que muchas especies
son altamente apreciadas como ornamentales por el porte elegante
que presentan, realzado por la presencia de los conos masculinos
en la primavera y que a veces son de color rojo brillante inten-
so (Martinez, 1945; 1963; Safford, 1974; S&nchez y Narvaez,
1985) .

Safford (1974) y Narvdez (1984), mencionan que propiedades
como el peso ligero, resistencia, color claro, veteado fino,
textura suave y fibras largas hacen que la madera en la mayoria
de las especies de este género pueda usarse potencialmente como
madera aserrada.

Para la fauna silvestre, el género descrito representa una
fuente de alimento para las aves y los mamiferos que se alimen-
tan de sus semillas y en especial para las ardillas que se
alimentan de las yemas vegetativas y reproductivas; ademéds de
significar un refugio importante durante el invierno, sobretodo
en latitudes muy elevadas (Safford, 1974).

Arboles de este género son apreciados por su rdpido creci-
miento y debido a su tolerancia a vientos extremos y temperatu-
ras frfias, han sido utilizados en fajas de protecciédn en planta-

ciones, especialmente P. glauca y P. sitchensis.
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Picea pungens es altamente valuado como protector de cuencas
hidroldbgicas y sirve como indicador de las corrientes de agua
(Fechner, 1985); se destaca la especie P. omorika como
“"tolerante a atmésferas impuras" (Safford, 1974), debido a que
los individuos de este género no son tolerantes a sitios secos o
ambientes con aire contaminado.

En México no es posible el aprovechamiento del género Picea a
nivel comercial, debido a que su distribucién es altamente
restringida.

Picea chihuahuana muestra actualmente un empobrecimiento
genético a consecuencia de un prolongado aislamiento originado
por las barreras geogrdficas existentes entre las poblaciones,
una alta especializacién de su nicho ecolégico y una baja agre-
sividad de la regeneracié4n natural con respecto a las especies
con las que cohabita (Gordon, 1968; Sanchez y Narvaez, 1983;
1985; Narvdez et al., 1983; Sanchez, 1984; Rzedowski et al.,
1977) .

Narvaez et al. (1983), Sanchez y Narvaez (1985) y Basurto et
al. (1990), coinciden en sefialar que Picea chihuahuana no tiene
usos industriales en nuestro pais; sin embargo, en las locali-
dades se hacen cortas de las puntas de arboles, arboles corple-
tos y arbolitos de forma clandestina para aprovechar la madera Yy
como arbolitos de Navidad. Niembro (1986), menciona que el
cultivo de esta especie en gran escala serfia de gran utilidac
para la fabricacién de pulpa para papel y como planta de ornato

por la belleza de su follaje.
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2.2 Descripcién Botanica de Picea chihuahuana Martinez

Las piceas son arboles siempre verdes, ionoicos, de ramas
generalmente extendidas y verticiladas; hojas mds o menos rigi-
das y cuadrangulares, con estomas en las cuatro caras. En algu-
nas especies las hojas son comprimidas y, en tal caso, leos
estomas se encuentran en dos de las caras. Las hojas estan
dispuestas en espiral, orientadas en todas direcciones y se
insertan sobre la prolongacién de un cojinete recurrente; en el
drbol duran muchos afios, pero en seco se desprenden con mucha
facilidad (Martinez, 1963) (Cuadro 3).

Picea chihuahuana se ha descrito como un 4rbol de 25 a 40 m
de altura y tronco de 45 a 70 cm de didmetro, con una corteza
gris agrietada externamente y moreno obscura por dentro, de 20
mm de espesor y superficie escamosa (Figura 1).

Las ramas inferiores se presentan de los 2 a los 5 m de
altura sobre el suelo, son casi horizontales, mientras que las
superiores son extendidas o algo levantadas, formando una copa
cébnica. Las ramillas son opuestas, a veces bifurcadas, muy
dsperas y de color amarillento con tinte rosado en sus partes
internas y obscuro en las adultas, las cuales se descaman a
medida que envejecen (Martinez, 1942; 1963).

Las yemas son terminales en grupos de tres, ovoide-acumina-
das, de 7 a 8 mm, con las bréicteas apretadas, ovadas u ovales,
de borde laciniado. En la base se observan otras bracteas peque-
flas y largamente acuminadas (Martinez, 1942; 1963).

Las hojas son solitarias, de 15 a 21 mm de largo por 1.7 mm

de ancho, 1rigidas, con el &pice agudo, cérneo y punzante. La
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CUADRO 3. CARACTERISTICAS BOTANICAS DE LAS ESPECIES
DEL GENERO PICEA DISTRIBUIDAS EN MEXICO

| CARACTERISTICAS | Picea chihuahuana | Picea mexicana |
ARBOL 25a30m |25a28m —
COPA piramidel | piramidal o o
DIAMETRO |45-60cm - ~ |50-60cm S |
CORTEZA agrictada, de color grisdceo. de 18 mm de grueso, lisa,
| - - con placas moreno blanquecinas
RAMILLAS aspcras y opuestas. pubescentes, color amarillo opaco.
HOJAS cuadrangulares, solitarias, lincares, sin canales resiniferos,
rigidas, rectas o ligeramente cuadrangulares, tiesas, sin olor,
encorvadas, articuladas sobre bases de 3 a 4 hileras de estomas.
decurrentes y salientes; de color
verde claro glauco, con4 a 6
hileras de estomas.
LARGO de 15 a 20 mm, n, . . frecuente de 18 a 36 mm.
de 17 a 19 mm.
. _APICE agudo y pungente, de | a 2 mm. _| pungente y comeo. I —
CONO 105a 12 cm. 6.5 cm.
cilindricos u oblongo cilindricos, oval, color amarillento opaco.
a veces levemente encorvados, Terminal o lateral.
romos; terminales o subterminales,
colgantes; color cafe amarillento,
o brillantes, con pediinculos de 10 mm. e S ]
ESCAMAS imbricadas, coridceo leiiosas, abova- subrombicas, de 14 mm
das, 20 mm de largo por 18 de ancho; de largo por 12 mm de ancho;
apice redondeado y entero; numerosas dpice redondcado, margen eroso-
y liesas. denticulado.
SEMILLA subangulosa, aguda en la base, parda, ovoide, de 3.5 mm de largo
morcna, de 4 8 5 mm con ala casi por 2.5 de ancho.

oval,de 15417 mm.
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epidermis estd formada de células cuadrangulares formando una
fila con interrupciones en el sitio de los estomas. La subepi-
dermis consta de células gruesas que forman una capa contirua,
doble en las extremidades y simple entre estomas con pocas
interrupciones. Presenta ademas, células de refuerzo en torno de
los canales resiniferos y en la extremidad del eje mayor. El
tejido en palizada y el tejido lagunoso son parecidos, siendc
mas alargadas las células del primero y mads cortas e irregulares
las del segundo. Los canales resiniferos son dos, situados en
las extremidades del eje menor (Martinez, 1942; 1963).

El endodermo estd formado por unas 17 a 19 células largamente
elipticas, de paredes delgadas. En el cilindro central se obser-
va un haz vascular rodeado de células poligonales, y abajo de
los vasos liberianos se ven 5 o 6 células gruesas. La seccion
transversal de la ramilla, practicada a 1 cm de la extremicad,
presenta una figura circular lobulada. La epidermis es continua,
revestida por una capa de células gruesas, excepto en las super-
ficies entrantes de los lébulos (Martinez, 1942; 1963).

Como 1inflorescencia masculina presenta un pequefio cono oval
de wunos 3 cm de largo de color violaceo. Constan de numerosas
anteras con dos sacos poliniferos, colocados en espiral, y su
conectivo se engancha en la extremidad figurando una escama. Lo:
conos femeninos se presentan solitarios o en pares, formados por
numerosas escamas delgadas y persistentes, colocadas en espi-
rales en torno de un eje llevan una pequefia brdctea; miden ce
10.5 a 14 cm de largo por 4 de didmetro (Martinez, 1942; 1963).

Respecto a las semillas de Picea chihuahuana, Gordon (1968)

menciona una longitud promedio de 3.8 mm, y 12.5 mm para la
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semilla con ala. En promedio, se consideran 283 semillas por
gramo o un peso de 3.56 gramos por cada 1000 semillas.

En cuanto a la madera, la albura y el duramen son de cclor
blancc (2.5 y 8/2) (Minsell, 1954), no tiene brillo, olor o sabor
caracteristicos; presenta una textura fina, homogénea, de granc
derecho y veteado tenue. La madera de primavera presenta una
coloracién més clara y un grosor mayor que los presentados en
la de verano, la cual es de color negro obscuro (2.5 y 5/21) (op.

cit.) .-
2.3 Ecologia del Género Picea en México
2.3.1 Relaciones fitogeogréficas

Con el aporte de los hallazgos polinicos en diferentes estra-
tos y regiones de la Republica Mexicana, ha quedado remarcada la
fuerte relacién existente entre los géneros Picea, Pseudotsuga Yy
Abies. Sin embargo, en la actualidad los bosques de Picea, son
mucho mds reducidos que los bosques de los otros dos géneros
(Rzedowski, 1978).

En un estudio de impacto ambiental realizado en 1990, para
los Estados de Chihuahua y Durango, resalta que la comunidad
vegetal donde se localiza al género Picea, que generalmente es
en sitios protegidos y humedad relativa elevada, estd con-
formada por masas boscosas compuestas de Pinus arizonica, P.
engelmannii y P, durangensis, asi como Pseudotsuga,
Abies, Populus, Cupressus y Pinus ayacahuite var. brachyptera

(Basurto et al., 1990).
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En este tipo de comunidades se identifican cuatro estratos
(S&nchez y Narvéez, 1983). El estrato herbdceo, que presenta la
mayor diversidad de especies, estd integrado principalment
por Pteridium aquilinum, Galium mexicanum, Penstemorn
campanulatus, Fragaria mexicana y Bromus anomalus. El estrato
arbustivo, cuenta con especies de los géneros Arctostaphylos
arguta y A. pungens, Arbutus xalapensis, Salvia elegans,
Crataegus spatulata, Prunus sp. y especies transgresivas de
estratos superiores. Pinus ayacahuite var. brachyptera, 2.
durangensis, P. arizonica, Populus tremuloides vy Quercus
sideroxyla son los componentes principales del estrato arbdreo
inferior. En el Gltimo estrato, el estrato arbéreo superior, se
encuentran individuos de Pseudotsuga sp., Ablies durangensis Yy
Cupressus, que son notablemente mas altos.

En la Sierra de la Marta, Coahuila, Cornejo (1987), seriala la
presencia del bosque de Picea en la exposicibén NNE, entre los
2500 vy 3600 m.s.n.m., y menciona la composicién floristica de
los estratos arbdéreo, arbustivo y herbdceo. En el primero in-
cluye Pseudotsuga flahaulti,Pinus hartwegii, Abies vejarii,
Pinus ayacahuite y Picea mexicana; considerando en el segundo
estrato a Quercus pungens, Q. emoryi, Q. hypoxantha, rbutus
xalapensis, Cercocarpus mojadensis, Yucca carnerosana,
Gymnosperma glutinosum y Dasylirion sp., Yy para el estratc
herbdceo Bromus sp., Vulpia octaflora, Geranium mexicanum e
Hibiscus cardiophyllus.

Rojas (1965), seflala dentro del bosque perenne-aciculifolio
de Pinus-Pseudotsuga-Abies, en el estado de Nuevo Leén a .os

siguientes elementos: Pinus montezumae, Pinus arizonilca var .
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stormiae, Pinus ayacahuite, Pseudotsuga macrolepis, Pseudotsuga
rlahaultii, Abies mexicana y Picea mexicana. Capé (1972a),
reporta por primera vez a Taxus globulosa como parte de la
asociacidén vegetal presente en la comunidad de Picea mexicana en
el estado de Nuevo Leén.

Para el municipio de Santiago, en Nuevo Ledén, Valdéz en 1981
(citado en Cornejo, 1987) describe el bosque de Pseudotsuga-
flnus-Abies que se localiza en las Sierras de Potrero de Abrego
y Rancho Nuevo, entre los 2500 y 3470 msnm. El autor define 4
estratos con respecto a la altura que presenta la composicién
vegetal: Estrato superior, medio inferior, inferior y rasante.
Las especies que componen el primer estrato son Abies sp.,
Arbutus xalapensis, Cupressus arizonica, Picea engelmannii var.
mexlicana, Pinus ayacahuite var. brachyptera, Pinus montezumae,
Pinus pseudostrobus var. estevezl, Populus tremuloides,

Pseudotsuga flahaulti y Pseudotsuga macrolepis. El segundo

estrato comprende a especies como Ablies spp., Ceanorhus
fendleri, Ceanothus greggii, Crataegus greggiana, Garrya
lauriflora, Garrya ovata, Juniperus flacida, Juniperus

monosperma, Populus tremuloides, Prunus sp., Pseudotsuga spp..
Quercus affinis, Q. crassifolia, Q. greggili, Q. hypoxantha y Q.
sideroxyla. El tercer estrato incluye a Achillea millefolium,
Amoreuxia wrightii, Castilleja aff. sessiliflora, Chimaphila
maculata, Chimaphila umbellata, Eriogonum hemipterum, Geranium
sp., Rosa woodslili, Symphoricarpus microphyllus, Senecio
bifelovii y Trisetum canescens. El estrato rasante estd integra-
do por Hypnum cupressiforme var . lacunosum, Hyp:rium

cupressiforme, Entodon erythropus, Dicranum scoporium, Cladonia
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sp. y Parmelia sp.

Miller-Using y Veldzquez (1983), definen para el Ejido
Forestal "La Encantada", parte de un bosque virgen en una sec-
cién de "La Tinaja", integrado por encinos, pinos, oyamel,
hayarin, pinabetes y mezquitillo. En su descripcién incluyen
especies como Quercus mexicana, Pinus teocote y Taxus globulosa,
siendo la regeneracién de Picea chihuahuana muy abundantg.

En el Ejido Forestal "La Trinidad", en el Mpio. de Montemore-
los, N.L., se remarca la influencia del hombre en el bosque, que
se muestra altamente afectado pero no muy deteriorado. La
vegetacibén acompafiante es muy similar a las anteriormente
descritas. En cuanto a las coniferas y latifoliadas del estrato
arbbéreo, se distingue dentro de esta localidad a Cupressus
arizonica, Tilia floridana, Carpinus sp., Hicoria pecan e Ilex
sp. Este tipo de comunidad se distingue porque no representa ni
a la comunidad forestal de alta montafia ni al bosque boreal, vya
que también se cuenta con especies como la vid silvestre.

(Miller-Using y Veldzquez; 1983).
2.3.2 Clima

Picea chihuahuana se presenta en Adreas que segln la clasifi-
cacién climadtica de Kdéeppen, modificado por Garcia (1973),
corresponde al clima semifrio, el mads himedo de los templados
subhuimedos (C(w,) (b’) (e)), por la temperatura media de -3 a 18C
del mes mds frio y de 15 a 22°C del mes m&s caliente, con una
oscilacién de 7 a 14C, con verano fresco y largo. Se presenta
una precipitacién anual promedio de 500 a 700 mm. El periodo

libre de heladas es de .30 a 160 dias al afio (Garcia, 1973).
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Gcrzdon (1968), reporta una temperatura media anual entre los
11 vy los 19°C, con una precipitacién media anual que va de los
400 a 925 mm en los sitios donde existe Picea en el estado de
Jurango. Para el estado de Chihuahua, S&nchez y Narvdez (1983,
1390), coinciden con lo anterior, ademds de mencionar la locali-
zacidén de la especie en laderas con pendientes de 35 a 65% con
exposiciones Norte, Noroeste y Noreste.

Basurto et al. (1990) mencionan una temperatura media anual
entre 12 y 18°C, la presencia de lluvias en verano y un cociente
de P/T de 55.

El grupo que comprende los climas templado frios vy
subhlimedos c¢on lluvias en verano, considera una temperatura
media anual de 12°C. En el caso de Durango, ésta va de 9 a 10°C
y en Chihuahua es de 11°C.

En Durango se presenta una mayor uniformidad respecto a las
temperaturas medias mensuales. También es comin la presencia de
una menor precipitacién en el Norte y centro de Chihuahua, y una
mayor precipitaciédn en el centro, Sur y Suroeste de Durange. En
el estado de Nuevo Lebn, las poblaciones de Picea se localizan
en un clima frio y himedo (Cwbn), en especial en el Bosque
perenne aciculifolio con Pinus-Pseudotsuga-Abies, del cual Picea
€S un componente, con temperatura media anual entre 4.5 y 13°¢
y una precipitacién estimada entre 1800 y 2200 mm anuales

(Rojas, 1965).
2.3.3 Caracteristicas edA&ficas

Gordon (1968), describe para las poblaciones de Picea en

Durango, la presencia de suelos litosoles de montafia y suelos
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café de montafia, sefilalados como suelos delgados, con un pH que
va de ligeramente acido (6.0) a alcalino (7.6). El humus tipoc
Duff-mull, cuya tendencia es derivar a Mull-like destaca come
principal diferencia en la comparacién de dos localidades, :na
de ellas caracterizada como fresca y otra como himeda.

