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RESUMEN.

En este trabajo se estudio la variacion y estructura genética, asi como las tasas de
entrecruzamiento para poblaciones de Reseda luteola utilizando electroforesis de enzimas

en geles de almidon

Reseda luteola es una especie introducida a la vegetacion del Valle de México, por lo
cual se estudiaron dos poblaciones introducidas (México) y una poblacion nativa (Espaia)
Se encontrd una relativamente variacion genética en todas las poblaciones, expresadas en el
polimorfismo, la heterocigosis y el nimero promedio de alelos por loci. El analisis de la
estructura genética se realizo con datos de 12 loci.  Los indices de fijacion muestran un
exceso de homocigos en la progenie y de heterocigos en las madres, lo cual sugiere que

podria estar operando algun proceso de seleccion

Los niveles de variacion genética similares cn las poblaciones de Reseda luteola y la Fst
encontrada, indican que las poblaciones introducidas no estan empobrecidas genéticamente
con respecto a la poblacion de Espaiia, sugiriendo que en el proceso de colonizacion de esta
especie no existieron cuellos de botella o efecto fundador Con los valores obtenidos de Fist

y Nm se observa que existe un elevado flujo génico.

Respecto a las tasas de entrecruzamiento encontradas para Reseda luteola se encuentra
que podrian existir procesos de endogamia biparental que probablemente esten ocurriendo
por una subestructura en la poblacion, lo cual se veria apoyado, ya que las tasas de

entrecruzamiento por locus no se encuentran en equilibrio de endogamia

Por lo encontrado respecto a la variacion genética, los estadisticos /* de Wright y las
tasas de entrecuzamiento en Reseda luteola se puede decir que el sistema reproductivo en

esta especie tiene un papel muy importante en la determinacion de la estructura genética.

I



AGRADECIMIENTOS.

Esta tesis fue realizada bajo la direccion del Dr. Daniel Pifiero Dalmau, .a quien
agradezco todo su apoyo, sus comentarios y orientacion en este trabajo. Quiero
agradecerle también:, el que me haya dado una vision muy especial de la biologia; todo lo
que me ha ensefiado, pero sobre todo sus consejos cientificos y de la vida, sin los cuales
esta tesis no se hubiera terminado. Conocerlo y trabajar con él, han sido un verdadero

gusto.

Al Dr. Luis Eguiarte Fruns, le agradezco toda la ayuda brindada a este trabajo, asi como
todo el entusiasmo de sus ideas y comentarios, que como siempre fueron muy valiosos.

Al Dr. Juan Nufiez Farfan le agradezco sus comentarios a esta tesis asi como el haber

aceptado ser sinodal.

A Fabian Vargas le agradezco infinitamente toda la ayuda brindada, sobre todo su
paciencia y tiempo para ensefiarme el uso de los diferentes programas utilizados en el
analisis de los datos.

A Nidia Pérez Nasser quiero agradecer de una manera muy especial el haberme
introducido en el arte de las electroforesis, ademas de toda la ayuda que siempre me
brindo, los comentarios agradables y por hacer que el laboratorio no sea un caos.

A toda la gente del laboratorio de Genética y Evolucion que de una manera u otra
ayudaron en la elaboracion de este trabajo y por todos los buenos ratos que me hicieron

pasar.

A Erika quiero agradecerle de una manera particular, porque ademas de ser mi amiga,
fue mi compaiiera de laboratorio. Sin ella, las cosas no hubieran sido iguales. Muchas
gracias por haber hecho de todo este proceso algo tan agradable y lleno de cosas gratas,

pero especialmente por todo su carifio.



A toda la gente del Centro de Ecologia que de alguna manera han participado en este
trabajo. Entre las cuales quiero agradecerle principalmente: A la Dra. Alma Orozco, por la
oportunidad de participar en su proyecto "La flora introducida espontanea al Valle de
Meéxico". Al Dr. Constantino Macias por su ayuda en la elaboracion de las graficas de este
trabajo. A Gloria y Alicia por toda la lata que les daba en la direcion, que por lo que
recuerdo puede ser que haya sucedio casi a diario y por mantener aun asi el buen humor
siempre. A Ana Mendoza por todo su apoyo, por los animos que siempre me ha dado,
pero sobre todo por su carifio y porque siempre tiene una cosa agradable que decir.

Quiero agradecer a mis amigas de siempre: Maite y Maria por todos los lindos
momentos que me han dado desde que las conoci, por sus alegrias, por todo el apoyo que
me han dado, por las largas platicas, por su carifio y por ayudarme a salir o mejor dicho
por sacarme de los hoyos en los cuales suelo caer. Muchas gracias. Gracias también a
Anna que aunque lejos me dio su apoyo.

A mis amigos: Manuel, Radl, Oscar, Lucho y Nacho les agradezco todo su carifio y
especialmente lo que me han consentido en todos estos afios y el cumplirme no todos,
pero si muchos de mis caprichos y que a pesar de todos mis berrinches todavia me

quieran.

Ya que este trabajo significa demasiado para mi, quiero agradecer de una manera muy
especial a mis padres Martha y Enrique por todo el carifio y apoyo que me han dado toda
mi vida. A mi hermanito Diego le agradezco una infinidad de cosas, entre ellas:
consentirme, cuidarme y quererme mucho; a mi hermana Icnelia le agradezco muchas
cosas. Estoy segura que sin ellos todo hubiera sido tremendamente dificil

Debo agradecer también a la Direccion General de Asuntos del Personal Académico por
otorgarme una beca en apoyo a la elaboracion de esta tesis.



INTRODUCCION.
Genética de poblaciones.

Los objetivos centrales de la genética de poblaciones son comprender como ocurre la
evolucion genética de las poblaciones, explicar como se lleva a cabo el proceso de
adaptacion (Hartl y Clark, 1989; Eguiarte, 1990) y ayudar a entender el proceso de
especiacion (Hedrick, 1983, Eguiarte, 1986; Hartl y Clark, 1989). Asi contempla
principalmente dos tareas: 1) Describir los niveles de variacion genética dentro y entre
poblaciones, utilizando frecuencias alélicas y genotipicas, y 2) explicar esta variacion en
términos de las fuerzas evolutivas: seleccion natural, deriva génica, mutacion, migracion y
sistemas reproductivos (Eguiarte y Pifiero, 1990; Hedrick, 1983).

La distribucion espacial y temporal de la variacion genética, asi como la frecuencia de los
diferentes genotipos juegan un papel muy importante en la determinacion del potencial
evolutivo de las poblaciones. Se ha demostrado que ésta no se distribuye al azar en las
poblaciones, y se le puede llamar estructura genética de la poblacion (Hamrick, 1989). La
distribucion de la variacion génetica depende también de las caracteristicas de historia de
vida como son la dispersion de la semilla, mecanismos de polinizacion, fecundidad y de otras
caracteristicas propias de las especies como son el ciclo de vida, tipo de habitat, rango
geografico, etc. ( Hamrick et al, 1979; Hedrick, 1983; Loveless y Hamrick, 1984; Hamrick,
1989; Hartl y Clark, 1989).

Electroforesis.

A partir de los afios setenta la variacion genética ha sido estudiada ampliamente en
poblaciones naturales. Antes de los afios setenta, lo mas desarrollado era toda la teoria
matematica de la genetica de poblaciones y casi no se tenian datos empiricos (Eguiarte,
1990). Se ha observado que casi todas las poblaciones tienen niveles relativamente altos de
variacion; las excepciones que se han encontrado corresponden a especies con distribuciones
muy restringidas o que han pasado recientemente por cuellos de botella (Hamrick, 1989,
Eguiarte y Pifiero, 1990; Pérez-Nasser, 1990).



Desde finales de los afios sesenta el procedimiento mas utilizado para detectar variacion
genética ha sido fundamentalmente la electroforesis de proteinas (Hartl y Clark, 1989,
Eguiarte y Pifiero, 1990).

Durante mucho tiempo, las caracteristicas morfologicas determinadas por un solo gen, se
utilizaron para obtener estimaciones cuantitativas de los sistemas de apareamiento, flujo
génico y ocasionalmente seleccion natural. Las técnicas bioquimicas, como la electroforesis
de proteinas en geles de almidon proveen marcadores adicionales para estudiar procesos
evolutivos. Los loci de isozimas tienen varias ventajas sobre los caracteres morfologicos: 1)
la mayoria de los loci se heredan mendelianamente; 2) muchos son codominantes y las
frecuencias alélicas pueden calcularse directamente; 3) los estimados de la distribucion y los
niveles de variacion genética pueden compararse directamente entre poblaciones o especies
y 4) muchos loci se expresan en todos los estadios del ciclo de vida (Hamrick, 1989,
Weeden y Wendel, 1989).

Patrones de variacién genética.

Se ha observado que las plantas mantienen niveles altos de variacion genética entre
poblaciones. Una proporcion significativa de esta variacion esta asociada con caracteres de
historia de vida y ecologicos de las especies (Hamrick et al., 1979; Loveless y Hamrick,
1984; Hamrick, 1989). Entre los factores ecologicos mas importantes se encuentran: rango
geografico, ciclo de vida, fenologia, dispersion de semillas, mecanismos de polinizacion,
modo de reproduccion, morfologia floral y sistema de apareamiento (Loveless y Hamrick,
1984).

Se han observado patrones en la relacion que existe entre las caracteristicas de historia de
vida y los factores ecologicos, en la determinacion de la estructura genética de las
poblaciones. Por ejemplo: las especies lefiosas mantienen mayor variacion genética entre
poblaciones, que las especies herbaceas (Hamrick, 1989); las especies polinizadas por viento
presentan un indice de polimorfismo mayor que las especies polinizadas por animales
(Hamrick ef al., 1979). Con respecto al mecanismo de dispersion de las semillas, se ha
encontrado que se presenta una mayor diversidad promedio (H) en las especies en las cuales
las semillas son ingeridas y dispersadas por animales, que aquellas dispersadas por gravedad
(Loveless y Hamrick, 1984).



También se ha reportado que el tiempo de generacion es muy importante en la
determinacion de la estructura genética, encontrandose una variacion genética mayor, en las
especies perennes que en las anuales y mucho menor aun, en las especies bianuales (Hamrick
et al., 1979; Loveless y Hamrick, 1984).

Por varias decadas la biologia reproductiva de las plantas y la evolucion de los sistemas de
apareamiento ha sido interpretada en el contexto de la teoria que la tasa de entrecruzamiento
es un factor primario que determina la estructura genética de las poblaciones de plantas
(Layton y Ganders, 1984). Existe una asociacion positiva entre la cantidad de
entrecruzamiento y la variacion genética (Hamrick et al., 1979). El patron que se encuentra
es que las especies que predominantemente se entrecruzan presentan niveles de variacion
genética mayores, que aquellas que se autofecundan totalmente, y las especies con sistemas
mixtos de apareamiento presentan niveles intermedios de variacion (Hamrick et al, 1979,
Loveless y Hamrick, 1984). Se ha demostrado en trabajos realizados con alozimas en
Lycopersicon pimpmellifolium que las poblaciones que tienen una mayor tasa de
entrecruzamiento son mas polimorficas que las poblaciones que se autofecundan (Hamrick
et al,, 1979). El entrecruzamiento como sistema de apareamiento es muy importante, ya que
es el que promueve el movimiento de polen entre individuos y reduce la diferenciacion entre

las poblaciones

Algunos factores ecologicos y caracteristicas de historia de vida, pueden tener un papel
mas importante que otros en la determinacion de la estructura genética de las poblaciones,
como los que promueven el flujo génico, ya que incrementan los tamafios efectivos de
poblacion (Hedrick, 1983) y de esta manera se disminuye la diferenciacion entre

poblaciones.
Fuerzas evolutivas.

La distribucion de la variacion genética entre poblaciones, es el producto de la integracion
entre varios factores evolutivos. Entre estos es muy importante el flujo génico. Las especies
con mayor flujo génico tienen menor diferenciacion entre poblaciones que las especies con

un flujo génico restnngido (Hamnck, 1989).



La migracion o flujo génico puede aumentar la variabilidad genética existente de una
poblacion y dicha variacion puede ser importante desde el punto de vista selectivo. Por otro
lado, la migracion puede introducir genes adaptados a otras condiciones, y en consecuencia
disminuir la adaptacion promedio de la poblacion (Eguiarte, 1986, Slatkin, 1987).

El movimiento de genes entre poblaciones tiene diferentes efectos relacionados con la
estructura genética de las poblaciones. Las altas tasas de flujo génico incrementan los
tamafios efectivos de poblacion (Ne) y reducen la diferenciacion genética entre poblaciones,
que podria darse por procesos de deriva génica o seleccion natural.

