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RESUMEN. 

En este trabajo se estudió la varición y estructura genética para poblaciones de Bursem 

cuneta, utilizando electroforesis de enzimas en geles de almidón. 

El análisis de la estructura genética se realizó con datos de siete loci. Los resultados 

obtenidos indican que las tres poblaciones estudiadas están estructuradas. Los valores de 

Fi, sugieren que existe' endogamia. La difrenciacion genética entre las poblaciones es el 

resultado de cambios en las fercuencias de los genes y pérdida de alelos. Este proceso 

pudo haberse generado a partir de la colonización de habitats nuevos por Bursem 

cuneara. 

Para Bursera cuneara existe un patrón de diferenciación genética con distancia geográfica. 
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INTRODUCCION. 

La variación genética de las poblaciones naturales ha sido ampliamente estudiada desde los 

años sesenta (Lewontin, 1974; liedrick, 1983) y se ha descubierto que muchas especies 

tienen niveles relativamente altos de variación. Existen ya generalizaciones respecto a la 

cantidad de variación genética en las poblaciones naturales, por ejemplo, se ha encontrado 

que las poblaciones de especies arbóreas presentan niveles más altos de variación genética 

que las especies herbáceas. También, las plantas que se entrecruzan presentan niveles 

intrapoblacionales de variación génica mucho más altos que las plantas que se 

autofertilizan, y las especies con sistemas mixtos de apareamiento presentan niveles 

intermedios de variación. Finalmente, aquellas especies cosmopolitas o con distribuciones 

tropicales son mucho más variables que las especies en hábitats especializados o con 

distribuciones templadas. (Hamrick, Linhart y Mition, 1979; Loveless y Hamrick, 1984). 

Encontrar las causas de estos patrones de variación genética es un objetivo fundamental de 

la genética de poblaciones. 

Genética de Poblaciones. 

Dentro de este objetivo general, la genética de poblaciones tiene dos objetivos 

particulares a) describir los niveles de variación genética dentro y entre poblaciones 

usando para esto tanto las frecuencias alélicas como las genotípicas y b) tratar de hacer 

inferencias acerca de las fuerzas que afectan esta variación, tales como la selección 

natural, deriva génica, mutación, migración y sistemas de aparcamiento (1-ledrick. 1983; 

Eguiarte, 1986) . 



1. 

La genética de poblaciones es una disciplina que trata de explicar, en términos 

cuantitativos y predictivos, el proceso de adaptación biológica, asi como la base genética 

de esta adaptación. Los genetistas de poblaciones han definido evolución como el cambio 

en las frecuencias alélicas, En este contexto, cualquier fuerza o fenómeno que haga que 

cambien estas frecuencias alélicas genera evolución (Eguiarte, 1986). Este cambio 

sucesivo en las frecuencias alélicas puede provocar un incremento en la adaptación de los 

organismos al medio ambiente en donde se encuentran (Han, y Ciad., 1989). 

Genética de poblaciones de plantas tropicales. 

Muchos autores opinan que la preservación de los recursos genéticos es la clave de la 

conservación, ya que la pérdida de la diversidad genética dentro de las especies incrementa 

la posibilidad de extinción (Ehrlich, 1988). Las estimaciones que se han hecho sobre la 

diversidad genética en las plantas tropicales son escasas, y los estudios comparativos sobre 

la pérdida de esta diversidad antes y después de una perturbación son aún más escasos 

(Oyama, 1993). 

Los estudios comparativos sobre la distribución geográfica de las plantas muestran 

que las especies con una distribución geográfica restringida por lo general presentan bajos 

niveles de diversidad genética (Karron, 1987). Sin embargo, no es posible saber si la 

especificidad en el hábitat es una causa o una consecuencia de los bajos niveles de 

variación genética, Muchos autores opinan que los factores históricos pueden explicar de 

mejor manera los niveles de variación de especies vegetales con diferentes tipos de 

distribución geográfica (11amrick et al, 1979). Por ejemplo. la distribución geográfica 
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restringida observada en algunas especies puede ser el resultado de una reducción en su 

tamaño poblaciowd o de un origen y dispersión reciente (formando muchas poblaciones 

pequeñas). 

Se han hecho estimaciones de la diversidad genética en diferentes poblaciones de 

plantas utilizando análisis de isoenzimas (Hannick y Godt, 1990). La técnica de 

electroforesis en geles es actualmente un muy buen método para detectar la variación 

genética y de esta manera poder utilizar, explorar y conservar los recursos genéticos 

disponibles; de la misma manera, para la realización de estudios de diferenciación, 

especiación y análisis de reconstrucción filogenética (Hamrick et al., 1991). 

Uno de los primeros reportes de variación aloenzimática en plantas tropicales fue 

el realizado para distintas especies de iycopersicón en América del Sur (Rick et al., 

1976). En este estudio se reportan valores de polimorfismo a nivel de individuo, población 

y especie, asimismo se describen las relaciones existentes entre los sistemas de 

apareamiento y la variación genética. Para árboles tropicales uno de los primeros estudios 

fue el de Gan et al. (1977) quienes encontraron que las poblaciones de Shorea leproyula y 

Xerospermum i►ncrnediunr presentan altos niveles de polimorfismo genético en la 

península de Malasia. 

Sin embargo, los estudios más amplios en plantas tropicales han sido los realizados 

por Hamrick y sus colegas en 29 diferentes especies de árboles de la Isla de Barro 

Colorado, Panamá (Hamrick y Loveless, 1986, 1989). En este trabajo encontraron que los 

niveles de heterocigosis son comparables a aquellos reportados para otras dicotiledóneas, 
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aún cuando la variación genética dentro de las poblaciones es más alta que la que 

normalmente presentan otras leñosas (particularmente coníferas). Un aspecto importante 

es que los índices de diferenciación genética entre las poblaciones son bajos debido a un 

alto flujo génico (Hantrick y Loveless, 1989). 

En un estudio reciente realizado con el árbol ('ordia alliotkra (arase et al., 1995) 

se encontró que el 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 resultó ser menor al reportado para las especies 

tropicales de amplia distribución. 

Resultados similares han sido reportados antes para otras plantas tropicales. En 

trabajos realizados en la selva alta perennifolia de los Tuxtlas, Veracruz, México con la 

palma Asirocarytun mexicanum (Eguiarte et al., 1992) y el árbol del dosel medio 

Psychoiria faxlucens (Pérez-Nasser et al., 1993), los autores encontraron altos niveles de 

heterocigosis y poca diferenciación genética entre las poblaciones. En el caso del árbol 

pionero Ocropia obonifolia (Alvarez-Buylla et al., 1994) los autores reportan 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 árboles tropicales, Tanto en Astroanyum 

mexicanum como en Cecropia obtusifilia existe evidencia de selección actuando en las 

primeras etapas del ciclo de vida. 