Sanchez (1984), menciona para la comunidad de Picea en Chi-
huahua, suelos medianamente profundos, pedregosos, coloracién
gris y textura franco-arenosa; pH 4cido de 5.3 a ligeramente
dcido de 6.7, con altos contenidos de Potasio. Presentan un alto
contenido de materia orgdnica en el horizonte superficial y en
horizontes intermedios es de mediano a bajo. En los horizontes
superficiales se 1reporta una alta capacidad de intercambio
catibénico, y para los intermedios, mediana. Estos suelos se
caracterizan como suelos inmaduros, de color rojo, café o rojo
amarillento de montafia.

Para el Estado de Nuevo Ledén, se identifican suelos castanos
(chestnut), semidesérticos vy desérticos (sierozem), sueios

negros (chernozem) y suelos complejos de montafia (Rojas, 1965).
2.3.4 HAbitat de la Especie

Los diversos ambientes a los cuales los pinoabetos espinosos
se han adaptado naturalmente, proveen una extensa gama de varia-
ciones individuales, ecolégicas y geogréficas. La hibridacién
natural vy la introgresién son comunes entre las piceas, donde
las Areas de,@Lstribucién de especies compatibles se traslapan.
También ha sido posible realizar cruzas aztif&ciales entre
varias especies que se encuentran ampliamente separadas, Yy

ocurren en forma natural cuando las especies se encuentran
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plantadas en el mismo lugar (Safford, 1974).

Las caracteristicas ecolbgicas de Picea chihuahuana fueron
descritas en el primer trabajo reportado para la especie, reali-
zado por Gordon (1968) y posteriormente en el trabajo de Narviez
(1984) . Estos trabajos abordan ampliamente las caracteristicas
que definen el dmbito ecolégico en el que prospera la especie en
estudio, por lo que refiero su consulta para profundizar en
estos aspectos. De acuerdo con estos autores, la especie pros-
pera en hdbitats especiales cuyas caracteristicas son determina-
das por las condiciones geogréficas, eddficas y climdticas de
cada sitio, lo cual ha tornado a estos ambientes en lugares
frdgiles cuya perturbacién implica wuna amenaza para Picea
chihuahuana.

En los estudios seflalados se presentan datos sobre las rela-
ciones de crecimiento/didmetro, didmetro/afilo, andlisis quimico
del follaje para contenido de Calcio, Sodio, Potasio y Nitrége-
no, caracteristicas edadficas, gravedad especifica, vegetacién,
regeneracién y endemismo (Gordon, 1968), aspectos relacionados
con el crecimiento de los Arboles en distintas poblaciones
naturales de Chihuahua, ademds de asociaciones vegetales, carac-
ter{sticas climAticas, edaficas, as{ como los efectos de re-
generacién, competencia y enfermedades (Narvdez, 1984; S&nchez y
Narvaez, 1990).

Gordon (1968), Narvadez (1984), S&nchez y Narvaez (1990),
Cibrian-Tovar et al. (1986) y Basurto et al. (1990), coinciden
en sefalar que agentes nocivos como la palomilla Laspeyresia vy
Cydia, barrenan las semillas y conos de Picea, ocasionando

mortalidades de semilla superiores al 95%.
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Los géneros Alternaria y Nigrospora (hongos ficomicetos),
tambien ocasionan fuertes dafios en las poblaciones de Picea.

Finalmente la actividad antropogénica derivada de la ganade-
rfa, cortas clandestinas y despuntamiento de A&rboles, también

constituye una agente perturbador de esta comunidad.

2.4 Variacién Genética

2.4.1 Conceptos Dbéasicos

La importancia que reviste la variacién dentro de una po =
ciébn animal o vegetal gqueda seflalada especificamente en el
concepto de que la variaciébén genética es la materia prima para
la selecciébn natural y la evoluciébn, asi{ como para el mejora-
miento genético; Darwin utilizd esta base como argumento princi-
pal para explicar la Teoria de la Evoluciébn: "Toda variacién que
no es heredada carece de importancia para nosotros" (Mettler vy
Gregg, 1982; Nienstaedt, 1979; Dobzhansky et al., 1980).

As{, la variacién natural permite la adaptacién de los orca-
nismos a los ambientes cambiantes y por lo tanto el dominic <ce
ciertos hébitats (Guries, 1979). En respuesta a las presiones
del medio ambiente sobre el organismo y su genotipo, cierctos
caracteres pueden ser acentuados o bien determinadas combina-
ciones genéticas pueden ser perpetuadas con mayor frecuencia en
una poblacién con un ambiente determinado, originando de esta
manera la predominancia de un fenotipo (Hocker, 1984).

La variacién genética se encuentra dividida en componentes

aditivos y no aditivos. El primer caso es 1resultado de lcs

efectos acumulados de alelos de todos los loci que influyen ==

i

una caracteristica. Los efectos no aditivos son el productoc =
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ia interaccién de alelos especificos en un mismo locus (dominan-
cla) o de la interaccién entre alelos en diferentes loci (epis-
tasis). Sin embargo, la mayorfa de las caracteristicas de impor-
tancia econdémica en el 4rea forestal se encuentran bajo cierto
grado de control genético aditivo, lo que permite utilizarlas
satisfactoriamente en sistemas de seleccién simple (Zobel vy
Talbert, 1984).

La variacié4n de un cardcter puede ser cuantitativa o cualita-
tiva (polimdérfica). La diferencia principal entre ambos tipos es
el numero y la accién de los factores genéticos que determinan
los caracteres. La variacién cuantitativa considera el tipo de
caracteres que se encuentran gobernados por varios genes con
efecto acumulativo; en el caso de la variaciébn cualitativa o
polimérfica existen dos, tres o mds tipos diferentes de formas
fdcilmente identificables en una poblacién, son iniciados proba-
blemente por la accién de genes de "cambio", cuya accién lleva
el epigenotipo a una via de desarrollo diferente (Mettler y
Gregg, 1982).

Las especies arbéreas presentan la capacidad de adaptarse a
un amplio rango de condiciones biéticas debido a la alta varia-
bilidad genética que presentan. Lo anterior les permite que ante
cambios ambientales bruscos, las poblaciones puedan ajustarse vy
permanecer en competitividad con otras especies a fin de ocupar
los nuevos nichos que se van creando (Nienstaedt, 1979).

El fenotipo, referido como el aspecto morfolégico o aparien-
cia fisica de un individuo (&rbol), es influido por el potencial
genético del arbol y por el ambiente en el cual se desarrolla vy

se encuentra indicado por la férmula: F = G + A (fenotipo =
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genotipo + ambiente) (Dobzhansky, 1975; Guries, 1979; Zobel vy
Talbert, 1984) y el genotipo, que considera la constitucidén
genética de wun organismo; es decir, la suma total de tocda la
informacién genética que posee un individuo, estd determinado
por los genes que residen en los cromosomas del nicleo de cada
célula en el &rbol (Guries, 1979).

Definidos los genes como las unidades funcionales de la
herencia; cada gen puede estar representado en la poblacién por
una, dos o mas formas alternativas, cada una de las cuales
recibe entonces el nombre de alelos; su localizacién en un
cromosoma es conocido como locus y cada locus se encuentra
representado dos veces en una célula diploide, uno en cada uno
de los cromosomas homélogos.

Secuencias especiales de aminodcidos prescritas por el ADN
determinan en las enzimas funciones especificas otorgando que
tanto su estructura polipeptidica, propiedades quimicas y fun-
cionales sean GUtiles para el andlisis de cada una de las formas
miltiples Qque separadas por métodos electroforéticos se han
designado como iscenzimas o isozimas; éstas, se presentan en el
mismo organismo vy tienen actividades cataliticas similares o
idénticas, son codificadas por genes diferentes, por lo que
difieren en su composiciébn de aminocdcidos y en los valores de su
pH 1soeléctrico (Feret y Bergmann, 1976; Harris y Hopkinson,
1978; Gottlieb, 1981; Lehninger, 1983; Sheeler y Bianchi, 1987).

As{ mismo, las variantes enzimdticas producidas por difer-
entes alelos del mismo locus génico reciben el nombre de aloen-
zimas, aleloenzimas o bien electromorfos (Feret vy Bergmann,

1976 ; Ayala y Kiger, 1984).
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2.4.2 Niveles y causas de variacién

De acuerdo con el modelo fenotipico, presentado anterior-
mente, todas las diferencias entre los Arboles son resultado de
tres factores:

a) Los diferentes ambientes en los que crecen los Aarboles.

b) Las diferencias genéticas entre Aarboles.

c) Las interacciones entre los genotipos y los ambientes

en los que crecen.

Existe un gran numero de categorfias de variacién dentro de
los Arboles forestales. Esta agrupacién separa los niveles
jerdrquicos entre especies, procedencias, sitios, rodales,
4drboles individuales y la variacién dentro del 4&rbol (Wright,
1964; Zobel y Talbert, 1984; Fins, 1979).

La variacién dentro de especies queda determinada por fac-
tores como la migracién, el aislamiento, el tamafio de la pobla-
cién, el componente genético y la seleccién debida a  diversas
condiciones ambientales. Dichos factores, en interaccién conjun-
ta, dan origen a la variacién clinal y a los ecotipos y razas
dentro de una especie (Wright, 1964).

La variacién clinal o continua representa un gradiente con-
tinuo de variacién a través de un espacio geogréfico, 1lo cual
provoca que un caracter tenga valores secuenciales a través de
las diferentes poblaciones que constituyen el Area de distribu-
cién de una especie. La variacién corresponde al gradiente
ambiental que ha causado la evolucién del patrén de variacién
(Wright, 1964; Nienstaedt, 1979).

La variacién ecotipica en cambio, es una variacién disconti-
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nua y presenta cambios bruscos en una o varias caracteristicas
de una poblacién a otra (Wright, 1964). Nienstaedt (1979),
menciona el hecho de la presencia de especies cuya A&rea de
distribucién es discontinua donde se han encontrado cambios
abruptos en las condiciones ambientales. Ademds de sefialar que
éste tipo de variacién es dificil de demostrar, puede también
ser el resultado de un muestreo inadecuado. En el caso de que la
variacién sea discontinua, es importante conocer los limites de
los ecotipos o de las razas (Wright, 1964).

Se han realizado estudios relacionados con cada uno de los
cspectos anteriores, referidos a la variacién morfolédgica, con
la finalidad de proporcionar un apoyo en la diferenciacién
poblacional que nos lleve a definir ecotipos potenciales. Sin
embargo, es necesario realizar ensayos de procedencias vy/o
progenies para determinar la validez de éstos (Plancarte, 1990).
Este tipo de estudios contribuyen al conocimiento sobre la
taxonomia de la especie. La tendencia de los patrones de varia-
cibén para cada una de las caracteristicas morfolbébgicas cubre una
de las primeras fases en los estudios de procedencias (Plan-

carte, 1990).

2.5 Métodos de Separacién de Proteinas

2.5.1 Fundamentos

Con la finalidad de separar y analizar los constituyentes
macromoleculares de <células y tejidos, se han desarrollado a
través del tiempo, toda una gama de técnicas que difieren entre

s{ en el grado de precisién con el que se lleva a cabo la sepa-
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racién. Estas técnicas se apoyan en parametros tales como:
Tamano molecular, forma, densidad, carga neta o absoluta, vy
solubilidad diferencial, lo cual provee de manera simulténea,
informacién respecto a su naturaleza quimica (Lehninger, 1983;
Sheeler y Bianchi, 1987).

La necesidad de poseer informacién relacionada con los efec-
tos genéticos de varios sistemas silvicolas en las especies
forestales de importancia econémica, asi{ como la necesidad de
proteger en sus ambientes nativos a las especies en peligro de
extincidén, requiere la identificacidén de caracteristicas genéti-
cas Unicas de dichas especies. Este tipo de necesidades han
dirigido la atencién de los investigadores hacia la busqueda de
procedimientos para la identificacién de productos de numerosos
genes, facilitando de esta manera la evaluaciédn de la diversidad
y el mapeo de patrones geogrdficos de variacién.

Entre los métodos utilizados para la separacién de las pro-
tefnas, se mencionan: Precipitacién Isoceléctrica, Solubilizacidén
por Salado e 1Insolubilizacién por Salado, Didlisis, Ultrafil-
tracién, Centrifugacién en Gradiente de Densidad (zonal) vy
Filtracién en Gel, también conocida como Cromatograffa de Exclu-
sibén Molecular o Cromatografia de Tamiz Molecular, Electrofore-
sis de “Frente-Movil" o Electroforesis Libre, Electroforesis de
Zona, de Disco, asi como el Enfoque Isoceléctrico, Inmuncelectro-
foresis y la Cromatografia.

La mayoria de estas técnicas que se aplican para la separa-
cién de macromoléculas requieren que dichas substancias se
encuentren en estado soluble. Consecuentemente, las macromolécu-

las presentes en fluidos extracelulares tales como plasma, linfa
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Yy secreciones hormonales y digestivas son facilmente aisladas vy
es por eso que han sido objeto de numerosos estudios (Sheeler vy

Bianchi, 1987).

2.5.2 Electroforesis: Caracteristicas generales

La migracién de particulas a través de un medio liquido o
semisbélido bajo la influencia de un potencial eléctrico fué
definida originalmente como ELECTROFORESIS.

Actualmente, dicho término es mds extenso en la inclusidén de
ciertas caracteristicas especificas, ya que define propiamente
el movimiento de moléculas en un gel, bajo la influencia de una
corriente eléctrica (Fins, 1979; Harris y Hopkinson, 1378;
Morris, 1987; Ayala y Kiger, 1984; Feret vy Bergmann, 1976;
Wagner et al., 1980); se aplica a cualquiera de las técnicas en
las que las particulas son separadas en gradientes de potencial
eléctrico y toma en consideracién las diferencias en tamarfoc,
carga neta y forma de las particulas (Sheeler y Bianchi, 1987).
Asimismo, considera un medio o matri{z de soporte (puede ser
papel filtro, gel de almidbén o de acrilamida), el uso de siste-
mas buffer a pH especificos para la saturacién de la matriz de
soporte y el extracto proteico del tejido a analizar (Wagner et
al., 1980).

Quimicamente, las proteinas poseen cierta carga neta que, a
menos que se encuentren en su punto isoeléctrico, dependeran de
las proporciones de aminodcidos cargados negativa o positiva-
mente. El numero y los tipos de carga asociados con las termi-
nales de aminoécidos de una proteina estdn determinados por el

pH del medio. A pH bajos, la proteina tiende a llievar mas cargas
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sositlvas que negativas, mostrando asf{ una carga neta positiva y
su migraciédn serd hacia el cadtodo (electrodo negative) durante
el corrimiento; a pH altos, el comportamiento se invierte y la
migracién serd hacia el anodo.

Esto remarca la influencia del pH dentro del proceso y es por
esc que se aconseja el mantenimiento de un pH constante del
electrolito durante el corrimiento (Sheeler y Bianchi, 1987).

Las caracteristicas mencionadas son aprovechadas directamente
por la electroforesis para la separacién proteica, la cual
estard en funcién de las diferentes tasas a 1l s que se desplazan
en el campo eléctrico de un electrodo al otro; estas tasas son
las movilidades electroforéticas de las macromoléculas en estu-
dio (Wagner et al., 1980; Sheeler y Bianchi, 1987).

Smithies introdujo el gel de almidén para la Electroforesis
de Zona e hizo una revisién de sus ventajas tebricas. Esta
técnica provee una resoluciédn superior que el papel como medio
de soporte (Feret y Bergmann, 1976).

La Electroforesis de Zona permite realizar la separacién de
diferentes proteinas en una muestra y proporciona un mayor campo
de resolucién de los componentes proteicos en una mezcla.

Las protefinas pueden ser separadas en un medio de soporte
semisélido o poroso como el papel filtro o en varios tipos de
geles (poliacrilamida, acetato de celulosa y almidén hidroliza-
do, entre otros) que toma la forma de hojas angostas, rebanadas

o columnas.
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2.5.3 Electroforesis en gel de almidén

El almidén se utiliza ampliamente en la elaboracién del medioc
o matriz de soporte (gel) en esta técnica, debido a que las
resoluciones electroforéticas resultan mis precisas, al permitir
la exclusidén de moléculas de proteinas basdndose en su tamario
molecular (Lehninger, 1983).