Todos las poblaciones experimentan procesos de migracion y/o colonizacion, sin que las
consecuencias genéticas sean las mismas para todas ellas (Barrett y Husband, 1989). La
colonizacion de nuevos habitats es un componente integral de la biologia de la mayoria de
las especies de plantas (Barrett y Shore, 1989). Los eventos de colonizacion son importantes
en la determinacion de la estructura genética de las poblaciones sobre todo cuando ocurren
frecuentemente, como por ejemplo, en especies de ambientes efimeros o cuando son el
resultado de una dispersion a gran distancia, pudiendo producir poblaciones genéticamente
aisladas (Barrett y Richardson, 1986; Slatkin, 1987; Barrett y Husband, 1989). Los procesos
de colonizacion también se conocen como invasiones biologicas (Barrett y Richardson,
1986).

Colonizacion.

La genética de la colonizacion es importante no solo para estudios evolutivos y de biologia

poblacional, sino también en agricultura y conservacion.

El término "colonizador" ha tomado varios significados biologicos diferentes. Los
agricultores han implementado el término "colonizador" a especies no nativas que afectan
los agrosistemas, como por ejemplo algunas especies de malezas (Bazzaz, 1986). En otro
sentido se piensa en "colonizador" como aquellas especies que se dispersan a grandes
distancias y llegan a un habitat desocupado donde subsecuentemente interactuan con otras

especies (Bazzaz, 1986).

Para los propositos de este trabajo, se tomara el término colonizacion como la dispersion y
el establecimiento de organismos en una region o habitat no ocupado previamente por
organismos de la especie (Barrett y Richardson, 1986, Barrett y Husband, 1989; Carson,
1989).



La informacion de las consecuencias genéticas de la colonizacion es esencial para entender
la genética de poblaciones y evolucion de los organismos. La informacion de la estructura
genética de las poblaciones colonizadoras puede utilizarse de dos maneras: 1) Reconstruir
procesos historicos de migracion y colomzacion, e 2) Inferir el potencial evolutivo de las
poblaciones que entran en un nuevo ambiente (Barrett y Husband, 1989).

Los cuellos de botella asociados a eventos fundadores a grandes distancias, la ausencia de
migraciones repetidas de la poblacion original y la posibilidad de nuevas presiones de
seleccion en el nuevo ambiente, pueden producir pérdida de variacion genética durante
eventos de colonizacion (Clegg y Brown, 1983, Barrett y Husband, 1989).

Por otra parte se ha especulado mucho acerca de las caracteristicas necesarias de una
especie para tener éxito en la colonizacion de un area. Brown y Marshall (1981) han
identificado varios patrones recurrentes en el éxito de los organismos colonizadores. Las
caracteristicas que comparten incluyen: heterocigocidad fija a través de poliploidia,
propagacion por autofecundacion o de maneras asexuales, altos niveles de asociacion
multilocus, marcada diferenciacion genética entre poblaciones y altos niveles de plasticidad

fenotipica (Brown y Marshall, 1981)

Se ha observado que el sistema de apareamiento tiene una gran relevancia en los niveles de
variacion génetica, y que afecta de manera importante en el éxito de la colonizacion (Price y
Jain, 1981; Clegg v Brown, 1983; Layton y Ganders, 1984; Barrett y Richardson, 1986;
Bazzaz, 1986; Barrett y Husband, 1989; Brown y Burdon, 1989). Glover y Barrett (1987)
sugieren que una reduccion en las tasas de entrecruzamiento en las poblaciones introducidas
puede deberse a la diferencia en la diversidad genética de ésta con respecto a la poblacion

original.

La introduccion de las especies endogamicas como por ejemplo, Avena barbata a
California y Bromus mollis a Australia, tuvo como resultado una reduccion en el nimero
promedio de alelos y diversidad genética en los nuevos habitats (Clegg y Brown, 1983). Sin
embargo la introduccion de especies no esta necesariamente asociada a una reduccion en la
diversidad alélica o en el numero promedio de alelos por locus; un ¢jemplo de ésto son las
especies: Trifolium hirtum (Molina-Freaner y Jain, 1992) y Apera spica-venti (Warwick,

1990), ambas introducidas de un continente a otro. En 7. hirtum se encontro que en las
poblaciones introducidas las tasas de entrecruzamiento son mas altas que en las originales,

sugiriendo que el sistema de apareamiento es el responsable de que se encuentre una mayor
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diversidad genética en las poblaciones introducidas de esta especie (Molina-Freaner y Jain,
1992). Es muy importante entonces estudiar la tasa de entrecruzamiento de las poblaciones
introducidas y compararlas con las originales, ya que asi se podran sugerir hipotesis sobre la

evolucion de los sistemas reproductivos en las especies introducidas o colonizadoras

La domesticacion de plantas y animales, involucran cuellos de botella importantes. La
introduccion accidental o planeada de cultivos y malezas de un continente a otro, involucran
procesos genéticos que operan durante los eventos de colonizacion en poblaciones silvestres
(Barrett y Husband, 1989). Estas introducciones pueden tomarse como experimentos

naturales, para estudiar la colonizacion.

Por la actividad humana intencionalmente se han transportado plantas a nuevas areas por
diversas razones y su introduccion generaimente se debe a exploraciones y colonizaciones
(Baker, 1974; Foy et al, 1983). Ademas de la introduccion intencional de plantas por el
hombre, existen introducciones accidentales, siendo muy comines entre éstas malezas

asociadas a cultivos (Foy et al, 1983).

Existen en la literatura varias definiciones de lo que es una maleza. Muchas de estas
definiciones involucran como caracteristica principal, la interferencia de éstas con la
actividad humana (Foy et al , 1983; Perrins et al., 1992).

Baker (1965) define una maleza como una planta que crece en un area geografica
especifica predominantemente perturbada por el hombre. Esta definicion de maleza, incluye
plantas ruderales. Este mismo autor ha enlistado 14 caracteristicas que describen a una
maleza ideal. Varias de estas caracteristicas son caracteristicas tipicas de plantas pioneras, en
el sentido de sucesion ecologica. Por ejemplo: adaptaciones para la dispersion a pequefas y
grandes distancias, germinacion discontinua, gran latencia de las semillas, ausencia de
requerimientos especiales para la germinacion y polinizacion, rapido crecimiento de la
plantula; todas ellas contibuyen al éxito para establecerse y dispersarse en un area nueva
(Baker, 1974; Foy et al , 1983)

Las malezas poseen ciertas caracteristicas que contribuyen a su habilidad como plantas
colonizadoras (Baker, 1974, Barrett y Richardson, 1986).



El rango de atributos genéticos encontrados en las colonizadoras exitosas, sugieren que no
existe un patron Unico en estas especies. Lo que es claro es que una ventaja para las plantas
colonizadoras son los niveles de variacion genética alta, la habilidad para producir progenie,
y el rapido desarrollo de fenotipos en el nuevo ambiente (Barrett y Richardson, 1986). El
exito de la colonizacion puede radicar en cambios genéticos simples en algunas especies,

mientras que en otras estan involucradas adaptaciones mas complejas

Los patrones contrastantes que se presentan en las plantas colonizadoras, aumentan la
importancia de los estudios comparativos en grupos que posean caracteristicas exitosas
diferentes para los procesos de colonizacion.

La investigacion de los efectos de la colonizacion en la estructura genética de las
poblaciones, pueden proveer resultados interesantes en el significado biologico de la
colonizacion y contribuir a determinar el potencial evolutivo de las mismas subsecuente a

este proceso (Barrett y Husband, 1989).

Muchos de los procesos de colonizacion han ocurrido durante la colonizacion europea a
América y a Australia (Clegg y Brown, 1983). Esto es posible de utilizar para generar
hipotesis respecto a los cambios genéticos asociados a la fundacion de poblaciones de

plantas.

Los patrones de colonizacion y la escala geografica y temporal a la que han ocurrido,
podrian afectar la organizacion de la variacion genética en poblaciones de plantas. Los
modelos de colonizacion y migracion ayudarian a predecir patrones espaciales de
diferenciacion genética entre poblaciones (Barrett y Husband, 1989).

En este estudio se trabajo con Reseda luteola 1.. que es una especie introducida al Valle de
Meéxico. Esta especie fue introducida intencionalmente por los espaoles en la época colonial
con la finalidad de realizar un tinte, y al abandonar su cultivo se expandié ampliamente por el
Valle de México.

Se pretenden conocer los niveles de variacion genética y tasas de entrecruzamiento que
presentan poblaciones introducidas y nativas, y realizar comparaciones entre ellas. Siendo
una especie que se autofecunda y presenta entrecruzamiento, es muy importante estudiar la
tasa de entrecruzamiento para observar si existe un patron geografico o si hay una relacion
de ésta con la diversidad genética de las poblaciones introducidas o con el proceso mismo de

la colonizacion.



La informacion obtenida a partir de esta comparacion, podra proporcionar un mayor
entendimiento de los eventos genéticos asociados eventos de colonizacion; asi como las
consecuencias genéticas asociadas a este proceso en la estructura genética de las
poblaciones introducidas



OBJETIVOS.

Los objetivos de este trabajo son:

1) Estimar los niveles de variacion genética a través de la heterocigosis, el polimorfismo y
numero promedio de alelos por loci, en una poblacion nativa (Espafia) y dos poblaciones

introducidas al Valle de México, utilizando marcadores enzimaticos.

2) Describir la estructura genética de las tres poblaciones de Reseda luteola 1. (estadisticos
F de Wright).

3) Determinar las tasas de entrecruzamiento de las tres poblaciones

4) Comparar las caracteristicas genéticas de la poblacion nativa y las poblaciones
introducidas, para generar hipotesis acerca de las consecuencias genéticas que pudieron
operar durante el proceso de colonizacion.



LLA ESPECIE DE ESTUDIO: Reseda luteola L.

El género Reseda pertenece a la familia Resedaceae, su nombre proviene del latin resedare
= calmar, ya que en la antiguedad se le atribuian propiedades sedantes (Villarias-Moradillo,
1992). El género tiene cerca de 55 especies, todas nativas de Europa (Standley y
Steyermark, 1946)

Reseda luteola, se encuentra en Espafia, en donde germina en primavera y florece en
primavera-verano (Villarias, 1992). Se le conoce en Gran Bretafia como weld o dyer's
rocket; en Francia como réséda jaunatre; en Espafia como gualda, gabarro o luteolina, en
Italia como reseda biondella, erba guada y en México como gualda (Clason, 1989)

Reseda luteola L. es una hierba anual o bianual Pertenece a la familia Resedaceae, es
diploide, se han encontrado dos cariotipos: n=12 y n=13 (presentando este altimo serias
anomalias meioticas) (Fernandez y Gonzalez, 1982).

Reseda luteola es plabra, erecta. Su tamafio varia entre 40 y 80 c¢m. Tallo simple o
ramificado. Hojas sésiles, lineares o lanceoladas de 2 a 12 cm de largo y de 0.5 a 1.5 cm de
ancho; enteras, a veces onduladas. Tienen racimos especiformes de 20 a 30 cm de largo, con
4 o 5 pétalos lacinados, de 2 mm de largo (los mas cortos), hasta 4 0 5 mm de largo (los mas
grandes);, de 20 a 30 estambres; ovario tricarpelar unilocular. Capsula subglobosa, de 4 a 6
mm de diametro abriendose en el apice por 3 o 4 dientes; semillas globoso-reniformes,
oscuras, lisas, brillantes, de 1 mm de largo. Su raiz es tipica y gruesa (Rzedowsky y
Rzedowsky, 1979).

R. luteola produce néctar en pequefias cantidades por flor. Este néctar puede ser
recolectado por las abejas. Sin embargo es razonable pensar que las visitas de Apis mellifera
a R. luteola sean fundamentalmente en busca de polen (Ortiz, 1990).

En Europa R. luteola se plantaba a menudo como cultivo asociado con cebada y se
cultivaba como hierba tintorea. En Gran Bretana, la demanda era tan grande que a menudo
se importaba de Francia la gualda seca (Garland, 1989).



R. futeola (gualda) es uno de los colorantes conocidos mas antiguos; produce un color
amarillo fuerte cuando se utiliza la alimina o el estafio como mordiente; antiguamente se
utilizaba con glasto para producir verde sajon (Garland, 1989). La gualda se siembra en un
suelo ligero y calizo y en una posicion soleada Las semillas permanecen fértiles durante
varios anos {Garland, 1989).

Fue importada a México en la época colonial para tenir de amarillo, y después de haber
caido en desuso, la especie se extendic enormemente (Sanchez, 1984; Rzedowsky y
Rzedowsky, 1979). Es un habitante comin de las comunidades de plantas arvenses y
ruderales, ocupando un sitio considerable en el Valle de México, encontrandose en altitudes
entre 2250 a 3000 m (Rzedowsky y Rzedowsky, 1979).