Finalmente, los patrones que presentan los árboles tropicales como son los altos 

niveles de variación genética y los pequeños niveles de diferenciación geográfica, pueden 



deberse a que existe mucho movimiento de polen y semillas (flujo génico) entre las 

poblaciones. Otra causa que poda estar generando este patrón es que las poblaciones se 

hayan fundado recientemente y la deriva génica y/o selección natural han tenido poco o 

ningún efecto en ellas (Slatkin, 1987) 

Implicaciones para la conservacion de árboles tropicales. 

En el diseño de estrategias de conservación de la diversidad genética de las especies son 

importantes tanto los datos demográficos como los datos genéticos (Eguiarte y Piñero, 

1990). Debido a que es dificil conservar todo, es necesario jerarquizar y establecer 

prioridades. 

Las especies con distribuciones geográficas restringidas, bajas densidades y que 

crecen en hábitats muy específicos y aislados, son más propensas a experimentar los 

efectos de la deriva génica y a presentar altos niveles de divergencia poblacional, en 

comparación con aquellas especies con poblaciones grandes, ampliamente distribuidas y 

que se encuentran menos aisladas (Godt y Hamrick, 1993). No obstante, este patrón de 

estructura genética puede rnodificarse dependiendo de los niveles de flujo génico que 

ocurran dentro y entre las poblaciones, y del sistema de cruzamiento predominante de la 

población. Las especies que estén dentro de la primera categoria son las que 

potencialmente están en peligro de desaparecer y en consecuencia son las más urgentes a 

estudiar y conservar. 

La erosión de la variación genética dentro de las especies por fragmentación o 

alteración del hábitat tiene consecuencias importantes en la poza génica de la población. Sí 



los resultados de los estudios de la variacion genética en las plantas tropicales son una 

regla general para todas las especies pertenecientes a esta categona, muchos genotipos 

con distribución específica pueden desaparecer al haber fragmentación, disminuyendo la 

riqueza de la poza génica de la población (Oyama. 1993) 

Los estudios genéticos que se han hecho con marcadores isoenzimaricos han sido 

de mucha ayuda para poder dilucidar los sistemas de apareamiento de poblaciones 

arbóreas para las cuales es dificil observar a los polinizadores El conocimiento de estos 

sistemas de apareamiento provee la información básica para determinar los grupos de 

apareamiento existentes en los bosques y selvas y, de esta manera, hacer planes 

congruentes para la conservación de los árboles tropicales (Oyama, 1993) 

En los últimos años los intentos que se han hecho para caracterizar la variación 

genética en las poblaciones naturales son a una escala local, o en poblaciones que se 

encuentran muy cercanas entre sí Marwick y Loveless, 1986, 1989; liamrick y Godt, 

1990). El hecho de ampliar el rango de la escala geográfica permite de alguna manera 

analizar la relación existente entre los caractéres genéticos observados y los parámetros 

ambientales (Chase et al 1995). 

Las especies tropicales de selvas secas han sido menos estudiadas que las de los 

trópicos húmedos y hasta la fecha son pocos los estudios realizados que se enfocan a 

evaluar cómo es el conocimiento de la variación encontrada en las poblaciones naturales 

puede ser utilizado para la conservación (Oyama, 1993). Sin embargo, este tipo de 

estudios pueden dar información muy precisa sobre cómo está organizada espacial y 



temporalmente la variación genética, la cual está relacionada con la ecología de las 

plantas. Esto permite diseñar metodologías más adecuadas para colectar germoplasma en 

donde exista la mayor variación genética posible y de esta manera tener un mejor manejo y 

conservación de las áreas naturales (Brown, 1978; Frankel y Soulé, 1981). 

Estimadores de la variación genética. 

Con la técnica de electroforesis se pueden obtener los datos básicos para estimar la 

variación genética. Estos estimadores cuantifican el porcentaje de loci polimorlicos por 

población (P), el número efectivo de alelos por locus (Na), y la proporción promedio de 

individuos beterócigos por locus (H) (Crow y Kimura 1970; liedrick 1983; Iliunrick y 

Loveless 1986; Nei 1987 ). El polimorfismo se refiere a la existencia de diferentes formas 

genéticas de un gene en una misma población, y toma valores entre cero y uno. Si es cero 

no existe variación genética. Entre más alto, mayor es la variación, hasta llegar a uno 

donde todos los genes analizados son polimórficos; es decir, todos los genes tienen dos o 

más formas alternativas. La heterocigosis se refiere a la proporción de genotipos diploides 

compuesto por dos alelas distintos (Iledrick 1983). Este índice se obtiene a partir del 

promedio de la heterocigósis esperada en el equilibrio de Hardy-Weinberg para todos los 

genes estudiados en la población. Toma valores que van de cero, cuando no se registra 

variación en ninguno de los genes estudiados, a uno, cuando todos los loci son 

polimódicos, tienen un número infinito de alelos (o muy grande) y las frecuencias de los 

alelos son iguales. El número de alelas es el promedio aritmético de alelos por locus, y el 

número efectivo de alelas es el inverso de la homocigosis teórica. Este último índice toma 
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en cuenta la abundancia de cada alelo, los muy raros tienen poco peso y los COMIMCS 

mucho (liedrick, 1983) 

Sistema de estudio. 

El género Bursera posee características especiales que lo hacen único para estudios de 

evolución tanto a nivel de genética (le poblaciones, como en el análisis de evolución 

fenotipica de caracteres (le importancia ecológica. Dentro del género hay cerca de cien 

especies endémicas de México, lo cual indica que muchos de los eventos de especiación 

han ocurrido aquí. En éste estudio se trabajó con illirSera cuneara (Figura 1). 

La presencia de un gran número de taxa congenéricos en distintos grupos sugiere 

que las tasas de especiación son mucho más altas en los lugares tropicales que en cualquier 

otro sitio (13awa, 1992). Como parte de un proyecto que intenta analizar el proceso de 

especiación y los patrones que genera, se decidió iniciar los estudios con el análisis de la 

estructura genética de una especie de distribución amplia En este sentido el presente 

trabajo pretende establecer los sistemas de electroforesis y loci más adecuados para 

hacerlos extensivos a otras especies o a complejos de especies dentro del género. 
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OBJETIVOS. 

