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RESUMEN.

En este trabajo se estudio la varicion y estructura genética para poblaciones de Rursera
cuneta, wilizando electroforesis de enzimas ea geles de almidon.

Ll analisis de la estructura genética sc realizo con datos de siete loci. Los resultados
obtenidos indican que las tres poblaciones estudiadas estan estructuradas. Los valores de
Iy, sugieren que existe endogamia. La difrenciacion genética entre las poblaciones es cl
resultado de canbios en las fercuencias de los genes y pérdida de alelos. Este proceso
pudo baberse generado a partir de la colonizacion de habitats nuevos por Bursera
cuneata.

Para Bursera cuneata existe un patron de diferenciacion genética con distancia geografica.
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INTRODUCCION.

La variacion genética de las poblaciones naturales ha sido ampliamente estudiada desde los
afios sesenta (Lewontin, 1974; Hedrick. 1983) y se ha descubierto que muchas especies
tienen niveles relativamente altos de variacion. Existen ya generalizaciones respecto a la
cantidad de variacion genética en las poblaciones naturales, por cjemplo, sc ha encontrado
que las poblaciones de especies arboreas presentan hiveles mds altos de vaiducion genélica
que las especies herbaceas, Tambidn, las plantas que se entrecruzan presentan niveles
intrapoblacionales de vaiacion génica mucha mas altos que las plantas que se
autofertilizan, v las especies con sistemas mixtos de apareamicnto presentan niveles
intermedios de variacion. Finalmente, aquellas especies cosmopolitas o con distribuciones
tropicales son mucho mas variables que las especies en hébitats especializados o con
distribuciones templadas. (Hamrick, Linhart y Mitton, 1979; Loveless y Hamrick, 1984).
Encontrar las causas de estos patrones de variacion genética es un objetivo fundamental de

la genética de poblaciones.
Genélica de Poblaciones,

Dentro de este objetivo general, la gendtica de poblaciones tiene dos objetivos
particulares: a) describir los niveles de variacion gendtica dentra y entre poblaciones
usando para esto tanto las frecuencias alélicas como las genotipicas y b) tratar de hacer
inferencias acerca de las fuerzas que afectan esta varacion, tales como la seleccion
natural, deriva génica, mutacion, migracion y sistemas de aparcamiento (Hedrick. 1983;

Eguiarte, 1986)



La genética de poblaciones es una disciplina que trata de explicar, en términos
cuantitativos y predictivos, el proceso de adaptacion bioldgica, asi como la base genética
de esta adaptacion. Los genetistas de poblaciones han definido evolucion camo el cambio
en las frecuencias alélicas. En este contexto, cualquier fuerza o fendmeno que haga que
cambien cstas frecuencias alélicas genera evolucion (Eguiarte, 1986). Este cambio
sucesivo en las frecuencias alélicas puede provoear up incremento en la adaptacion de los

organismos al medio ambiente en donde se encuentran (Hartl y Clark,, 1989).

Geniéticn de poblaciones de plantas tropicales.

Muchos autores opinan que la preservacion de los recursos gendticos es la clave de la
conservacion, ya que la pérdida de la diversidad pendtica dentro de las especies incrementa
fa posibilidad de extincion (Ehrlich, 1988). Las estimaciones que se han hechio sobre Ia
diversidad genética en Jas plantas tropicales sotl escasas, y los estudios comparativos sobre
la pérdida de esta diversidad antes y después de una perturbacion son adn mas cscasos

(Oyama, 1993).

Los estudios comparativos sobre la distribucion geografica de fas plantas muestran
que las especies con una distribucion geografica restringida por o general presentan bajos
niveles de diversidad genética (Karron, 1987). Sin embargo, no es posible saber si Ia
especificidad en el hibitat es una causa o una consecuencia de lus bajos niveles de
variacidn genética. Muchos autores opinan que los factores historicos pueden explicar de
mejor manera los niveles de varacion de especies vegetales con diferentes tipos de

distribucion geografica (Hamrick et al, 1979). Por ¢jemplo. Ja distribucion geografica



restringida observada en algunas especies puede ser el resultado de una reduccion en su
tamafio poblaciona! o de un origen y dispersion reciente (formando muchas poblaciones

pequerias).

Se han hecho estimaciones de la diversidad genética en diferentes poblaciones de
plantas utilizando analisis de isoenzimas (Hamnick y Godt, 1990). La técnica de
clectroforesis ¢n geles es actualmente un muy buen método para detectar la variacion
genética y de esta manera poder utilizar, explorar y conservar los recursos genéticos
disponibles; de la misma manera, para la realizacion de estudios de diferenciacion,

especiacion y andlisis de reconstruccion filogenética (Hamnick et al., 1991).

Uno de los primeros reportes de variacion aloenzimatica en planias tropicales fue
el realizado para distintas especies de Jycopersicon en America del Sur (Rick et al.,
1976). En este estudio se reportan valores de polimorfismo a nivel de individuo, poblacion
y especie, asimismo se describen las refaciones existentes entre los sistemas de
apareaniento y la variacion genética. Para arboles tropicales una de los primeros estudios
fire el de Gan et al. (1977) quienes encontraron que las poblaciones de Shorea leprosula y
Xerospermum intermedium presentan altos niveles de polimorfismo genético en la

peninsula de Malasia.

Sin embargo, los estudios miits amplios en plantas tropicales han sido los realizados
por Hamrick y sus colegas en 29 diferentes especies de arboles de la Isla de Barro
Colorado, Panami (Hamrick y Loveless, 986, 1989). En este trabajo encontraron que los

niveles de heterocigosis son comparables a aquellos reportados para otras dicotiledaneas,



atn cuando la variacion gendtica dentro de las poblaciones es mas alta que la que
normalmente presentan otras lefiosas (particularmente coniferas). Un aspecto importante
es que los indices de diferenciacion genética entre las pablaciones san bajos debido a un

alto flujo génico (Hamrick y Loveless, 1989).

En un estudia reciente realizado con el artbol Cordia alliodora (Chase et al., 1995)
se encontro que ¢ nivel de la diversidad genética dentro de las poblaciones es comparable
al valor promedio reportado para plantas regionales, sucesionales, polinizadas por
animales; sin embargo, este valor resulto ser menor al reportado para las especies

tropicales de amplia distribucién.

Resultados similares han sido reportados antes para otras plantas tropicales. En
trabajos realizados en la selva alta perennifolia de fos Tuxtlas, Veracruz, México con la
palma Astrocaryum mexicanum (Eguiarte et al,, 1992) y el arbol del dosel medio
Psychotria faxiucens (Pérez-Nasser et al., 1993), los autores encontraron altos niveles de
heterocigosis y poca diferenciacion genética entre las poblaciones. En el caso del arbol
pionero Cecrapia obtusifolia (Alvarez-Buylla et al., 1994) los autores repottan distintos
niveles de heterocigosis que se incrementan a lo largo del ciclo de vida, sin embargo, estos
valores caen en el rango de los encontrados para drholes tropicales. Tanto en Astrocarynm
mexicanmm como en Cecropia obiusifolia existe evidencia de seleccion actuando en las

primeras ctapas del ciclo de vida.

Finalmente, los patrones que presentan fos drboles tropicales como son los altos

niveles de variacion genética y los pequeiios niveles de diferenciacion geografica, pueden



deberse a que existe mucho movimiento de palen y semillas (flujo génico) entre las
poblaciones. Otra causa que podria estar generando este patron es que las poblaciones se
hayan tundado recientemente y la deriva gética y/o seleccion natural han tenido paco o

ningun ¢fecto en ellas (Slatkin, 1987)

Implicaciones para Ia conservacion de drboles tropicales.

En el diseiio de estrategias de conservacion de la diversidad genética de las especies son
importantes tanto los datos demograficos camo los datos genélicas (Lguiarte y Piiero,
1990). Debido a que es dificil canservar todo, es necesario jerarquizar y establecer

prionidades.

Las especies con distribuciones geogrificas restringidas, bajas densidades y que
crecen en hibitats muy especificos y aislados, son mas propensas a experimentar los
efectos de la deriva génica y a presentar altos niveles de divergencia poblacional, en
comparacion con aquellas especies con poblaciones grandes, ampliamente distiibuidas y
que se encuentran menos aisladas (Godt y Hamrick, 1993). No obstante, este patrén de
estructura genética puede modificarse dependiendo de los niveles de flujo génico que
ocurran dentro y entre las poblaciones, y del sistema de cruzamiento predominante de la
poblacion, Las especies que estén dentro de la primera categoria son Jas que
potencialmente estan en peligro de desaparecer y en consecuencia son las mis urgentes a

estudiar y conservar.