Prospera como acompafantes de los cultivos agricolas a la orilla de los caminos. R.
luteola se ha llegado a establecer con éxito en México, pero no se encuentra en Ameérica
Central (Standley y Steyermark, 1946).
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MATERIAL Y METODOS.

Este trabajo se realizG utizando la técnica de electroforesis para isozimas en geles de
almidén (Stuber et al, 1988, Wendel y Weeden, 1989, Eguiarte, 1990, Pérez-Nasser, 1990)
para el analisis de tres poblaciones de R./uteola. Dos de las poblaciones son introducidas al
Valle de México, una al norte (San Cristobal, Ecatepec) y otra al sur (Ajusco), y una
poblacion de Cordoba, Espana

Los sitios de colecta en el Valle de México fueron: al sur, el Parque Ecologico de la
Ciudad de México, Ajusco Medio, D.F (abril de 1993) y al norte, la localidad de Las
Manzanas en San Cristobal Ecatepec, Edo. de México (abril de 1993) (Figura 1a). El sitio
de colecta en Espana se denomina los Villares (100 m de altitud), localizado en la Sierra de
Cordoba, al oeste de la ciudad de Cordoba (Figura 1b); esta colecta se realizé en mayo de
1993. El sitio de colecta de Espafia es una zona arida, cubierta por pastizal. Los nombres
utilizados para denominar a las tres poblaciones son: Sur, Norte y Espaiia.

De estas poblaciones se colecto la inflorescencia de 30 individuos (familias) que fueron
muestreados al azar, esto con el proposito de tener el mayor numero de semillas. En el
Ajusco Medio, el método de colecta fue: en un transecto de 30 metros, sistematicamente se
colectaron las semillas de la planta que se encontraba cada metro en el transecto. En la
poblacion Norte, se colectaron 30 individuos en un area de 200 mts. En la poblacion de
Espafia, se colectaron las semillas de 32 plantas que se encontraron en un transecto de 4

kilometros.
SIEMBRA.

Con el proposito de obtener plantulas para realizar las electroforesis y estimar la variacion
genética, las semillas de las tres poblaciones se pusieron a germinar. De las inflorescencias
de cada poblacion se tomaron entre 20 y 30 semillas al azar. Estas fueron sembradas en
tierra previamente esterilizada en una estufa a 350°C durante 24 horas. Una vez puestas las
semillas en la tierra, se colocaron en el refrigerador a 0°C durante 10 dias. Posteriormente se
transladaron a una camara ambiental con una temperatura constante de 19°C Todo esto se
hizo con el fin de romper la latencia y acelerar la germinacion. Una vez germinadas las

semillas se pasaron a una casa de sombra para que las plantulas continuaran su crecimiento.
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Figura 1b: Sitio de colecta de la poblacién de Reseda luteola de Espaiia utilizada en este estudio, donde:
C)Sierra de Cérdoba.



PROCESADO DE MUESTRAS Y ELECTROFORESIS.

Cuando las plantulas alcanzaron un tamano entre 3 a 5 cm, se molieron con buffer de
extraccion para tejidos bajos en fenoles y compuestos secundarios (Wendel v Weeden,
1989). Las electroforesis se realizaron en geles horizontales de almidon al 10%
(peso/volumen) en dos sistemas distintos: Litio (pH=8) e Histidina (pH=6.5), ambos
sistemas continuos. Se ensayaron un total de 26 enzimas, de las cuales por su actividad se
eligieron 7. En el apendice 1 se presenta la descripcion del método seguido para realizar las
electroforesis (Stuber ef al., 1988, Wendel y Weeden, 1989; Eguiarte, 1990; Pérez-Nasser,
1990), asi como las recetas de los buffers utilizados y de las soluciones de tincion para cada
una de las enzimas ensayadas. Los geles fueron fijados en alcohol etilico al 50% durante 24
horas en el refrigerador.

Para la interpretacion de los geles se asigno el numero 1 al loci que tuvo una migracion
anodica mayor, el nimero 2 al siguiente por debajo del primero y asi sucesivamente. Lo

mismo se utilizo en la designacion de los alelos
ANALISIS DE DATOS.
Variacion genética.

Para estimar la variacion genética y la tasa de entrecruzamiento, se utilizaron 330
individuos de 78 familias (inflorescencias) diferentes para las tres poblaciones. El tamafio de
muestra para cada poblacion fue: 28 familias, 135 individuos para la poblacion Norte; 25
familias, 109 individuos para la poblacion Sur y 25 familias, 86 individuos para la poblacion
de Espana. A partir de los genotipos obtenidos de las electroforesis se infirieron los
genotipos maternos con el programa MLT de Ritland (1983), siguiendo el método de Brown
y Allard (1970); de esta manera se realizaron comparaciones entre los genotipos maternos
inferidos y los genotipos de la progenie obtenidos directamente de las electroforesis. Hay
que tomar en cuenta que los genotipos maternos, no son independientes de los genotipos de
la progenie y que los resultados de las comparaciones entre ambos pueden ser producto de

los errores al inferir los genotipos maternos por el tamafo de la muestra.

En la estimacion de la variacion genética para los genotipos de la progenie como de las

madres se utilizaron vanos indices’
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1) Proporcién de loci polimérficos (P).

Este indice toma valores entre 0 y 1. Si es cero no existe variacion genética. Entre mayor
sea el valor de la variacion genética el indice es mas alto. Cuando el valor es 1, todos los loci

analizados son polimorficos.

Un locus se puede considerar polimorfico, si el alelo mas comin no excede el 95% en la
poblacion; otros criterios se pueden tomar en cuenta para considerar un loci polimorfico, por
ejemplo que el alelo mas comuin no exceda el 99% de la poblacion (Hedrick, 1983).

Se obtiene mediante la formula:

~
li

x/m

donde x es el nimero de loci polimorficos en una muestra m de loci.

2) Heterocigosis promedio esperada (/).

Este indice se obtiene a partir del promedio de la heterocigosis esperada en el equilibrio de
Hardy-Weinberg para todos los loci estudiados en la poblacion.

Para un locus dado se puede estimar como:

H=1-%p

donde p; es cada una de las frecuencias alélicas para ese locus (Hedrick, 1983; Hartl y Clark,
1989)



3) Nimero promedio de alelos por locus.

Es simplemente el promedio aritmético de alelos por locus.

4) Frecuencias alélicas.

Se calcularon las frecuencias alélicas para cada locus, para cada poblacion (Hedrick,
1983).

40 +a2)

N

q:

Donde a,, son los genotipos 11, a |, son los genotipos 12, a ,, son los genotipos 22 y N es
el total de la muestra ( todos los genotipos : a,, + a,,+ a,,; ).

Se realizo un analisis de contingencia de las poblaciones para obtener la heterogeneidad de
las frecuencias alélicas de cada locus (Workman y Niswander, 1970) y asi poderlas comparar
entre ellas.

5) Indice de fijacién (F).
El indice de fijacion F, propuesto por Wright en 1951 (Hedrick, 1983) se define como:
F=1-(H obs/H esp).

Este indice toma valores de -1 a +1. Tiene un valor de cero si la poblacion se encuentra en
equilibrio de Hardy-Weinberg, de -1 si existen exclusivamente individuos heterocigos y de
+1 si solo se presentan individuos homocigos (Hedrick, 1983; Hartl y Clark, 1989).



Se calcularon los indices £ para cada locus de cada poblacion, de los cuales sc obtuvo una
media para cada poblacion. Los errores estandar asociados a la media, se calcularon con un

método de remuestreo de jacknife (Weir, 1990).

6) Estadisticos F’ de Wright.

El indice de fijacion /' se puede partir a varios niveles geograficos, lo que genera los
estadisticos F's: Fis, Fit, I'st (Eguiarte, 1990)

a) Fis (F individuo-subpoblacion) es la diferenciacion a nivel local. Toma valores de -1 a +1.

Se expresa como:

Fis = (Hs - Ho)/ Hs

donde Ho es la proporcion de heterocigos observados promedio dentro de una subpoblacion
y Hs es la proporcion de heterocigos esperada promedio a nivel de subpoblacion (Hartl y
Clark, 1989).

b) Fir (F individuo-total) mide la diferenciacion total debida tanto a la endogamia como a la

deriva génica. Se puede obtener:

Fit = (Ht - Ho)/ Ht

Puede tomar valores entre -1 a +1 (Hartl y Clark, 1989)

¢) Fst (F subpoblacion-total) es la diferenciacion entre poblaciones. Toma valores entre 0 y

1 y se puede obtener:
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Fst = (Ht - Hs)/ Ht

donde Hs es la proporcion de heterocigos esperada promedio a nivel subpoblacion y Ht es la
proporcion de heterocigos esperada promedioc a nivel global (Hartl y Clark, 1989) Su valor
es cero si todas las subpoblaciones son idénticas entre si en términos de variacion genética,
mientras que toma valores de 1 si son completamente diferentes entre si, es decir que no

comparten ningun alelo

Los estadisticos F funcionan como descriptores de la variacion genética y por otro lado
sugieren cuales serian las fuerzas evolutivas que han estado operando en una poblacion
dada Si la Fis es positiva sefiala que en la poblacion existe un exceso de homocigos en
relacion a los esperados si se cumplicran los supuestos de Hardy-Weinberg, y que
posiblemente la endogamia ha sido importante. Si la Fis es negativa indica que hay menos
homacigos de los esperados y sugiere que podria existir seleccion a favor de los heterdcigos
(Linhart et al., 1981).

A partir del indice Fs7 se estimo Nm (que es un estimador del flujo génico), con la formula
de Crow y Aok (1984):

Fst=1/(4aNm + 1)

donde a= (n/n-1)" y n es el nimero de subpoblaciones

Para evaluar la probabilidad de que F, Fis y Fit fueran distintas de cero, se utilizo una chi-
cuadrada = '* N (k-1), para k(k-1)/2 grados de libertad, donde N es el tamafio de la muestra
y k el nimero de alelos (Li y Horvitz, 1953). La chi-cuadrada de Fst = 2 N Fst (k-1) con
(k-1)(s-1) grados de libertad, donde N es el tamafio de muestra, & el nimero de alelos y s el

nimero de subpoblaciones (Workman y Niswander, 1970)

El error estandar asociado al promedio de /st para las madres y la progenie, se estimaron
por el método de jacknife (Weir, 1990).



7) Distancias e identidades genéticas.

I.as identidades genéticas se calcularon con la formula de Nei (1972):

1= Jxy 1 (JxJy)y*1/2

donde Jxy es la probabilidad de escoger un par de alelos idénticos, uno de la poblacion x y
otro de la poblacién y, entonces Jxy=E px * p,y  Jx y Jy son las probabilidades de escoger
un par idéntico dentro de cada poblacion, Jx= Ep'ix y Jy= Zp'yy (Hedrick, 1983). La
identidad genética (/) toma valores de 0 (si no comparten alelos) a 1 (si las poblaciones
tienen frecuencias alélicas idénticas) (Hednck, 1983).

A partir de las identidades se puede obtener la distancia genética 1) de Nei (1972):

D=-Inl

Las distancias genéticas (/)) toman valores de O (si las poblaciones tienen frecuencias
alélicas idénticas) a infinito (st no comparten alelos) (Hedrick, 1983).



Tasas de entrecruzamiento.

Las tasas de entrecruzamiento multiloci, para cada locus y por familia de cada poblacion se
estimaron con el programa MLT de Ritland, basade en el método de Ritland y Jain (1981).
Para la estimacion de la ¢ multiloci se utilizaron 28 familias y 135 individuos, para la
poblacion Norte; 25 famihas y 109 individuos para la poblacion Sur y 25 familias y 86
individuos para la poblacion Espafia. El nimero promedio de hijos por familia fue para la
poblacion Norte 48214, para la poblacion Sur 436 y para Espana 3.3076. Con este
programa también se infirieron los genotipos maternos por el método de Brown y Allard
(1970); con tamarios pequefios de familia este método tiene un sesgo, de manera que asigna
el genotipo mas frecuente en la poblacion al genotipo materno (Ritland, 1983). El error
estandar se obtuvo con el método de bootstraps, usando 1000 iteraciones, para la ¢ multiloci;

y 100 iteraciones para las f por locus

Al calcular la tasa de entrecruzamiento multiloci (#m) el programa estima un promedio
ponderado de la tasa de entrecruzamiento por locus (fs), y con estas medidas se obtiene una
diferencia (fm-ts) con un error estandar asociado, con el que se puede saber si la diferencia
es distinta estadisticamente de cero. Esta diferencia (fm-1s) puede ser una buena medida de la
endogamia, sugiriendo cuando es estadisticamente diferente de cero, que existen procesos de
endogamia biparental. Para las poblaciones de Reseda luteola, se obtuvo esta diferencia y a
partir de su error estandar (basado en un método de bootstraps, usando 1000 iteraciones) y

se pudo observar si era diferente estadisticamente de cero.