I . Establecer los sistemas clectroforéticos adecuados para el análisis de genética de 

poblaciones de la especie liursera cuneara. 

2. Estimar los niveles de variación genética a través de la heterocigocis esperada y la 

proporción de loci polimórficos, así como el número promedio de aletos por loci en tres 

poblaciones de numera cuneara en México , usando marcadores enzimaticos. 

3. Describir la estnictura genética de tres poblaciones de Bursera cuneara por medio de 

los estadisticos F de Wright y discutir sus implicaciones evolutivas y para la conservación. 
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LA ESPECIE DE ESTUDIO: Burrera caricato (Schlecht.) Engl. Burseraceae. 

Arbol (o 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 diámetro, con corteza gris o gris rojiza, 

no exfoliarte lo cual hace que la especie pertenezca al grupo de los copales", sección 

Hui/odia (Rzedowski y Guevara-Féfiy, 1992). 

Presenta ramillas lignificadas de color rojizo, glabras, hojas con (3) 5 a 9 (13) 

foliolos, pecíolo de I a 3 cm de largo, tomentoso-pubérulo, el raquis angosta a 

:malamente alado, foliolos sésiles o con peciólulos hasta de 3 mm de largo, oblongos a 

lanceolados, elípticos u ovalados, el terminal a veces oblanceolado, de (1) 2 a 6.5 cm de 

largo y (0.59) 0.7 a 2.3 cm de ancho, los del par inferior a menudo mucho más pequeños 

que los demás, por lo general agudos en el ápice, obtusos a cuneados en la base, margen 

toscamente aserrado, los dientes (6) 10 a 30 de cada lado, desiguales, algunos escotados 

en el ápice, con (6) 10 a 18 pares de nervaduras laterales distalmente bifurcadas o a veces 

más profusamente ramificadas, impresas en el haz, prominentes en el envés, de textura 

coriácea, conspicuamente reticulado-venosos, sobre todo en el haz que tiene un aspecto 

rugoso. El haz es verde, cortamente hirsuto, los pelos originándose de una base 

ampuliforme y el envés es densamente blanquecino-grisáceo-tomentoso . 

Las inflorescencias tienen forma de paniculas abiertas y se originan en los ápices de 

ramas cortas o lateralmente en ramas largas 

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

conjuntos de hojas tiernas, se señala como carácter diferencial de la sección Bullockia. en 
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contraste con la sección limera Los catáfilos van de oblongos a triangulares y miden de 

3 a 15 mm de largo, son torrentosos en ambas caras y deciduos Están dispuestos a 

manera de rosetas en los brotes tiernos localizados sobre los extremos de las ramas, 

alrededor de los conjuntos de hojas normales. 

Las llores masculinas son numerosas y se encuentran en paniculas que miden hasta 

8 cm de largo y 4 cm de ancho, hirsuto-tomentosas, presentan pedicelos hasta de 4 m'u de 

largo, bracteolas subuladas, de aproximadamente 2 mm de largo; llores tetrámeras, 

lóbulos del cáliz linear-triangulares, de 2 a 4 mm de largo, hirsuto-pubendos, pétalos 

blanquecinos, oblongos, de 2.5 a 4 mm de largo, hirsuto-pubendos por fuera, más o 

menos cuculados; estambres todos aproximadamente al mismo nivel o bien 4 más largos 

alternando con cuatro más cortos, filamentos de 1.2 a 1.8 min de largo, anteras ovado-

oblongas, de 0.6 a 0.8 mm de largo, las inflorescencias femeninas similares a las 

masculinas, pero sólo de t a 2 cm de largo, sus llores también similares, anteras de los 

estaminodios de 0.5 mm de largo, ovario bilocular, glabro; infrutescencias sobre 

pedúnculos hasta de 7 CM de largo, a menudo puntiaguda en el ápice, glabra, rodeada en 

la base por el cáliz persistente, el hueso recubierto casi totalmente por 1311 pseudoarilo 

anaranjado o amarillento (de un lado un poco más grande que el otro), la parte descubierta 

negra. Las características de sus granos de polen atestiguan un sindrome de polinización 

principalmente entomófila (Rzedowski y Kruse, 1979), sus polinizadores y dispersores son 

insectos pequeños como abejas y moscas, aunque hay reportes de polinización por 

lepidópteros (A. Búrquez, com. pers.). 



Esta especie es componente del bosque tropical caducifolio y de la vegetación 

secundaria derivada del mismo, a veces penetrando en encinares contiguos; es frecuente en 

"malpaíses" o corrientes de lava basáltica en el norte de Michoacán, donde a menudo es de 

porte arbustivo. B. cuneata está cercanamente relacionada con Bursera copallifiva, y 

parece ocupar el piso altitudinal inmediatamente superior. Se distribuye en los bordes más 

altos de la depresión del Balsas (entre los 1000 y los 1800 m) formando parte de las 

asociaciones características de climas más frescos del bosque tropical caducifolio que en 

varios casos se encuentran traslapadas con los encinares. Sus áreas de distribución parecen 

conformar así un anillo en los bordes de la depresión del Balsas Algunas veces también ha 

sido colectada en las partes bajas de la depresión aunque parece ser que las poblaciones 

que ahí existen presentan menor abundancia y sólo se les encuentra en ciertas regiones 

(Toledo, 1982), en la Sierra Madre del Sur y el eje Volcánico Transversal, y llega más allá 

del Valle de México, en los estados de Guanajuato, Hidalgo, Estado de México, Distrito 

Federal, Michoacán, Morelos y Guerrero. Se ha colectado entre los 1300 ni y los 2200 in 

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 aparición de las nuevas hojas. 

Bursera Clilleala florece de mayo a julio y permanece con follaje de mayo a noviembre 

(Mc Vaugh y Rzedowski, 1905). 



3mm 

2mm 

13 

2 cm 

Figura 1. Bursera euneata (Schlecht.) Engl. : A. rama con hojas jóvenes e inflorescencias; 

B. rama con infrutescencias; C. flor masculina, D. hueso. Ilustrado por Rodrigo Talavera 

(Tomado de Rzedowsky y Guevara, 1992). 
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NIATEIZIAL Y NIETODOS 

Colecta 

Se colectó tejido foliar de al menos 30 individuos en tres poblaciones distintas, dos de 

ellas pertenecientes al Valle de México, una en la Reserva ecológica del Pedregal de San 

Ángel, D.F., y otra en el Chichinautzin, Morelos, una tercera se colecto en el estado de 

Guerrero, en la Reserva ecológica de Omiltemi, que es la Única localidad conocida de la 

especie en el estado de Guerrero (Jimenez et al , 1993) (Tabla 1) 

Los individuos colectados eran adultos en la mayoria de los casos aunque también 

se colectaron individuos juveniles, cuyo sexo no fue identificado Cfl las poblaciones donde 

no hubo suficientes adultos. 