Conjuntamente, se ha preferido el uso de rebanadas o capas de
gel en lugar de las columnas debido a que durante el mismo
corrimiento pueden analizarse varios sistemas enzimdticos en un
grupo de 25 individuos o mAds (Gottlieb, 1981).

El tipo de geles mencionados ha proporcionado ventajas sobre
otro tipo de matrices de soporte en estudios de poblaciones; una
de ellas y la mds significativa, ha sido el poder <conocer el
genotipo de un individuo a través del andlisis de un gran numero
de loci génicos en un solo corrimiento; permitiendo de una
manera répida el conocimiento de la composicibébn genética de una
poblacién o bien de la identidad genética de un individuo
(Cheliak y Pitel, 1984; Gottlieb, 1981).

El calor generado durante el proceso estd en relacidén directa
con el voltaje aplicado a la matriz de soporte y 1la corriente
que pasa a través de todo el sistema, razén por la cual la
produccién de calor se controla mediante voltajes bajos y solu-
ciones buffer de alta resistencia; un calentamiento excesivo
provocaria la inactivacién de las isoenzimas en estudio o bien
la distorsién de los patrones de bandeo; es por eso que la
refrigeracibén con aire circulante y bolsas de hielo sobre los
geles durante el corrimiento desempefia un papel importante

dentro de esta etapa, ya que de ello depende en gran medida el
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g.e los resultados sean consistentes y reproducibles (Harris vy
~“opkinson, 1978; Feret y Bergmann, 1976).

Aunado a la especificidad que otorga el uso de un material
como e. almidén para la separacidn de cierto tipo de enzimas, se
.cuentra también el uso de una gran variedad de sistemas
opulfer, que ayudan a la mejor resolucién del bandeo obtenido en

.5 geles.

La preparacién de mezclas .e buffers ibnicos es comin en este
t.o0 de electroforesis, ejemplo de ello es el que se prepara con
un buffer catibnico, TRIS, mezclado con un buffer anidénico como
el Acido Citrico que ha probado ser mejor para la resolucidén vy
separaciédn de los sistemas analizados (Feret y Bergmann, 1976).

Feret y Bergmann (1976), seflalan la importancia de sistemas
de buffer especificos para una separacién éptima de sistemas
enzimdticos o proteinas individuales especificas.

Otro aspecto importante que se presenta en esta técnica, es
la combinaciédn del proceso de electroforesis, aplicado para la
separacién proteica, y la especificidad del método de tincién de
los geles para revelar las clases de enzimas especificas; esta
fase permite la distincién de la diversidad genética cuando las
bandas de 1isoenzimas teriidas muestran diferentes tasas de
migracién, cuya resoluciébdn proporciona informacién sobre la
segregacién y recombinacién en las familias de acuerdo a las
bases de la herencia mendeliana (Conkle, 1971, 1972, 1987;
Conkle et al, 1982, Gottlieb, 1981; Miller et al., 1989).

Dependiendo del tipo de sistema enzimdtico por analizar, sera
necesaria la aplicacién de una solucién de tincién especifica

para poder visualizar el tipo de bandeo resultante. Este proceso
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requiere, para ciertos sistemas, una temperatura de 37C en
incubacién por un perfiodo de 1 a 3 hrs para que pueda apreciarse
el zimograma 6 patrén de bandeo que se presenta en el gel.
Normalmente, para el proceso de tincién, se prepara cada una
de las soluciones especificas para el sistema enzimatico por
analizar. Estas soluciones deben contener los siguientes elemen-
tos:
a) solucién buffer especifica para mantener el pH determinado
para cada reacciédn enzimdtica.
b) substratos especificos para cada enzima
c) Coenzimas ( se utilizan en casos especificos). El NAD o
NADP, son empleadas comunmente para mejorar la separacién,
estabilidad e 1intensidad en la tincién isocenzimdtica de
las deshidrogenasas (Alcohol deshidrogenasa, Glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa o Fosfogluconato deshidrogenasa; .
d) Cofactores; necesarios para mostrar una maxima actividad

enzimatica.

La resolucién de un zimograma se encuentra en estrecha rela-
cién con la aplicacién de dos importantes reacciones enzimati-
cas. La primera se basa en el mecanismo de 6xido-reduccién de
todos los sistemas de deshidrogenasas dependientes del NAD vy
NADP. En este mecanismo, la reaccidn se lleva a cabo mediante la
reduccién de la sal de tetrazolio a formazan, de tal forma que
cualquier deshidrogenasa puede ser identificada con alta espe-
cificidad.

El segundo tipo de reaccién es menos especifico y permite la

identificacié4n de esterasas y fosfatasas, entre otras.
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La determinacién de cada una de las enzimas que constituyen
ura mezcla, requiere el desarrollo de diversas técnicas ce
tincidén que nos permitan de una manera confiable, la determina-
cidén de «cada una de las bandas de los componentes proteiccs
‘Harris vy Hopkinson, 1978); es por eso que han surgido métodos
de tincidén como el Cromogénico, Fluorogénico, Por Transferencia
de Electrones o el de Tincién por Ligamiento de Enzimas (en
Hernadndez, 1990) y que brevemente se describen a continuacién:

METODO CROMOGENICO:

El revelado de las isoenzimas se lleva a cabo por la accién
de wuna enzima que convierte al sustrato de menor color en un
producto coloreado. Ejemplo de esto, es la accibén de la fosfata-
sa é&cida (ACPl) sobre el sustrato de fosfato de fenolftaleina.
La formacibédn de zonas brillantes es debida a la formacién de
fenolftaleina en los sitios de la actividad de la fosfatasa.

METCDO FLUOROGENICO:

Incluye dos tipos: Tincién fluorescente "positiva" y Tincién
Fluorescente "Negativa". Es distintivo de este método la obten-
c1ién de productos altamente fluorescentes cuando el sustrato no
lo es (Tincién "Positiva") o bien la obtencién de un producto no
fluorescente (Tincién *"Negativa"). En el Método de Tincidn
"Positiva", el empleo de derivados del 4-metilumbeliferona como
sustratos ha resultado de gran valor para el estudio de las
hidrolasas.

METODO POR TRANSFERENCIA DE ELECTRONES:

Este método se ha aplicado ampliamente en la deteccidén isocen-
zimAdtica. El Tetrazolio tiazolil de metilo (MTT) y el Carbazole

3-amino 9-etil son los dos colorantes mads comunmente empleados.
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El MTT ha sido utilizado en reacciones con deshidrogenasas y el
Carbazole en reacciones con oxidasas y peroxidasas. El1 Nitro
Blue Tetrazolium (NBT), es otro colorante que también puede
utilizarse en lugar del MTT, aunque con una menor sensibilidad.

METODO POR LIGAMIENTO-ENZIMA:

En este método se utilizan las enzimas hexbégenas en la mezcla
de tincién para atrapar y cambiar el producto de la reaccién
enzimdtica en una sustancia. La reaccién se detecta por la
coloracién presentada o por las propiedades fluorescentes. Un
procedimiento comin es el empleo de una deshidrogenasa hexdgena,
como enzima de ligamiento, junto con su coenzima para generar un
precipitado de formazan en los sitios de las isoenzimas, los
cuales catalizan la primera reaccién.

La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (Gé6PD) se wutiliza como
enzima de ligamiento para los tefiidores hexoquinasa, fosfogluco-
mutasa y glucosa fosfato isomerasa; la especificidad de cada
tefiidor estd determinada por el o los sustratos utilizados.

Ejemplos de ellos se citan a continuacién:

TENIDOR SUSTRATO
Hexoquinasa Glucosa y ATP
Fosfoglucomutasa Glucosa y l1-Fosfato
Glucosa fosfato isomerasa Fructuosa 6 -Fosfato

2.5.4 Aplicacién de 1la técnica en estudios de variacién

genética

Entre los estudios clasicos que se reportan, se encuentran
los de Pauling y colaboradores (Wagner et al., 1980) gquienes

demostraron las primeras diferencias proteicas genéticamente
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determinadas, utilizando la electroforesis como técnica.

Cabe destacar que los primeros estudios electroforéticos se
realizaron en especies de mnamiferos vy plantas cultivadas
(Simpson y Withers, 1986).

En 1964 se da inicid a estudios electroforéticos cuya aplica-
cién versa en el andlisis de proteinas de polen de pinos (Con-
kle, 1972). Posteriormente se realizaron andlisis en proteinas
solubles de gametofitos y embriones de dos especies de pino vy

picea. Dos afios mas tarde, los genetistas empezaron a percatarse

o1}
—

de la potencialidad de la técnica y demostraron su aplicacién

[¢1]

analisis de poblaciones naturales. A partir de esa fecha, se n
descrito la herencia enzimdtica en varios organismos.

La facilidad que se tiene de poder analizar varios tipos de
tejidos (endospermo o megagametofito, follaje o aciculas y
yemas vegetativas) mediante la aplicacién de la técnica de
electroforesis en gel de almidén ha favorecido el desarrollo de
estudios en varias especies de coniferas. Predominan en la
mayoria de ellos, el uso de los tejidos macerados de semillas
que se prefieren por su fdcil almacenamiento y poca presencia de
metabolitos secundarios, aun cuando se tienen algunos problemas
al 1inferir el genotipo diploide cuando se tiene el tejido
haploide, en comparacién con la informacién directa obtenida de
tejidos somaticos (vegetativos).

Los gametofitos de las semillas proporcionan un excelente
material para el estudio de la variacién isocenzimdtica (Morris vy
Spieth, 1978), y se han realizado estudios en diferentes esta-

dios o etapas de germinacién emergencia de radicula o ©bien
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elongaciones de hipocétilo (Figura 2). Muhs (1974) y Eckert vy
Ryu (1983), resaltan la importancia de realizar estudios 1isoen-
zimaticos con el fo.laje debido a que muestran una complemen-
tariedad respecto al andlisis con los megagametofitos.

Conkle (1981), menciona que un tamafio de muestra minimo es de
6 megagametofitos por arbol. Con este tamafio de muestra, la
probabilidad de que un individuo heterozigote para un loci
determinado sea erréneamente clasificado como homocigote es de
0.03 (2 x 0.5%,

Cuando no hay disponibilidad de semilla o bien la cosecha es
muy pobre, se puede realizar el andlisis en tejidos vegetativos,
ya sea de arboles jébvenes o maduros, cuyas muestras de follaje
se colectan y mantienen en congelacién hasta su estudio.

El uso de este tipo de tejidos, al igual que en el <caso de
semillas, tiene algunas ventajas y desventajas como lo sefalan
Cheliak vy Pitel (1984) y Strauss y Conkle (1986). Aunque la
observacién directa de la informacién genética en el tejido
somdtico es preferible, la presencia de productos secundarios
(fenoles, quinonas, etc.) hacen de la extraccién y mantenimiento
enzimdtico un proceso complicado que en algunos casos puede
inhibir o precipitar las enzimas presentes en las soluciones
extraidas de los tejidos. A pesar de ello, se han elaborado
algunos buffers de extraccibédn que permiten mejores resultados
(Cheliak y Pitel, 1984; Pitel y Cheliak, 1984).

En la actualidad, los estudios de electroforesis se han
enfocado a estudios de sistemdtica, variacién poblacional,
sistemas de cruzamiento, mapeo genético y desarrollo vegetal,

incluyendo en este Gltimo caso: Diferencias tisulares, cambios
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FIGURA 2. COMPOSICION GENOTIPICA DE UNA SEMILLA
DE CONIFERA.
(CHELIAK Y PITEL, 1984)



durante el desarrollo, respuesta a estimulos externos y respues-
ta a enfermedades.

La electroforesis ha probado ser una herramienta muy Gtil
para los genetistas ya que permite estimar la cantidad de la
variacién en las especies, evaluar el grado de diferenciacién
geografica y determinar las relaciones filogenéticas existentes,
ademds de proveer directamente medidas cuantitativas de los
porcentajes de similaridad genética entre taxa (Brown, 19753;
Buth, 1984; Ayala y Kiger, 1984; Conkle, 1987; Miller et al.,
1989; Niebling y Conkle, 1990).

Miller et al. (1989), menciona que el objetivo de un labora-
torio de electroforesis es conducir andlisis que resuelvan
problemas en Areas como: a) Mapeo de patrones de variacién
genética; b) Evaluacién de los efectos del manejo en la diversi-
dad genética; c) Certificacidén de lotes de semilla comercial;
d) identificacién de rametos, familias, procedencias y lotes de
semilla; e) Verificaciédn de cruzas especificas; f) Estimacién de
dispersién de polen y contaminacién de huertos semilleros;
g) Evaluacién de la efectividad de técnicas de polinizacién
complementaria; h) Cuantificacién de niveles de cruzamiento vy
Evaluacién peribdica de la diversidad genética en programas de
seleccibdn masal recurrente.

Estudios basados en la técnica de electroforesis han ayudado
a conocer la variacién genética de las poblaciones en un gran
namero de coniferas y han permitido el esclarecimiento de las
relaciones filogenéticas entre taxa relacionados (Conkle, 1981;
Conkle et al., 1988; Strauss y Conkle, 1986; Millar et al.,

1988), la delimitacibén de zonas de cruzamiento de las especies
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‘Conkle y Westfall, 1984), as{ como la definicién en algunos
casos de la posicidén en que se encuentran las poblaciones
zespecto al deterioro genético que han sufrido pocr el aislamien-
to al que han estado sujetas (Conkle, 1987; Ledig y Conkle,

1983) .

2.5.5 Estudios electroforéticos en coniferas con referencia

especial al género Picea

Entre los sistemas enzimdticos mads cominmente analizados en
los estudios electroforéticos se encuentran: Alcohol deshidroge-
nasa, Aconitasa, Fosfatasa Acida, Isocitrato deshidrogenasa,
Malato deshidrogenasa, Fosfoglucomutasa, Fosfoglucosa Isomerasa
y Glutamato Oxaloacetato Transaminasa, entre otras. En uno de
los primeros estudios, realizado en 1964, se incluydé el analisis
de algunos sistemas enzimdticos en embriones y gametofitos de 27
procedencias de Picea abilies, indicando la actividad de las
enzimas Malato deshidrogenasa, Glutamato-Piruvato transaminasa vy
Aldolasa. En dicho estudio se encontré variacién clinal en la
actividad enzimdtica; las fuentes de mayores altitudes mostraron
la mayor actividad enzimdtica por gramo de peso fresco que las
fuentes de menores altitudes. Tanto los tejidos del embrién como
del gametofito exhibieron la misma tendencia. Sin embargo, la
actividad enzimatica del embrién fue tres veces mas grande que
la mostrada por el gametofito (Feret y Bergmann, 1976).

En 1968, Durzan compard patrones electroforéticos de
proteinas en tejidos haploide y diploide de Picea glauca, Pinus

banksiana y Pilnus strobus. En todos los casos, los patrones

proteicos diferian entre los tejidos del embrién vy del
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gametofito.

Bergmann (1973a, 1973b), identificé la esterasa vy la
leucin-amino-peptidasa en el estudio que realizd en Picea abies.
Dichos loci mostraron pat 1es isoenzimdticos con gran varia-
cién. El autor reporta otro estudio con la misma especie en el
que la distribucién de las frecuencias génicas demuestran un
alto polimorfismo dentro de las poblaciones, con poca diferen-
ciacién entre éstas.

Tigerstedt (1973), analiza los sistemas enzimdticos sefialados
por Bergmann (1973b), agregando el sistema de fosfatasa &cida.

Otros sistemas isoenzimdticos como leucin-amino-peptidasa,
glutamato deshidrogenasa y peroxidasa se estudiaron en 1977 en
diversas especies de Picea, Ablies y Pinus. El estudio realizado
por Fowler y Morris (1977) es una muestra de la contraparte
sobre la variacién presentada hasta ese momento en otras <co-
niferas, ya que no se observd variacibén en el patrén de bandeo
expresado en los sistemas analizados en Pinus resinosa con-

cluyendo que la especie presenta un empobrecimiento genético.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Poblaciones Incluidas en el Estudio

Inicialmente se colectb material de 13 localidades geografi-
cas, las cuales cubren el Area de distribucidédn natural de Picea
chihuahuana en México, exceptuando sbélo algunas localidades
debido a la dificultad presentada para la colecta del material
necesario. Sin embargo, debido a la falta de material suficiente
para el andlisis, se eliminé la localidad Arroyo Chachamuri,

chih. vy la localidad del Cerro Mohinora, Chih.
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De las 11 poblaciones incluidas en el estudio, 6 provieren
del Estado de Chihuahua, 4 de Durango y 1 de Nuevo Leén (Figura
3). En el Cuadro 4, se describen las caracteristicas geogréaf:-

cas de cada una de las localidades.
3.2 Trabajo de Campo
3.2.1 Colecta del material experimental

La colecta de semillas se realizé manteniendo la identidad de
los arboles en cada poblaciébn. Se colectd un total de 238 indi-
viduos y a cada uno de ellos se les asigndé un numero de iden-

ificacién que se conservd a lo largo de todo el estudio.