La erosion de la variacion genética dentra de las especies por fragmentacion o

alteracion del hibitat tiene consecuencias importantes en la poza génica de la poblacion. i



los resultados de los estudivs de la variacion genética en las plantas tropicales son una
regla pencial para todas las especies pertenceientes a esta categona, muchos genotipos
con distribucion especifica pueden desaparecer al haber fragmentacion. disminuyendo Ia

riqueza de la poza génica de la poblacion (Ovama. 1993)

Los estudios genéticos yue se han hecho con marcadores isoenzimaticos han sida
de mucha ayuda para poder dilucidar los sistemas de apareamicnto de pablaciones
arboreas para las cuales es dificl ohservar a los polinizadores. L2l conocimiento de estos
sislemas de aparcamiento provec la informacion basica para determinar los grupos de
apareamiento existentes en Jas bosques y selvas v, de esta manera, hacer plancs

congruentes para la conservacion de los arboles tropicales (Uyama, 1993)

En los Gitimos aiios los intentos que se han hecho para caracterizar la variacion
genética en las poblaciones naturales son a una escala local, o en poblaciones que se
encuentran muy cercanas entre si (Hamrick v Loveless, 1986, 1989; Hamirick y Godt,
1990). E! hecho de ampliar el rango de la escala geografica penmite de alguna manera
analizar 1a relacidn existente entre los caractéres genéticos observados y los parimetros

aimbientales (Chase et al,, 1995).

Las especies tropicales de selvas secas han sido menos estudiadas que las de los
tropicos himedos y hasta 1a fecha son pocos los estudios realizados que se enfocan a
evaluar como es el conocimiento de la variacion encontrada en las poblaciones naturales
puede ser utilizado para la eonservacion (Oyama, 1993). Sin embargo, este lipo de

estudios pueden dar informacion muy precisa sobre como estd organizada espacial y



temporaimente fa variacion genética, la cual esta relacionada con la ecologia de las
plantas. Esto permite disefiar metodolagias mas adecuadas para colectar germoplasma en
donde exista la mayor variacion genética posible y de esta manera tener un mejor manejo y

conseivacion de las dreas naturales (Brown, 1978; Frankel y Soulé, 1981).
Estimadores de la varincion genética,

Con la técnica de electroferesis se pucden obtener fos datos bdsicos para estimar la
variacion genética. Estos estimadores cuantifican ef porcentaje de loci polimorticos por
poblacion (I?), el nimero efectivo de alelos por locus (Na), y la proporcion promedio de
individuos heterdcigos por Tocus (1) (Crow y Kimura 1970, Hedrick 1983, Hamrick vy
Loveless 1986, Nei 1987 ). El polimorfismo se refiere a la existencia de diferentes fornias
genéticas de un gene en una misma poblacion, y toma valores entre cero y uno. $i ¢s cero
no existe variacion genética. Entre mas alto, mayor es la variacion, hasta llegar a uno
donde todos los genes analizados son polimorficos; es decir, todos los genes ticnen dos o
mas formas alternativas. La heterocigosis se refiere a la proporcion de genotipos diploides
compuesto por dos alelos distintos (Hedrick 1983). Este indice se obtiene a partir del
promedio de la heterocigosis esperada en ¢l equitibrio de Hardy-Weinberg para todos los
genes estudiados en la poblacion. Toma valores que van de cero, cuando no se registra
variacion en ninguno de los genes estudiados, a uno, cuando todos los loci son
polimorficos, tienen un nismero infinito de alelos (o muy grande) y las frecuencias de los
alelos son iguales. El nimero de alclos es ¢f promedio aritmético de alelos por locus, y el

ntimero efectivo de alelos es el inverso de la homocigosis teoriea. Este tltimo indice toma



en cuenta fa abundancia de cada alelo, los muy raros tienen poco peso y los camunes

mucho (Hedrick, 1983)
Sistema de estudio.

El género Bursera posee caracteristicas especiales yue lo hacen tnico para estudios de
evalucion tanto a nivel de gendlica de poblaciones, como en el analisis de evolucion
fenotipica de caracteres de importancia ecologica. Dentro del génere hay cerca de cien
especies endémicas de México, lo cual indica que muchos de los eventos de especiacion

han ocurrido aqui. En 4ste estudio se trabajo con Bursera cuneata (Figura 1),

La presencia de un gran ndmero de taxa congenéricos en distintos grupos sugiere
que las tasas de especiaeion son mucho mis altas en los lugares tropicales que en cualquicr
otro sitio (Bawa, 1992). Como parte de un proyecte que intenta analizar el proceso de
especiacion y los patrones que genera, se decidio iniciar los estudios con el anilisis de la
estructura genética de una especie de distribucion amplia En este sentido el presente
trabajo pretende establecer los sistemas de electroforesis y loci mds adecuados para

hacerlos extensivos a otras especies 0 a complejos de especies dentro del género,



OBJETIVOS.

1 Establecer los sistemas electroforéticos adecuados para e analisis de penética de

poblaciones de la especie Bursera cuneata.

2 Estimar los niveles de variacion genética a través de la heterocigocis esperada vy la
proporcion de loci polimorficos, asi como el mimero proinedio de alelos por loci en tres

poblaciones de Bursera cuneata en México , usando marcadores enzimaticos.

3. Describir la estructura gendlica de tres poblaciones de Bursera cuneata por medio de

los estadisticos F de Wright y discutir sus implicaciones evolutivas y para la conservacion.
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LA ESPECIE DE ESTUDIO: Bursera cuneata (Schlecht.) Engl. Burseraceae,

Arbol (0 a veces arbusto) dioico, hasta de 10 m de alto, resinoso, tomentoso en sus partes
verdes; presenta un tronco hasta de 40 cm de de didmetro, con corteza gris o gris rojiza,
no exfoliante ta cual hace que la especie pertenezea al grupo de los ‘copales”, seccion

Bullockia (Rzedowski y Guevara-Féfer, 1992).

Presenta ramillas lignificadas de color rojizo, glabras, hojas con (3) § a 9 (13)
foliolos, peciolo de 1 a 3 cm de largo, tomentoso-pubérulo, el raquis angosta a
anchamente alado, folioclos sésiles o con peciolulos hasta de 3 mm de largo, oblongos a
lanceolados, elipticos u ovalados, el terminat a veces oblanceolado, de (1) 2 4 6.5 cm de
largo y (0.59) 0.7 a 2.3 em de ancho, los del par inferior a menudo mucho mas pequeiios
que los demas, por lo general agudos en ¢l apice, obtusos a cuneados en la base, margen
toscamente aserrado, los dientes (6} 10 a 30 de cada lado, desiguales, algunos escotados
en ¢l dpice, con (6) 10 a 18 pares de nervaduras laterales distalmente bifurcadas o a veces
mas profusamente ramificadas, impresas en el haz, prominentes en el envés, de textura
coridcea, conspicuamente reticulado-venosos, sobre todo en el haz que tiene un aspecto
tugoso. El haz es verde, cortamente hirsuto, los pelos originindose de una base

ampuliforme y cf envés es densamente blanguesino-grisaceo-tomentoso

Las inflorescencias tienen foyma de paniculas abiertas y se originan en los dpices de

ramas cortas o lateralmente en ramas largas

La presencia de conjuntos de catafilos, agrupados en forma de roseta alrededor de

conjuntos de hojas tiernas, se senala como caracter diferencial de ta seccion Bullockia. en



contraste con la seccion Aursera Los catafilos van de oblongos a triangulares y miden de
3 a 1S mum de largo, son tomentosos en amhas caras v deciduos. Estan dispuestas a
manera de rosetas en los brotes tiemos localizados sobre los extremas de las ramas,

alrededor de los conjuntos de hojas normales.

Las flores masculinas son numerosas vy se ehcuentran en paniculas que miden hasta
£ emt de largo y 4 e de ancho, hirsuto-tomentosas, presentan pedicelas hasta de 4 mm de
largo, bracteolas subuladas, de aproximadamente 2 mm de largo, flores tetrimeras,
lobulos det caliz lincar-triangulares, de 2 a 4 mm de largo, hirsuto-pubérulos. pétalos
blanquecinos, oblonges, de 2.5 a 4 mm de largo, hirsuto-puberutos por fuera, mas o
snenos cuculados; estambres todos aproximadamente al mismo wivel o bien 4 wias largos
altemando con cuatro mis cottos, filamentos de 1.2 a 1.8 mm de largo, anteras ovado-
oblongas, de 0.6 a 08 mm de largo, las inflorescencias femneninas similares a las
maseulinas, pero sola de 1 a 2 cm de largo, sus flores también similares, anteras de los
estaminodios de 0.5 mm de largo, ovaric bitocular, glabro, infrutescencias sobre
pedincutos hasta de 7 em de largo, a menuda puntiaguda en ol apice, glabra, rodeada en
fa base por el caliz persistente, el hueso recubierto casi totalmente por un pseudoarilo
aitaranjado o amarillento (de un lado un poco més grande que el otro), 1a parte descubierta
negra. Las caracteristicas de sus granos de polen atestiguan un sindrome de polinizacion
principalmente entomotila (Rzedawski y Kruse, 1979), sus polinizadores y dispersores son
inscclos pequenas como abejas y moscas, aunque hay reportes de polinizacion por

lepidapteros (A. Blrquez, com. pers.).