Procesado de las muestras 

Las muestras se utilizaron para el análisis electrofbretico siguiendo la técnica descrita en 

Garay (1991), obteniendo el genotipo de cada enzima para cada uno de los individuos 

pertenecientes a cada población. 

Los tejidos foliares fueron macerados con gotas de un buffer de extracción de 

Abies (ver apéndice), que fue seleccionado después de hacer varias pruebas con otros 

distintos buffers especiales que se recomiendan para la extracción de proteínas en plantas 

con un alto contenido de compuestos secundarios. El macerado fue absorbido en 

pedacitos de papel para cromatogratia (Whatman de número 17) aproximadamente de 

medio centimetro de ancho y un centintetro de largo (wicks) Generalmente de cada hoja 
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se obtuvieron entre 5 y r) wicks, estos se guardaron en tubos Eppendorf en un 

ultracongelador (Reveo, a -70 'C) para su posterior uso 

Montado de los geles 

Las muestras obtenidas tberon cargadas en geles de almidón de papa hidrolizado para 

electroforesis al 12 %. En cada gel se cargaron alrededor de 30 wicks (cada uno 

representando a un individuo de la población), y en ambos extremos del gel se colocó un 

wick con un indicador (colorante, ver Apéndice) El corrimiento del gel se hizo bajo un 

amperaje o voltaje especifico, dependiendo de las características de los buffers utilizados 

para la charola (una solución ionizada que conduce la corriente eléctrica a través del gel), 

y para la preparación del gel (ver Apéndice). 

Sistemas electroforéticos 

Generalmente se utiliza un buffer para hacer el gel y otro para los recipientes del 

electrodo. En este trabajo se probaron siete differentes sistemas, de los cuales finalmente 

sólo se utilizaron tres, y un total de dieciocho enzimas de las cuales únicamente seis fueron 

utilizadas para el análisis por presentar una resolución clara y consistente en su lectura (ver 

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

'finción 

Cuando el indicador del gel recorrió una distancia de aproximadamente 8 cm a partir del 

origen, el gel se cortó sagitalmente, obteniéndose 3 rebanadas de uno de los geles (sistema 

R. Apéndice). para ensayar 3 enzimas, dos rebanadas de otro gel (sistema 11), Apéndice) 
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para ensayar 2 enzimas, y I rebanada de otro gel (sistema NIC. Apéndice) para ensayar l 

enzima. Cada rebanada se colocó en una caja de tinción, a la que se le agregaron los 

reactivos específicos para la tincion de cada enzima (ver Apéndice) 

Al sumergirse el gel en la solución para la tinción, los sustratos y otros compuestos 

requeridos difunden por el gel y reaccionan con la enzima bajo estudio La detección de 

esta enzima se basa en la precipitación de indicadores solubles que tiñen el gel en las zonas 

de actividad enzimatica (Wendel y Weeden, 1989) 

Una vez puesta la solución de tinción sobre cada rebanada del gel, éstos se 

incubaron en la obscuridad y a 37 °C o a temperatura ambiente, dependiendo de la enzima 

(Apéndice). Posteriormente los geles teñidos se lijaron en una solución de alcohol al 50% 

durante 12 horas en el refrigerador. 

interpretación de los geles 

Los geles teñidos presentan un patrón de bandas. De éste patrón se puede obtener el 

genotipo de cada enzima para cada individuo. 

En un locos, el número de bandas que se observan depende de si los individuos son 

homócigos o heterócigos, y de la estructura cuaternaria de la enzima. Si la enzima es 

monomérica, los individuos homócigos presentan una banda y los heterocigos dos, si es 

dimérica los helerócigos presentan tres bandas y si es tetramérica cinco (ver Wendel y 

Weeden, I989) 
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Para realizar la lectura de las bandas se numeraron los loci y los alelos; se asignó el 

número 1 al locos más alejado del origen, con mayor movilidad electroloretica, el número 

2 al siguiente y asi sucesivamente De la misma manera, la banda de un locus que estuviera 

unís alejado del origen se tomó como el alelo]. Previamente se constató que para todas las 

poblaciones los patrones de bandeo de las enzimas utilizadas dieran inuales. 

Análisis de datos 

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

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

Para estimar la variación genética en las diferentes poblaciones, se obtuvieron las 

siguientes medidas: 

-Proporción de loci polimorticos (P): P= x/rn, donde x es el número de loci polimorticos 

en una muestra de in loci (1-ledrick, 1983) Un locos se consideró polimórtico, si la 

frecuencia del alelo más común no excedía 0.95 P toma valores entre 0 y 1. Si el valor es 

de O no existe variación genética, hasta llegar a 1, donde todos los genes analizados son 

polimódicos. 

-Ileterocigosis promedio esperada, (II): la heterocigosis esperada si la población está en el 

equilibrio de Hardy-Weinberg. Para un locos con ri alelos puede calcularse corno 

(llcdrick, 1983) 
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donde p, es la frecuencia de individuos bomtícigos para ese locos. Posteriormente se 

obtuvo una heterocigosis promedio por población con las heterocigosis esperadas para 

todos los loci estudiados. Este indice puede tornar valores de O cuando no existe variación 

a 1 cuando todos los loci tienen variación. 

Para hacer una descripción de la estructura genética dentro y entre las poblaciones 

se estimaron el índice de fijación F y los estadisticos F de Wright 	E„ y F„) 

-El índice de fijación E de Wright examina si las frecuencias aldeas de un locos se desvían 

de las esperadas. Esto se hace calculando la desviación de la frecuencia observada, de la 

frecuencia de heterócigos esperada bajo liardy-Weinberg (1.1edrick, 1983) 

F = 2pq - (H / 2pq) = I - 	/ 2pq) 

donde 11 es la proporción de heterócigos observados y 2pq es la proporción de 

heterócigos esperados. Si su valor es de O entonces la población se encuentra en equilibrio 

de Hardy-Weinberg. Los valores positivos indican una deficiencia de heterócigos, mientras 

que los negativos indican un exceso. 

Los estadísticos E de Wright describen el arreglo de la variación genética en una 

población subdividida. 