Para observar si las ¢ multiloci para cada poblacion son diferentes de 0 y 1, a partir del
error estandar se obtuvieron los intervalos de confianza al 95% (error estandar * 196, se
multilpica por esto para tener el 95% del tamano de la muestra hacia un lado y otro de la
media) (Sokal y Rohlf, 1981).

Las tasas de entrecruzamiento en equilibrio, por locus para cada poblacion, se obtuvieron
a partir de los indices de fijacion  obtenidos para cada locus en las diferentes poblaciones.
La formula utilizada fue (Hedrick, 1983):

teq=1-F/1+F
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RESULTADOS.

Se ensayaron un total de 26 enzimas (ver apéndice) de las cuales por su actividad se
eligieron siete. De las siete enzimas elegidas, se registraron un total de 12 loci, de los cuales
8 fueron polimérficos usando el criterio de que la frecuencia del alelo mas comin no exceda
el 95%. Esto se observo para las tres poblaciones (Tabla 1).

Para las enzimas glutamato oxaloacetato transaminasa (GOT), peroxidasa anodica (APX)
y diaforasa (DIA), el sistema donde se obtuvo una mejor resolucion fue el de litio pH 8.0; y
para las enzimas isocitrato deshidrogenasa (IDH), superoxido dismutasa (SOD), malato
deshidrogenasa (MDH) y fosfoglucomutasa (PGM) la mejor resolucion se tuvo con el
sistema Histidina pH 6.5. Los patrones de bandeo que presentaron los loci se muestran en la
figura 2.

Las electroforesis se realizaron para 135 individuos de 28 familias de la poblacion Norte,
para 109 individuos de 25 familias de la poblacion Sur y para 86 individuos de 25 familias de
la poblacion de Espana.

Variacién genética.

De los ocho loci polimorficos encontrados, solamente en siete se observaron dos alelos,
excepto para el locus GOT-1, el cual presento tres alelos (Figura 2b)

Respecto a las frecuencias alélicas parecen ser mas similares para las tres poblaciones en
las madres que en la progenie. Se observo para la progenie que para los loci: GOT-1, GOT-
2, APX, DIA, IDH, PGM-2 y MDH existe una heterogeneidad en la frecuencias alélicas
(Tabla 2). En cuanto a las madres se observo que existe unicamente heterogeneidad en las
frecuencias alélicas para tres de los loci GOT-1, APX y MDH (Tabla 2).

Si comparamos la heterogeneidad de las frecuencias alélicas entre madres e hijos; se
observa que los loci GOT-1, APX y MDH para los cuales las madres presentan una cierta
heterogeneidad, también presentan heterogeneidad en la progenie (Tabla 2).
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Al comparar la heterogenidad de las frecuencias alélicas por pares de poblaciones para la
progenie, se observa que la chi-cuadrada es mayor para el Norte y Espafa (69.461) y menor
para Espana y el Sur (39.648) y para el Norte y Sur es 63.329, siendo en todos los casos
significativa (Tabla 3). Esto sugiere que no hay algin patron geografico en las poblaciones,

en cuanto a las frecuencias alélicas.

La progenie de R.luteola tiene un polimorfismo al 95% (P) de 0.667 para las tres
poblaciones, mientras que para las madres fue de 0.636 (Tabla 4). El nimero promedio de
alelos por locus para la progenie fue igual en las tres poblaciones (1.8) (Tabla 4), el de las
madres fue igual para las poblaciones Norte y Espana (1.7) y para la poblacion Sur fue de
1.6 (Tabla 4). El nimero promedio de alelos por locus fue mayor para la progenie que para
las madres, pero esta diferencia no es estadisticamente significativa (Tabla 4). La
heterocigosis promedio observada en la progenie fue mayor para la poblacion Norte (0.222)
y menor en la poblacion Espaiia (0.163). En las madres la heterocigosis promedio observada
fue mayor para la poblacion Norte (0.438) y menor para la poblacion Sur (0.396). Al
comparar la heterocigosis promedio observada en las madres y la progenie, fue mayor para
las tres poblaciones en las madres que en la progenie, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (Tabla 4).

Para la progenie la heterocigosis promedio esperada fue para la poblacion Norte 0.319,
para la poblacion Sur 0.0298 y para la poblacion Espafa 0.303, esta diferencia no es
estadisticamente significativa (Tabla 4). Para las genotipos maternos la heterocigosis
promedio esperada difiere para las tres poblaciones, pero al igual que para la progenie ésta
diferencia no es significativa. Si se comparan las heterocigosis promedio esperadas para las
madres y la progenie, se observa que es mayor para la progenie, pero esta diferencia no es
significativa estadisticamente (Tabla 4).

Indices de fijacion F.

Para la progenie, los indices de fijacion F fueron en sélo 4 (IDH, Norte y Sur; APX,
Espafia y MDH, Sur) de 25 casos negativos, y sélo uno de estos fue significativamente
negativo (IDH, Norte) (Tabla 5). En los 21 casos restantes, los indices de fijacion F fueron
positivos, siendo en 16 casos positivos significativamente (Tabla 5). La media del indice de
fijacion para la progenie fue mayor para la poblacion Espafia (0.4651) y menor para la
poblacion Norte (0.2943). Con la media del indice de fijacion y el error estandar se observa
que éstos son diferentes estadisticamente de cero, en las tres poblaciones. Las diferencias en

los indices de fijacion para las tres poblaciones muestran el Norte y Sur no son diferentes
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estadisticamente, mientras que Espafa si lo es con respecto a las otras dos poblaciones
(Tabla 5).

Para las madres, en los 21 casos, la F fue negativa y lo fue significativamente en 15 casos
(Tabla 6). La media del indice de fijacion para las madres fue mas negativo para la poblacion
Norte (-0 4583) y menor para la poblacion Sur (-0.4066) (Tabla 6). Con el error estandar de
la media se observa que en las tres poblaciones, el indice de fijacion es estadisticamente
diferente de cero. El error estandar asociado a la media, muestra que estas diferencias entre
las poblaciones Espafia y Sur y, Espafia y Norte no son significativas, mientras que la
diferencia entre las poblaciones Norte y Sur si es significativa estadisticamente (Tabla 6).

Se observa que la media de los indices de fijacion para las madres en las tres poblaciones
son negativos, mientras que para la progenie en las tres poblaciones son positivos, y que esta
diferencia entre madres y progenie es estadisticamente significativa (Tabla 5 y 6). Esto
sugiere que podrian existir procesos de seleccion a favor del heterocigo, depresion por
endogamia o desequilibrio gamético que provoquen la diferenciacion que se observa entre
las madres y la progenie. Es importante notar que la diferenciacion que se esta dando sucede

en un tiempo muy corto, ya que esta especie es una planta anual o bianual.

También es importante resaltar el hecho de que los genotipos maternos se infinieron de los
genotipos de la progenie, y que con valores bajos de nimero de hijos promedio por familia,
existe un sesgo al inferir los genotipos. El método utilizado (Brown y Allard, 1970) requiere
que el tamafio de cada familia (nimero de hijos por madre) sea grande, para distinguir entre
patrones alternativos de segregacion de cada genotipo materno posible. El patron de
segregacion de cada genotipo materno depende de la tasa de entrecruzamiento, las
frecuencias genicas del polen y la solucion a las ecuaciones de verosimilitud para estimar la
tasa de entrecruzamiento y a su vez las frecuencias genicas dependen de la inferencia de los
genotipos maternos, convirtiendose en un proceso iterativo. Hay que tomar en cuenta lo
anterior, ya que podria estar ocurriendo que en este caso, se tuviera un problema en la
inferencia de los genotipos maternos, por el tamafio de muestra utilizado y que las

diferencias que se estan observando no sean reales.
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Estadisticos F’ de Wright.

En la tabla 7 se presentan los valores de Fis y Fif para la progenie, siendo negativos
unicamente para la enzima Idh (Fis= -0.114 y Fir= -0.098), y significativo solo para el caso
de Fis; mientras que para todos los demas loci fueron positivos, siendo significativos para
Fis en ocho loci (GOT-1, GOT-2, DIA, IDH, SOD, PGM-1, PGM-2 y MDH ) y para Fif en
ocho loci (GOT-1, GOT-2, APX, DIA, SOD, PGM-1, PGM-2 y MDH). Para la progenie,
Fst fue significativo para los siguientes loci: GOT-2, APX, DIA, IDH, PGM-2 y MDH
(Tabla 7).

Al calcular /st entre pares de poblaciones para la progenie, se observa que todos son
significativos y que el mayor valor es entre Norte y Espaiia (0.025) y el menor entre Sur y
Espafia (0.014) (Tabla 8). El error estandar (calculado con el método de remuestreo de
jacknife) asociado a el valor de Fist, muestra que para Sur y Espafa y, Norte y Sur los
valores encontrados no son diferentes estadisticamente. Mientras que el valor de /sf para
Norte y Espafia, muestra que éste es diferente estadisticamente respecto al de Sur y Espafia
y Norte y Sur (Tabla 8). Lo anterior indica que la diferenciacion genética es mayor entre las
poblaciones Norte y Espaiia, lo que podria sugerir que la introduccion mayor o principal fue
a la poblacion Sur (por ser mas parecida a Espafia) y que la poblacion Norte es una
submuestra de ésta, aunque los valores de Fst son pequefios como para asegurar algo asi.

Los valores de Fis y Fit para las madres Fis y Fit son para todos los loci
significativamente negativos. En cuanto a Fst solo lo es para los loci APX y MDH (Tabla 9).

En las madres y en las progenies, los valores de Fis en todos los loci son mayores que los
de Fst. Fst no es muy grande para todos los loci, indicando que la diferenciacion genética

que existe no se genero por deniva génica (Eguiarte, 1990).

Fst promedio es mayor para las madres (0.039) que para la progenie (0.02311). Con el
error estandar asociado a este promedio, obtenido con un método de jacknife (Weir, 1990),
se observa que Fst para la progenie y las madres son diferentes estadisticamente (Tablas 7 y
9), indicando que la diferenciacion que existe entre las poblaciones es mayor en las madres

que en la progenie.
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En las tablas 7 y 9 se muestran los estimados para la Nm utilizando la formula de Crow y
Aoki (1984). La Nm promedio para las madres (6.808) es menor al de la progenie (10.307).
Si se comparan con valores reportados en la literatura para especies con sistema mixto de
apareamiento y polinizacion por animales (0.161) (Hamrick, 1987), se observa que los
valores de Reseda luteola son mucho mayores, encontrandose mucho mas cercanos a
especics con una polinizacion por viento, como por ejemplo Pseudotsuga menziesii en
donde el Nm reportado es 5.3 o en Pinus rigida en donde se encontré un Nm de 172
(Hamnck, 1987).

Distancias e identidades genéticas.

En la progenie, se observa que la mayor identidad genética de Nei (1972) es entre las
poblaciones Sur y Espaiia (0.98597) y la menor es entre las poblaciones Norte y Espana
(0.9732) (Tabla 10). El valor promedio de la identidad genética para la progenie es 0.98019

Al igual que con los genotipos de la progenie, se observa que la mayor identidad genética
de Nei (1972) para las madres es entre las poblaciones Sur y Espafia (0.96955) y la menor
entre las poblaciones Norte y Espafia (0.83489) (Tabla 11). La identidad promedio para los
genotipos maternos es de 0.91827.

Se puede decir que las distancias e identidades no varian mucho entre las poblaciones,
teniendo para la progenie y las madres en las identidades valores mayores a 0.83489,
mientras que para las distancias se presentan siempre valores no mayores a 0.05 (Tablas 10 y
11).

Si comparamos las distancias e identidades de madres e hijos, se observan las mismas
relaciones entre las poblaciones, pero al comparar la identidad genética promedio, se
observa que es mayor para la progenie que para las madres, apoyando la idea de que en los

genotipos maternos existe una diferenciacion genética mayor que en la progenie
Tasas de entrecruzamiento.

Las tasas de entrecruzamiento por locus por poblacion, tienen un rango muy amplio en los
valores obtenidos. El rango de valores de 1 por locus varia entre 0.001 (DIA, poblaciéon Sur
y Espana) a 0.957 (MDH, poblacion Sur) (Tabla 12)
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La t en equilibrio (por endogamia) por locus vana entre 0.0198 (PGM-2, poblacion Norte)
a 1.2857 (MDH, poblacion Sur). La media de la ¢ en equilibrio no es estadisticamente
diferente entre poblaciones. Para las tres poblaciones se observa que la media de la ¢ en
equilibrio es mayor a la media de la r observada (Tabla 12).