Se tomaron los conos de los &rboles que estaban produciendo
ese ario, asegurando as{ la identidad de la semilla. Los conos
cerrados se colocaron en costales harineros, etiquetados cada
uno con los datos correspondientes del rodal en que se colectd,
fecha de colecta, nimero de arbol y colector.

Los conos se trasladaron al Centro de Genética Forestal, A.C.
en Lomas de San Juan, Chapingo, para realizar el beneficio de la
semilla (extraccién, desalado, limpieza y aplicaciédn de fungici-

das) .
3.3 Trabajo de Laboratorio
3.3.1 Preparacién del Material experimental
3.3.1.1 Estratificacién
Se procedidé a la esterilizaciédn del papel filtro, agua vy

esponjas mediante el uso de un autoclave; las cajas petri, por
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CUADRO 4.

CHIHUAHUA

DURANGO

NUEVO LEON

11 LA ENCANTADA

ESTADO j POBLACION

1 CERRO DE LA CRUZ
2 BATUYBO

3 EL REALITO

4 LA TINAJA

5 TALAYOTES

6 ARROYO ANCHO

7 ARROYO DE LA QUEBRADA
8 ARROYO DEL INFIERNO

9 CEBOLLITAS
10 ARROYO DE LA PISTA

LOCALIDAD

SAN JUANITO

BATUYBO
LA LAJA

EL RANCHITO
LOS VOLCANES
AHUICHIQUE

GUANACEVI
STA. BARBARA
CEBOLLITAS
GUACAMAYA

ZARAGOZA

LATITUD
(N)

27°55'37"
27°44'30"

27°55'45"

27°57'00"
27°55'00"
28°04'30"

26°08'35"
23°39'27"
25°05'41"
23°19'40"

25°22'00"

LONGITUD ASNM

(W)

107°36'00"
107°42'00"
107°36'45"
107°46'15"
107°49'00"
107°45'00"

106°23'18"
105°26'32"
106°26'18"
104°43'45"

100°10'00"

(m)

2420
2250
2340
2380
2340
2330

2570
2600
2350
2650

2450

LOCALIZACION GEOGRAFICA DE LAS POBLACIONES INCLUIDAS EN EL ESTUDIO

EXPOSICION FAMILIAS

(No.)

NW 12
NE-NW 20
NW 19
NW 14
N 8

N 24
25° NE 24
50° NE 15
20° NW 25
25° NE 25

20° NW 20




ser material de pldstico, se trataron con etanol al 70% o bien
cloro comercial y posteriormente se lavaron con agua destilada.
Este material se wutilizd para cada lote de semillas que se
estratificaron durante un dfa a 10°C.

Cada uno de los lotes de semilla se rocié con Perdxido de
Hidrégeno al 3%, y cuando la presencia de hongos fue persis-
tente, se aplicéd al 30% mediante el uso de un pincel.

En lotes de semillas con serios problemas de fungosis, se
utilizé un remojo de 10 min. en hipoclorito de sodio al 1.2% vy
un lavado en agua destilada o purificada (Cline y Reid, 1982).
Las esponjas se colocaron en una solucién de peréxido de hi-

drégeno al 1%.
3.3.1.2 Germinacién

En este estudio, se empled material biolbégico pregerminado,
considerando la emergencia de la radicula, con una elongacién
entre 2 y 5 mm (Conkle et al., 1982), con el fin de poder man-
tener estable este factor durante el desarrollo del andlisis.

Cada uno de los lotes se prepararon de la forma antes mencio-
nada Yy se mantuvieron a 7°C en refrigeracién una vez alcanzado

el estadio deseado.
3.3.1.3 Diseccién de las semillas

Completada la serie de individuos necesarios para cada corri-
miento electroforético, se procedidé a la diseccién de las se-

millas.
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En forma paralela se preparé un buffer de extraccién (buffer
de fosfato, 0.2M, pH 7.5), del cual se aplicaron dos gotas a los
tejidos disectados. En todas las poblaciones se analizé el

tejido haploide 6 (megagametofito).

3.3.2 An4lisis electroforético

3.3.2.1 Preparacién de geles y buffers

Para llevar a cabo el proceso de electroforesis, se hizo
necesaria la preparacién previa de geles, buffers (Cuadro S5) vy
papeles filtro o "pabilos" para la absorcién de los sobrena-
dantes, resultado de la maceracién de los tejidos. La metodolo-
gia para realizar este proceso se encuentra en Conkle et al.
(1982) .

En este estudio se emplearon geles de almidén como matriz de
soporte. La preparacién de los geles incluyé 1la suspensiodn
previa del almidén en una solucién buffer especifica (los
buffers necesarios para los corrimientos se prepararon previa-
mente) y el calentamiento de ésta hasta el punto de ebullicién.

Un punto importante durante la preparacién del gel, es la
degasificacién que se lleva a cabo para la eliminacién de burbu-
jas de aire que pudieran quedar contenidas dentro de la solu-
cib6bn. Durante la degasificacién se lleva a cabo wuna agitaciodn
continua que ayudard a que se elimine la mayor cantidad de
burbujas posibles y que la suspensidén sea clara y homogénea.

La preparacién de los geles se llevd a cabo con cantidades
especificas para dos geles en cada uno de los sistemas de

buffers utilizados. De esta manera se logrdé analizar un mayc:
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CUADRO 5. CONSTITUCION DE LOS SISTEMAS UTILIZADOS EN LA ELECTROFORESIS

I

| SISTEMA Y
| BUFFER
|

|

[

A GEL

| CHAROLA

1

B GEL

CHAROLA

D GEL Y
CHAROLA

E GEL Y
CHAROLA

I0L

10L

10L

0L

8L

8L

VOL.

REACTIVOS

BASE TRIZMA

ACIDO CITRICO

LiOH (monohidratado)
ACIDO BORICO

BASE TRIZMA

ACIDO BORICO
NaOH

AC. CITRICO (anhidro)

AC. CITRICO (anhidro)

CANTIDAD
620 g
146 g

120 g
1189 g

121.1 g

1855 g
200 g

616 g

616 g

6.1

ADICIONAR
(lo necesario)

ACIDO CITRICO 1.0M

NaOH sol. 4N

N-(3-AMINO-PROPIL)
MORFOLINA
aprox. 80 ml

N-(3-AMINO-PROPIL)
MORFOLINA
aprox. 133 ml

Vol.—q\'olun;e_r; (litros)

PREPARACION

DEL GEL

90 %

10 %

100 %

5%

5%

BUFFER PARA
LA CHAROLA

100 %

100 %

100 %




numero de individuos para cada sistema (en forma simultdnea se
trabaj® con 8 geles, 2 para cada uno de los 4 sistemas emplea-
dos) .

Los g=2les se moldearon con el uso de placas de vi: _o
(soporte) y barras de acrilico, que aseguradas con ligas, permi-
tieron que se mantuvieran firmes hasta solidificarse y quedar
consistentes.

Una vez preparados los geles, se mantuvieron en refrigeracidn
durante 1 a 1 1/2 horas, como minimo, a una temperatura aproxi-
mada de 4 C. Posteriormente se realizé el corte de los geles en

el punto de referencia u origen del corrimiento electroforético.
3.3.2.2 Preparacién de las muestras de semilla

La maceracién de los tejidos se llevé a cabo con una varilla
de vidrio que se limpidé cada vez que se cambiaba de muestra, con
el propésito de evitar contaminaciédn entre una muestra y otra,
colocando las muestras sobre hielo a fin de evitar la degenera-
cién enzimAtica. Posteriormente se introdujeron los "pabilos" en
cada una de las celdillas a fin de absorber los sobrenadantes o
fraccién liquida resultante de la maceracién. Dichos pabilos se
colocaron cada uno de ellos en el corte del orfigen que se reali-
26 en los geles (éstos se prepararon previamente para esta
etapa), adheriéndolos vy procurando un espaciamiento uniforme
entre cada uno de ellos para eliminar el traslape o indefinicién
en la informacién obtenida al resolver los geles.

En este caso se utilizaron 4 pabilos por cada muestra, ya que
cada uno de ellos se colocd en un sistema buffer diferente.

Cada una de las familias (semillas provenientes de un



individuo), quedé representada por 6 gametofitos. En cada gel se
incluyé un total de 48 individuos de Picea chihuahuana y 2 de
Pinus resinosa como referencia o testigo debido a la baja varia-
bilidad que presenta esta especie (Fowler y Morris, 1977). La
heterocigosidad genética en esta especie, es igual a 0.0, lo
cual permite su uso como un patrén de referencia al compararse

con la variacién de la especie por analizar.
3.3.2.3 Corrimiento electroforético

Se prepararon las charolas de electroforesis con los buffers
especificos para cada sistema a analizar y las esponjas nece-
sarias para el catodo y el &nodo. El gel quedé colocado dentro
de wuna charola y cubierto con las esponjas a fin de ponerlc en

contacto con los buffers.

La colocacién de los geles dentro de las charolas para elec-
troforesis estuvo de acuerdo a la migracién que presentarian las
enzimas, es decir, del catodo al &anodo.

Las charolas se introdujeron en un refrigerador con aire
circulante vy se conectaron a la corriente de las fuentes de
poder a 320 voltios. Se cita a continuacién el amperaje espe-

cifico de cada sistema utilizado (Cuadro 5):

SISTEMA BUFFER AMPERAJE
(miliamperes)
Sistema A 75 mA
Sistema B 70 mA
Sistema D y E 60 mA
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Después de 10 min de corrimiento, los pabilos introducidos en
los geles se removieron y los geles se volvieron a colocar en
las charolas, evitando que al remover los pabilos se formaran
burbujas de aire entre la placa de vidrio y el gel.

Debido a que la apreciacién del frente de corrimiento es mas
fdcil en los sistemas A y B, y en los sistemas D y E el
corrimiento enzimdtico es m&s rdpido, el procedimiento para la
remocién de los pabilos inicidé siempre con el sistema E seguidos
del D, By A.

El corrimiento continué durante cuatro horas aproximadamente
o bien cuando el frente de corrimiento alcanzé una distancia
cercana a los 8.0 cm a partir del origen. En ese momento los
geles se sacaron de las charolas de electroforesis y se cortaron
en capas de 1 mm de grosor aproximadamente. En la realizacién de
los cortes se emplearon franjas de acrilico del mismo grosor gue
sirvieron como guia para cada corte, colocdndose a cada lado del
gel y adicionando una sobre otra a medida que se avanzaba en el
rebanado. El corte del gel se realizé con un hilo nylon tensado
con los dedos {ndices de cada mano a fin de mantener la misma
fuerza para que el corte fuera parejo en cada capa. En cada uno
de los <cortes se tomdé la precaucién de wutilizar un pedazo
diferente de hilo nylon. Se realizé un corte en la esquina
superior 1izquierda del gel que sirvié de referencia para la
identificacién de las muestras analizadas.

Normalmente no se consideré ni la primera ni la Gltima reba-
nada de los geles, ya que para estas capas la resoluciédn de las
isoenzimas no es muy precisa, sélo en casos extremos en que por

algin motivo hubo fallas en alguna otra rebanada intermedia.
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Para la etapa de tincidén, cada una de las rebanadas se colocd
en un sustrato especifico (Cuadros 6-9), el cual se prepard
paralelamente al corrimiento electroforético.

El proceso de tincién utilizado proporciona resultados visi-
bles directamente, en funcién del tipo de bandeo que aparece en
cada una de las rebanadas con los diferentes sustratos. Debido a
que ciertas tinciones permanecen corto tiempo en la reaccién que
se forma con el gel, es necesario un andlisis ré4pido de la
informacién a fin de obtener los resultados mids veraces (Ejem.
la esterasa fluorescente).

Una vez colocadas las rebanadas de gel en cada uno de los
sustratos especificos, los refractarios que los contenian se
cubrieron con pldstico y se incubaron a 37°C. Esta etapa finali-
zaba para cada sistema enzimdtico al momento en que las bandas
que se revelaron mostraron una resolucién nfitida y homogénea
para todo el gel; para ello fue preciso una revisibébn constante,
y una agitacién de los refractarios para que el sustrato ‘"bana-
ra" al gel completamente.

Se aspirdé el sobrante de cada tincién con una bomba que
conectada a un depbésito, favorecia el que no se estuviera en
contacto directo con los residuos quimicos aportando seguridad
en el manejo de los geles. Posteriormente, los geles se enjuaga-
I1on varias veces con agua corriente y posteriormente se deja-
ron en agua destilada, cubiertos con el mismo plAstico hasta su
analisis.

Algunos sistemas enzimaticos como la Catalasa (CAT) vy la
esterasa fluorescente (fEST) se resolvieron con una metodologia

diferente durante la etapa de tincién (Conkle et al., 1982) 1la
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CUADRO 6. REACTIVOS PARA TINCION DEL SISTEMA “ A ”

SISTEMA SUSTRATOS *CANT. MgCI ENZIMAS/ NAD NADP
ENZIMATICO CANTIDAD
ADE ALCOHOL ETILICO | ml - - i -
ALAP POTASIO NEGRO sal 40 mg “ = - =
ALANIN b-NAFTILAMINA *100 mg
*disuslios en 2 ml DMSO
»EST GARNET RAPIDO GBC sal 0 mg e . - -
i b NAFTIL ACETATO sol. 2 m
1
: &ST - MUMB ACETATO *10mg - = -
| *disuslios en } mi
| de acelana
|
i LAP LEUCIN b-NAFTILAMINA sal. S m i s s&
! POTASIO NEGRO sal 0 mg
: MNR MENADION 23 mg - = o et
| NADH 3 mg '
[ NBT 10 mg :
| PGI FRUCTUOSA 6 FOSFATO %0 mg x G6PD | 204 - X [
*CANT.: cantidad
CUADRO 7.REACTIVOS PARA TINCION DEL SISTEMA " B "
11
! SISTEMA SUSTRATOS * CANT. MgCI ENZIMAS/ NAD NADP
'I ENZIMATICO CANTIDAD .
|
|
| |
ACP NAFTIL FOSPATO ACIDO 0 mg - o - _—
GARNET RAPIDO GBC sal %0 mg i
CAT Ki o 2% 100 mi - - - == |
PEROXIDO DE HIDROGENO 0.07% 100 mi
]
GDH | ACIDO GLUTAMICD lg - - x v l
i Got ACIDO ASPARTICO sdi. Tm o s - — |
i PIRIDOXAL 3 POSFATO sol. | mi |
g +-CETOGLUTARATO sol 2m
! AZUL RAPIDO BB ml 0 mg

* CANT. - Castiind



CUADRO 8. REACTIVOS PARA TINCION DEL SISTEMA " D *

i
SISTEMA SLTP TOS *CANT. MgCl ENZIMAS/ NAD NADP !

ENZIMATICO CANTIDAD

| ACO ACIDO CIS ACONITICO 200mg x [H / Iml x

IDH ACIDO ISOCITRICO 00mg  x x

|

f MDH ACIDO MALICO sol S ml x

: 6PGD AC. 6 FOSFOGLUCONICO 50 mg x

! |
‘ PGM GLUCOSA | FOSFATO 1S0mg  x GO6PD / 20ul x ]
! ‘.
‘ SKDH ACIDO SHIKIMICO 200mg  x x|

CUADRO 9.REACTIVOS PARA TINCION DEL SISTEMA " E ”

| |

SISTEMA SUSTRATOS ‘CANT. MgCl  ENZIMAS/  NAD NADP|

ENZIMATICO CANTIDAD !

|

ACO ACIDO C1S ACONITICO 200mg x [DH /lml x|

ADH ALCOHOL ETILICO | ml x E
FDP FRUCTUOSA 1,6 DIFOSFATO 100 mg PGI/ 0.5 ml x

ALBUMINA 10 mg x GO6PD/ 201 !

GLUCOSA 1,6 DIFOSFATO sol. | ml |

MDH AC. MALICO sol. 5 ml x .