Esta especie es componente del bosque tropical caducifolio y de la vegetacion
secundaria derivada del mismo, a veces penetrando en encinares cantiguos, s frecuente en
“malpaises” o corrientes de lava basaltica en el norte de Michoacan, donde a menudo es de
porte arbustivo. B. cuneata esta cercanamente relacionada con Bursera copallifera, 'y
parece ocupar el piso altitudinal inmediatamente supeiior. Se distribuye en los bordes més
altos de la depresion del Balsas (entre los 1000 y los 1800 mt) formando parte de las
asociaciones caracteristicas de climas mas frescos del bosque tropical caducifolio que en
varios casos se encuentran traslapadas con los encinares. Sus areas de distribucion parecen
conformar asi un anillo en los bordes de la depresion del Balsas Algunas veces (ambién ha
sido colectada en las partes bajas de la depresion aunque parece ser que las poblaciones
que ahi existen presentzn menor abundancia y solo se les encuentra en ciertas regiones
(Toledo, 1982), en la Sierra Madre del Sur y el eje Volcanico Transversal, y lega mas alla
del Valle de México, en los estados de Guanajuato, Hidalgo, Estado de Mexico, Distrito
Federal, Michoacan, Morelos y Guerrera. Se ha colectado entre las 1300 m y los 2200 m

de altitud (Figura 2).

En México, las especies de Bursera comienzan a florecer al final de la época de
secas (abril a junio), justo antes o al mismo tiempo que la aparicion de las nuevas hojas.
Bursera cuncata florece de maya a julio y permanece con follaje de mayo a noviembre

{Mc Vaugh y Rzedowski, 1965).
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Figura 1. Bursera cuneata (Schiecht.) Engl. A rama con hojas jovenes ¢ inflorescencias;
B. rama con infiutescencias, C. flor mascuting, D. hueso. Ihistrado por Rodrigo Talavera

(Tomado de Rzedowsky y Guevara, 1992},



MATERIAL Y METODOS
Colecta

Se colecto tejido foliar de al menos 30 individuos en tres poblaciones distintas; dos de
ellas pertenccientes al Valle de México, una en la Reserva ecoldgica del Pedregal de San
Angel, D, y otra en ¢l Chichinautzin, Morelos, una tercera se colecto en ef estado de
Guerrero, en la Reserva ecologica de Omiltenu, que es la unica ocalidad conocida de la

especie en ¢ estado de Guerrero (Jimenez ot al, 1993) (Tabla 1)

Los individuos colectados eran adultos en la mayonia de las casos aunque también
se colectaron itidividuos juveniles, cuyo sexo no fue identiticado en las poblaciones donde

no hubo suficientes adultos.
Procesado de Ias muestras

l.as muestras se utilizaron para el andlisis electroforético siguiendo la téenica descrita en
Garay (1991), abteniendo el genotipo de cada enzima para cada uno de los individuos

pertenccientes a cada poblacion.

Los tejidos foliares fueron macerados con potas de un bufler de extraccion de
Abies (ver apéndice), que fue scleecionado después de hacer varias pruebas con otros
distintos buffers especiales que se recomiendan para la extriaccion de proteinas en plantas
con un alto contenido de compuestos secundarios. El macerado fue absorbido en
pedacitos de papel para cromatogratia (Whatnian de nimero 17) aprosimadamente de

medio centimetro de ancho y un centimetio de largo (wicks) Generalmente de cada hoja



se obtuvieron entre § v 6 wicks, estos se guardaron en tubos Eppendorf en un

ultracongelador (Reveo, a =70 "C) para su postenor uso

Montado de los geles

Las muestras obtenidas fueron cargadas en geles de almidon de papa hidrolizade para
electroforesis al 12 % En cada gel se cargaron alrededor de 30 wicks (cada uno
representando a un individuo de la poblacion), y en ambos extremos det gel se coloco un
wick con un indicador (colorante, ver Apéndice) El cornimiento del gel se hizo bajo un
amperaje o valtaje especifico, dependiendo de las caracteristicas de los buffers utilizados
para la charola (una solucion ionizada que conduce la corriente eléctrica a través del gel),

y para la preparacion del gel (ver Apéndice),

Sistemas electroforéticos

Generalmente se utiliza un buffer para hacer ¢l gel y otro para los recipientes del
electrodo. Ext este trabajo se probaron sicte ditferentes sistemas, de los cuales finalmente
solo se utilizaron tres, y un total de dieciocho enzimas de las cuales Unicamente seis fueron
utilizadas para el andlisis por presentar una resolucion clara y consistente en su lectura (ver

Tabla 2). Se hicieron tres geles para cada sistema de bufler

Tincion

Cuando o indicador del gel recornid una distuncia de aproximadamente 8 cnt a partir del
origen, ¢l gel se corto sagitalmente, ubteniéndose 3 rebanadas de uno de los geles (sistema

R; Apéndice). para ensayar 3 enzimas, dos rebinadas de otro gel (sistema PP, Apéndice)
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vel (sistema MO, Apéndice) para ensayar |

&2

para ensayar 2 enzimas, v 1 rebanada de otro
enzima. Cada rebanada se coloco en una caja de tincion. a la que se le agregaron los

reactivos especificos para la tincion de cada enzima (ver Apendice)

Al sumergirse el gel en la solucion para la tincion, los sustratas v otros compuestos
requeridos difunden por el gel y reaccionan con la enzima bajo estudio La deteccion de
esta enzima se basa en la precipitacion de indicadores solubles que tifen el gel en las zonas

de actividad enzimitica (Wendel y Weeden, 1989)

Una vez puesta la solucion de tincion sobre cada rebanada del pel, éstos se
incubaron en la obscuridad y a 37 °C 0 a temperatura ambienle, dependiendo de la enzima
(Apéndice). Posteriormente los geles teaidos se fijaron en una solucion de alcohol al 50%

durante 12 horas en ¢l refrigeradar.
interpretacion de los geles

Los geles tefidos presenlan un patron de bandas. De éste patrén se puede obtener ¢l

genolipo de cada enzima para eada individuo.

Enun locus, el nimero de bandas que se observan depende de si los individuos son
homacigos o heterocigos, v de [a estructura cuaternatia de la enzima. Si la enzima es
monomeérica, los individuos homacigos presentan una banda y los heteracigos dos, si es
dimérica los heleracigos presentan tres bandas v si es tewramérica cinco (ver Wendel y

Weeden, 1989)
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Para realizar la lectura de las bandas se numeraron los loci y los alelos; se asigno el
numera | al locus mas alejado del origen, con mayor movilidad electroforética, el nimero
2 al siguiente y asi sucesivamente De la misma manera, la banda de un locus que estuviera
mis alejado del origen se tamo como el alelol. Previamente se constatd que para todas las

poblaciones los patrones de bandeo de las enzimas utilizadas fueran iguales.

Anilisis de datos

Se obtuvieron las frecuencias alélicas para 7 loci (seis enzimas) y se realizo una prueba de

G para analizar la heterogeneidad de las frecuencias alélicas (Sokal y Rolf, 1981)

Para estimar la variacion genélica en las diferentes poblaciones, se obtuvieron las

siguientes medidas:

-Proporcion de loci polimarficos (P): P= x/m, donde x es el nimero de loci polimorficos
en una muestra de m loci (Medrick, 1983) Un locus se considerd polimérfico, si fa
frecuencia del alelo mas comun no excedia 0.95 P 1oma valores entre 0 y |. Si el valor es
de 0 no existe variacion genética, hasta Hegar a i, donde todas los genes analizados son

polimorficos.

-Heterocigosis promedio esperada, (10): fa heterocigosis esperada si la poblacion estd en el
equilibrio de Hardy-Weinberg. Para un locus con n alclos puede caleularse como

(Hedrick, 1983)

H1-Zp/
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donde p, es la frecuencia de individuos homocigos para ese locus. Posteriormente se
obluvo una heterocigosts promnedio por poblacion con las heterocigosis esperadas para
todos los loci estudiados. Este indice puede tomar valores de 0 cuando no existe vanacion

a t cuando todos los loci tienen vanacion,
Para hacer una descripcion de a estructura genética dentro y enlre las poblaciones

se estimaron e} indice de fijacion F y los estadisticos FF de Wright (Fy, ¥y Fy)

-El indice de fijacton ¥ de Wright examina si las frecuencias alélicas de un locus se desvian
de las esperadas. Eslo se hace calculando la desviacion de la frecuencia observada, de la

frecuencia de heterocigos esperada bajo Hardy-Weinberg (Hedrick, 1983)
F-2pg-(11/2pq) - I-(H/2pq)

donde H es Ia proporcion de heterocigos observados y 2pq es la proporcion de
heteracigos esperados. Si su valor es de 0 entonces la poblacion se encuentra en equilibrio
de Hardy-Weinberg. Los valores positivos indican una deficiencia de heterdcigos, mientras

que Jos negativos indican un exceso.

Los estadisticos ¥ de Wright describen el arreglo de la variacion genélica en una

poblacion subdividida.

-F, es una medida de la diferenciacion genética entre subpoblaciones y toma valores de 0

a 1. Se puede caleular como: (Nei, 1987; Hedrick, 1983).

Fa=1-H,/ 1,
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donde H; es la heterocigosis promedio esperada sobre todos los loci a nivel subpoblacion
y H, es 1a heterocigosis promedio esperada sobre todos los foci a nivel de la poblacidn

total (Hednick, 1983).