Al comparar la tasa de entrecruzamiento multiloci con la media de la f en equilibrio, se
observa que son diferentes para las tres poblaciones. Sin embargo el error estandar asociado
a la media de la ¢ en equilibrio, muestran que para la poblacion Norte, la diferencia es
estadisticamente significativa, mientras que para las otras dos poblaciones la diferencia no es
estadisticamente significativa. Se podria decir que la poblacion Norte no se encuentra en el
equilibrio, mientras que las poblaciones Sur y Espatia, si lo estan (Tabla 12).

Al comparar la tasa de entrecruzamiento por familia para cada poblacion, se observa que
la distribucion varia entre poblaciones (Figura 3). Para la poblacion Norte la mayor parte de
las familias se encuentran en el rango de 0.7 a 0.8 (sugiriendo una gran cantidad de
entrecruzamiento) (Figura 3a). Para la poblacion Sur y Espana la frecuencia alta de familias
esta entre 0 y 0.1 (sugiriendo mucha autofecundacion) (Figura 3b y 3c).

Al analizar las tres poblaciones juntas, se ve que la frecuencia mas alta esta en el rango de
0 a 0.1 y la menor en los rangos 0.1a 0.2 y 0.2 a 0.3. Los ranges de 0.3 a 1 muestran
frecuencias muy parecidas y al juntarse se observa que su frecuencia es mucho mayor a la
que muestra el rango de 0 a 0.1 (Figura 3d). Al observar la frecuencia de la tasa de
entrecruzamiento por familia para las tres poblaciones (Figura 3d), lo que se sugiere es que
existe una enorme variacion en la tasa de entrecruzamiento y que la prediccion del modelo
de Schemske y Lande (1985) de la evolucion del sistema reproductivo hacia la
autofecundacion o al entrecruzamiento; en este caso no se esta cumpliendo, ya que segun
estos autores por ser una hierba se esperaria que estuviera evolucionando a la
autofecundacion y lo que se observa es que se tiene un sistema mixto de apareamiento.

LLa relacion entre el indice de fijacion F' y la tasa de entrecruzamiento por loci por
poblacion, muestra que para algunos loci la tasa de entrecruzamiento observada es mayor a
la t en el equilibrio y para otros es menor, sugiriendo que para algunos loci, se tiene un
exceso de heterdcigos y para otros un exceso de homacigos (Figura 4). Para la poblacion
Nerte los loci APX, GOT-1, DIA y PGM-2 no muestran una diferencia estadistica con
respecto a lo esperado en el equilibrio (f en equilibrio) y los tres loci restantes (MDH, SOD
y PGM-1) se encuentran por debajo de la curva, indicando que para estos loci existe un

numero mayor de hetérocigos de los que se esperarian por su sistema reproductivo (Figura
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4a). Para la poblacion Sur unicamente el locus PGM-2 se encuentra en el equilibrio, los loci
MDH, PGM-1, GOT-1 y DIA se encuentran con un exceso de hetérocigos respecto a lo
esperado, mientras que los loci APX y SOD muestran un exceso de homacigos respecto a lo
que se esperaria por su sistema reproductivo (¢ por locus) (Figura 4b) Para la poblacion
Espafa los loct SOD, PGM-1, GOT-1, PGM-2 y DIA se encuentran en lo esperado,
mientras que los loci APX y MDH muestran un exceso de heterocigos (Figura 4c). Se
observa que la poblacion Espafia es la que muestra un mayor nimero de loci (5) que se
encuentran en el equilibrio, mientras que la poblacion Sur es la que tiene un nimero menor
de loci (2) en el equilibrio (Figura 4). Se puede ver que la poblacion que tiene un nimero
mayor de loci con un exceso de homocigos respecto a lo esperado por el equilibrio es el Sur

(4 loct), mientras que las otras dos poblaciones tienen 3 loci con un aumento de hetérocigos

(Figura 4).

La diferencia que existe entre la ¢ multiloci y la tasa de entrecruzamiento por loci (fs es un
promedio ponderado de las tasas de entrecruzamiento para cada locus, que calcula el
programa MLT al calcular la tasa multiloci de entrecruzamiento), obtenida con el programa
MLT de Ritland (1983) y el error estandar asociado (basado en un método de bootstraps,
usando 1000 iteraciones) fue para las diferentes poblaciones: Norte 0.101 (0.043), Sur 0.085
(0.037) y Espania 0.115 (0.022). Los errores estandar de estas diferencias (tm-75) muestran
que es estadisticamente diferente de cero, lo cual puede sugerir que existe endogamia
biparental (ambos padres estan relacionados), que estaria explicando los indices de fijacion [

positivos para la progenie.

Las tasas de entrecruzamiento multiloci fueron diferentes para cada poblacion. El intervalo
de confianza al 95% sugiere que la ¢ multiloci para cada una de las tres poblaciones son
significativamente distintas de 0 y de 1, pero iguales entre si (Figura 5). Lo que sugieren las
tasas de entrecruzamiento multiloci es que Reseda [uteola tiene un sistema de
entrecruzamiento mixto, sin predominar la autofecundacion o el entrecruzamiento, aungue
por las diferencias encontradas en la tasa de entrecruzamiento por familia se podria pensar

que puede existir una subestructura de las poblaciones
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Tabla

1. Sistemas enzimadticos ensayados en Reseda luteocla. Las
letras C y D representan el buffer de Litio e
Histidina respectivamente.

ESTRUCTURA SISTEMA NUMERO NUMERO DE

ENZIMA CUATERNARIA BUFFER DE LOCI LOCI POLIMORFICOS
APX Monémero c 1 1

DIA Monémero C 1 1

GOT Dimero (& 3 1

IDH Dimero D 1 1

MDH Dimero D 1 1

PGM Mondémero D 4 2

SOD Monémero D 1 1
SUMATORIA 12 8
APX: Peroxidasa (E.C.1.11.1.7)
DIA: Diaforasa (E.C.1.6.99)
GOT: Glutamato oxaloacetato transaminasa (E.C.2.6.1.1)
IDH: Isocitrato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.41)
MDH: Malato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.37)

PGM: Fosfoglucomutasa (E.C.5.4.2.2)

SOD: Superoxido dismutasa (E.C.1.15.1.1)




Tabla 2. Frecuencias alélicas para la progenie y las madres (genotipos inferidos con MLT, Ritland
y Jain, 1981) y pruebas de heterogeneidad (Workman y Niswander, 1970) para las frecuencias
alélicas de las poblaciones de Reseda luteola en Espafia y México. Los valores de 1la
progenie se encuentran antes de la diagonal y los de las madres después de la diagonal.
Cuando solo se presenta un valor, es el de la progenie (loci monomérficos).

Locus Norte Sur Espafia Chi-cuadrada P
GOT-1

(N) 130/28 105/25 68/25

1 0.173/0.018 0.076/0.000 0.118/0.100

2 0.635/0.732 0.657/0.660 0.632/0.740

3 0.192/0.250 0.267/0.340 0.250/0.160 11.87/10.981 .018*%/0.026%
GOT-2

(N) 134 101 69

) | 0.000 0.000 0.022

2 1.000 1.000 0.978 10.268 0.00589%*
GOT-3

(N) 134 108 75

1 1.000 1.000 1.000 0.000 1.000

APX

(N) 133/28 105/25 60/25

1 0.519/0.464 0.376/0.22 0.375/0.340

2 0.481/0.536 0.624/0.78 0.625/0.660 12.233/6.977 .002*/.0305%*




Cont. Norte Sur Espafa Chi-cuadrada P
Locus
DIA
(N} 120/28 104/25 67/25
1 0.542/0.554 0.428/0.420 0.627/0.58
2 0.458/0.446 0.572/0.580 0.373/0.42 13.654/2.976 .0010%*/.2257
IDH
(N) 131 104 62
1 0.725 0.779 0.847
2 0.275 0.221 0,153 7.174 0.02768%*
SOD
(N) 135/28 104/25 61/25
L 0.456/0.446 0.389/0.360 0.467/0.480
2 0.544/0.554 0.611/0.640 | 0.467/0.520 2.737/1.572 | 0.254/0.2257
PGM-1
(N) 131/28 105/25 68/25
i 0.363/0.411 0.314/0.360 | 0.404/0.320
2 0.637/0.589 0.689/0.640 0.596/0.680 3.035/0.947 | 0.2192/0.455
PGM-2
(N) 115/28 103/25 62/25
1 0.661/0.661 0.714/0.620 0.54/0.48
2 0.339/0.339 0.286/0.38 0.46/0.52 10.356/3.844 | 0.005%/0.622




Cont. Norte Sur Espana Chi-cuadrada P
Locus
PGM-3
(N) 135 107 73
1 1.000 1.000 1.000 0.000 1.000
PGM-4
(N) 135 107 73
1 1.000 1.000 1.000 0.000 1.000
MDH
(N) 132/28 103/25 54/25
1 0.405/0.393 0.66/0.70 0.759/0.84
2 0.595/.607 0.34/0.30 0.241/0.16 51.482/24.133 | 0.00*/0.00%*




Tabla 3. Valores de chi-cuadrada de las pruebas de
heterogeneidad para las frecuencias alélicas
(Workman y Niswander, 1970) entre las poblaciones
de Reseda luteola en Espafia y México.

Poblacién 1. Norte 2. Sur 3. Espana
1. Norte = = ===———- 63.329% 69.461%*
2. Sser 0 mem————— 39.648%*
3. Espaic ~ me—————

* P <0.000



Tabla 4. Variabilidad genética de la progenie y de las madres en tres

poblaciones de Reseda luteola en Espafa y México (errores estadndar entre
paréntesis).

No.promedio

de alelos % de loci Heterocigosis promedio
Poblacién por locus polimérficos! observada esperada **
Progenie Madres Progenie Madres Progenie Madres Progenie Madres

1. Norte 1.8 157 66.7 63.6 0.222 0.438 0.319 0.305
(0.2) (0.2) (0.062)  (0.107)  (0.069) (0.073)
2. Sur 1.8 1.6 66.7 63.6 0.199 0.396 0.298 0.287
(0.2) (0.2) (0.053)  (0.097) (0.065) (0.070)
3. Espafa 1.8 1.7 66.7 63.6 0.163 0.407 0.303 0.283
(0.2) (0.2) (0.049) (0.107) (0.066) (0.070)

1. Un locus es considerado polimérfico si la frecuencia del alelo m&s comin no excede 0.95



Tabla 5. Indices de fijacién F para la progenie en tres poblaciones
de R. luteola en Espana y México. Errores estandar entre
paréntesis, obtenidos con la prueba de jacknife
(Weir, 1990).

POBLACION

Locus Norte Sur Espana
GOT-1 0.347%* 0.670%* 0.663%*
GOT-2 0.659%
APX-1 0.127 0.209%* -0.031
DIA-1 0.765%* 0.666% 0.809*
IDH-1 -0.264%* =0.172 0.192
S0D-1 0.119 0.211%* 0.045
PGM-1 0.290%* 0.293%* 0.481*
PGM-2 0.961%* 0.739%* 0.773%
MDH-1 0.010 ~-0.125 0.595%*
;;;medio 0.2943 0.3113 0.4651
(0.05345) (0.04743) (0.03736)

Chi-cuadrada: * P <0.05



Tabla 6. Indices de fijacién F para las madres (genotipos
inferidos con el programa MLT, basado en el método de
Ritland y Jain (1981) en tres poblaciones de Reseda
lutecla en Espafna y México. Errores estandar entre
paréntesis, obtenidos con la prueba de jacknife
(Weir, 1990).

POBLACION

Locus Norte Sur Espana
Got-1 =-0.335 -0.515%* ~0. 152
Apx-1 -0.436%* =-0.282 =0.515%
Dia-1 -0.517% -0.396%* -0.396%
Sod-1 =0 517% -0.389% -0.603%
Pgm-1 -0.402% -0.562%* -0.471*
Pgm-2 -0.354 -0.273 -0.763%
Mdh-1 -0.647% -0.429%* =0.190

Promedio -0.4583 -0.4066 -0.4414
(0.0169) (0.0166) (0.0379)

Chi-cuadrada: * P <0.05

BIELIOTECA
CENT *' DE PCOLOGIA



Tabla 7. Estadisticos F de Wright y estimados de Nm en la progenie
para tres poblaciones de Reseda lutecla en Espaha y
México. Error estandar entre paréntesis, obtenido con 1la
prueba de jacknife (Weir, 1990).