-F„ es una medida de la diferenciación genética entre subpoblaciones y toma valores de O 

a I. Se puede calcular como: (Nei, 1987; Hedrick,1983). 

F. =11,- 11, / 11, 
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donde II, es la heterocigosis promedio esperada sobre todos los loci a nivel subpoblacion 

y N, es la heterocigosis promedio esperada sobre todos los loci a nivel de la población 

total (Iledrick, 1983). 

-Fi, y 	son medidas de la desviación de las proporciones de klardy-Weinbeig dentro de 

las subpoblaciones y en la población total respectivamente, los valores positivos de estos 

índices indican una deficiencia de heterocigos y valores negativos indican un exceso 

(1-1edrick., 1983). 

Fi, y Fu se pueden obtener mediante las siguientes fórmulas: 

= (II, - 11°) / 11, - 1- (11„/ 

= (II, - 11) /II, - I - (11„ / 111) 

donde 11 heterocigosis promedio observada sobre todos los loci, a nivel subpoblación; II, 

es la heterocigosis promedio esperada sobre todos los loci a nivel subpoblación y II, es la 

heterocigosis promedio esperada sobre todos los loci a nivel de toda la población 

(llcdrick, 1983), 

Los estadísticos F de Wright pueden sugerir los posibles procesos evolutivos que 

están causando la diferenciación genética de las poblaciones. 

Estos estadísticos fueron calculados con el programa 13iosys (Swotford y Selander, 

1989) que permite analizar las proporciones de beterocigotos a tres niveles de 
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complejidad, dentro de cada subpoblación (E,), entre supoblaciones (F„) y en la población 

completa (Fh). 

También se calcularon los estadisticos equivalentes: E (Eh), Cy (G) y f (Fu) (Weir 

y Cockerham, 1984). Los estimados de Weir y Cockerham por vez primera, asignan peso, 

al número de individuos y al número de localidades inuestreadas. Por ello los estimadores 

que se generan no tienen sesgo, El modelo parte de la premisa de que un número r de 

poblaciones del mismo tamaño han descendido en forma independiente de una sola 

población ancestral que estaba en equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento. En 

consecuencia, las poblaciones se mantienen bajo las mismas condiciones y las diferencias 

observadas tienen que ver con el muestreo genético entre generaciones y el estadístico de 

los individuos. Así, los estadísticos diferirán de los parámetros por múltiplos de las 

frecuencias alélicas esperadas. Básicamente, la ventaja que presenta es que se conige el 

sesgo que puede haber al trabajar con tamaños poblacionales pequeños. El cálculo de 

estos estimadores se hizo con un programa de computación (Weir 1990, adaptado por A. 

Citaos y E Alvarez-Buylla). 

Para saber la probabilidad de que F, Fb y F11, fueran estadísticamente diferentes de 

cero, se aproximaron al estimador E2  N (K - 1), distribuido como chi-cuadrada con E (h... 

- 1) / 2 grados de libertad, donde N es el tamaño de la muestra y K es el número de alelos 

([.guiarte, 1990). De la misma manera !a significancia de los valores de F,, se estimó como 

2N 117«  (K - 1) distribuido como chi-cuadrada con (E - 1) (s 1) grados de libertad, donde 



21 

N es el tamaño de la ¿nuestra, K el número de alclos y s el numero de subpoblaciones 

(Workman y Niswander, 1970). 

-Se obtuvo una estimación indirecta del flujo gente() (Nu:) utilizando la formula de Crow y 

Aoki (1984), que toma en cuenta el numero de subpoblaciones • 

= I / (4a N'in I 1) 

donde N es el tamaño de la población, in es la fracción de N remplazada por migrantes y a 

= (n / (n - 1))1, donde n es el número de subpoblaciones. Cuando n es grande, la ecuación 

anterior es igual a la utilizada por Wright (Crow y Aoki, 1984) 

F„ = I / (4Nru 4 I) 

La fórmula de Crow y Aoki establece dos propiedades muy relevantes de la F: que 

es casi independiente de la tasa de mutación y del numero de subpoblaciones usadas. 

Slatkin y Barton (1989) demuestran también que es poco afectada por distintos tipos de 

selección y consideran a éste corno uno de los mejores métodos para estimar el flujo 

génico indirectamente. 1.as distintas fórmulas para evaluar la F también pueden afectar la 

estimación de la Nin. El método de Nei (1987) tiende a sobreestimar la F y por lo tanto 

subestima la Nuo, mientras que el método de Weir y Cockerham (1984) sobrestiman el 

flujo génico si el valor de Nnt es muy grande. 

-A partir de las frecuencias alélicas se calculó otra medida indirecta de flujo génico (M) 

entre pares de poblaciones, bajo un modelo de islas (Slatkin, 1993): 
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(1- 17,,/ 4 l'„) 

El cálculo de NI puede hacerse también con G„ (Nei, 1973). Sin embargo la definición de 

esta medida no considera las diferencias en el tamaño muestra' y en algunos casos puede 

llegara subeestimar los niveles de flujo génico. 

- Finalmente se calculó el flujo génico con un tercer método indirecto: el de los alelos 

únicos o privados (Slatkin, 1985). Este método utiliza las frecuencias de los alelos raros 

que se encuentran sólo en una de las poblaciones que se muestrean, p (1), y se basa en la 

idea intuitiva de que si hay mucho finjo, los alelos raros van a estar en frecuencias alélicas 

muy bajas (dadas que por el mismo flujo, los alelos comunes los comparten), por lo tanto 

entre más alta sea la frecuencia promedio de los aleles raros, menos flujo génico. Para 

valores intermedios de flujo génico la relación entre p(I) y MI es aproximadamente 

(Slatkin, 1985) 

In(p(1)) = a In (Nni) 4  h 

donde p(1) es la frecuencia alélica promedio de los alelas que sólo están en una población, 

a = -0.505 y b = -2,440, 

A pesar de que el método de los alelos privados es en teoría tan confiable como la F, este 

método es más sensible a errores de muestreo (Slatkin, 1994). Un alelo que se encuentra 

en sólo una población puede estar presente en otras poblaciones cercanas que no fueron 

maestreadas dando como resultado alelos aparentemente exclusivos, 
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Si el valor de Nm es cercano a uno, cualquiera de los métodos indirectos proporciona 

estimaciones precisas de Nin mientras que para valores de ,Nim muy pequeños los tres 

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

-Se obtuvo una matriz de distancia e identidad genética. La identidad genética I de Nei se 

obtiene como (Hedrick, 1983; Nei, 1987): 

1= Jxy (.1xJy) 

donde Jxy = 1:1.1 14.y, que es la probabilidad de escoger un par de alelas idénticos, uno 

de la población x y otro de la población y (Hutt y Clark,1989), Jx = 	Jy= Epl.y 

que son las probabilidades de escoger un par idéntico dentro de cada población (Hutt y 

Clark,1989) 

La distancia genética 1) se puede obtener como (I I edrick, 1983 .  Nei,1987) 

1) --t11(l) 

Las identidades y distancias genéticas se obtienen para pares de poblaciones. La identidad 

1 toma valores desde O si las dos poblaciones no comparten alelos, hasta 1 si tienen 

frecuencias alélicas idénticas. La distancia D tiene valores desde O si las frecuencias 

alélicas de las poblaciones son idénticas hasta infinito si las poblaciones no comparten 

alelos (Hedrick, 1983). 