PGM GLUCOSA | FOSFATO ISOmg x G6PD /20 | x|

SKDH ACIDO SHIKIMICO 200mg  x x :

|

| S

*CANT. Cantided



cual dependidé principalmente del tipo de reactivos utilizados
para llevar a cabo el revelado de las muestras. Es preciso
mencionar que para el caso de la esterasa fluorescente, se hizo
uso de la lampara de luz ultravioleta para poder visualizar el

tipo de zimograma resuelto.

3.4 Medicién y Registro de Informacién de los Zimogramas

La medicién de las bandas fue posterior al revelado de los
geles, seguida de su andlisis, fotografiado, y finalmente .z
fijacidén de cada una de las rebanadas en una solucidén de mecta -
nol:agua:acido acético glacial, en una proporcién 5:5:1. Una vez
aplicada la solucién fijadora los geles presentaron una consis-
tenclia mas rigida y las bandas se tornaron difusas. Los geles se
dejaron durante una noche en la solucién fijadora y posterior-
mente se aspird la solucidén, siguiendo el mismo procedimiento
que en la tincibébn. Cada gel se envolvidé en plastico con su
respectiva etiqueta de identificacibén del sistema enzimatico al
que correspondia; de esta manera, tanto los geles como las
fotografias quedan como un archivo de las tasas de migracién del
tipo de enzimas que se analizaron en el estudio.

Las mediciones que se obtuvieron fueron resultado de medir
las distancias presentadas en cada una de las bandas reveladas
en los geles respecto a un control (Pinus resinosa) ya conocido
en cuanto a su comportamiento migratorio.

Cada una de las bandas observadas tuvo una designacién basada
en la resoluciédn que presentd. Se le asigndé el nimero 1 para la
mas obscura y frecuente, y as{ sucesivamente conforme fueron

apareciendo nuevos tipos de bandeo. Para la confirmacidén de cada

62



uno de los loci resultantes, se rectificd cada una de las medi-
ciones originales una vez estandarizadas respecto al control,
con la finalidad de no equivocar las bandas.

Para que la caracterizacién de cada una de las variantes
encontradas en los zimogramas fuera consistente en todos los
casos, la comparacién realizada con el estédndar o testigo utili-
zado se apoyd fundamentalmente en la consideracién dada por
Cheliak y Pitel (1984), en donde la distancia recorrida por una
variante isocenzimdtica dentro de un locus, es medida y comparaaca
con la distancia total de migracién del frente de corrimiento.

Es asi{ que la movilidad relativa de cada alelo en particular

se obtiene mediante la formula:

Distancia de migracién de la variante (mm)

Distancia de migracién del esténdar (mm)

Los valores obtenidos sirvieron como guia y no se considera-
ron como valores absolutos, ya que también presentan un error
estédndar.

La representaciébn grafica de los resultados consistid en la
elaboracién de zimogramas para cada uno de los sistemas enzimé-
ticos resueltos. Asumiendo que todas las bandas representan
isoenzimas, y que la variacién presentada en el patré4n de bandeo
entre los 1individuos de la especie analizada no es debida a
factores ambientales o de desarrollo (Feret y Bergmann, 1976),
puede rea.1zarse una correlacién con la variacién alélica. En
este caso, cada una de las bandas isocenzimdticas mostradas en el
zimograma representa la expresiédn fenotipica de un gen de acuer-

do a la hipbétesis de "un gen-un polipéptido".
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El estudio incluyé 17 sistemas enzimdticos y un total de 25

loci resueltos (Cuadro 10).
3.4.1 Analisis estadistico

Se wutilizé el paquete estadistico BIOSYS-1 (Swoffofd y Se-
lander, 1981), para analizar estadisticamente los resultados e
interpretar la informacién genética detectada electroforética-
mente.

Dicho paquete 1incluye varias subrutinas y en cada una de
ellas proporciona informacién sobre:

a) Frecuencias Alélicas

b) variabilidad Genética

c) Prueba de Ajuste del Equilibrio Hardy-Weinberg

d) CAlculo de Similaridad y Distancia Genética entre pobla-

ciones.

En las medidas de frecuencias alélicas y variabilidad ge-
nética, se toma en cuenta el numero de loci y el tamafio de
muestra, asi como el numero de alelos por locus.

En el célculo de las frecuencias alélicas, el anélisis se
realizé para cada una de las poblaciones y loci por separado,
considerando que las frecuencias de un alelo en un locus deter-
minado es igual a la frecuencia de individuos homocigotes para
dicho alelo mas la mitad de la frecuencia de los heterocigotes
que contienen el mismo alelo. Esto es, para un locus con dos
alelos (a; y a,, la frecuencia de a; es:

fla)) = [ f(alal) + 1/2 f{alaz)}/N

donde N es el nimero de individuos en la poblacién.
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CUADRO 10.

SISTEMA ENZIMATICO

ACONITASA

FOSFATASA ACIDA

ALCOHOL DESHIDROGENASA
CATALASA

B-ESTERASA

ESTERASA FLUORESCENTE
FRUCTUOSA 1,6 DIFOSFATO

E I - L7 B N U

GLUTAMATO DESHIDROGENASA
GLUTAMATO-OXALACETATO-
TRANSAMINASA

L]

10 ISOCITRATO DESHIDROGENASA
11 LEUCIN-AMINO-PEPTIDASA
12 MALATO DESHIDROGENASA

13 MENADION REDUCTASA

14 6 FOSFOGLUCONATO-
DESHIDROGENASA

15 FOSFOGLUCOSA ISOMERASA
16 FOSFOGLUCOMUTASA

17 SHIKIMATO
DESHIDROGENASA

CABREV. S E.- Abrevintwrs del Shetems Knskaatko

CODIGO

| ENZIMATICO

EC4.2.13
EC3.1.32
EC.1.1.1.1
EC.1.11.1.6
E.C3.1.1.1
EC3.1.1.1
E.C3.1.3.11

EC.14.13
EC2.6.1.1
EC.1.1.1.42

EC34.11.1
EC.1.1.1.37

EC.1.699.2

EC.1.1.1.44

EC53.19
EC2.75.1

EC.1.1.125

'DE LOCI | S.E./LOCUS |

NUMERO | *ABREV.

ACOI
ACPI

CATI
ESTI

[

FDP2
FDP4
| GDH

2 GOTI1
GOT3
1 IDH1

1 LAPI

3 MDHI1
MDH2
MDH4
2 MNRI

2 6PGDI1
6PGD2
PGI2

2 PGMI
PGM2

2 SKDHI
SKDH?2

RELACION DE SISTEMAS ENZIMATICOS Y BUFFERS UTILIZADOS

'BUFFER |
- J

E.D

A,D

> > @

w

D.E

D,E




Adicionalmente con esta misma informacién se obtuvo el numero
promedio de alelos por locus (A), el porcentaje de loci polimér-
ficos (P), as{ como la heterocigosidad promedio observada (Ho) vy
esperada (He).

El porcentaje de loci polimérficos se obtuvo considerando el
nimero de loci en los que se detectd variacién alélica y tomando
como criterio que la frecuencia del alelc mds comin en dicho
locus es menor o igual a 0.99.

Dentro de 1la prueba de ajuste del equilibrio Hardy-
Weinberg, la estimacién de la heterocigosidad por locus incluyé:
a) La proporcién de individuos heterocigotos ("conteo directo"),
que puede obtenerse Unicamente si se tienen las frecuencias
genotipicas; esto es : Ho = f (heterocigotes)/ N, y b) Esti-
macién del valor esperado de frecuencias genotipicas, incluyen-
do los heterocigotes (he), en base a las frecuencias alélicas
observadas, si la poblacibédn estuviera en equilibrio de Hardy-
Weinberg. La prueba de x? de bondad de ajuste con las frecuen-
clas genotipicas observadas y esperadas bajo equilibrio Hardy-

Weinberg determiné 3 tipos de genotipos:

a) Homocigotes para el alelo mas comin
b) Heterocigotes comunes y raros

c) Homocigotes raros y otros heterocigotes

La heterocigosidad poblacional esperada por locus (H) se

calculd como:

H=2n (1 - Lx?% / (2n- 1)

66



y la heterocigosidad promedio estimada para todos los loci

A
( H), como:
r

H =‘§Hk / r donde:

n = nuimero de individuos rara cada locus;

X; = frecuencia del alelo "i" en la poblacién;
H, = valor de H para el locus "k" y
I = numero de locus.

El paquete BIOSYS - 1 utiliza los métodos de Cavalli-Sforza y
Edwards (1967) y Nei (1978), para calcular los coeficientes de
distancia y similaridad genética.

En este estudio se consideré el método propuesto por
Cavalli-sforza y Edwards (1967), el cual utiliza la transforma-
cidébn de la rafz cuadrada de las frecuencias génicas, estandari-
zando de esta manera las varianzas y considerando intervalos de
confianza de 0.05 a 0.95. Este método se basa en el modelo de

una poblacién wubicada en un eje cartesiano y un espacio

euclidiano cuyas frecuencias génicas Py, Py... P, S€ representan
con los vectores “/p“|fp2 - Mpm ), siendo asi que el espa-

cio ocupado por cada poblacién es 1/2 de la superficie de una
hiperesfera unitaria con coordenadas positivas.
As{, la distancia angular entre dos poblaciones se obtiene de

la férmula:

m
cos® = L p;ip;
=l

-

siendo;
pll‘ Pz: p3"' pm Yy
P;'s P’y P3' ... P’ = las frecuencias génicas en cada uno de

los loci de las dos poblaciones.
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Angulo 6 = Al /2 indica una substitucién génica completa
de una poblacién a otra, y para fines prdcticos se maneja como
2 O/a : asi{, una distancia unitaria entre dos pobla-
ciones representa una substitucidén génica entre ellas (Cavalli-
Sforza y Edwards, 1967).

Los valores de distancia genética que se obtienen con este
método van de 0 a 1; en donde el valor mds bajo indica la simi-
laridad genética (no hay presencia de alelos diferentes) entre
las poblaciones comparadas, mientras que el valor més alto
representa una substituciédn completa de alelos (no hay alelos
comunes) entre las poblaciones comparadas.

Con las distancias genéticas obtenidas se formé una matriz
denominada Matriz de similitud genética y coeficientes de dis-
tancia, que representa las distancias existentes entre todos los
pares posibles de las poblaciones incluidas en el estudio.

Se realizé el andlisis de agrupamiento con los datos de la
matriz de distancias genéticas utiliz&ndose el Método de grupos
par no ponderado o Técnica de ligamiento promedic no ponderado
en base a medias aritméticas (UPGMA) (Crisci y Lépez, 1983;
Sneath y Sokal, 1973).

La representaciédn grafica de los valores obtenidos en esta
parte del andlisis recibe el nombre de Fenograma y de esta forma
es posible visualizar el grado de similitud entre dos o més
poblaciones denominadas taxonbémicamente como "Unidades Taxondmi -
cas Operativas " (UTOs) (Sneath y Sokal, 1973).

La realizacién del fenograma se origindé en la matriz de
similitud genética previamente mencionada y la combinacién de

las poblaciones ( "y" y "x" ) que presentaron menor distancia
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genética, fueron 1la base o la nueva unidad (UTO = Xy) para
posteriores agrupaciones. La formacién de cada nueva UTO que se
unird a las UTOs ya existentes, se obtuvo por una serie de
matrices derivadas, siendo la primera matriz diferente de la
original en que considera al nicleo o UTO formado como una
unidad respecto a las demds UTOs. Los valores para cada nueva

JTO se obtienen mediante las siguientes ecuaciones:

D(XY)2= (Dy2+Dyz)/2

- 2
D (yx)(zw) = ( D(XY) + D(YX)W ) / 2

Cada una de las matrices derivadas disminuye en tamarfio en una
columna y en una fila, y en cada una de éstas se Dbusca el
siguiente valor de mayor similitud o el mds bajo con respecto al

orden de agrupacién que se lleve a cabo.
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 NGmero de Locl Resueltos

Para cada una de las 11 poblaciones analizadas se ensayaron 17
sistemas enzimAticos, resolviéndose un total de 25 loci. En el
Cuadro 10 se presentan los sistemas enzimaticos y el nimero de
loci resueltos para cada uno de ellos. Los zimogramas respecti-
vos se encuentran representados en la Figura 4, donde pueden
observarse las movilidades relativas (obtenidas con respecto al
Pinus resinosa) .

Se aprecia en la figura 4 que en 6 de los sistemas enzimati-
cos (ACO, ACP, ADH, CAT, EST y GDH) se identificé un solo locus;

9 de los sistemas enzimAticos (fEST, GOT, IDH, LAP, MNR, PGI,
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PGM, SKDH vy 6PGD) mostraron dos loci y en los dos restantes
(FDP y MDH) se identificaron tres loci. El numero méximo de
alelos observados por locus fue de 4 para los loci GOT3, MNR1 vy
PGM2, mientras que el minimo fue de uno para los loci ESTL;
FDP2, FDP4, GDH, GOT1, IDH1, IDH2, MDH1l, MDH2, MNR2 y 6PG2.

Debe mencionarse que el andlisis estadistico consideré la
informacié4n mds consistente de los patrones enzimdticos resuel-
tos para cada sistema, aunque en la representacién zimografica
se muestra el total registrado a lo largo de todo el estudio.

En la designacién de los sistemas, loci y alelos se considerd

la siguiente terminologia:

El nombre del sistema enzimdtico .- ACO
El numero de locus correspondiente .- ACO1
El numero de alelo para dicho locus .- AC01(1)

En estudios anteriores se han seflalado problemas y resultados
semejantes en la resoluciédn de los patrones de bandeo en espe-
cies del mismo género como Picea abies (Tigerstedt, 1973; Berg-
mann, 1973a, 1973b, 1974, 1978; Brunel y Rodolphe, 1985), Picea
glauca (Feret, 1971; Cheliak y Pitel, 1984) y Picea marliana
(Boyle et al., 1990).

De manera similar a nuestro estudio, en trabajos anteriores
se ha mencionado un solo locus en ACO, ADH, GDH, IDH y PGM para
las especies de Abies amabilis, A. grandis, Larix laricina, L.
occidentallis, Pseudotsuga menziesili, Thuja plicata, Tsuga
heterophylla, T. mertensiana e inclusive en algunas especies del
gé -~ o Picea como P. engelmanni, P. glauca, P. mariana y P.

sitchensis (El-Kassaby y Chipman, s/f).
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Para las mismas especies antes mencionadas se sefialan de 1 a
5 loci en los sistemas enzimaticos EST, fEST, MDH, PGI y 6PGD,
con un promedio de 3 loci para el género Picea. Cabe sefialar
que Picea chihuahuana mostré problemas similares a los descritos
en los estudios de El-Kassaby y Chipman (s/f) y Feret (1971), es
decir, baja resolucién o inconsistencia, principalmente en los
sistemas de Esterasas.

En los sistemas enzimdticos en los que se identificdé un solo
locus (Figura 4) como en el caso especifico de Aconitasa (ACO),
puede notarse la presencia de tres alelos, cada uno de ellos con
un doble bandeo que .ncluyé una banda obscura y otra muy tenue
debajo de ésta.

En el locus ACP (Fosfatasa Acida), también con 3 alelos,
ACP1 (1) fue el que presentdé un doble bandeo homogéneo en tona-
lidad obscura, similar al que describe Bergmann (1975). El
patrén de resolucibén mostrado para este sistema fue dificil de
interpretar debido al "barrido" de las bandas. En este estudio
fue frecuente que este sistema enzimdtico presentara problemas
en la resoluciédn de los patrones de bandeo, similares a los que
se presentaron en Picea abies (Lundkvist, 1975). Cabe serfalar
que para dicho estudio se menciona una ligera susbstitucién
entre el alelo 1 y 2 debido a las diferencias entre los estados
germinativos de los endospermos utilizados.

Los sistemas EST, ADH y GDH tuvieron consistentemente
patrones de resoluciédn muy tenues, a veces diffciles de distin-
guir, con lo que se denota la misma dificultad que se ha
presentado para otras especies como Picea glauca (Hedrick et

al., 1976, Cheliak y Pitel, 1984); la baja resolucién en el
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sistema ADH se asocia a los proceso de 1respiracién anaerobia,
por lo cual se recomineda cierto tiempo de imbibicién de las
semillas antes de su andlisis a fin de poder detectar mejor la
presencia de este sistema (Hedrick, et al., 1976).

En el grupo de sistemas enzimdticos que presentaron dos loci
(Figura 4), frecuentemente se revelaron patrones de bandeo més
complejos: doble o triple bandeo , aunque no siempre muy bien
definidos debido a lo difuso de las bandas superiores o 1in-
feriores a la banda principal.