Locus Fis Fit Fst Nm

GOT-1 0.557%%*% 0.559%%% 0.005 2251171
GOT-2 0.659%*xx% 0.664%%* 0.015%* 7.296
APX-1 0.102 0.119%* 0.019%%* B3
DIA-1 0.746%%* 0.753%%% 0.027%%% 4.004
IDH-1 -0.114% -0.098 0.015%% 7.296
S50D-1 0.124% 0.128%* 0.005 22.111
PGM-1 0.358%%% 0.362*%*% 0.006 18.407
PGM-2 0.825%%% 0.829%%* 0.023*%% 4.719
MDH-1 0.128% 0.209%%x% 0.093%%* 1.083
Promedio 0.361 0.376 0.024 10.307

(0.00342)

Chi-cuadrada: * P <0.05
** P <0.005
**% P <0.001



Tabla 8. Valores de Fst entre poblaciones de Reseda
luteola en Espaha y México. Errores estandar
obtenidos con el método de jacknife (Weir, 1990).

Poblacidén Norte Sur Espafia
Norte = =  —=——= 0.016%* 0.025%*
(0.003) (0.005)

Sap 9 Aeees 0.014*
(0.001)

Espafha ~ m=——-

Chi-cuadrada: * P <0.05



Tabla 9.Estadisticos F de Wright y Nm para las madres
(genotipos inferidos con el programa MLT, basado en el
método de Ritland y Jain (1981) para tres poblaciones
de Reseda luteola, en Espafia y México. Error estandar
entre paréntesis, obtenido con la prueba de jacknife
(Weir, 1990).

Locus Fis Fit Fst Nm
Got-1 ~0.339%% ~-0.312%%* 0.020 5.44
Apx-1 —0.423%%%* —0.360%%x% 0.044%* 2.41
Dia-1 —0.437%%%* -0.408**%% 0.020 5.44
Sod~1 ~0.506%%%* ~0.490%%* 0.010 11.00
Pgm-1 ~0.47 T k%% —0.468%%* 0.006 18.407
Pgm-2 —0.471%%% =-0.435%%% 0.025 4,33
Mdh-1 -0.463%%% -0.240% 0.152%*%%* 0.6159
Promedio =-0.447 =0.390 0.039 6.808
(0.0085)

Chi-cuadrada: * P <0.05
*%x P <0.005
*%% P <0.001



Tabla 10. Matriz de distancias genéticas (bajo la diagonal) de
Nei (1972) e identidades genéticas (sobre la diagonal)
de Nei (1972), para la progenie de Reseda luteola en
poblaciones de Espanha y México.

Poblacién 1 2 3
1. Norte hhkhkh 0.9814 0.9732
2. Sur 0.01877 *okkkok 0.98597

3. Espana 0.02708 0.01412 hkkkk




Tabla 11. Matriz de distancias genéticas de Nei (1972) (bajo 1la
diagonal) e identidades genéticas (sobre la diagonal)

de Nei (1972), para las madres en poblaciones de Reseda
luteola de Espafa y México.

Poblacién 1 2 3
1. Norte % kK ok ok .95037 .83489
2. Sur .0509 *kk ok Kk .96955

3. Espana .18045 .03923 hkkkk




Tabla 12. Tasas de entrecruzamiento multiloci (t mult) y tasas de entrecruzamiento observadas
(t obs) y esperadas en el equilibrio (t eq) por locus, para tres poblaciones de
Reseda luteola, en Espafia y México. El error estdndar de las tasas de
entrecruzamiento se obtuvieron con un método de bootstraps (usando 100 iteraciones
para las tasas por locus y 1000 para las tasas multiloci). El error estandar de la
media de la t en equilibrio es el cociente de la desviacidén estandar sobre la raiz
cuadrada de n.

POBLACION NORTE SUR ESPANA

Locus t obs t eq F t obs t eq F t obs t eq F

Got-1 0.517 0.4847 0.347 0.03 0.1976 0.67 0.219 0.2026 0.663
(0.086) (0.070) (0.057)

Apx 0.639 0.7746 0.127 0.858 0.6542 0.209 0.556 1.063 -0.031
(0.224) (0.073) (0.294)

Dia 0.222 0.1331 0.765 0.001 0.2004 0.666 0.001 0.1055 0.809
(0.118) (0.0) (0.093)

sod 0.203 0.7035 0.119 0.885 0.6515 0.211 0.601 0.9138 0.045
(0.124) (0.103) (0.261)

Pgm-1 0.094 0.5503 0.290 0.328 0.5467 0.293 0.586 0.3504 0.481
(0.082) (0.158) (0.225)

Pgm-2 0.121 0.0198 0.961 0.18 0.15 0.739 0.211 0.128 0.773
(0.091) (0.141) (0.176)

Mdh 0.825 0.998 0.01 0.957 1.2857 -0.125 0.068 0.253 0.595
(0.111) (0.153) (0.090)

Media 0.3744 0.5234 0.294 0.5012 0.5265 0.311 0.311s 0.4309 0.465

(0.0497) (0.0567) (0.0559)
t mult 0.664 0.5455 0.663 0.5255 0.448 0.3651

(0.058) (0.116) (0.108)
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Figura 2.a. Esquema de los patrones de bandeo que
presentaron las enzimas monomorficas.
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Figura 2b. Esquema de los patrones de bandeo que
presentar las enzimas polimérficas.
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Figura 2b. Esquema de los patrones de bandeo que
presentan las enzimas polimoérficas.
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Figura 3. Distribucion de la tasa de entrecruzamiento muitiloci por familia para las
poblaciones de R. luteola: (A) norte, (B) sur, (C) Espana y (D) para las tres poblaciones.
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DISCUSION.
Variacion genética.

Los niveles de variacion genética estimada como heterocigosis (/) y polimorfismo (P) en
R.luteola son parecidos a los encontrados en otras hierbas que tienen un sistema mixto de
apareamiento(#/= 0.174) (Hamrick, 1979: Loveless y Hamrick, 1984). Una causa de los
valores relativamente altos de heterocigocidad promedio puede ser explicada por la
prediccion de que las plantas que tienen fecundacion cruzada y/o sistemas mixtos de
apareamiento presentan una mayor variacion genética que aquellas que se autofecundan
(Hamrick, 1983, Loveless y Hamrick, 1984).

Se ha reportado que uno de los factores mas importantes que determinan la estructura
genética es el sistema de apareamiento, ya que aquellas especies polinizadas por animales,
que se entrecruzan o tienen un sistema mixto, presentan niveles de variacion mayores que las

especies que se autofecundan (Hamrick, 1983, Loveless y Hamrick, 1984).

En algunos estudios sobre vanacion genética en plantas se ha observado que
caracteristicas de historia de vida son determinantes en la estructura genética de la
poblacion; encontrandose entre estas: sistemas reproductivos, morfologia floral, mecanismos
de polinizacion, fenologia, latencia de la semilla, densidad poblacional; siendo también
importantes caracteristicas como: ciclo de vida, estado sucesional y rango geografico
(Loveless y Hamrick, 1984; Hamrick, 1983; Bazzaz, 1986; Clegg y Brown, 1983).

Dado que R.luteola es una planta introducida en México, se podria esperar que tuviera
poca variacion genética, lo cual no se observa. Esto sugiere que esta especie no ha sufrido
efectos importantes por deriva génica o endogamia, que conducirian a una pérdida o
disminucion de la variacion genética o que existe una gran cantidad de flujo génico entre

poblaciones.



Generalmente, los procesos de colonizacion estan relacionados con cuellos de botella y
efecto fundador, aunque no siempre se observa que las poblaciones introducidas esten
empobrecidas genéticamente. Esto se ha demostrado con estudios de especies introducidas,
en donde se observa que no hay ninguna reduccion en la variacion genética de las
poblaciones introducidas con respecto a las poblaciones originales (Warwick, 1990; Molina-
Freaner y Jain, 1992).

Frecuencias alélicas.

Se puede sefialar que las frecuencias alélicas cambian de madres a hijos. Esto podria
deberse a seleccion natural (Clegg, 1983; Hedrick, 1983). Demostrar que esto ocurre, es
realmente muy dificil, ya que se necesitan disefios muy especificos, datos de varias
generaciones y tamafios de muestra muy grandes. En este caso, un problema adicional es que
la estimacion de los genotipos maternos es de manera indirecta, ya que se infieren a partir de
los genotipos de la progenie con el algoritmo de Ritland y Jain (1981), basandose en el
método de Brown y Allard (1970); aunque la estimacion es confiable, la probabilidad de
equivocarse al inferir los genotipos maternos, depende de los tamafios de familia que se
utilizan y de la tasa de entrecruzamiento que presenta la planta (Ritland y Jain, 1981;
Ritland, 1983; Brown,1989).

Comparando las frecuencias alélicas entre poblaciones para la progenie, se observa que la
mayor heterogeneidad esta dada por la poblacion Norte y Espafia y la menor por Espaiia y
Sur, lo que podria sugerir que la primera introduccion fue al Sur, y de aqui hubo otras
introducciones al resto del Valle de México, aunque para asegurar esto, se necesitarian
estudiar un mayor nimero de poblaciones de México y de Espaiia.

Diferenciacion genética.

La distancia genética I) de Nei promedio para la progenie y para las madres fueron bajas y
las identidades altas, indicando que los niveles de diferenciacion son bajos. Si se comparan
por ejemplo con los encontrados para Astrocaryum mexicanum (Eguiarte, 1990; Eguiarte e/
al, 1992a) se observa que ¢l promedio en los adultos es 0.024 y en la progenie 0.0056 y en
ambos casos son menores a los encontrados en R./uteola. Al compararlos con un estudio de
Phaseolus coccineus (Coello y Escalante, 1989) con poblaciones cultivadas y silvestres del
centro de México y Chiapas, se encontrd que la distancia con un valor mas bajo fue 0.196,

siendo mucho mayor a las encontradas en este estudio.
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Para R. luteola no parece existir un patron de diferenciacion genética con distancia
geografica, ya que las poblaciones que presentaron menores distancias genéticas entre si son
Sur y Espafia, tanto en la progenie como en las madres. Esto indica que las poblaciones
introducidas de R. futeola no estan empobrecidas genéticamente con respecto a la poblacién

original,
Indices de fijacion F.

Los indices de fijacion de la progenie indican que existe un exceso de homocigos respecto
a lo esperado por apareamiento al azar. Los indices de fijacion /" son positivos para las
madres en todos los loci, indicando un exceso de hetérocigos. Se puede sugerir que podrian
existir procesos selectivos a favor del heterocigo, depresion por endogamia, desequilibrio
gamético u otras fuerzas evolutivas, por las cuales se observa esta diferenciacion que ocurre
entre las madres y la progenie. Debido al tiempo de generacion de esta especie (1 0 2 afios)
seria muy interesante estudiar otras poblaciones y mas generaciones para explorar estas

hipotésis.

Las diferencias observadas en los indices de fijacion /'y Fis entre madres y progenie puede
deberse en parte a que los genotipos de las madres se estimaron a partir de los genotipos de
la progenie lo cual, aunque las inferencias sean confiables pueden tener un margen de error,
como ya se mencioné anteriormente (Ritland, 1983). En la literatura se encuentran
reportados estudios en donde los indices de fijacion varian entre madres e hijos. En un
estudio con Pinus monticula (El-Kassaby ef al, 1987), se reportan variaciones en la F entre
los adultos y la progenie; en donde para las madres la /" de 4 de 6 loci fueron negativos,
mientras que para la progenie solo 2 son negativos. En un estudio de Astrocaryum
mexicarnum, (Eguiarte, 1990), se reportan diferencias en los indices de fijacion F' y Fis entre
adultos y semillas, en donde los adultos parecen presentar un mayor rango que las semillas
(rango adultos -0.0769 a -0.8621, rango de semillas +0.1967 a -0.3397, 32 estimaciones de
I para ambos). El exceso de heterocigos es mayor en los adultos que en las semillas

(Eguiarte et al, 1992a).

Un exceso en el nimero de homocigos puede deberse a una gran variedad de causas.
efecto Wahlund, aparecamiento clasificado positivo (apareamiento preferencial entre
genotipos similares), seleccion de homacigos, estructura familiar con vecinos restringidos
causando apareamientos entre individuos relacionados. Mientras que un exceso de
heterocigos puede resultar de un apareamiento clasificado negativo y seleccion favoreciendo
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al heterocigo (El-Kassaby et al, 1987) En Reseda luteola, como se discutira mas adelante
lo que puede estar pasando es que existan procesos de endogamia biparental, lo que podria

estarse debiendo a una subestructura de las poblaciones

Dado que el indice de fijacion F'y Fis son negativos para todas las enzimas analizadas en
las madres, se podria tener un caso de heterocis dada por una ventaja de los individuos que
son heterocigos para un nimero mayor de genes, 0 porque exista en la poblacion una carga
de recesivos (algunos letales), por lo que los individuos homocigos es probable que posean
genes deletéreos (Mitton y Grant, 1984, Ledig, 1986).

Estadisticos F de Wright.