-Se hizo un árbol Illogenético para conocer las relaciones entre las tres poblaciones 

estudiadas. Este árbol es un fenograma que se construyo con datos de identidades 
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genéticas entre poblaciones, por el método de UPGMA (unweiglited pair group tuctliod 

with arithmetic mear', Sokal y Michener. 1958) 
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RESULTADOS. 

En total se utilizaron 7 loci para el estudio: ACP11-1, EsT-1 (sistema Milton; Apéndice), 

CPX-1, LAP-1, PG1-1 (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. 

Variación genética. 

De los siete loci ensayados, cinco fueron polimódicos (EST-1, CPX-1, PG1-1, LAP-1 y 

ACP1-1-1) en la población del Chichinautzin; cuatro en la población del Pedregal (EST-1, 

PG1-1, LAP-1 y ACP1I-l); y seis en la población de Omiltemi (EST-1, CPX-1, PG1-1, 

LAP-1, ACP11-1 y GOT-2), (ver Tabla 4). 

En la Tabla 3 se muestra el nivel de variación genética intrapoblacional, en donde 

el mayor número de alelos por locus se encontró en la población del Chichinautzin (A 

2.4), así como también la mayor heterocigosis promedio observada (1L - 0.247) y niveles 

de variación intermedios entre el Pedregal y Omiltemi en cuanto a indice de polimorlismo 

al 95 % (P = 71.4). En la población del Pedregal se encontró el menor índice de 

polimorlismo al 95 % (57.1) y el menor índice de heterocigosis observada (0.196) y 

esperada (0247). La población de Omiltemi fue la que presentó el mayor índice de 

polimorfismo (85.7) y la heterocigosis promedio esperada mas alta (0.355), pero su 

heterocigosis observada tuvo un valor intermedio (0.220) a los registrados para el 

Pedregal y la población del Chichinautzin. Sin embargo, no hubo diferencias significativas 



26 

entre las heterocigosis observadas de las poblaciones, asi como tampoco entre la 

heterocigosis observada y esperada de cada población. 

Frecuencias alélicas. 

En la Tabla 4, se observa que el número de alelos en los loci poliniórlicos para la 

población del Chichinautzin lúe de tres en todos los loci En la población del Pedregal 

observamos el mismo patrón a excepción de EST-1 que sólo presentó dos alelos; y 

finalmente en el caso de Omiltemi todos los loci polimórlicos presentaron un total de dos 

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

En general, se observa que hay vatios alelos que presentaron frecuencias 

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 ACP11-1 en la población 

del Chichinautzin. En el Chichinautzin los alelos que presentaron frecuencias relativamente 

bajas son: el alelo tres de la EST-1, los alelos 2 y 3 de la CPX-1 y el alelo tres de las 

enzimas LAP-1 y ACP11-1 (ver Tabla 4). La única enzima cuyas frecuencias alélicas son 

iguales se presenta en la LAP-1 de la población de Omiltemi (ver Tabla 4). Es de interés 

hacer notar que el locus GOT-1 fue monomórfico en las tres poblaciones estudiadas, 

mientras que el locos GOT-2 fue monomórfico en dos de las poblaciones y polimórfico en 

la población de Orniltemi, siendo el alelo 2 de GOT-2 exclusivo de esta población y con 

una frecuencia elevada. 

Con el fin de conocer la heterogeneidad de las frecuencias alélicas por locos y 

conocer si las diferencias encontradas se deben realmente a diferencias entre las tres 
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poblaciones o a diferencias entre sólo dos de ellas se realizó una prueba de 	(Sokal y 

Rohlf, 1981) (Tabla 4). Se encontró que las enzimas EST-1, PG1-1, ACPH-I y GOT-2 

son iguales entre el Pedregal y el Chichinautzin, y signiticativamente 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- I no hay diferencias entre las 

poblaciones, ya que es monomortica (Tabla 4), 

Frecuencias genotipicas. 

Al analizar con una chi-cuadrada las frecuencias genotípicas de cada locus, para cada 

población, y evaluar la desviación respecto a lo esperado en el equilibrio de Hardy-

Weinberg, se encontró que todos los loci, excepto P61-1, están fuera del equilibrio de 

Hardy-Weinberg en la población de Omiltemi (Tabla 5) . En contraste, todos los loci están 

en equilibrio de Hardy-Weinberg en el Pedregal (excepto ACP11-1), y en el Chichinautzin 

(excepto EST-1) (ver Tabla 5). 

En todos los loci cuyas frecuencias están fuera del equilibrio, se observó un exceso 

de homocigotos, con excepción de ACPH- 1 en Omiltemi, Gro., en el cual se observó un 

exceso de heterocigotos (Tabla 5). 

Estadísticos F de Wright y estimación del flujo génico 

En la Tabla 6 se puede ver que los valores estimados de los coeficientes E (a través del 

programa Biosys) resultaron similares a los obtenidos con el algoritmo de Weir y 

Cockerham. Los valores calculados con el método de Biosys de Fi, que resultaron 
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positivos y significativos son los de los loci EST-I, UN.- I y GOT-2, lo mismo sucede con 

los valores de la Eh. Sin embargo, el único valor significativo de la Eh  es el de GOT-2. Los 

valores de Fi, van desde -O 	hasta 0.450, con un promedio igual a 0.251. Las Eh  

presentaron un valor promedio igual a 0.340 y el intervalo estuvo entre 0,017 y 0.742. 

Finalmente, las E„ presentaron una media de 0.119 y,  el intervalo de valores fue de 0.001 a 

0,579 (Tabla 6). 