Dentro de este grupo de enzimas también se notdé la presencia
de alelos nulos en 3 de los sistemas analizados (MNR, PGM vy
SKDH), en particular en los loci MNR1l, PGM1, PGM2 y SKDH1l. La
caracterizacién de este tipo de alelos se basd principalmente en
la ausencia notoria de informacién entre los loci de un mismo
individuo (El-Kassaby, 1981); es decir, si en el 1locus 1 un
individuo X mostrdé un bandeo y en el locus 2 no se presentd
informacién, ésta se consideré como alelo nulo. Es conveniente
destacar también que dentro de este estudio se detectaron algu-
nos problemas en la resolucibén de la informacién de <ciertos
individuos analizados y que quedé atribuida a una mala germina-
cién y a una consecuente infeccién por hongos.

El sistema fEST merecid especial atencidén sobre todo por la
rapidez que requiere la interpretaciédn del zimograma revelado,
que de otra manera se corre el riesgo de hacer una mala inter-
pretacién. En este sistema los corrimientos realizados mostraron
dificultad en la obtencién de patrones claros y bien definidos,
aunque hubo ciertas excepciones; regularmente el primer locus

estuvo mejor definido que el segundo, sobre todo por la

73



coloracién mads intensa.

El sistema GOT resuelto para este estudio mostrd semejanza
con los resultados expuestos por Rudin (1975) para Pinus
sylvestris, debido a que se revelaron dos zonas, pero difirié en
la presencia alélica entre cada uno de ellos. Gle mostrd un
alelo, mientras que GOT3 mostrd la presencia de 4 alelos con
dobles y triples bandas. Conkle (1991) menciona que el patrdén de
migracién lenta cominmente presenta fenotipos de dos bandas que
esté&n asociadas con la fraccién citopldsmica. Una caracteristica
importante de este sistema (Conkle, 1991) es el tipo de tinciédn
que se presenta; se menciona que una sola banda de rdpida migra-
cibén, que en nuestro estudio coincide con el patré4n revelado por
GOT1 (1), muestra una coloracidén intensa, y un teflido consistente
en el patrén de migracién lenta cuyo comportamiento es de dos o
mads bandas. Los patrones de migracién rdpida presentan mayores
intensidades en su coloracién conforme avanza el proceso germi-
nativo, y esto, en relacién al estudio realizado por Conkle
(1991), se debe fundamentalmente a que la fraccién mitocondrial
tiene una correlacién con los altos niveles de respiracién
mitocondrial esperada en tejidos nutritivos durante la germina-
cién.

El Gltimo grupo, constituido por FDP y MDH, incluydé los
sistemas que revelaron 3 loci. FDP tuvo un patrén de bandeo mas
difuso y tenue que los patrones revelados en otros sistemas, Yy
Gnicamente se distinguié un doble bandeo en FDP1(1).

En el sistema MDH se distinguieron doble (MDH2(1)) y triple
(MDH1 (1)) bandeo, no siempre bien definidos pero si{ de color

obscuro; en este sistema se notaron bandas mds anchas que en los
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demds sistemas considerados en el estudio. El estudio de este
sistema (El-Kassaby, 1981), ha revelado la presencia de un.
heterodimero que frecuentemente llega a confundirse entre los
loci MDH2 y MDH3, ademds de la discrepancia entre MDH3 y MDH4,
que por diferencias de pH en los sistemas buffer wutilizados
llegan a variar ligeramente su migracién en el gel; por ello,
pudiera ser comin que el patrén de bandeo que se presenta para
este sistema llegue a tener modificaciones en estudios
posteriores sobre la misma especie.

Tanto FDP como MDH se representaron por 3 loci denominados
como 1, 2 y 4, que sin seguir un orden secuencial, coinciden con
los patrones de referencia que ya han sido revelados en otros

estudios llevados a cabo para otras especies (El-Kassaby, 1981).
4.2 Medidas de variabilidad Genética
4.2.1 Frecuencias alélicas y nGmero de alelos por locus

De acuerdo a las frecuencias alélicas observadas en cada
locus (Cuadro 11), es posible diferenciar 3 grupos distintos de
loci a nivel de todas las poblaciones en general.
1) Loci monomérficos (loci con un solo alelo). Este grupo
incluye a los siguientes 5 loci (20% del total):
EST1, IDH1l, MDH1l, MNR2 y 6PG2.

2) Loci polimérficos con un alelo predominante y uno o varios
alelos raros. En este grupo se incluyen 12 loci, es decir,
casi un S50% del total de loci analizados: ADH, CAT1, fEST,

FDP2, FDP4, GDH, GOT1l, GOT3, MDH2, MNR1l, 6PGD1l y PGI2.
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CUADRO 11. FRECUENCIAS ALELICAS EN 25 LOCI DE 11 POBLACIONES
NATURALES DE PICEA CHIHUAHUANA

POBLACIONES

LOCUS 1 2 3 4 S5 6 1 8 9 10 11 % |
1 ACOl1 -
(N) 12 15 14 14 8 21 20 1S 26 18 18
1 0833 0.100 0286 1.000 0.687 0.500 0.725 0.933 0038 0389 0.583 0552
2 0.125 0200 0321 0.000 0.125 0.095 0275 0.000 0442 0306 0.167 0.186
3 0.042 0700 0393 0.000 0.187 0405 0000 0.067 0519 0306 0250 0.260
2 ACPI
(N) 12 20 13 14 8 20 17 7 26 15 16
1 0375 0275 0654 0750 0.750 0525 0529 0786 1000 0.667 0031 0576 |
2 0.250 0.525 0.346 0.179 0250 0300 0088 0.214 0.000 0067 0.844 0278 |
3 0.375 0.200 0.000 0.071 0000 0.175 0382 0.000 0.000 0267 0.125 0.145 ;
3 ADH
(N) 1 13 13 14 4 20 14 14 25 18 17
1 0.864 1.000 1.000 1.000 1.000 1000 1.000 1.000 1.000 [.000 0.647 0955
2 0.136 0.000 0000 0.000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0353 0.044
4 CATI1
(N) 12 20 16 14 8 22 20 15 26 22 13
| 1000 1000 (.000 1.000 (000 1000 1000 1.000 1.000 1.000 0917 0992
2 0.000 0.000 0.000 0.000 0000 0000 0000 0000 0.000 0000 0083 0.007
5 ESTI
(N) 9 17 IS 14 8 13 17 14 26 22 18
1 1.000 1.000 1.000 1000 1.000 1.000 1000 1.000 1000 1.000 1.000 1.000
6 [EST
(N) 6 19 16 14 8 22 21 15 26 22 18
1 1.000 0.763 1.000 0.679 1.000 1.000 1000 1.000 1000 1.000 1000 0.949
2 0.000 0.000 0.000 0.321 0000 0000 0.000 0000 0.000 0000 0000 0.029
3 0.000 0237 0.000 0000 0000 0000 0.000 0000 0000 0.000 0.000 0.021
7 FDP2
(N) 12 18 13 13 8 21 13 15 18 6 16
1 1000 0972 1.000 1.000 (000 1000 0923 1000 0517 1.000 1.000 0982
2 0.000 0028 0000 0.000 0000 0000 0077 0.000 0083 0000 0000 0017
8 FDP4
(N) 9 13 13 14 7 21 15 14 18 17 18 :
1 1000 1.000 1.000 1000 1.000 1.000 1000 0964 1.000 0912 1.000 0988 i
2 0.000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0036 0000 0088 0000 00l |
9 GDH
(N) 12 20 k] 14 8 22 21 15 26 22 18
1 1.000 0950 1.000 1000 1000 0977 1000 0933 1000 0773 0889 0950

2 0000 0.050 0.000 0000 0000 0.023 0.000 0067 0000 0227 O0.111 0.043



CUADRO 11. ( CONTINUACION )

' POBLACIONES

- LOCUS 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 11 X

! 10 GOT1

_ (N) 12 19 16 14 8 22 20 15 26 22 18

i 1 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1000 1000 1.000 1000 1.000 0.639 0967

i 2 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 036 0032

; 11 GOT3

| (N) 12 20 14 14 8 21 20 15 26 22 18

I 1 1.000 1.000 0929 [.000 0937 1.000 0950 0900 1.000 0977 0.000 0.881

| 2 0.000 0.000 0.000 0.000 0000 0000 0050 0.000 0.000 0000 0.000 0.004

! 3 0.000 0.000 0.000 0.000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 1.000 0.090

: 4 0.000 0000 0.071 0000 0063 0000 0000 0100 0.000 0023 0.000 0023

: 12 IDH1

1 N) 12 19 14 14 8 21 13 15 26 22 18

| 1 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1000 [.000 1.000 1000 1000 1.000 1.000

| 13 LAPI

(N) 12 19 13 14 8 21 21 15 26 22 18

| 1 0.500 0.842 1.000 1.000 [.000 1000 1000 0.867 1.000 1.000 0306 0.865

; 2 0.500 0.158 0000 0000 0000 0000 0000 0.133 0.000 0000 0.694 0.135

. 14 MDHI1

; (N) 12 20 16 14 8 22 20 15 26 22 18

| 1 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

| 15 MDH2

‘ (N) 12 20 14 14 8 22 20 15 26 22 18

i 1 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1000 0975 1.000 0923 0977 1.000 0988

| 2 0.000 0.000 0.000 0000 0.000 0000 0025 0.000 0.077 0023 0.000 0.011
i6 MDH4

i (N) 12 19 13 14 8 21 21 14 25 22 18

| 1 0917 0447 0.192 0643 0375 0429 0881 0500 0760 0273 1.000 0.583

J 2 0.042 0421 0654 0357 0625 0524 0119 0.79 0240 0545 0000 0.336

| 3 0.042 0.132 0.154 0.000 0.000 0048 0000 0321 0.000 0.182 0.000 0.079

| 17 MNRI

} (N) 12 18 13 14 8 21 20 15 26 21 18

: 1 0958 0517 1.000 1.000 1000 1000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.722 0.963

' 2 0.042 0.083 0.000 0.000 0.000 0000 0000 0.000 0000 0000 0.028 0013

3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0000 0.000 0.000 0000 0000 0.194 0017
4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0000 0000 0000 0000 0000 0.056 0.005

i8 MNR2

| (N) 12 20 14 14 8 22 20 15 26 21 8

| 1 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1.000 1000 1.000

|19 6PGDI

1' (N) 12 20 16 14 8 20 20 15 26 22 18

| 1 1.000 1.000 0781 [.000 0937 1000 1.000 1000 1.000 1000 1.000 0974

! 2 0.000 0000 0219 0.000 0.063 0000 0000 0000 0000 0000 0.000 0025

| 20 6PGD2

| (N) 12 17 14 14 8 21 18 LS 26 22 18

I 1 1000 1000 1000 1000 (000 1.000 1.000 1.000 1000 1.000 1(.000 1.000



CUADRO 11. ( CONTINUACION )

POBLACIONES

i
‘LOCUSI234567891011X
|

i

[

i

21 PGI2 |

()] 12 18 14 14 8 21 21 15 26 22 18 i

. 1 1000 0972 1.000 1000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0750 0974 |

| |

i 2 0.000 0028 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0250 0.025 |
22 M1

12 19 13 14 8 21 20 15 26 22 18
0542 0921 0923 0536 0937 0524 0925 1.000 1.000 1.000 1.000 0.846
0458 0.079 0.077 0464 0063 0476 0.075 0.000 0000 0.000 0000 0.153

0.250 0.559 0.625 0.000 0.750 0.618 0650 0958 0.900 0.324 0500 03557
0.750 00.235 0375 1.000 0.187 0382 0275 0.042 0.000 0412 0353 0364

PG

™)

1

2
23 PGM2

()]

1

2

3 0.000 0206 0.000 0.000 0.063 0000 0.075 0000 0.100 0.147 0088 0.061

4 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 O0.(18 0059 0016 |

24 SKDH1 |

(N) 12 18 13 14 8 21 19 15 26 22 4 _

| 1 0583 0944 0808 1000 0875 0833 0553 1000 1000 0795 1000 0853 |

2 0417 0056 0.115 0.000 0.125 0.167 0447 0.000 0.000 0205 0.000 0.139 |

! 3 0.000 0000 0.077 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0000 0.000 0000 0.007 !

. 25 SKDH2 |
j ()] 10 18 14 14 8 21 21 15 26 22 18

| 1 0700 0778 1.000 1.000 1.000 1000 0667 0.800 1.000 0.159 0750 0804

| 2 0300 0222 0000 0.000 0000 0000 0333 0200 0000 0841 0250 0.195 |

T i

(N). Numero de individuos
X. Valor promedio



CUADRO 12. MEDIDAS DE VARIABILIDAD GENETICA EN 11 POBLACIONES

DE PICEA DEL NORTE DE MEXICO

POBLACIONES

CERRO DE LA CRUZ
BATUYBO

EL REALITO .

LA TINAJA

TALAYOTES

ARROYO ANCHO
ARROYO DE LA QUEBRADA
ARROYO DEL INFIERNO
CEBOLLITAS

10 ARROYO DE LA PISTA
11 LA ENCANTADA

LONOTOLWN =

b=

B i G (e G QY
~N~NonNnNbALOABANABNO

PROMEDIO

-
§

P Ho
40.0 0.050
52.0 0.092
32.0 0.109
16.0 0.077
32.0 0.100
28.0 0.095
40.0 0.079
36.0 0.051
20.0 0.046
40.0 0.103
44.0 0.132
34.5 0.084

He

0.154
0.158
0.127
0.074
0.098
0.124
0.125
0.087
0.056
0.149
0.178

0.120

A. No. de alelos promedio por locus

P. Porcentaje de loci polimodrficos

Ho. Heterocigosidad promedio observada
He. Heterocigosidad promedio esperada




En estos casos la frecuencia del alelo predominante fue
mayor a 0.90.

3) Loci polimérficos con mds de un alelo frecuente: Se
consideran dentro de este dgrupo a 8 loci (32% del total;
ACO1, ACP1, LAP1, MDH4, PGM1, PGM2, SKD1l, SKD2). En estos
casos las frecuencias alélicas del alelo predominante
fluctud entre 0.225 y 0.892.

Los resultados previamente seflalados coinciden con lo expﬁes-
to por Conkle (1991), quien menciona que al incrementarse el
nimero de alelos por gen, disminuyen los alelos con altas fre-
cuencias.

En estudios anteriores se han mencionado datos de polimor-
fismo en diferentes sistemas enzimdticos analizados, y aungque en
algunos casos no queda especificado el porcentaje de ellos
(Adams y Joly, 1980), en Picea abies se ha encontrado polimor-
fismo en los sistemas ACP, GDH, GOT, PGI y PGM (Tremblay vy
Simon, 1989). Cheliak y Pitel (1984) serlalan polimorfismos en
Picea glauca para los sistemas ACP, EST, GDH, MDH1, MDH3 Y
MDH4 , 6 PGD, PGI y PGM. Considerando que los estudios antes
mencionados no presentan datos mAs precisos, es 1importante
seflalar que dos de estos sistemas que han mostrado ser polimér-
ficos en otras especies del género, EST y 6PGD fueron monomérfi-
cos en Picea chihuahuana.

Otros géneros, como Pseudotsuga menziesil (Yeh y O’'Malley,
1980; Conkle, 1981), registran polimorfismo en los sistemas de
ACCl, EST1, GOT, IDH, LAP1, LAP2, MDH1-MDH4, PGI2, PGM y 6PGD.
En el caso de Pinus rigida (Guries y Ledig, 1978), se pudo

detectar polimorfismo en los sistemas ACOl, GOT1l, GOT2, IDH,
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_APl1, LAP2, MDH1, MDH2, 6PGD y PGM.
A nivel poblacional se obtuvo un nimero promedio de 1.4
alelos por locus (A) (Cuadro 12), con un valor minime de 1.2 en

las poblaciones de La “inaja, Chih. y Cebollitas, Dgo., Yy un
valor maximo de 1.7 en las poblaciones de Batuybo, Chih. y La
Zncantada, N. L. Estos resultados son similares a .os datos
eportados para otras especies de coniferzas (Adams, et al, 1990;
Tremblay y Simon, 1989; Li y Adams, 1989; Lagercrantz y Ryman,
1530), en donde se han encontrado valores extremos de 1.0 para
2ilnus resinosa, y de 4.7 para Abies alba. Sin embargo, en el
caso particular de especies del género Picea, los valores mini-
nos reportados son de 2.29, en Picea glauca, y de 2.7 para Picea
ablies (Tremblay y Simon, 1989; Adams et al., 1990), 1lo cual
indica que los valores encontrados en nuestro estudio para las
poblaciones de Picea chihuahuana son relativamente menores al
promedio de este género y presentan una alta tendencia hacia la
fijacién de un alelo en particular. La razén por la cual este
estimador es utilizado, radica en que es una de las medidas de
diversidad genética menos ambiguas y sencillas, que resulta muy

adecuada en los andlisis de variacién genética y en el desarrol-

lo de planes de conservacién (Marshall y Brown, 1991).