Se observo que los valores de Fis son para todos los loci mayores a los valores de /st,
tanto para la progenie como para las madres; lo que sugiere que el sistema de apareamiento

es el principal factor que esta determinando la estructura genética de la poblacion.

Los valores de Fst encontrados en Reseda [uteola, aunque son significativos, al
compararalos con la media de Fst (0.28) para plantas herbaceas anuales y perennes
(Eguiarte, 1990) son pequefios; y sc observa que son mucho mas parecidos a la media
encontrada (0.07) para arbustos, arboles y coniferas (Eguiarte, 1990). Esto puede estar

ocurriendo debido al sistema de apareamiento que presenta R. luteola

Al comparar los valores de Fsf de R. luteola con los reportados en la literatura para
plantas con caracteristicas ecologicas y de historia de vida similares a los de R. luteola
como: sistema de apareamiento, morfologia floral, mecanismos de polinizacion, mecanismos
de dispersion, ciclo de vida y rango geografico, se observa que los valores encontrados son
menores a los reportados (Loveless y Hamrick, 1984; Hamrick, 1983).

Los valores de /st de R luteola (rango 0.024 a 0.039) son mas parecidos a los
encontrados en arboles que a los de las especies herbaceas (Cuguen er al, 1988, Eguiarte,
1990).

Reseda luteola tiene un sistema mixto de apareamiento, es polinizada por abejas y
probablemente por viento y presenta autofecudacion, esto explicaria en parte que los valores
de Fst que se encuentran para esta especie, sean intermedios entre los reportados en la
literatura para plantas polinizadas exclusivamente por animales y plantas polinizadas
exclusivamente por viento (Hamrick,1987; Loveless y Hamrick, 1984).
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Varios estudios realizados con plantas colonizadoras e introducidas muestran que en
general la variabilidad genetica es menor en la poblacion introducida, que en la poblacion
original, y por esto se puede observar una alta diferenciacion genética entre las poblaciones
colonizadoras (Clegg v Brown, 1983). Existen casos de ciertas plantas introducidas, como
por ejemplo: Apera spica-venti (Warwick, 1990) y Trifolium hirtum (Molina-Freaner y Jain,
1992) en los que no se observa reduccion de la variabilidad genética ni una diferenciacion
entre las poblaciones introducidas con respecto a las nativas. En estos estudios se sugiere
que el sistema reproductivo de las especies ademas del nimero de individuos introducidos es
muy importante para que no ocurra esta diferenciacion entre las poblaciones y se mantengan
entre ellas los mismos niveles de variacion genética. En 1. hirtum se encontro que las
poblaciones introducidas tenian una tasa de entrecruzamiento mayor respecto a las
originales, y se sugiere que esto es el factor responsable de encontrar altos niveles de
variacion genética en las poblaciones introducidas (Molina-Freaner y Jain, 1992)

Flujo génico.

En Reseda luteola la Nm promedio para las madres es 0.509 v nara la progenie es de
10.307. Wright sefala que se debe esperar muy poca diferenciacion genética entre sitios si
Nm es > de 1 (Eguiarte, 1990). Kimura (1983) sugiere que en algunas condiciones se puede
encontrar diferenciacion genética entre sitios, aunque la Nm tome valores alrededor de 5. En
R. luteola tanto en la progenie como en las madres la Nm toma valores mayores a cinco, y
aunque los valores de Fst encontrados son significativos, podemos decir que la
diferenciacion genética es poca, por los valores encontrados de Nm. Los valores de Nm de
Reseda luteola, se encuentran mucho mas cercanos a los reportados para especies con
polinizacion cruzada por viento, como por ejemplo Pinus rigida (Nm=17.2) y Pseudotsuga
menziesii (Nm=5 3) (Hamrick, 1987).

Los altos niveles de variacion genética encontrados para R. luteola, y los valores de Fst y
Nm, reflejan que no existe un efecto fundador o de cuello de botella asociado a esta
introduccion y que existen altos miveles de flujo génico entre las poblaciones, lo que

disminuye los efectos de la deriva génica (Slatkin, 1985).
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Puede pensarse que R. /uteola no tuvo una Unica introduccion a México, ya que al ser una
maleza en Espaiia, ademas de la introduccion para su uso como planta tintorea, pudo haber
habido otras introducciones accidentales. Esta hipotésis de varias introducciones podria
explicar la baja diferenciacion entre las poblaciones de México y Espafia; ya que la ausencia
de migraciones sucesivas de la poblacion onginal a las poblaciones introducidas, es una

causa de la reduccion en la variacion genética (Clegg y Brown, 1983).
Tasas de entrecruzamiento.

Las tasas de entrecruzamiento multiloci encontradas en las poblaciones de R. luteoiu
(rango 0.448 a 0.663) son cercanas a la media (0.42) encontrada en hierbas (Eguiarte,
1990). En las hierbas se encuentra todo el rango de valores de tasas de entrecruzamiento,
aunque la moda se encuentra entre valores de 0.0 y 0.1, ya que la mayoria de las hierbas y
plantas anuales se autofecundan casi de manera exclusiva (Eguiarte, 1990; Eguiarte et al,
1992b).

Las tasas de entrecruzamiento reportadas para arboles, son muy cercanas a 1 (Eguiarte,
1990, Eguiarte ef al, 1992b; El-Kassaby ef al., 1987, O'Malley et al., 1988), esto puede
deberse a que por las grandes longevidades de los arboles, se podria acumular "carga
mutacional” y al minimizar la autopolinizacion, esto se evitaria (Ledig, 1986; Eguiarte et al
1992b). En las hierbas, las grandes fecundidades permitirian, que cada afio se eliminen una
parte de los mutantes delétereos y recesivos, por seleccion natural (Eguiarte, 1990).

Los resultados muestran que en las poblaciones de R. /uteola, la tasa de entrecruzamiento
multiloci poblacional es estadisticamente diferente de cero y uno, pero iguales entre si. Los
intervalos de confianza al 95% no muestran que las tasas de entrecruzamiento en México y
Espafa sean diferentes de 0.5, por lo cual se puede decir que R./uteola tiene un sistema de

apareamiento mixto, sin ser predominante el entrecruzamiento o la autofecundacion.

Los resultados de la tasa de entrecruzamiento por familia muestran que existe una gran
variacion en las tres poblaciones. Varios autores han propuesto que una posible causa de
esta variacion es la existencia de una estructuracion en la poblacion (estructura en parches)
(Clegg, 1980, Coello y Escalante, 1989). La variacion encontrada en la tasa de
entrecruzamiento entre individuos puede presentar sesgos debido al namero de individuos
ensayados de la progenie, ya que las estimaciones por familia son menos robustas que las
estimaciones para un grupo de plantas (Ritland, 1983; Coello y Escalante, 1985).
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Hamrick (1983) ha propuesto que la diferencia en la tasa de entrecruzamiento entre
individuos puede deberse a diferencias genéticas en cuanto a su capacidad de fecundacion
Los amplios ranges de variacion observados, podrian ser también el resultado de variacion

en alguna caracteristica morfologica o fisiologica entre plantas.

Los resultados de la tasa de entrecruzamiento por familia en Reseda luteola, muestran
que existe una gran variacion, lo cual no estaria apoyando la idea de Schemske y Lande
(1985) de que las poblaciones evolucionan a la autofecundacion o el entrecruzamiento; lo
que se observa en este caso es que se esta evolucionando a un sistema completamente mixto

de entrecruzamiento.

En una revision realizada por Schemske y Lande (1985), observaron que las especies que
presentaban variacion interpoblacional en la tasa de entrecruzamiento, eran plantas anuales,
cominmente con fluctuaciones en los tamafios poblacionales, caracteristicas observadas
frecuentemente en plantas anuales, lo que podria provocar una subestructura en parches de

la poblacion.

En un estudio realizado con Phaseolus coccineus, se encontro vanacion en las tasas de
entrecruzamiento para diferentes familias v poblaciones, lo cual indica que esa caracteristica
no esta fija en la especie y que podria variar por efecto de factores ambientales y genéticos
(Coello y Escalante, 1989).

Si las tasas de entrecruzamiento varian en tiempo y espacio con los factores ambientales, la
influencia de la seleccion natural en el sistema de apareamiento se ve reducida (Schemske y
Lande, 1985). Se ha observado que en Lupinus suculentus y L. nanus, las tasas de
entrecruzamiento son en su mayoria afectadas por la actividad de su polinizador y en L.
nanus se ha confirmado que el sistema de apareamiento varia con la abundancia del

polinizador (Schemske y Lande, 1985).

En Clarkia tembloriensis existe evidencia de que la variacion en las tasas de
entrecruzamiento entre poblaciones se debe a las diferencias poblacionales en la estructura
floral (Vasek y Harding, 1976)

Una hipotesis de la variacion en las tasas de entrecruzamiento es que la depresion por
endogamia provoca que las poblaciones no se encuentren en el equilibrio (Schemske y
Lande, 1985). Si se tiene una grafica de la tasa de entrecruzamiento contra el indice de

fijacion, se puede observar que si los valores estan cerca de la curva teorica (f en equilibrio)
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indica que la estructura genética puede ser explicada por el sistema reproductivo, aunque
otros factores pueden estar actuando sobre las poblaciones. La accion de otras fuerzas,
ademas del sistema reproductivo, puede hacer que las poblaciones se alejen del equilibrio de
endogamia, pero cuando el sistema reproductivo es el principal determinante de la estructura
genética, otros factores asociados a éste, como el apareamiento entre parientes por
subestructura de la poblacion o depresion por endogamia, pueden provocar que los puntos
se desvien hacia arriba de la curva (Hedrick y Cockerham, 1986, Shea, 1987). Cuando los
puntos se encuentran por debajo de la curva tedrica, la hipotesis de que la seleccion natural
esta favoreciendo a los hetérocigos es la explicacion mas aceptada (Brown, 1979, Schoen,

1982). A estas desviaciones se les denomina paradoja de los hetérocigos (Brown, 1979)

En Reseda luteola los tamafios de muestra pueden estar sesgando la posicion de los
puntos. No obstante algunos de los factores mencionados anteriormente podrian estar

provocando las desviaciones con respecto al equilibrio.

Se ha observado que si la adecuacion relativa de la progenie producto de la
autofecundacion varia con la densidad de plantas o con la frecuencia de los genotipos (Price
y Waser, 1982), la seleccion podria potencialmente mantener fluctuaciones en el equilibrio o
una mezcla de entrecruzamiento y autofecundacion,

La variacion que existe en las tasas de entrecruzamiento por locus dentro de una
poblacion, se ha explicado en términos de la existencia de una subestructuracion de la
poblacion, entre otras posibles causas (Coelio y Escalante, 1989) Las poblaciones naturales
pueden presentar una estructura poblacional espacial cuando el flujo de polen es limitado, o
temporal cuando se presentan diferencias entre los genotipos en cuanto al tiempo de
floracion. Esta estructura poblacional puede traer como consecuencia una heterogeneidad en
la poza de polen, es decir, que la poza de polen de entrecruzamiento no se distribuya al azar
en toda la poblacion (Ennos y Clegg, 1982; Coello y Escalante, 1989). El movimiento
restringido de polen puede provocar aparcamientos entre individuos relacionados
(endogamia) que un modelo de locus simple no discrimina de la autofecundacion (Coello y
Escalante, 1989), esto traeria como consecuencia la variacion en las estimaciones de la tasa
de entrecruzamiento. El estimador multiloci de la tasa de entrecruzamiento puede ser usado
para el analisis de los efectos o factores, tales como heterogeneidad de las poblaciones y
seleccion postcigotica (Shaw et al., 1981). Ritland y Jain (1981) mencionan que si la
diferencia que se observa entre la tasa de entrecruzamiento multiloci y ia tasa de

entrecruzamiento por locus (promedio ponderado) es significativamente positiva, esta
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sugeriria que existen procesos de endogamia biparental en la poblacion Otras explicaciones
alternativas de la variacion en las estimaciones de la tasa de entrecruzamiento son: herencia
no mendeliana de algunos loci, seleccion de genes ligados o errores metodologicos en las

estimaciones, debidos al tamafio de la muestra (Coello y Escalante, 1989).

En Reseda luteola se encontrd que las tasas de entrecruzamiento por locus para las tres
poblaciones son variables. Se podria pensar que en K. luteola ocurre lo que se observo para
Phaseolus coccineus (Coello y Escalante, 1989), y que las tasas de entrecruzamiento por
locus para México y Espafia puede estar variando por efecto de factores ambientales y
genéticos (temperatura, precipitacion, actividad de los polinizadores, nimero de flores por
planta, diferencias genéticas en la capacidad de fecundacion, etc), ya que las tasas de
entrecruzamiento multiloci indica que esta fija en las tres poblaciones (las diferncias no son
significativas). Seria muy interesante estudiar un nimero mayor de poblaciones, para ambos
paises y posiblemente de otras poblaciones de Europa, y ver de que manera varian los
factores ambientales y las caracteristicas genéticas y su relacion con la variacion en las tasas
de entrecruzamiento;, ademas observar como son las tasas de entrecruzamiento en las
poblaciones nativas e introducidas daria herramientas para generar hipotesis sobre la

evolucion de los sistemas reproductivos en las poblaciones colonizadoras.
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CONCLUSIONES.