-Fy y Fii son medidas de la desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg dentro de
las subpablaciones y en la poblacion total respectivamente, los valores positivos de estos
indices indican una deficiencia de heterocigos y valares negativos indican un exceso

(Hedrick, 1983).

Fu y Fi se pueden obtener mediante las siguientes formules:
Fo=(H,- 1) /B, V- (H,/H,)
Fo-(H-Ho) /3 1-(, /1)

donde M, heterocigosis promedio observada sobre todos los loci, a nivel subpoblacion; H,
es la heterocigosis promedio esperada sobre todos los loci a nivel subpoblacion y H, es la
heterocigosis promedio esperada sobre todus los loci a nivel de toda la poblacion

(Hedrick, 1983),

Los estadisticos ¥ de Wright pueden sugerir los posibles procesos evolutivos que

estan causando la diferenciacion genética de las poblaciones,

Estos estadisticos fueron calculados con el programa Biosys (Swotlord y Selander,

1989) que permite anahzar las proporciones de heterocigotos o tres niveles de
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complejidad, dentro de cada subpoblacion (Fi.), entre supoblaciontes (Fu) v en la poblacion

completa (Fy).

También se caleularon los estadisticos equivalentes: F (Fy), € (Fy) v £ (Fy) (Weir
y Cockerham, 1984). Los estimados de Weir y Cockerham por vez primera, asignan peso,
al nimero de individuos y al nimero de localidades muestreadas. Por ello los estimadores
que se generan no tienen sesgo. El modelo parte de la premisa de que un mimero r de
poblaciones de! misma tamaiio han descendida en forma independiente de una sola
poblacion ancestral que estaba cn equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamienta. En
consecuencia, las poblaciones se mantienen bajo las mismas condiciones y las diferencias
observadas tienen que ver con el muestreo genélico entre generaciones y el estadistico de
los mdividuos. Asi, los estadisticos diferiran de los parametros por multiplos de las
frecuencias alélicas esperadas. Basicamente, la ventaja que presenta es que se corige el
sesgo que puede haber al trabajar con tamafios poblacionales pequedos. El calculo de
estos estimadores se hizo con un programa de computacion (Weir 1990, adaptado por A.

Chaos y E. Alvarez-Buylla)

Para saber la probabilidad de que K, Fy, y Fy, fueran estadisticamente diferentes de
cero, se aproximaron al estimador F2 N (K - 1), distribuido como chi-cuadrada con K (K
- 1)/ 2 grados de libertad, donde N es ¢l tamaiio de la muestra y K es el numero de alelos
(Eguiarte, 1990). De la misma manera !a significancia de los valores de Fy se estinid como

N Fy (K - 1) distribuido como chi-cuadrada con (K - 1) (s - 1) grados de libertad, donde



N es ¢l tamano de la muestra, K el ndmera de alelos v s el numero de subpoblaciones

(Workman y Niswander, 1970).

-Se obtuvo una estimacion indirecta del flujo génico (Nm) wtilizando la formula de Crow v

Aoki (1984), que toma en cuenta el numero de subpoblaciones
Fu=1/(4a Nm + 1)

donde N es el lamaito de la poblacion. m es Ia fraccion de N remplazada por migrantes y a
~ (i /- DY, donde n es el nimero de subpohlaciones. Cuando n es grande, la ecuacion

antegior es igual a la utilizada por Wright (Crow y Aoki, 1984)
Fa=1/(dNm+ 1)

La formula de Crow y Acki establece dos propiedades muy relevantes de la F: que
es casi independiente de la lasa de mutacion y del mimero de subpoblaciones usadas.
Slatkin y Barton (1989) demuestran también que es poco afectada por distintos tipos de
seleccion y consideran a éste como uno de los mejores métodos para estimar el flujo
génico indirectamente. Las distintas formulas para evaluar ta F también pueden afectar la
estimacion de la Nm. El método de Nei (1987) tiende a sobreestimar la F y por lo tanto
subestima la Nm. mientras que ¢l método de Weir y Cockerham (1984) sobrestiman el

{lujo génico si el valor de Nm es muy grande.

v v a O . v . . . T h
-A partir de las frecuencias alélicas se calculo otra medida indirecta de flujo pénico (M)

entre pares de poblaciones, bajo un modelo de istas (Slatkin, 1993):
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Izl citeulo de M puede hacerse también con G, (Nei, 1973). Sin embargo la definicion de
esta medida no considera las diferencias en el tamafio muestral y en algunos casos puede

llegar a subeestimar los niveles de flujo génico.

- Finalmente se calculd ¢l flujo génico con un tercer método indirecto: el de los alelos
tinicos o privados (Slatkin, 1985). Este método utiliza las fiecuencias de los alelos raras
que se encuentran s6lo en una de las poblaciones que se muestrean, p (1), y se basa en la
idea intuitiva de que si hay mucho flujo, los alelos raros van a estar en frecuencias alélicas
muy bajas (dadas que por el mismo flujo, los alelos comunes tos comparten), por lo tanto
entre mas alta sea la frecuencia promedio de los alelos raros, menos flujo génico. Para
valores intermedios de flujo génico la relacion entre p(l) y Nm es aproximadamente

(Slatkin, 1985)
In(p(1)) = a In (Nm) + b

donde p(1) es la frecuencia alélica pramedio de los alelos que sdlo estan en una poblacion,

a  -0.505y b ~-2.440.

A pesar de que el método de los alelos privados es en teoria tan confiable como Ia F, este
método es mis sensible a eirores de muestreo (Slatkin, 1994). Un alelo que se encuenira
en solo una poblacion puede estar presente en otras poblaciones cercanas que no fueron

muestreadas dando como resultado alefos aparentemente exclusivos.
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Si el valor de Nm es cercano a uno, cualquiera de los metodos indirectos proporciona
estimaciones precisas de Nm mientras que para valores de Nm muy pequeiios los tres

métodos sobrestiman el flujo génico por un factor de 2 (Slatkin, 1994).

-Se obtuvo una matriz de distancia ¢ identidad genética. La identidad genética 1 de Nei se

obtiene conto (Hedrick, 1983; Nei, 1987)
I=Jxy/(Ixdy) %

donde Jxy = Epi.x pi.y, que es la probabilidad de escoger un par de alelos idénticos, uno
de 1a poblacion x y otro de Ia poblacion y (Hartl y Clark,1989). Jx = Epla y Jy= Eply
que son las probabilidades de escoger un par idéntico dentro de cada poblacion (Hartd y

Clark,1989)
La distancia genética I se puede obtener como (Hedrick, 1983; Nei, 1987)
D - -in(l)

Las identidades y distancias penéticas se obtienen para pares de publaciones. La identidad
I toma valores desde 0 si las dos poblaciones no comparten alelos, hasta [ si ticnen
frecuencias alélicas idénticas. La distancia D tiene valores desde 0 si las frecuencias
alélicas de las poblaciones son idénticas hasta infinito si las poblaciones no comparten

alelos (Hedrick, 1983).

-Se hizo un arbol filogenético para conocer las relaciones entre las tres poblacionies

estudiadas. Este arbol es un fenograma que se construyo con datos de identidades



gencticas entre poblaciones, por el método de UPGMA (unweighted pair group method

with arithmetic mean, Sokal y Michener, 1958)



RESULTADOS,

En total se utilizaron 7 loci para ¢l estudio: ACPH-1, EST-1 (sistema Mitton; Apéndice),
CPX-1, LAP-], PGl-1 (sistema R, Apéndice), GOT-1 y GOT-2 (sistema Morfolina;
Apéndice). En las figuras 2a y 2b se presentan los patrones de bandeo (zimogramas) de los

7 loci.
Varincion genética,

De los siete loci ensayados, cinco fueron polimoddicos (EST-1, CPX-1, PGI-1, LAP-1y
ACPH-1) en la poblacion del Chichinautzin, cuatro en la poblacion det Pedregal (3871,
PGI-1, LAP-1 y ACPH-1); y scis en la poblacion de Omiltemi (EST-1, CPX-1, PGI-1,

LAP-1, ACPH-1 y GOT-2), (ver Tabla 4).

En la Tabla 3 se inuestra el nivel de variacion genética intrapoblacional, en donde
¢l mayor numero de alelos por locus se encontrd en la poblacion del Chichinautzin (A
2.4), asi como también la mayor heterocigosis promedio observada (H,  0.247) y niveles
dle variacian intermedios entre el Pedregal y Owiltemi en cuanto a indice de polimorfismo
al 95 % (P = 714). En la poblacion del Pedregal se encontrd el menor indice de
polimorfismo al 95 % (57.1) y el menor indice de heterocigosis obiservada (0.196) y
esperada (0.247). La poblacion de Oniltemi fue Ja que presenté el mayor indice de
polimurfismo (85.7) y la heterocigosis promedio esperada mis alta (0.355), pero su
heterocigosis observada tuvo un valor intermedio (0.220) a los registrados para el

Pedregal y fa poblacion del Chichinautzin. St embargo, no hubo diferencias significativas
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entre las heterocigosis observadas de las poblaciones, asi como tampoco entre la

heteracigosis observada y esperada de cada poblacion.

Frecuencias alélicas.