Los resultados del análisis a través de los estadísticos propuestos por Wcir y 

Cockerham (1984) fueron todos significativos a excepción del locos ACP11-1 en el caso 

de la F, (i.e. Eh) del locos PG1-1 en el caso de theta (0; i.e., E„) y del locus ACP11-1 en el 

caso de la f (i.e. Eh) (ver Tabla 6). Los valores de los errores estándar al 95 % se 

emplearon para calcular los intervalos de confianza y así 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 0 presentaron valores desde - 

0.0039 hasta 0.0687 con una media igual a 0.1397. Estos resultados indican que las 

poblaciones están diferenciadas y que existe endogamia. 

El valor de Nin calculado (usando la corrección de Crow y Aoki) a partir de la Eh  

promedio estimada con el método de Weir es de 0,68, mientras que el valor de Nm 

calculado a partir de la Eh  promedio (estimada con el método de Wright) es de 0.82; el 

valor de Nm calculado a partir del método de los alelos únicos es de 0.1175. Este último 

valor resulta ser menor que los estimados a partir de la Eh  promedio pero es del mismo 



29 

orden de magnitud y menor que 1, lo cual indica que las poblaciones están aisladas y están 

divergiendo por deriva génica. En la Tabla 7 se muestran los valores de flujo génico entre 

pares de poblaciones estimados a través de 11. Se observa que el flujo génico es bajo entre 

Omiltemi y las otras dos poblaciones estudiadas y alto entre el Chichinautzin y el Pedregal, 

Distancias e identidades genéticas de Nci. 

En concordancia con los resultados anteriores, la mayor identidad genética de Nci (ver 

Tabla 8) se encontró entre las poblaciones del Chichinautzin y del Pedregal (0.997), 

mientras que la menor se encontró entre las poblaciones del Pedregal y Omiltemi (0.879), 

la distancia entre la población del Chichinautzin y Omiltemi es intermedia. Estos resultados 

se ilustran de manera gráfica en el fenograma construido por el método de UPGMA 

(Figura 5) en donde se agrupan en una rama las poblaciones del Chichinautzin y el 

Pedregal y en otra distinta está situada la población de Omiltemi. 



Tabla 1. Sitios de colecta de B. cuneata. 

LOCALIDAD ALTURA PRECIPITACION 
PLUVIAL 

TEMPERATURA 
PROMEDIO 

TIPO DE 
VEGETACION 

Pedregal, D.F. 2240 
msnm 

700-950 non 14-15 "C Matorral 
xerófilo 

Chichinautzin, 
Mor. 

2150 
insnin 

1286 non 1611"C Matorral abierto 

Omiltemi, Gro. 1900-2500 
msnin 

250 mm 18 'C Bosque de 
encino 



Tabla 2. Enzimas probadas en cada sistema de buffer 

(ver Apéndice). 

Enzimas Sistema 

ADH 	IDH 	G-6P1) 	MDII 

PGM SOD 

CHELIAK II (Cheliak y Pitel 

1984) 

ACP11 G-6PD PGM SDH D DE MAIZ (Stuber et al. 

1988) 

GDII 1DH MD11 SDH SOD 2-TRIS CITRATOS (Miles 

et al. 1977) 

DIA EST GOT 8- (Hamrick) 

CPX" (m) LAP" (in) MNR 

PG1" (d) RUI3 

R (May 1992) 

ACP11" (d o n►) EST" (d o 

in) ME MNR 

PP (Mitton) 

GOT" (d) MC Morfolina (Wyatt 1989) 

Enzimas y sistemas utilizados para el análisis en este trabajo. 

(ni) = Monómero (d) = Díniero 



Tabla 3. Variación genética en 7 loci para las 3 poblaciones estudiadas de Bussera cuneta 
(errores estándar entre paréntesis). 

Población 4 prom de 
individuos por 
locus 

4 prom. de alelas 
por locus 

% de loci 
polimorficos * 

heterociaosis 
observada 

heterocigosis 
esperada (l1.-W**) 

Chichinautzin 35.9 2.4 7L4 .247 .297 
(.1) (.4) (.069) (.081) 

Pedregal 35.0 2.0 57.1 .196 .247 
(.0) (.4) (.088) (.090) 

Omiltemi 28.4 2.0 85.7 .220 .355 

(.6) (.2) (.095) (.070) —1 
Promedio total 33.1  2.1 71.4 221 .299 

*gin locus es considerado polimórfico si la frecuencia del alelo más común no excede 95 
** Estimador insesgado (ver Nei, 1978) 



Tabla 4. Frecuencias alélicas observadas para las tres poblaciones de 
Bursera cuneara (ver texto). 

.------- 
LOC LIS 
EST-1 

15-1i -----37--  

Chicl0natiiir7. 
Mor. 

- ---73-1 ----------iir 

PeTtellait 1bmiiie717. 
D. V 

---- 
(iue. 

G   

--t 
519.1 

 Riiijii Vt.7nc.1,;"."-  

P < 0 001 

1 0.597 0.686 0 567 
1  2 0.375 0.314 0 433 
3 0.028 0.000 O 000 

CP X-1 ^6 - 	• )41 P «).001 
(N) 36 35 30 

0.833 1.000 0 833 
2 0,097 0.000 0 167  
3 0.069 0.000 0.000 . 

PGI-1 15.56 P < 0.01 
(N) 36 35 29 H , 

1 0.222 0.243 0.080 
2 0.681 0.671 0.845 
3 0.097 	-.--.0.086 0.069 

LAP-1 100.5 P < 0.0001 
(N) 35 35 29 

1 0,229 0 229 0.500 
2 0.757 0 686 0.500 
3 0.014 0.086 0.000 

ACPI-11 17.24 P < 0.01 
(N) 36 35 29 

0.222 0.086 0.362 
2 0.736 0.814 0.638 
3 0.042 0.100 0.000 

GOT-1 
(N) 36 35 26 

I 1.000 1.000 1.000 
GOT-2 117.54 P < 0.001 
(N) 36 35 26 

1 1.000 1.000 0.327 
2 0.000 0.000 0.673 



Tabla 5. Indices de fijación (errores estandar entre paréntesis, obtenidos 

con un método de remuestreo (Jacknife); Weir, 1990) para 6 loci en las 

poblaciones estudiadas de Bursera cuneata. 

LOCUS CHICHINAUTZIN PEDREGA1. OMILIEN11 

EsTi 0.502 *** _ 0 072 	. 	_ 0 729 *** .....:_......:----.. 