4.2.2 Porcentaje de loci polimérficos

Con base en el criterio de considerar como polimérfico aquel
locus cuya frecuencia del alelo mds comin es igual o menor a
0.99 (Ayala y Kiger, 1984), el porcentaje de loci polimérficos
(P) més bajo (16%) se registrd en la poblaciédn de la Tinaja,

Chih. y el wvalor mds alto (52%) en Batuybo, poblacién del
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mismo estado (Cuadro 12).

El valor promedio de loci polimérficos para el total de las
poblaciones analizadas en este estudio alcanza un 34.5% y es
inferior a los valores promedios seflalados en otros trabajos,
como el de Tremblay y Simon (1989) en Picea glauca (67%), el de
Lagercrantz y Ryman (1990) en Picea abies (73%) y el de Li vy
Adams (1989) en Pseudotsuga menziesii (37%); esto indica que aun
cuando solo 5 loci (20%) fueron estrictamente monomérficos en
todas las poblaciones, existe una elevada tendencia hacia la
fijacién (65.5% de los loci), dada por una frecuencia elevada
(>99%) del alelo mads comin, sugiriendo con esto la reducida
variabilidad existente en estas poblaciones de Picea, dada
quizas por efecto del aislamiento entre ellas y el tamafilo redu-
cido de las mismas. Con base en caracteristicas poblacionales
similares, Barret y Kohn (1991), mencionan que la deriva ge-
nética puede tener una influencia dominante en la estructura
poblacional. En las poblaciones en las que se encuentra actuando
la deriva genética, la pérdida de la variacién es mads rédpida que
en las que éste factor no se encuentra involucrado, coincidiendo
este supuestco con el de muchos otros autores, en el sentido de
que esta pérdida de variaciédn provocaria la reduccién de la
habilidad de la poblacién para adaptarse a cambios ambientales,
incrementando de la susceptibilidad a plagas y enfermedades.
También se hace mencién que como consecuencia de esta reducciédn
en el tamafio poblacional, se presenta la endogamia o bien el
cruzamiento entre individuos una misma familia. La pérdida en la
capacidad de adaptacién, que resulta de los cruzamientos entre

individuos emparentados, se conoce como depresién endogémica
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(Barret y Kohn, 1991).

Las especies que se consideran como endémicas, e incluso
aquellas que presentan un movimiento genético limitado, muestran
tamarios de poblacién efectivos muy reducidos y pueden experimen-
tar pérdidas muy grandes de su variacidén genética a través del
proceso de deriva genética (Adams et al., 1990), torndndose en
especies mds vulnerables que las especies que muestran una alta
variacién (Grunwald et al., 1986).

Lo anterior coincide con los datos de esta investigacién, vya
que en varias de las poblaciones estudiadas se encontraron
pocos individuos, como los casos de Cerro de la Cruz, Chih. con
alrededor de 25 individuos adultos, y las poblaciones de La
Tinaja, Chih., Arroyo de la Quebrada, Arroyo del Infierno vy
Arroyo de la Pista, en el estado de Dgo., que no rebasan los 300
individuos.

En general, en la mayoria de las poblaciones se observarcn
problemas por dafios de insectos, baja viabilidad de la semilla y
poca producciédn de ésta en algunos individuos, al grado que fue
dificil obtener una muestra representativa en la colecta 1reali-
zada. En este sentido, se encontré una clara correspondencia
entre los datos de polimorfismo y el tamafio de la poblacién.

En estudios anteriores se ha mencionado que las coniferas en
general presentan mayor polimorfismo que muchas otras especies
vegetales estudiadas (Hamrick et al , 1981), aunque también se
ha dicho (Guries, 1984) que los patrones de variacién pueden
diferir en loci individuales, con lo cual se sugiere que la
seleccibébn puede ser considerada como un factor importante que

determina la estructura poblacional.
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Con respecto al origen geogrdfico de las poblaciones, se
encontrd un promedio de 33% de loci polimérficos para las pobla-
ciones de chihuahua, 34% para las poblaciones de Durango y 44%,
el valor mas alto, para la poblacién de Nuevo Leébn.

En relacidén a los valores de monomorfismo, los valores mas
altos se encontraron en las poblaciones de La Tinaja, con 21
(84%), y en Cebollitas, con 20 loci monomérficos (80%). Las
poblaciones Cerro de la Cruz, Chih., Arroyo de la Quebrada, Dgo.
y Arroyo de la Pista, Dgo., presentaron igual cantidad de loci
monomérficos entre ellas (15 loci) y en Chihuahua dos pobla-
ciones m&s, El Realito y Talayotes, tuvieron 17 loci monomorfi-
cos.

Al respecto, Li y Adams (1989) mencionan que todos los loci
tienden al homoalelismo en las poblaciones muy pequefilas, coinci-
diendo con las caracteristicas de las poblaciones estudiadas, de
entre las cuales la poblacidén que presenta mayor nimero de
individuos es Batuybo, Chih, con un total de 3364 (SARH e
INIFAP, 1990), mostrando ser la poblacibén con el porcentaje mas
bajo de 1loci monomérficos (48%), en relacién con las demas

poblaciones.
4.2.3 Heterocigosidad observada y esperada

La estimaciédn de la heterocigosidad observada (Ho) tuvo un
valor promedio de 0.084, siendo los valores extremos de 0.046 en
Cebollitas, Dgo. y de 0.132 en La Encantada, N.L., las mismas
poblaciones en donde se observaron los valores extremos para el
nimero de alelos por locus (Cuadro 12). De la misma manera, el

promedio de los valores de la heterocigosidad esperada (He) para
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todas las poblaciones fue de 0.120, siendo las poblaciones antes
mencionadas (Cebollitas y La Encantada) las que presentaron los
valores extremos de 0.056 y 0.178, respectivamente. Aungue estos
valores se ubican dentro del intervalo de valores mencionados
para la mayorfa de las coniferas (Ledig, 1986), en donde el
valor més bajo es de 0.0 para Pinus torreyana y el mas alto de
0.362 en Pinus taeda, el valor mlds alto encontrado para la
poblacién de Nuevo Ledén en nuestro estudio, apenas alcanza el
valor de la heterocigosidad promedio esperada en los estudios
revisados por Ledig (1986). Esto indica un menor grado de varia-
bilidad genética en las poblaciones de Picea consideradas en
este estudio, con respecto a la mayorfia de las especies
forestales que se han estudiado.

A pesar de las diferencias numéricas que existen entre las
poblaciones, todos estos valores de heterocigosidad se pueden
considerar relativamente bajos si se comparan con los valores
encontrados en otras especies de A4rboles con polinizacién
cruzada, como en el caso de Pinus contorta var. latifolia vy
Pinus banksiana, con valores promedio de Heterocigosidad de
0.184 vy 0.115, respectivamente (Dancik y Yeh, 1983); en Abies
alba se reportan valores de 0.563, 0.416 y 0.431 (Adams et al.,
1990), siendo este Gltimo un valor de Heterocigosidad observada;
en Picea abies , especie del mismo género en estudio, se régis‘
trdé un valor promedio de 0.115 (Lagercrantz y Ryman, 1990),
aunque existe una amplia variacién en la informacién con valores
que fluctuan desde 0.165 hasta 0.424 de heterocigosidad promedio
esperada (He) (Adams et al., 1990; Miller-Starck et al., 199%2 vy

Brown, 1979) . En el caso de Pseudotsuga menziesili se sefiala un
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valor promedio de He de 0.137 (Li y Adams, 1989) y 0.178 (Merkle
y Adams, 1987).

En una revisién realizada por Hamrick et al. (1981) (en
Tremblay y Simon, 1989), en donde se incluyen datos de 20 espe-
cies de coniferas, se sefiala un valor promedio de He a 0.207.

Se aprecia en el Cuadro 12, que las poblaciones de Talayotes,
La Tinaja y Cebollitas muestran valores casi idénticos de Ho vy
He, mientras gque las otras poblaciones muestran normalmente
menores valores de Ho que de He, con diferencias de casi el
doble entre estas variables; Ledig (1993) menciona al respecto,
que en coniferas, las diferencias tan altas entre Ho y He,
cuando Ho es menor que He, indican cierto grado de endogamia, es
decir una reduccién de la heterocigosidad esperada de acuerdo a
la ley de Hardy-Weinberg. Es importante mencionar que en par-
ticular la poblacién de Cerro de la Cruz presenta la mayor
diferencia entre los valores de Ho y He, siendo la poblacién que
cuenta con 25 individuos registrados Gnicamente, es decir una de
las poblaciones mds pequefias. Debido a ello, puede suponerse
una pérdida mucho mas rdpida de alelos raros si por alguna razén
se alterara el ambiente en que se desarrolla esta poblacién. Lo
expuesto anteriormente queda también apoyado por el supuesto de
que poblaciones pequefias y aisladas en condiciones marginales se
encuentran mas expuestas a la endogamia y a la deriva génica,
aunado al hecho de que alguna condicién extrema para una © mas
variables ecolégicas puede ocasionar una selecciédn direccional
mads intensa (Soulé, 1973 en Tremblay y Simon, 1989).

Los resultados anteriores coinciden con los de los autores

previamente citados, en el sentido de que las poblaciones peque-
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rias y marginales se encuentran restringidas principalmente a
depresiones, o bien ubicadas en pendientes con wuna exposicién
caracteristica, como en el caso de Picea glauca (Tremblay vy
Simon, 1989). En el caso de las poblaciones de Picea chihuahuana
incluidas en este estudio no muestran una exposicién tipica, vya
que se localizan en exposiciones noroeste o noreste, aunque si
se concentran en cafladas y sitios con pendientes muy pronuncia-
das. Este aislamiento geogrdfico que presentan las poblaciones
de Picea chihuahuana explica las restricciones de flujo genético
que ocurren entre ellas, lo cual reduce de alguna forma el
entrecruzamiento entre las poblaciones. Se ha sugerido que la
neterocigosidad por si misma confiere mejor aptitud, indepen-
diente de la depresién endogémica, y se concluye que la hetero-
cigosidad frecuentemente se asocia con altas tasas de crecimi-
ento y sobrevivencia, en especial para 4&rboles forestales
(Ledig, 1986 en Huenneke, 1991).

Como se mencioné anteriormente, en la mayoria de 1los casos
los valores de heterocigosidad observada (Ho) fueron numérica-
mente menores a los valores esperados (He), y la prueba de x2
mostrd diferencias estadisticas respecto de los valores espera-
dos por la ley de Hardy-Weinberg (H-W). Se encontré que las
poblaciones de Cerro de la Cruz, Batuybo y la Encantada presen-
tan entre 6 y 8 loci que no cumplen esta ley de equilibrio, porx
lo que se deduce una deficiencia de heterocigotes en la mayoria
de las poblaciones y una alta tendencia hacia la fijacién en 8
de las 11 poblaciones analizadas.

Un reducido tamafio de la poblacién y una desviacién de las

frecuencias genotipicas esperadas sugiere la presencia de
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problemas con el supuesto de panmixia dentro de las poblaciones
(Barret et al., 1987). Una posible explicacién a lo antes men-
cionado puede deberse al restringido flujo genético que se
presenta entre las poblaciones de Picea chihuahuana al con-
siderar las condiciones geograficas en que se encuentran locali-
zadas.

La tendencia observada hacia la fijacién de ciertos ale-
los, probablemente estd ocasionando una drdstica reduccién de la
variacién genética en las poblaciones pequefias. Las posibles
modificaciones de las frecuencias génicas observadas uGnicamente
podrdn darse si intervienen fuerzas como la mutacién o migra-
cién, que substituyan a los alelos que se estdn perdiendo
(Mettler vy Gregg, 1982). Sin embargo, los resultados obtenidos
apoyan la hipébtesis de que la reduccién de 1la variabilidad
genética y el aumento de la endogamia observada, en la mayoria
de las poblaciones, se debe fundamentalmente al efecto de deriva
genética ocasionado por el tamafio reducido de las poblaciones
(Ledig, 1993).

Barret vy Kohn (1991) mencionan que en las especies con dis-
tribucién escaza, las poblaciones pequefilas pueden poseer siste-
mas genéticos que se ajusten a una endogamia muy cercana, asi
como adaptaciones que compensen las desventajas que se presen-
tan por su rareza (durante el cruzamiento). En contraste, las
especies que han experimentado reducciones muy severas en el
nimero poblacional, debido a destruccién de hdbitat o bien poz
pastoreo, pueden ser mas susceptibles al estrés genético impues-

to por el tamafio poblacional.
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En el caso citado por Dancik y Yeh (1983), se mencicnan
valores calculados de F de 2.5 a 9.7% de deficiencia de hetero-
cigotos en relacién al equilibrio de H-W, en las especies de
Pinus contorta var. latifolia y Pinus banksiana, 1respectiva-
mente; también se resalta el hecho de que Unicamente el 2% de la
variabilidad genética observada en esas especies parecié ser
interpoblacional, vy el resto se debidé a diferencias entre los
individuos dentro de poblaciones, mientras que en Picea
chihuahuana, la divergencia entre poblaciones parece ser mucho

mayor .
4.2.4 Distancias genéticas

Los resultados obtenidos de este andlisis dieron origen a la
matriz de distancias genéticas (Cuadro 13), cuyos valores mues-
tran las relaciones existentes entre todas las poblaciones
analizadas en este estudio. Con base en estas distancias se
elaboré un fenograma (Figura 4), donde se representan esquemati-
camente los agrupamientos de las 11 poblaciones de Picea
chihuahuana, de acuerdo a su grado de similaridad o diferencia-
cién en las frecuencia alélicas de los 25 loci considerados en
el estudio.

La utilizacién del método mediante el cual se estimaron las
distancias genéticas entre las poblaciones (Cavalli-Sforza vy
Edwards, 1977) permite la determinacién del patrén de relaciones
existentes entre las poblaciones estudiadas (Hedrick, 1985).
Estas relaciones pueden utilizarse posteriormente para enmarcar

una posible clasificacién del esquema filogenético de la especie
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CUADRO 13. MATRIZ DE DISTANCIAS GENETICAS

POBLACIONES 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

: | CERRO DE LA CRUZ | AN

2 BATUYBO 10207 wws

3 EL REALITO i0.235 0.178 wiiern

4 LATINAJA io.zu 0261 0.228 *x##x
. 5 TALAYOTES 10219 0.180 0.099 0.200 **++*
" 6 ARROYO ANCHO io,m 0.161 0.127 0.182 0.115 ***** -

7 ARROYO QUEBRADA 0.162 0.202 0.209 0.224 0.169 0.171 *****

8 ARROYO INFIERNO 0223 0.200 0.184 0.240 0.155 0.187 0.201 ****=
" 9 CEBOLLITAS 0287 0.204 0.189 0.283 0.165 0.202 0.215 0.209 *****
| 10 ARROYO PISTA 10230 0.182 0.209 0.271 0205 0.204 0.180 0.203 0.239 ***** |
|11 LA ENCANTADA 0289 0292 0.343 0.361 0.328 0.329 0.322 0.310 0.353 0.337 *****!
L

* VALORES OBTENIDOS EN BASE AL METODO DE CAVALLI-SFORZA Y EDWARDS (1967).



(Wright, 1978) y ayude a dilucidar de alguna forma su procesc
evolutivo (Camussi, et al., 1985).

Debido a que el andlisis se realiza con base en las distan-
cias genéticas existentes entre cada par de poblaciones, la
descripcién del fenograma se da con respecto a los grandes
grupos formados, asi{i como a los subconjuntos o subgrupos conte-
nidos en cada uno de ellos, y finaliza con el ntGcleo que esté
estructurado por las poblaciones con mayor similitud ent:ze
ellas; es decir, las que presentan las menores distancias
genéticas (Crisci y Lépez, 1983; Herndndez, 1990).

A una distancia genética de 0.208 es posible 1identificar 4
grupos de poblaciones claramente definidos (Figura 5). Sin
embargo, dos de estos grupos contienen a la mayoria de las
poblaciones, mientras que los otros dos estdn constituidos
Gnicamente por una poblacién.

El primer grupo (grupo A) que contiene el nlcleo del fenogra-
ma, estd cnstituido por 6 poblaciones, en el se encuentran las 2
poblaciones que presentaron la mayor similitud en frecuencias
alélicas (Figura S5): El Realito (3) y Talayotes (5), ambas del
estado de Chihuahua, con una distancia genética de 0.098. Estas
dos poblaciones comparten un total de 17 loci monomérficos
(Cuadro 11), y estén localizadas a una altitud (2340 m) y lati-
tud similares (alrededor de los 27 55°).