En la Tabla 4, se observa que ¢f nimero de alelos en los loci polimorficos para la
poblacion del Chichinautzin fue de tres en todos los loci En la poblacion del Pedregal
observamos el mismo patron a excepcion de EST-I que solo presentd dos alelos; y
finalmente en el caso de Omiltemi 1odos los loci polimorticos presentaron un total de dos

alelos menos la enzima PGI-1 que presentd un total de tres alelos

En general, se observa que hay varios alelos que presentaron fiecuencias
relativamente bajas, este es el caso del alelo 3 para la enzima PGI-1 en todas las
poblaciones, del alelo 3 para la enzima LAP-1, y del alelo 3 de la ACPII-1 en la poblacion
det Chichinautzin, En ef Chichinautzin los alefos que presentaron frecuencias relativamente
bajas son: el alelo tres de la EST-1, los alelos 2 y 3 de la CPX-1y el alelo tres de lus
enzimas ILAP-1 y ACPH-I (ver Tabla 4). La tnica enzima cuyas frecuencias alélicas son
iguales se presenta en fa LAP-1 de la poblacion de Omiltemi (ver Tabla 4). Es de interds
hacer notar que ¢l locus GOT-I fue monomorfica en las tres poblaciones estudiadas,
mientras que el focus GOT-2 fue monomdrfico en dos de las poblaciones y polimérfico en
la poblacién de Omiltemi, siendo el alelo 2 de GOT-2 exclusivo de esta poblacios y con

una frecuencia elevada.

Con ¢l fin de conocer la helerogeneidad de las frecuencias alélicas por locus y

conocer si las diferencias encontradas se deben realmente a diferencias entre las tres
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poblaciones o a diferencias entre solo dos de ellas se realizo una prueba de G (Sokal y
Rollf; 1981) (Tabla 4). Se encontrd que las enzimas EST-1, PGI-1, ACPH-I y GOT-2
son iguales entre el Pedregal y el Chichinautzin, y significativamente diferentes con
Omiltemi, (Tabla 4). En el caso de la enzima LAP-1 y CPX-1, todas las poblaciones son
diferentes entre si, mientras que para la enzima GOT-1 no hay diferencias entre las

poblaciones, ya que es monomorfica (Tabla 4).

Frecuencias genotipicas.

Al analizar con una chi-cuadrada las frecuencias genotipicas de cada locus, para cada
poblacidn, y evaluar la desviacion respecto a lo esperado en el equilibrio de Hardy-
Weinberg, se encontrd que todos los loci, excepto PGI-1, estan fuera del equilibrio de
Hardy-Weinberg en la poblacion de Omiltemi (Tabla 5) . En contraste, tados los loci estan
en equilibrio de Hardy-Weinberg en el Pedregal (excepto ACPH-1), y en el Chichinaulzin

(excepto EST-1) (ver Tabla §).

En todos los loci cuyas frecuencias estan fuera del equilibrio, se observo un exceso
de homocigotos, con excepeidn de ACPH-1 en Omiltemi, Gro., en ¢l cual se abservd un

exceso de heterocigotos (Tabla §5).

Estndisticos F de Wright y estimacion del flujo génico

En 1a Tabla 6 se puede ver que los valores eslimados de los coeticientes I (a través del
programa Biosys) resuitaron similares a los obtenidos con el algoritmo de Weir y

Cockerham. Los valores calculados con el métoda de Biosys de Fy que resultaron
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positivos y significativos son los de los loci EST-1, CPX-1 y GOT-2, lo mismo sucede con
los valores de la Fyy. Sin embargo, el dnico valor significativo de la Fy es el de GOT-2. Los
valores de F, van desde -0 032 hasta 0.450, con un promedio igual a 0.251. Las F,
presentaron un valor promedio igual a 0.340 y el intervalo estuvo entre 0.017 y 0.742.
Finalmente, las F,, presentaron una media de 0.119 y el intervalo de valores fue de 0.001 a

0.579 (Tabla 6).

Los resultados del analisis a través de los estadisticos propuestos par Weir y
Cockerham (1984) fueron todos significativos a excepcion del focus ACPH-1 en el raso
dela F, (i.c. Fy) del locus PGI-1 en el caso de theta (©; i.e, Fy) y del locus ACPH-1 en el
caso de la f (ie. Fy) (ver Tabla 0). Los valores de los errores estandar al 95 % se
emplearon para calcular los intervalos de confianza y asi evaluar si éstos eran o no

distintos de cero (Figura 4).

Las f estuvieron entre 0.0072 y 0.4517, con una media de 0.2590, las F se ubicaron entre
0.0599 y 0.4472, con un valor promedio de 0.3628 y las () presentaron valores desde -
0.0039 hasta 0.0687 con una media igual a 0.1397. Estos resultados indican que las

poblaciones estin diferenciadas y que existe endogamia.

El valor de Nm calculado (usando la correccion de Crow y Aoki) a partir de la Fy,
promedio estimada con el método de Weir es de 0.68, mientras que el valor de Nm
calculado a partir de la Fy promedio (estimada con el método de Wright) es de 0.82; el
valor de Nm caleulado a partir del método de los alelas (nicos es de 0.1175. Este iiltimo

valor resulta ser menar que los estimados a partir de la Fy promedio pero es del mismo
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orden de magnitud y menor que 1, lo cual indica que las poblaciones estan aisladas y estin
divergiendo por deriva génica. En la Tabla 7 se muestran lus valores de flujo génico entre
pares de poblaciones estimados a través de £1. Se observa que el flujo pénico es bajo entre

Omiltemi y las otras dos poblaciones estudiadas y alto entre el Chichinautzin y ef Pedrepal,
Distancias e identidades genéticas de Nei.

En concordancia con los resultados anteriores, la mayor identidad genética de Nei (ver
Tabla 8) sc encontrd entre las poblaciones del Chichinautzin y del Pedregal (0.997),
mientras que la menor se encontrd entre las poblaciones del Pedregal y Omiltemi (0.879),
la distancia entre la poblacion del Chichinautzin y Omiltemi es intermedia. ¥stos resultados
se ilustran de manera grifica en ¢l fenograma construido por el método de UPGMA
(Figura 5) en donde se agrupan en una rama las poblaciones del Chichinautzin v ¢l

Pedregal y en otra distinta esta situada la poblacion de Omiltemi.



Tabla 1. Sitios de colecta de B. cuneata,

LOCALIDAD  [ALTURA {PRECIPITACION | TEMPERATURA | TIPO DE
PLUVIAL PROMEDIO VEGETACION
Pedregal, D.F. {2240 700-950 mm 14-15°C Matorral
msnm xerofito
Chichinautzin, {2150 1286 mm 16 8°C Matorral abierto
Mor. msnm ) .
Omiltemi, Gro. [ 1900-2500 1250 mm 18°C Bosque de
msnm ENCIno

perturbado




Tabla 2. Enzimas probad

(ver Apéndice).

as en cada sistema de huffer

Enzimas

Sistema

ADH IDH G-6PD MDH

PGM SOD

CHELIAK H (Cheliak y Pitel

1984)

ACPH G-6PD PGM SDH

D DE MAIZ (Stuber et al.

1988)

GDH IDH MDH SDH S0

2-TRIS CITRATOS (Miles

etal. 1977)

DIA EST GOT

8- (Hanrick)

CPX* (m) LAP* (m) MNR

R (May 1992)

PGI* (d) RUB

ACPH* (d 0 m) EST* (d o} PP (Mitton)

m) ME MNR

GOT* (d) MC Morfolina (Wyatt 1989)

# Enzimas y sistemas utilizados para el andlisis en este trabajo.

(m) = Mondmers

(d) = Dimero




Tabla 3. Variacién genética en 7 loci para las 3 poblaciones estudiadas de Bursera cunets

(errores estandar entre paréntesis).

Poblacién # prom. de # prom. de alelos | % de loci heterocigosis heterocigosis
individuos por por locus polimorficos * observada esperada (H-W**)}
locus

Chichinautzin 359 24 714 247 267
4)) (.4) (069} (.081)

Pedregal 350 2.0 57.1 196 247
60) N £ ) N ) _1(.088) . £090

Omiltemi 284 20 857 220 355 1
(6) (.2) (.095) (070} |

Promedio totel 33.1 2.1 714 221 299 ]

* Un locus es considerado polimérfico si la frecuencia del alelo mas comin nc excede 93

** Estimador insesgado (ver Nei, 1978)



Tabla 4. Frecuenctas alélicas obhservadas para las tres poblaciones de

Bursera cuneata (ver texto)

- Chichinautzin. Pedregal. ! Omuliemi, G Significancia

LOCUS Mor Dk Gue.
EST-1 5191 P <0 001
(N) 36 35 30

1 0.597 0.080 0.867

2 0.378 . _lo0314 6433

3 0.028 0000 {0000 L
CPX-1 2604 P <0.00!
(N} 36 35 30

] 0.833 1.000 0 833

2 0.097 0.000 0.167 _ L

3 0.069 0.000 0.000
PGl 15.56 P <001
N) 36 38 29

1 0.222 0.243 0.086

2 0.681 0.67 0.845 N

3 0.097 0.080 0.069
LAD-1 100.5 P« 0.000]
(N) 35 35 29

| 0.229 0.229 0.500

2 0.757 0 686 0.560 _

3 0.014 0.086 0.000
ACPHI 17.24 P <0.0l
N) 36 35 29

] 0.222 0.086 0362

2 0.736 0814 0.638

3 0.042 0.100 0.000
GOT-1
N) 36 38 26

] 1.000 1.000 1.000
GOT-2 117.54 ] P <0.00]
Ny 36 35 20

] 1.000 1.000 0.327 )

0.000 0.000 0.673




Tabla S Indices de fijacidn (errores estandar entre paréntesis, obtenidos
con un método de remuestreo (Jacknife); Weir, 1990) para 6 loct en las
poblaciones estudiadas de Bursera cuneata.