1) Los niveles de variacion genética encontrados en las poblaciones de R. futeola son altos
con respecto a los encontrados en otras hierbas y plantas con dispersion de semillas por

gravedad Son similares a los encontrados en arboles.

2) Los valores del indice de fijacion / para las madres y progenie, sugieren que podria estar
operado algun proceso de seleccion a favor del heterocigo. A este respecto seria interesante

estudiar mas poblaciones, mas generaciones y disefiar experimentos.

3) La Fst y los valores de Nm indican poca diferenciacion genética entre las poblaciones, lo
que sugiere un elevado flujo génico y poca deriva génica.

4) Los niveles de variacion genética similares en las tres poblaciones de R.luteola y la Fst
encontrada, indican que las poblaciones introducidas no estan empobrecidas genéticamente

con respecto a la poblacion de Espana.

5) Se puede decir que las poblaciones de K. luteola no sufrieron efecto fundador o de cuello
de botella al ser introducidas. Seria importante estudiar un mayor nimero de poblaciones no
solo de Espaiia, sino de otras partes de Europa, donde R. luteola es una planta nativa.

6) La F'st de madres e hijos, apoyan la idea de puede existir una diferenciacion genética entre
ellos, que seria muy interesante explorar, ya que el tiempo en que sucederia es relativamente

corto (uno o dos afios).

7) Las tasas de entrecruzamiento en las tres poblaciones fueron diferentes de cerc y uno
Los valores encontrados indican que R. [uteola tiene un sistema mixto, en donde no

predominan el entrecruzamiento o la autofecundacion.

8) La variacion en las tasas de entrecruzamiento multiloci y por familia para las poblaciones
de K. luteola sugieren que podria haber procesos de endogamia biparental, que podria estar
dada por una subestructura en la poblacion
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9) Las tasas de entrecruzamiento por locus en K. [uteola, indican que no se encuentran en el
equilibrio de endogamia, lo que apoyaria la idea de que existen procesos de endogamia

biparental en las poblaciones estudiadas.

10) Por valores de variacion genética, los estadisticos / de Wright y las tasas de
entrecruzamiento encontrados en K. futeola, se puede decir que el sistema reproductivo de
esta especie, juega un papel muy importante en la determinacion de la estructura genética
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APENDICE.

En este apéndice se describen los métodos electroforéticos en geles honzontales de
almidon.

Para hacer los geles se procedio de la siguiente manera: Se pesan 40 gramos de almidon de
papa hidrolizado para electroforesis Sigma S-4501 y 10 gr de sacarosa, se colocan en un
matraz kitazato y se le agregan 400 mi. de buffer de gel del sistema a utilizar. Se agita
vigorozamente hasta que todo el almidon quede completamente disuelto. I.a mezcla se
calienta sobre un mechero, sin dejar de agitar, liega un momento, en el que la consistencia
cambia y se vuelve transparente y comienza a hervir. Se retira del fuego y se aplica vacio,
hasta que no se formen burbujas. Se vacia inmediatamente en los moldes de acrlico,
previamente armados y nivelados, cuidando que queden perfectamente cubiertas las
esquinas. Se deja enfriar una hora en el sitio donde se hizo el gel y posteriormente se coloca
en el refrigerador por una hora. Se retiran del refrigerador y se envuelven con un material
plastico, como Kleenpack, y se dejan a temperatura ambiente hasta que se colocan las

muestras.

Las plantulas de Reseda luteola se molieron con dos gotas de un buffer de extraccion para
plantas con contenido bajo en compuestos secundarios (Wendel y Weeden, 1989) en
charolas pequeiias de plastico, con ayuda de un cilindro de acrilico. Una vez molidas las
plantulas, se colocan en la mezcla entre 4 y 6 pedazos de papel filtro (wicks), previamente
cortado, para saturarlos con el homogenado de la plantula y se colocan en tubos eppendorf,
para mantenerlas en refrigeracion a -70°C, hasta que se utilizan.

Los geles se desprenden del borde y se les hace un corte a lo largo, aproximadamente
entre 4 y 5 cm del borde. Este corte se separa, para colocar las muestras de las plantulas,
que generalmente son entre 20 a 24 wicks por gel. En los carriles de los extremos se coloca
un papel filtro saturado de un indicador para proteinas (amido black), que sirve como
indicador del frente de corrida.
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Se unen las dos partes del gel, con los wicks insertados y se aplica la corriente, para esto
se une cada uno de los extremos del gel por medio de toallas de celulosa. El extremo largo
del gel se conecta a la corriente positiva y el otro a la negativa. Dependiendo del sistema que
se utilize, se mantiene constante la corriente o el voltaje. Después de 30 minutos, se retiran
los wicks insertados el en gel, separando las dos partes del gel y uniéndolas con mucho
cuidado, se inserta un popote del tamafio del molde en un extremo del gel, para evitar que se
formen burbujas de aire. Se deja correr el gel hasta que el indicador ha avanzado unos 8 cm.
El gel se corre cubierto con Kleenpack para evitar que se deseque. Para evitar que los geles
se calienten, se corren dentro de un refigerador y se les coloca una bolsa de gelatina
congelada, colocando una placa de vidrio entre el gel y la bolsa de gelatina.

Inmediatamente después de correr el gel, se corta el extremo superior hasta donde este el
frente de cornida y se desecha este extremo. Las rebadanas del gel se cortan con placas de
vidrio, de aproximadamente 3 mm. de alto, obteniendo 4 rebanadas de cada gel Se realiza
una perforacion al gel con un popote, para distinguir el punto de origen y el orden de los
carriles. Para realizar los cortes, se utilizan las placas de vidrio sostenidas por ligas a los
moldes de los geles. Para cortar el gel se utilizo un cortapasteles, que consiste en una cuerda
delgada de alambre. Cada rebanada obtenida, se coloca en una caja de plastico y se agregan
las soluciones de tincion. Las enzimas se dejaronn tefiir, hasta que se observaron las bandas
y el tiempo requerido para cada enzima vario entre 45 minutos y 12 horas. Las enzimas se
leyeron inmediatamente después de la tincion. Posteriormente se enjuagaron con agua
destilada y se fijaron en una solucion de alcohol etilico al 50% durante 24 horas, en el
refrigerador para posteriormente envolverlas en kleenpack y guardarlas en refrigerador, para

conservalas y poder releer,
Sistemas de buffers:

Generalmente se utiliza un buffer para hacer el gel y otro para los recipientes del
electrodo. En este trabajo se utilizaron dos sistemas, Litio (sistema C) e Histidina (sistema
D) (Stuber et al., 1988).

Sistema de Litio (C):

El buffer del electrodo consiste en 11.875 gr de acido borico (0.19 M) y 1.60 gr de
hidroxido de litio (0.04M) por litro. El pH se ajusta a 8.3 con hidroxido de litio.
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El buffer del gel consiste en 1 parte del buffer del electrodo y 9 partes de buffer tris
pH=83.

El buffer tris pH=8.3 consiste en 6.2 gr de trizma-base y 1.5 gr de acido citrico por cada

litro, e} pH sc ajusta con acido clorhidrico concentrado

Se corre a 225 volts.

En este sistema se tifieron las enzimas. APX, DIA y GOT.
Sistema de Histidina (D):

El buffer del electrodo consiste en 10.088 gr de L-Histidina y 1.5 gr de acido citrico, por
cada litro. El pH se ajusta a 6.5 con acido citrico.

El buffer del gel consiste en una parte del buffer del electrodo y 3 partes de agua destilada.

Se corre a 30 miliamperes.

En este sistema se tifieron las enzimas: IDH, MDH, PGM y SOD.

Buffer de extraccidn:
50 mM Bufter de fosfatos o Tris-HCI, pH 7.5
5% Sacarosa.
14 nM Mercaptoetanol (0.1% v/v).

Las tinciones de las enzimas utilizadas son:

APX (Peroxidasa anddica).

Pesar:

3-amino-9-ethylcarbazole 100 mg.
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Afadir:

Dimetilformamida 7 ml.
Agua destilada 90 ml
H, 0, 3% 1 ml.
CaCl, 1% 2 ml

1 M NaAc, pH 5 5ml

Teifiir en la oscuridad y a temperatura ambiente.

DIA (Diaforasa).
Pesar:
Vaso 1: 2-6 diclorofenol-indofenol 4 mg.
Vaso 2: b-NADH 8 mg.
MTT 8 mg.
(3-[4,5-Dimethylthiazol-1,2-y1]
-2,5 Diphenyltetrazolium.
Vaso 3: Agar 36 mg.
Afadir:

Vaso 1: Agua (justo antes de tefiir) 4 ml.

Vaso 2: 0.025 M Tris-HCI, pH 8.6 30 ml.

Vaso 3: Agua 36 ml.
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Calentar la mezcla del vaso 3, hasta que hierva. Anadir la mezcla del vaso 2, al vaso | e

inmediatamente mezclar con el vaso 3

Tenir en la obscuridad e incubar a 37" C.

GOT (Glutamato oxaloacetato transaminasa).

Pesar:

Piridoxal-5-fosfato 4 mg,
Fast Blue BB salt 150 mg.
Afadir:

0.2 M Tris-HCI, pH 7 50 ml.
Sustrato Got 5 ml

Tefiir en la obscuridad. Incubar a 37°C.

IDH (Isocitrato deshidrogenasa).
Pesar:
Vaso 1) Acido isocitrico 100 mg.
Vaso 2) Agar 36 gr
Anadir:
Al vaso 1:
0.2 M Tris-HCI, pH 8 25 ml

MgCl, 10% I ml
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TPN 1% (B-Nicotinamide adenine 1 ml.
dinucleotide phosphate).

MTT 1% 1 ml
(3-[4,5-Dimethylthiazol-1,2-y1]

-2,5 Diphenyltetrazolium.

Al vaso 2:
0.2 M Tris-HCI, pH 8 25 ml
Calentar la mezcla del vor~ 2 R-— 0 L - =mediatamente afiadir la mezcla del vaso 2.

Tefiir en la obscuridad e incubar a 37°C. Con la tincion de esta enzima, también se obtiene la
enzima SOD (Superoxido dismutasa).

MDH (Malato deshidrogenasa).
Pesar:
NBT (Nitro blue tetrazolium) 8 mg.

DPN (B-Nicotinamide adenine 8 mg.

dinucleotide)

NaCn 25 mg.
Anadir:

0.2 M Tris-HCI, pH 8 S0 ml.
1 M DL-Malato, pH 7.8 S ml.

PMS 1% (Phenazine methosulfate) 0.1 ml.

Tefir en la oscuridad, a temperatura ambiente.
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PGM (Fosfoglucomutasa).
Pesar:
D-glucosa-1-fosfato
Afiadir:
IM Tris-HCI, pH 8
MgCl, 10%
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
TPN 1% (B-Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate).
MTT 1%
(3-[4,5-Dimethylthiazol-1,2-y1]
-2,5 Diphenyltetrazolium.

PMS 1% (Phenazine methosulfate)

Aforar a 50 ml con agua destilada. Teiiir a la obscuridad, a temperatura ambiente.

0.075 gr

10 ml

I ml

2ml

I ml

1 ml

0.2 ml
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Las enzimas que se ensayaron fueron:

11117

4213

L1114

2743

41213

1.11.1.6

1.11.1.7

1.6.99

3.1.1.-

1413

12112

26.12

1.1.1.49

26.1.1

7287 ) |

APX (Peroxidasa) EC
ACO (Aconitasa) E.C.
AcPH (Fosfatasa acida) E.C.3.23.
ADH (Alcohol deshidrogenasa) EC.
ADK (Adenilato quinasa) E.C.
ALD (Aldolasa) E.C.
CAT (Catalasa) E.C.
CPX (Peroxidas catodica) EC.
DIA (Diaforasa) EC.
EST (Esterasa) EC.
GDH (Glutamato deshidrogenasa) EC
G-3PDH (Gliceraldehido-3-fosfato EC.
deshidrogenasa)

GPT (Glutamato piruvato transaminasa) EC.
G-6PD (Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa) EC.
GOT (Glutamato oxalacetato transaminasa) E.C.
HEX (Hexoquinasa) EC.
IDH (Isocitrato deshidrogenasa) E.C.

1.1.1.41
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