En este grupo se incluyen adem&s, las poblaciones de Arrcyc
Ancho (6) y Batuybo (2), en el estado Chihuahua, y de Arroyo
Infierno (8) y Cebollitas (9), en el estado de Durango.

En el segundo grupo (grupo B), se incluyeron 3 poblaciones,

Cerro de la Cruz (1), de Chihuahua, y Arroyo de la Quebrada (7)
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y Arroyo de la Pista (10), de Durango, con una distancia genéti-
ca promedio entre ellas de 0.18, y con recuencia alélicas en 15
de los 25 loci, 5 de los cuales son monomérficos para todas las
poblaciones (Cuadro 11). En estas 3 poblaciones se registré un
tamario de la poblacién inferior a los 300 individuos, siendo la
poblacién de Cerro de la Cruz la m&s pequefia, con 25 individuos
Gnicamente.

El tercer grupo (grupo C) estuvo conformado exclusivamente
por la poblacién de la Tinaja (4) en el estado de Chihuahua, la
cual se integré a los grupos de poblaciones A y B a una distan-
cia de 0.233 (Figura 5). Esta poblacién presentd valores de
variabilidad relativamente bajos, con un total de 21 loci mono-
mérficos; en algunos loci, inclusive, fue notoria la ausencia de
alelos que normalmente estdn presentes en frecuencias elevadas
en otras poblaciones, como el alelo 1 del locus PGM2, y el alelo
3 del locus MDH4, o la fijacién de un alelo que ocurre a menores
frecuencias en otras poblaciones, como el caso del alelo 1, en
el locus ACOl, y el alelo 2, en el locus PGM2 (Cuadro 11). Es
importante seflalar que a pesar de que la poblacién de la Tinaja
(4) estd relativamente cerca, geogrdficamente, de la poblacién
de Talayotes (5), a una distancia aproximada de 7 km en linea
recta, la distancia genética entre ambas es de 0.20, lo que las
hace wubicarse en diferentes grupos. Estas dos poblaciones pre-
sentan diferencias relativamente fuertes en las frecuencias
alélicas de 8 loci, al grado que los loci que son polimérficos
en una de ellas estdn fijos en la otra (Cuadro 11), 1indicando

una tendencia a la divergencia de las poblaciones.
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Sin duda, la mayor divergencia genética con respecto al
resto de las poblaciones muestreadas, se presentd en la pobla-
cibén de La Encantada (11), en el estado de Nuevo Leén.

Esta poblacién constituyé por s{ sola el cuarto grupo {(grupo
D) en el fenograma (Figura 5), con distancias genéticas que
fluctuaron de 0.289 a 0.353 con el resto de las poblaciones
(Cuadro 13). A pesar de que esta poblacién tiene un tamafio
reducido, no superior a los 64 individuos adultos (Mliller-Using
y Veldzquez, 1983), presentd 14 loci monomérficos (Cuadro 11),
observédndose uno de los valores mds elevados de variabilidad
genética, con valores de He = 0.178 (Cuadro 12), e inclusive, en
algunos loci como GOT3, MNR1 y PGM2 presentd alelos que comin-
mente no existen en las otras poblaciones (alelos "exclusivos"),
llegando al extremo de la fijacién de uno de ellos, el alelo 3
del locus GOT3.

Es probable que el distanciamiento genético de la pobla-
cién de La Encantada se deba, en gran medida, a la caracteristi-
cas ecolbégicas en que se encuentra, dado que el ambiente del
sitio de 1la Sierra Madre Oriental donde se localiza difiere
totalmente del ambiente en las poblaciones de Durango y Chihua-
hua, (Miller-Using vy VelAdzquez, 1983). En particular, dicha
poblacién muestra rasgos morfolédgicos disimiles a la descrip-
cién dada para la especie (Patterson, 1988). Los valores de
diferenciacién genética encontrados en este estudio, aunado a lo
anterior, seflalan que esta poblacién difiere de las demas, al
grado que podria constituir un taxon diferente, como se propone
en un estudio reciente, denomindndola como Picea martinezil

(Patterson, 1988).
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Sin embargo, el patrén de agrupamiento de las poblaciones
muestreadas en la Sierra Madre Occidental, en los estados de
Durango y Chihuahua, es mas diffcil de explicar puesto que
aparentemente no sigue un gradiente geogrdfico, altitudinal o
climatico. Asi por ejemplo, las 6 poblaciones de Chihuahua que
estan relativamente cercanas entre ellas (20 km en promedio en
linea 1recta) y con diferencias de altitud menores a los 200 m,
estan dispersas en tres grupos diferentes. Por otro lado, pobla-
ciones que estdn separadas geograficamente por mds de 300 km vy
diferencias altitudinales de entre 250 y 350 m estadn dentro del
mismo grupo (Figuras S y 6). La (Gnica explicacién posible es que
el agrupamiento observado en estas poblaciones ha sido resultado
del proceso de deriva genética, que ha ocasionado la diferencia-
cién de las poblaciones de manera aleatoria, al grado de que
poblaciones relativamente cercanas entre si, est&n incluidas en
diferentes grupos. Esta hipdtesis es apoyada por el hecho de que
las distancias genéticas entre la mayoria de las poblaciones de
Picea chihuahuana fue mayor a 0.15.

Ademds, como se mencioné anteriormente, la mayoria de las
poblaciones muestreadas tienen un tamafio reducido y se encuen-
tran aisladas genéticamente entre ellas por barreras topografi-
cas (la mayoria de las poblaciones se encuentran en carfiadas),
condiciones que favorecen su diferenciacibédn por efecto de deriva
genética y conducen a la fijacién y pérdida de alelos.

Diferentes autores han mencionado el hecho de que la evolu-
cién y diferenciacién de los taxa estd en estrecha relacidén con
los niveles de variacién genética; las especies longevas, de

polinizacién cruzada y amplia distribucién, cominmente mantienen
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altos niveles de variacién genética intrapoblacional (Conkle,
1988), misma que influye tanto en la respuesta fisiolégica comc
demografica de cada poblacién (Solbrig, 1980; Huenneke, 1991).
En el caso particular de las poblaciones de Picea chihuahuana,
las caracteri{sticas de su distribucién actual y su estructura
genética coinciden con lo que se ha mencionado para especies
mas vulnerables (Huenneke, 1991), en donde los patrones de
distribucién natural han sido alterados histéricamente, ocasio-
nando la fragmentacién de poblaciones extensas en pequenas
poblaciones aisladas, sin flujo genético entre ellas.

Parte de este comportamiento en las poblaciones de Picea
puede explicarse como consecuencia de los efectos de las glacia-
ciones ocurridas durante el Pleistoceno y del movimiento tec-
ténico de placas en fechas posteriores, de manera similar a como
se ha mencionado anteriormente para otras especies de coniferas
(Wright, 1984; Critchfield, 1984; Li y Adams, 1989), incluyendo
el caso de especies del género Picea, como P. glauca y P.
mariana, en que las poblaciones se han retraido hacia el Norte
debido al efecto de las glaciaciones (Critchfield, 1984).

Daubenmire (1968) menciona que durante el Pleistoceno las
especies sufrieron cambios drésticos en sus &reas de distribu-
cién natural, forzando migraciones en direcciones opuestas de
manera alterna, asi como la fragmentacidén en sus areas de dis-
tribucién. Lbégicamente no todas las especies estuvieron sujetas
a las mismas influencias, de tal manera que sus Areas de distri-
bucibén actuales pueden diferir grandemente en lo que respecta al
grado y antigliedad en que ocurribé el aislamiento entre las

poblaciones (Daubenmire, 1968).
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En nuestro pais el género Picea ha mostrado una reduccién
significativa en el numero y tamafio de sus poblaciocnes, vya que
por registros palinoldégicos y estratigraficos, asi como gpor
estudios sobre el impacto de glaciaciones y periodos interglac-
iales (Clisby y Sears, 1955; Sears y Clisby, 1955;Wright, 1955 vy
Palacios, 1977, 1985); se sabe de la presencia de este género en
el Istmo de Tehuantepec, algunas regiones de Chiapas y del Valle
de México.

Es probable que los cambios climAticos ocurridos en épocas
pasadas provocaron principalmente la migracién de las pobla-
ciones hacia las partes boreales, como lo describe Daubenmire
(1968) , y que gran parte del efecto que se ha suscitado en
éstas ha sido la contraccién en el tamafioc de las poblaciones vy
el aislamiento entre ellas a través del tiempo, ocasionando una
reduccién drastica de la variabilidad intrapoblacional. Este
efecto se ha incrementado debido a la baja produccién y viabili-
dad de las semillas, dafios por insectos y una fuerte accidn
antropogénica en contra de los individuos que conforman las
poblaciones.

En relacién con las especies en peligro de extincién, un
concepto que resulta por demds importante es el de viabilidad de
la poblacién, el cual permite establecer 1la probabilidad de
extincibédn de éstas en un periodo de tiempo definido. A partir de
este concepto se puede estimar el tamafio poblacional minimo
necesario para tener una baja probabilidad de extincién (Huen-
neke, 1991). Es probable que la mayoria de las poblaciones de
Picea chihuahuana consideradas en el estudio no alcancen éstos

tamarios minimos para mantener la poblacién viable.
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Adams et al. (1990), mencionan que la distribucién geogré&fica
es la mejor forma de predecir los niveles de variacién genética
en las especies lefiosas longevas. Las especies forestales endém-
icas comunmente tienen la menor diversidad genética, mientras
que las que se encuentran tanto regional como ampliamente dis-
tribuidas mantienen mayores niveles de diversidad genética.

Es 1lbégico esperar que las especies endémicas, como Picea
chihuahuana, estén constituidas de poblaciones pequefias y con
limitaciones ecolégicas mds pronunciadas, debido posiblemente a
que en épocas anteriores sufrieron uno o varios eventos de
"cuello de botella", ocasionando en ella una reduccién drastica
en su variabilidad. La historia evolutiva de las especies puede
jugar un papel critico en determinar su composicién genética
actual. Por estas mismas razones, se recomienda que los planes
de conservacién biolbégica tomen en cuenta los cambios histdricos
en los tamafios poblacionales y su distribucién actual como una
forma de predecir la cantidad y patrones de diversidad genética
existentes (Hamrick et al., 1991).

Los efectos combinados de un reducido tamafio de la poblacién
y una tasa de entrecruzamiento baja pueden conducir a una reduc-
cién dréstica de la variaciédn genética, que unida a wuna
aleatoriedad demogrdfica puede desembocar en una declinacién vy
posterior extincién de la poblacién (Huenneke, 1991).

Una problemdtica importante en relaciédn con el mantenimiento
de la variacién genética y la viabilidad de las poblaciones es
la posibilidad de flujo genético que pueda existir entre ellas.
Es probable que poblaciones pequefias no prevalezcan mucho tiempo

a menos gue se presente una inmigraciédn continua de otras Aareas
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en las que la especie es mas abundante o diversa (Huenneke,
1991). Es 1importante el asegurar la viabilidad de 1las pobla-
ciones para mantener la mayor cantidad posible de genes repre-
sentativos dado el interés general de preservar al menos una
copia de cada uno de los diferentes alelos de la especie en

estudio (Solbrig, 1980; Marshall y Brown, 1991).
5. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente

trabajo, es posible establecer las siguientes conclusiones:

1.- Los 17 sistemas enzimdticos analizados mostraron de 1 a 3
loci, con un nimero de alelos que varidé de 1 a 4. Aunque pre-
valecié el grupo de loci polimérficos con un alelo predominante
y uno o varios alelos raros, en los que la frecuencia del alelo
predominante fue mayor de 0.90 (12 de los 25 loci estudiados),
un 20% de los loci fueron completamente monomérficos (ESTL,
IDH1, MDH1, MNR2 y 6PGD2).

2.- Para todas las poblaciones consideradas en el estudio, se
encontré un nimero promedio de alelos por locus de 1.4 y un
34.5% de loci polimérficos. Picea chihuahuana se encuentra, por
lo tanto, por debajo de los valores minimos de variabilidad
genética que se han encontrado en otras especies del mismo
género.

Las poblaciones de La Tinaja y Cebollitas presentaron los
valores minimos de variabilidad genética (No. de alelos promedio
por locus de 1.2 para ambas poblaciones, 16 y 20% de loci poli-

mérficos y 0.74 y 0.56 de heterocigosidad esperada, respectiva-
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mente) ; las poblaciones de Batuybo y La Encantada, revelaron los
valores mds altos en cuanto al numero de alelos por locus (1.7
en las dos poblaciones) y un porcentaje de loci polimérficos de
52 y 44, respectivamente. Se concluye una elevada tendencia
hacia la fijacién de ciertos alelos y la pérdida acelerada de
variacién genética en las poblaciones que muestran los valores
mas bajos.

3.- La heterocigosidad observada (Ho,, con valor promedio de
0.084, resultdé ser menor que la heterocigosidad promedio espera-
da (He = 0.120), con diferencias significativas de acuerdo a la
prueba de X2, lo que indica una deficiencia de heterocigotos de
acuerdo a lo esperado por la ley del equilibrio de Hardy-
Weinberg, seflalando la presencia de un cierto grado de endoga-
mia. Destacdé de manera particular la poblaciédn Cerro de la Cruz,
cuyos valores de Ho y He difirieron significativamente, estiman-
dose una pérdida de alelos raros en forma mids acelerada en caso
de cualquier disturbio en el medio. En este caso, las pobla-
ciones con menor nimero de individuos, como la poblacién Cerro
de la Cruz que solo incluye 25 individuos, tenderdn a la
endogamia, debido a que el aislamiento geogr&fico al que han
estado sujetas ha restringido el flujo genético entre ellas,
favoreciendo el proceso de deriva génica.

4.- Con las distancias genéticas obtenidas, se formaron 4
grupos de poblaciones con una distancia genética de 0.208. Las
poblaciones con mayor similaridad genética entre s{ son EI
Realito y Talayotes, con una distancia de 0.098. Con respecto a
las medidas de distanciamiento genético se encontrd que, posi-

blemente, debido a las barreras geogrdficas entre las pobla-
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ciones, el patrén de deriva génica estd jugando un papel impor-
tante, ya que las poblaciones de los estados de Durango Yy
Chihuahua aparentemente se agrupan en forma aleatoria. De los
grupos formados, la poblacién de La Tinaja constituyd un solo
grupo, con lo que quedd completamente aislada de las demés
poblaciones, siendo ésta una poblacién pequefia con solo 136
individuos, aproximadamente. Esta poblacién presenté 21 loci
monomérficos, con una tendencia muy marcada de divergencia
poblacional con respecto a la poblacién de Talayotes, que es la
poblacién mAs cercana geogrdficamente (menos de 7 km en linea
recta) .

5.- La poblacién de La Encantada, Gnica poblacién que forméd
el grupo D, mostrdé la mayor distancia genética (entre 0.289 vy
0.353) con respecto de las demds poblaciones. Dentro de esta
poblacién se distinguieron alelos que no estuvieron presentes en
loci de las demds poblaciones, siendo notorios los altos valores
de variabilidad genética que se presentaron en ella. La posicién
geogrdfica que ocupa, respecto de las demds poblaciones que se
encuentran en la Sierra Madre Occidental, as{ como las
caracteristicas propias del hdbitat y manejo al que ha estado
sujeta, son los factores que posiblemente han provocado la
diferenciacién de esta poblacién, por lo que genéticamente
muestra rasgos diferentes. Es probable que esta poblacién perte-
nezca a un taxédn diferente, y que debido a la variacién que
presenta podria, a pesar de los pocos individuos que la consti-
tuyen, establecerse mejor que la mayoria de las poblaciones de

la Sierra Madre Occidental.
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6.+ El comportamiento de las poblaciones de la Sierra Madre
Oriental muestra que podrian existir mayores problemas para su
recuperacién, debido a lo restringido de su base genética. Sin
embargo, cada una de las poblaciones presenta alelos en sus
loci, que podrfan resultar importantes en cuanto al crecimiento
de la especie en zonas por demds restringidas.

El hecho de que en todas las poblaciones localizadas en la
Sierra Madre Occidental esté actuando fuertemente el proceso de
deriva genética provocard que dichas poblaciones vayan incremen-
tando la fijacién de alelos presentes y que cada vez se pierdan
més alelos. Este proceso puede acelerarse si en forma simultanea
actua el proceso de selecciédn, por lo que es posible que en un

periodo breve se reduzca aun mas el nivel de variacién genética

existente en la actualidad.
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