LOCUS CHICHINAUTZIN _|PEDREGAL oMt
EST-1 0.502 *** 0072 0.729 *#
CPX-1 L T 1.000 ***
PGl-} 0.070 0349 * 0,132
LAP-1 o2 __foas Joroze ]
ACPI-| -0.024 0732%** 0,568 ***
GOT-2 e | e 0.388 **
PROMEDIO 01282 02345 03683 *
(0.0000097) (01162) oIy

Chi-cuadrada * P~ .05

(A )

s2¢ P 005

monomorfico




Tabla 6. Estadisticos F de Wright (errores estindar entre paréntesis,
obtenidos con un método de remuestreo (Jacknife); Weir, 1990) para las
poblaciones de Bursera cuneata .

BIOSYS WEIR Y COCKERHAM
| LOCUS Fu I, [N I f o
EST-1 lo456* Jo4s0* o000l 04472* [04517* |-0.0039
CPX-1  lo449* Jod414* J0059  |03424% [02957* [o0.0340°
PGI-1 0157 0134 0027 | 01809* [0.1778* [00074
LAP-1  [0330 028 |0.062 0.3295% | 0.2566* | 000687*
ACPH-1 o017 [-0032 0047 00599 00072 | 0.0527*
GOT-2 0.742% |0388* |0579°*
PROMEDIO [ 0.340* |0251 0119* |03628* [02590% [0.1397*
(0.044) [(0.033) (0 04)

Los asteriscos muestran la significancia caleulada con una prueba de Chi-
cuadrada para los valores obtenidas con Biosys y con un método de Jacknife
para los estadisticos calculados con el algoritmo de Weir y Cockerham.

*P <005



Tabla 7. Numero de migrantes por generacion entre pares de
poblaciones de B. cuneata calculados a partir de o promedio
(ver Tabla 6).

Poblacion | Pedregal | Chichinautzin | Omiltemi
Pedregal 24.10 0.85
Chichinautzin 1.02




Tabla §. ldentidades 1 (sobre la diagonal) y distancias D (bajo la
diagonal) genéticas insesgadas de Nei (Nei, 1978), para pares de
poblacianes de Bursera cuneata.

Poblaciones ] 2 i
1 Chichinautzin peen 0997 10888
2 Pedrepal 0.003 sere 0.879

3 Omiltemi 0.118 0.128 rEer




Figura 2. Distribucién de los
& Chichinaswzin
@  Omiltemi

Pedregal

sitios de colecta.
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Figura 3a. Esquema de los patrones de handeo que presentaron las enzimas
polimarficas,
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Figura 3b. Esquema delos patrones de bandeo qute presentd la enzima GOT (GO'T-
1 locus monomérfico, GOT-2 locus polimérfico).
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Figura 4. Estadisticos F de Wright en Bursera cuneata caleulados con el
programa de Weir, 1984, Los limites de confianza fueron obtenidos a través
de un método de remuestreo de “Bootstrap™.
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Figura 5. Fenograma de las poblaciones de 8. cuneata constmido con datos de
identidad genética en UPGMA (Unweighted Pair Group Method with

Arithinetic Mean, Felsestein, 1988).
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DISCUSION.

Se ha descrito en fa literatura que fas plamas, especialmente los drboles. smuestran un alta
variacion genética (Hamrick y Godt, 1990). Al comparar ki vatiacion gendtica de B.
cuneata con plantas con caracteristicas de historia de vida semejantes como arboles

tropicales dioicos se encontro que los valores son similares (Eguiarte, 1990)

Asimisino, se ha reportado que uno de los factores mis importantes on determinar
la estructura genética es ¢l sistema de aparcamiento, ya que aquellas especies que se
entrecruzan, presentan niveles de variacion mayores que las especies que se autofecundan,
lo cual seria ¢l caso de B. cuneata que es una especie dioica. El sistema de aparcamiento
pareciera estar jugando un papel determinante en los patrones de variacion genética
encontrados. Los valores de heterocigosis ablenidos para B. cuneata corroboran que hay
entrecruzamiento lo cual penmite, por un fado, el mantenimiento de cienta varigeion

genélica y. por el otro, evita kit expresion de alelos recesivos deleiéreos {Wright, 1978)
Frecuencias alélicas,

Comparando fas frecuencias alélicas entre las poblaciones estudiadas, se observa que la
mayor diferenciacion se debe a la poblacion de Omiltemi. Al 1eahizar Tas pruebas de G
pareadas entre las poblaciones de Chichinauzin y Pedregal Gnicitimente resultaran
significativamente distintas las frecucucias alélicas de tos locus CPX-1 y LAP-1, sin
embargo, si la prueba de s heterogeneidad se realizaba tomando e cuemta a las tres
poblaciones las diferencias resullaron significativas para todos los loci ensayados

exceptuando a GOT-1 que fue monomorfico en todas las poblaciones,



Estos resultados pueden deberse a que la poblacion de Omultemi al encontrarse
mas alejada geogrdficamente se ha diferenciado mas de las otras dos poblaciones

Inclusive hay alelos que esta poblacién presemia v que las otras pablaciones no los tienen.
Diferenciacion gendética,

Las distancias ¢ identidades genéticas de las poblaciones de B cuneata muestran que estan
mas cercanas entre si las poblaciones de Pedregal v Chichinautzin, fo cual concuerda con
la distancia geogréafica que las separa, asimismo, las ramas del arbol (LIPGMA) son muy
cortas. Laos valores encontrados para H. cunvata na estan muy alejados de los reportados
en la Literatura para distancias genéticas cntre poblaciones de la misma especie, sin
embargo este valor es mayor (0.083) que e reportado por Linhart et al. (1981) que
encontraron una distancia promedio de 0.015 entre poblaciones de Pinns punderasa;, y el

encontrado por Eguiarte (1990) de 0.024 en adultos de Astrocaryum mexicanun.

Para B. cuneata existe un patron de aislamiento por distancia, ya que las
poblaciones que presentan identidades gencticas mis altas son las poblaciones que sc
encuentran mas cercanas entre si en lo que a distancia geogrifica se refiece. Cuando en las
pobiacianes se presenta aistaniiento por distancia, el flujo génico disminuye al aumentar ia
distancia fisicy que separa a las poblaciones (Slatkin, 1993) En este caso es muy claro si
comparamos el fujo génico existente entre ef Pedregal v ¢l Chichinautzin (24.10), con el
existente entre cualquiera de estas dos poblaciones con la poblacion de Omiltemi. Al

aumentar ¢l flujo génico se incrementa la variabifidad genéica, esto se refleja en la



lieterocigosis, v disminuye (al menos en fas poblacioies pequenas) la probabilidad de

tijacion de alelos por deriva génica.
Flujo génico.

En Bursera cuneara Ta Nm caleulada a partir de la ) de Weir es de 068, 1a caleulada a
pantir de la ¥ promedio de Wright o5 de 082, y la caleolada con el métade de los alelos
exclusivos es de 0.1175; 1odos los vajores resultas ser menores gue uno, lo que indica que

las poblaciones estan aisladas y divergiendo por deriva génica (Hartl y Clark, 1989)

Los métodos indirectos para caleular el {lujo génico indican si ¢l {lujo génico es
mas luerte o mas débil que la detiva genica. Si no existe flujo génico, la deriva génica
conducird también a diferencias locales en las frecuencias alélicas (Slatkin, {985); en el
caso de la poublacion de Omiltemi, el flujo génico que existe con las otras dos poblaciones
estudiadas es muy pequeio por lo cual la fuerza que esta actuande y fijando las

frecuencias alélicas es seguramente la deriva génica

El flujo génico ¢s un componente muy importante de la estructura poblacional ya
que determina hasta que grado una poblacion local de una especie es una unidad evolutiva
independiente. Si hay mucho flujo génica las publaciones evolucionan conjuntamente y si
hay poco, cada poblacion evoluciona de manera independiente. Ahora, (cudnto ujo
génico se necesita para impedir la evolucion independiente en difereites poblaciones
locales?, depende de que otras fuerzas estén actuando. S$i Nm es mucho mayor que una, el

flujo génico sobrepasa fos efectos de la deriva y evita ln diferenciacion local, y si es mucho



menor que 1 la deriva génica aetaa de manera independiente en cada poblacion (Slatkin,

1994)

Antes de concluir giue Nm indica los valores de flujo genica actuales hay que
considerar posibles fuentes de sesgo que pueden estar subestimando el valor de los
estimados calculados (Slatkin, 1983). En el caso particular del metodo de los alelos
exclusivos, es importante incrementar ¢l numero de loci muestreados para tener una buena
estimacion de Nm. ya que ésto incrementa el nintero de alelos usados para estimar p (1)
Oua fuerza potencial de sesgo ¢s la seleccion natural que favorece alelos que confieren
adaptaciones a poblaciones locales, 1o cual ocasiona un alto mmero de alelos privados con

una alta frecuencia v como consecuencia uh alto sespo en la estimacion de N

Indice de fijacion F y frecuencias fenotipicas,

En cuanto a los indices de fijacion F, sc enconud que, en términos generales las
poblaciones del Pedregal y del Chichinautzin estan en equilibrio de Hardy-Weinbery, con
excepeion del locus EST-1 en fa poblacion del Chichinautzin y det focus ACPH-1 en ef
Pedregal, en donde son positivos y significativos (diferentes de cero); lo que sugeriria que
hay mas individuos homocigos de los que se esperan si hubiera aparcamientos al azar; esto
podiia indicar que hay algin efecto de endogamia en la poblacion. En el caso de la
poblacién de Omilteni, ef unico locus que se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg
es PGi-1, todos los demas loci resultaron ser positivos y significativos, con la excepeion
del indice de fijacion del locus ACPH-1 que resulto negativo y significativo fo cual indica

un exceso de individuos heterocigos. Los indices de fijacion negativos pueden generarse
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por aparcamientos preferenciales negativos (assortanve mating, Hedrick. 19831 o por fa

existencia de seleccion a favor de los individuos mas heterdcigos

Un exceso en ¢ mimero de homacigos puede deberse a una gran variedad de
causas: efecto Wahlund, aparcamiento preferencial positivo (entre genotipoas similares),
seleccion  de  homacigos, estructura familiar con vecinos  restringidos  causando

aparcamientos entre individuos relacionados (E]-Kassaby et al 1987)

Los indices de fijacion reportados en la literatura para arboles tropicales son
valares bajos o negativas sugiriendo que ay poca endogantia (Sytsma y Schaal, 1985,
O’'Malley y Bawa, 1987; O’Malley ct al, 1988). Sin embargo, en este estudio, tanto las F
como los indices de fijacion encomtrados sugieren que hay un nivel de endogamia
importante, hecho qne resulta natable pues al ser B cweata una especie dioica la
endogamia es el resultado de la cruza entre parientes. La F resulta ser mayor que la que se
obtiene en una cruza entre hermanos enteros o entre un progenitor y un hijo (F =0.25t y f

£ 0.259).
Estadisticos I de Wright,

Los valores de F son mayores a la media encontrada (007) en arbustos, arboles y
coniferas (Eguiarte, 1990). I hecho de que la F sea distinta de cero nos sugiere que una
fraccion de la variacion esta repartida entre las poblaciones, por lo tanto hay una

estructura genélica en Jas poblaciones que se genera por migracién o por fhijo génico. En



este caso en particular. {a diferenciacion se debe a la presencia-ausencia de algunos alelos

en Jas poblaciones v a las diferencias en Tas fiecnencias alclicas

La F promedia de las tres poblaciones fue significativa (0 119) Esto sugiere que
existe diferenciacion genéiica entre las poblaciones y que el flujo génico existente entie las
poblaciones no es alta. El valor obtenido de F para ol locus GOT-2 ¢s particularmente alto
y significativo (0.579); esto se explica al comparar las frecuencias alélicas (Tabla 4), va
que en la poblacion de Omiltem existe un alelo con una frecuencia relativamente alta que
ademas no se encuentra en ningnna de las otras dos poblaciones estudiadas (donde GOT-2

resulta ser monomortico).

Los valores de I encontrados se deben a la diferenciacian interpoblacional (Fst) v
a la endogamia. En la Tabla 6, al comparar a las tres poblaciones juntas hay tres loci que
tienen indices F positivos y significativos, v el promedio también es significative. Los
valores positivos y significativos de F indicarian que hay un exceso de homocigos en la

poblacian total que pueden ser debidos a la deriva génica y/o endogamia.

Genética de Ia conservacion de especies tropicales.

Desde ¢l punto de vista gendtico y evalutivo, los altos niveles de variacion genética que
presentan muchas plantas, incluyendo a la mayoria de los arboles tropicales, representan
un problema para su conservacion (Eguiante, 1990). Para preservar la variacion genética
de una especie (polimorfismo/heterocigosis), se van a requerir conservar o colectar
mayores nimeros de individuos, especialmente si se quicre tener representados a los alelos

poco comunes (Frankel y Soulé, 1981) y varias poblaciones. Es importante también que
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este caso en particular, la diferenciacion se debe a la presencia-ausencia de algunos alelos

en las poblaciones v a fas diferencias en las frecuencias alélicas

l.a F promedio de las tres poblaciones fue significativa (0.119). Esto sugiere que
existe diferenciacion gendética entre las poblaciones y que el flujo génico existente entre las
poblaciones no es alto. El valor obtenido de F para vl locus GOT-2 s particularmente alto
y significativo (0.579); esto se explica al comparas las {recuencias alélicas (Tabla ), ya
que en la poblacian de Omilienti existe up alelo con una frecuencia relativamente alta que
ademids no se encuentra en ningtina de las otras dus poblaciones estudiadas (donde GOT-2

resulta ser monomorico).

Los valores de F encontrados se deben a ls diferenciacion interpublacionat (Fst) v
ala endogamia. En fa Tabla 6, al comparar a las tres poblaciones juntas hay tres loci que
tienen indices F positivos y significativos, v et promedio también s significativo. Los
valores positives y significativos de F indicarian que hay un exceso de homocigos en la

poblacion total que pueden ser debidos a fa deriva genica y/o endogamia.

Genética de la conservacion de especies tropicales.

Desde ¢l punto de vista genético y evalutivo, los altos niveles de variacion genéiica que
presentan muchas plantas, incluyendo a la mayoria de los drboles tropicales, representan
un problena para su conservacion (Eguiarte, 1990). Para preservar la variacion genética
de una especie (polimorfismorlieterocigosis), se van a requerir coaservar o colectar
mayores numeros de individuos, especialmente si se quicre tener representados a los alelos

poco comunes (Frankel y Soulé, 1981) y varias poblaciones. Es importante también que



las reservas ecoldgicas sean grandes para wantener la o alta vanacion  genetica
intrapoblacional y para evitar fa endogamia y la deriva génica (Eguiarte et al. 1992)

Las estrategias de conservacion ex sinv . basadas en fa recoleccion de semillas v
germoplasma, asi como la preservacion de bancos génicos, jardines botanicos, etc.,
resultan poco convenientes para la conservacion de la diversidad genética de las especies
de arboles tropicales, dado el alto numero de semillas y padres que se necesita colectar
para preservar al menos parte de la variacion genética presente en la poblacion (Brown y
Clegg, 1983). El problema cs mayor por el alto nimero de especies distintas, y los
problemas que implica preservar, mantencr la viabilidad y germinar las semillas de los
arboles tropicales (Vézquez-Yanes y Toledo, 1990). Solamente las estrategias de
conservacion in sitn parecen tener un valor real para la conservacion de fos arboles
tropicales (Eguiarte et al., 1992).
Aspectos técnicos,
Finalmente, un problema importante para of estudio de la genética de arboles en general, y
de arboles tropicales en particular, es el referente a la colecta y mantenimiento de tejido
adecuado para realizar la electroforesis (Loveless y Hamrick, 1987). Ademis de éste
problema, los arboles tropicales se caracterizan por presentar compuestos secundarios que
dificultan el corrimienta y la tincion de fas enzimas (Gan et al., 1977, Loveless y hamrick,
1987, Garay, 1991).

La interaccion de los compuestos secundarios con las proteinas constituye uno de

los principales obstaculos para la extraccion de las enzimas de tejidos vegetales. Para
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poder fevar a cabo fa extraccion evitando el dafio enzimatico es necesaria utitizar un
homogenizador quimico (Garay, 1991)

Los resultados obtenidos de una electroforesis pueden depender det bufler que se
utilice para extraer las proteinas, ya que éste puede afectar la medicion de fas tres variables
mas importantes en estudios de genética de poblaciones con base en la electroforesis de
enzimas: ¢ ndmero de loci detectables, el numera de éstos que aparecen como
polimorficos y el nimero de alelos por loci (Gottlieb, 1982, Kephart, 1990). La
experimentacion previa con diferentes butfer de extraccion af iniciar un estudio de penética
de poblaciones puede desenmascarar pusibles problemas y sesgos en la estimacion de la
variacion genética.

Al ser Bursera cumeata un drbol resinoso que presenta diferentes compuestos
secundarios (terpenos), se tuvieron que experimentar distintos builer de extraccion hasta
tograr una resolucion clara de la lectura de las enzimas. Ya que en la literawura hay muy
pocos trabajos que reportan haber realizado electrotoresis con Burseraceae en general, en
particular la presente tesis es up trabajo pionero en el momado de los sistemas de tincion
de las enzimas; sin embargo, es necesario seguir en un futuro experimentando en este
campo ya que de las I8 enzimas que se probaron durante el trabajo experimentat
Gnicamente en seis se logro una lectura consistente

Se ha reporfado que el estadio del ciclo de vida y ¢ grado de desarrolio foliar
afectan Ja expresion enzimatica, por elfo es recomendable estandarizar el material foliar
que se culecta. En un trabajo realizado con Cecropia obwsifolia (Garay, 1991), las

plantulas y los organismos juveniles presentiron mayores problemas de extraccion



enzimatica debido a que tienen una mayar concentracion o variedad de fenoles de la que
tienen los organismos adultos. En este trabajo ¢l material foliar utilizado fue escogido sin
ningun criterio en particular, pues af ser esta especie caducifolia la longevidad de las hojas

es similar
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CONCLUSIONES.
Los niveles de variacion genetica encontrados en las poblaciones de Bursera cuncata son
similares a los reportados para arboles tropicales divicos  Bursera cuncala tiene una
heterocigosis esperada que ¢sta dentro del rango de fas plantas que se entreciuzan y que
son dispersadas por animales. siendo Omiliemi fa poblacion que presenta la mayor
variabilidad genética,

Los valores de los indices de fijacion sugieren que, en 1énminos generales, las
poblaciones del Pedregal y ¢ Chichinautzin estan en equilibrio de Hardy-Weinberg, sin
embargo es notable la ausencia de un alelo en estas dos poblaciones que se encuentra
presente en la poblacion de Omiltemi.

Los valores de Fis sugieren que existe endogamia lo cval, ab ser Bursera cuncia ana
especie didica, deviera ser ¢l resultado de la cruza entre parientes.

Tados los métodos indirectos para calaudar ol flujo genico utilizados en este
estudio produjeron estimaciones menores que 1. del ndmero de migrantes por generacion,
lo que indica que las poblaciones estin aisladas y divergiendo por deriva génica.

La F es distinta de cero e indica que una fraccion de la variacion genélica estd
repartida entre las poblaciones. Las tres poblaciones estudiadas cstan estructuradas, es
decir son diferentes entre ellas

Para Burseru cuneata existe un patron de diferenciacion genética con distancia
geogrifica.

La diferenciacion genética entre las poblaciones es el resultado de (1) Cambios en

las frecuencias de los genes (alelos), v (2) Pérdida de alelos (GOT-2,2). Este proceso
g b ) p



10

pudo haberse generado a partir de la colonizacion de habitat nuevos por B. cuneata. La
evidencia geologica indica que Chichinautzin y Pedregal son sitios mucho mds jovenes que

Omiltemi.
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I APENDICE
Buffer de extraccién para Abies

El buffer de extraccion se prepara mezclando tres partes del buffer YO con una parte del
buffer Veg 1.

YO (Yenet al., 1980) (para preparar 100 ml)
Ioml  solucian Tris-acido citrico pH 7.0
005y NADP

005g NAD

0.018 g acido ascorbico

0.034 g EDTA

0.10g¢ albimina bovina

0.33ml 2-mercaptoethanol

Llevarlo a 100 ml con agua destilada

Veg 1 (Cheliak y Pitel,1984)

031l,g acido bérico

2ml Tergitol 15-S-9

2g PEG 8000

7g  DPVP40

ig PVP 360

0.88g acido ascorbico

002y NAD

0.1g  alblunima bovina

0.005 g piridoxal S-fosfato

027g sacarosa

0.19g cisteina-HCL

0.66 ml  2-mercaptoethanol

Llevarlo a 100 ml con agua destilada y ajustar ¢l pH a 7.1 con NaOH



Preparacion de Ia solucion Tris-acido citrico pil 7.0
1.57g Trizina base
0.83 g acido citrico

Llevarlo a 100 mi con agua destilada
Recetas utilizadas para preparar los sitemas del huffer:

(Calculadas para preparar un litro)

Sistema Morfolina (MC) (Wyatt 1989).

Buffer de charola:

0.04 M Acido citrico monohidratado 8.4 ¢

Lievar a un litro con agua destilada

Ajustar el pH a 6.1 con N-(3-aminopropil) morfolina.
Buffer del gel

1 parte del buffer de charola

19 partes de agua destilada

Ajustarel pH a 6.1

BufYer de la charola;

0.031 M Hidroxido de Sodio (NaOI)  1.25g
0.295 M Acido bérico 1825y
Llevar a un litro con agua destilada

Ajustar el pH a 7.5 con NaOH o con Acido barica

Buffer del gel

0.015 M Trizma Base 18

0.295 M Ac. Citrico (monoh.) 0.7¢ P g ¢ HING

. '. oy S EI J A

evar a un litro con agua destilada Y LAl
VYT L% "»&5 m‘m

Ajustar el pH a 7.6 con NaOH o con Ac. citrico



Sistemna R (May 1992)

Buffer de la charola

Hidroxido de litio 251
Aciilo borico 18.54g
Llevar a un litro can agua destilada

Ajustar elpH a 8.1

Bufter del gel
Trizma Base 303
Acido citrico 96 ¢

Agregar 10 ml del buffer de la charola
Llevar a up litro con agua destilada

Ajustar el pH a 8.5

S0

Otras enzias fueron ensayadas para cl analisis electroforético. pero no se utilizaron ya

que algunas presentaban poca v ninguna actividad y otras 1o eran consistentes en su

lectura:

ADH Alcohol deshidrogenasa E.C.1.1.1.1
DIA Diaforasa E:C:1.6.99

G-6PD Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa E:C:1.1.1.49
GDH Glutamato deshidrogenasa 1:C:1.4.1.3
IDH Isocitrato deshidrogenasa E.C.1.1.1.41
MDH Malato deshidrogenasa I15.C.1.1.1.37
ME Enzima malica E.C.1.1.1.40

MNR Menadion reductasa £.C.1.6.99.2
PGM Fosfoglucosa-mutasa E.C.54.2.2
RUB Rubisco E.C.4.1.1.39

SDH Shikimato deshidrogenasa E.C.1.1 1.25
SOD Superdxido dismutasa £.C.1.15.1.1



M|

Indicador en ¢l carrimiento de los peles.

El colorante utilizado en el corrimiento de los geles fue un preparado de amido black con
agua destilada, metanol y acido acético en la proporcion 5:5:1.

Recetas de tincidn de lus isoenzimas montadas,

ACPH Fosfalasa acida E. C. 3. 2. 3. 2 (Hakim-Elali, 1976)
Bufter 1M de Na Ac pl{ 5.0 Sml

Agua destilada 50 ml
a-Naphthyt acid phosphate (monasodium) 100 mg

Fast Garmet GBC salt 125 gr.

Incubar en fa obscundad a 1emperatura ambiente.

CPX Peroxidasa catddica E. C. 1. 1H | 7 (Hakim-Elahi, 1976)

Dimetilformamida Tml
Agua destilada 90 mit
Peroxido de Hidrogeno al 3 % 1 mi
Cloruro de Calcio al | % 2ml

I M Acetato de Sodio plt 5.0 5ml
3-amino-9-ethylcarbazole 100 mg,

Incubar en la obscuridad 4 temparatura ambiente.
Bufiter 1M de Acetato de Sodio pH 5.0

Acetato de Sodio trihidratado  136.1

Agua destilada 1000 ml

Ajustar el pH con Acido Acético.



§2?

EST Esterasa E. C. 3, 1 1 .- (Hakim-Efahi, 1976)

Fast Blue RR Sal 50 mp
a-Naphthyl acetato 25 mg

Disolver muy bien en 2 ml de acetona y afiadir:
Bufter de fosfatos 1 M pH 6 5l
Agua destilada 45 ml

Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente

GOT Glutamato oxaloacetato transanyinasa 1. C. 2 6. 1. 1 (Wyatt, 1989)

Tris-HCl 0.2 M pH 7.0 50 ml
Substrato GOT pH 7.0 Smi
Pyridoxal 5 fosfito 0.04g
Fast Blue BB Sal 0.150g
Incubar en la obscuridad a 37 grados centigrados.
Substrato GOT

Acido L-aspartico aq
Acido a-Ketoglutarico 2
Agua destilada 100 ml

Ajustar el pH con NaOH

LAP Leucil aminopeptidasa E. C. 3. 4. 11. 1 (Werth, 1985)

Bufter Tris-maleato 0.2 M pH 5.2 50ml

L-hucina-b-natilamida-HCl al 2.5% 1ml

Incubar en la obscuridad a 37 grados centigrados durante 30 minutos y posteriormente
afiadir 100 mg de Fast Black K Sal disueltos en S ml de agua destilada.Dejar incubando

hasta que aparezcan las bandas.



PGI Fosfoglucosa isomerasa E. C. 5. 3. 1 9 (Moditicada de Conkle ct al. 1982)

0.05M Tris-HCIPH 8 0 50ml

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (10 u/ml) 3 mi

1 M MgCl2 1 ml
b-nicotidamine adenine dinucleotide

phosphiate (TPN) al 1% | mi
(3-(4,5-dimethylthiazol-1,2-y1)-2,5
diphenyltetrazolium) (MTT) al 1% 1 ml
phenazine methosulfato (PMS) al 1% 0Sml
D-fructosa-6-fosfato,sal disodica 25mg

Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente.
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