CPX- I -0.144 1.000 *** 

PGI-1  0.070 0 349 * -0.132 

LAP-1  0.237 -0 215 0.793 *** 

CP1 	Al-! -0.024 0.732 *** -0.568 *** 

601-2 
0.388 ** 

PROMEDIO 0 1282 0.2345 0 3683 * 

(0.0000097) (01162) (0 1104)  

Chi-cuadrada * P <.05 

** P < .01 

*** P < .005 

monotuárfico 



Tabla 6. Estadísticos E de Wright (errores estándar entre paréntesis, 

obtenidos con un método de reinuestreo (Jacknife); Weir, 1990) para las 

poblaciones de Bursera cuneara . 

I3IOSYS 
	

WE1R Y COCKERHAM 
LOCUS 1-..,t P. 1:„ F 1.  0 

EST-I 0.456 * 0.450 * 0.001 0.4472* 0.4517* -0.0039 
CPX-1 0.449 * 0.414 * 0 059 0.3424* 0 2957* 0.0340* 
PGI-1 0.157 0.134 0.027 0.1809* 0.1778* 0.0074 
LAP-1 0.330 0.286 0.062 0.3295* 0.2566* 0.0687* 
ACP11-1 0.017 -0.032 0.047 0.0599 0.0072 0.0527* 
GOT-2 0.742 ' 0.388 * 0.579 * 
PROMEDIO 0.340* 0.251 0.119 * 0.3628* 0.2590* 0.1397* 

(0.044) (0.033) 10 041_ 

Los asteriscos muestran la signilicancía calculada con una prueba de Chi-
cuadrada para los valores obtenidos con Biosys y con un método de Jacknife 
para los estadísticos calculados con el algoritmo de Weir y Cockerham. 
* P < 0.05 



Tabla 7. Número de migrantes por generación entre pares de 
poblaciones de B. cuneara calculados a partir de o promedio 

(ver Tabla 6). 

Población Pedregal  Chichinautzin 1  Omiltem i 

Pedregal 24.10 0.85 

Chichinautzin 1.02 



Tabla 8. Identidades 1 (sobre la diagonal) y distancias I) (bajo la 
diagonal) genéticas insesgadas de Nci (Nei, 1978), para pares de 
poblaciones de Bursera cuneata. 

Poblaciones 1 2 3 
1 Chichmautzin 	— `•°' 0.997 0.888 
2 Pedregal 0.003 '"• 0.879 
3 Omiltemi 0.118 0.128 "•" 	..., 
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Figura 2. Distribución de los sitios de colecta. 
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Figura 3a. Esquema de los patrones de bandeo que presentaron las enzimas 
polimárfleas. 
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Figura 3b. Esquema de los patrones de bandeo que presentó la enzima GOT (GOT-
1 locas monomórfico, GOT-2 locas polimórfico). 
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Figura 4. Estadísticos F de Wright en numera cumula calculados con el 
programa de Weir, 1984. Los límites de confianza fueron obtenidos a través 
de un método de remuestreo de "Bootstrap". 
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Figura 5. Fenograina de las poblaciones de B. cuncata construido con datos de 

identidad genética en UPGMA (Unweightcd Pair Group Method with 

Arithmetic Mean, Felsestein, 1988). 



DISCUSION. 

Se ha descrito en la literatura que las plantas, especialmente los árboles. muestran una alta 

variación genética fi arwick y Godt, 1990). Al comparar la variación genética de H. 

ameata con plantas con características de historia de vida semejantes como árboles 

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

Asimismo, se ha reportado que uno de los factores oras importantes en determinar 

la estructura genética es el sistema de apareamiento, ya que aquellas especies que se 

entrecruzan, presentan niveles de variación mayores que las especies que se autofecundan, 

lo cual seria el caso de B. cunetria que es una especie dioiea. El sistema de aparcamiento 

pareciera estar jugando un papel determinante en los patrones de variación genética 

encontrados. Los valores de heterocigosis obtenidos para Ii. cimea(r corroboran que hay 

entrecruzamiento lo cual permite, por un lado, el mantenimiento de cierta variación 

genética y, por el otro, evita la expresión de aleles recesivos deletéreos I Wright, 1978) 

Frecuencias alélicas. 

Comparando las frecuencias alélicas entre las poblaciones estudiadas, se observa que la 

mayor diferenciación se debe a la población de Omiltemi. Al realizar las pruebas de G 

pareadas entre las poblaciones de Chichinaut zin y Pedregal únicamente resultaron 

significativamente distintas las frecuencias aldeas de los locus CP X-1 y LA P-1, sin 

embargo, si la prueba de la heterogeneidad se realizaba tornando en cuenta a las tres 

poblaciones las diferencias resultaron significativas para todos los loci ensayados 

exceptuando a GOT-1 que fue rnonomodico Cli todas las poblaciones. 
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Estos resultados pueden deberse a que la población de Omiltemi al encontrarse 

más alejada geográficamente se ha diferenciado mas de las otras dos poblaciones 

Inclusive hay alelas que esta población presenta y que las otras poblaciones no los tienen. 

Diferenciación genética, 

Las distancias e identidades genéticas de las poblaciones de P. clareara muestran que están 

más cercanas entre si las poblaciones de Pedregal y Chichinautzin, lo cual concuerda con 

la distancia geográfica que las separa, asimismo, las ramas del árbol (UPGMA) son muy 

cortas. los valores encontrados para B. llamita no están muy alejados de los reportados 

en la literatura para distancias genéticas entre poblaciones de la misma especie, sin 

embargo este valor es mayor (0.083) que el reportado por Linhart et al. (1981) que 

encontraron una distancia promedio de 0.015 entre poblaciones de 1'anr,s• ponderosa; y el 

encontrado por Eguiarte (1990) de 0.024 en adultos de Astrocat:rum mexicamun. 

l'ara B. cuneara existe un patrón de aislamiento por distancia, ya que las 

poblaciones que presentan identidades genéticas más altas son las poblaciones que se 

encuentran más cercanas entre si en lo que a distancia geográfica se refiere. Cuando en las 

poblaciones se presenta aislamiento por distancia, el flujo génico disminuye al aumentar la 

distancia fisica que separa a las poblaciones (Slatkin, 1993) En este caso es muy claro si 

comparamos el flujo génico existente entre el Pedregal y el Chichinautzin (24.10), con el 

existente entre cualquiera de estas dos poblaciones con la población de Omiltemí. Al 

aumentar el flujo génico se incrementa la variabilidad genética, esto se refleja en la 



heterocigosis, y disminuye (al menos en las poblaciones pequeñas) la probabilidad de 

fijación de alelos por deriva génica. 

Flujo génico. 

En Bursera cuneara la Nnt calculada a partir de la 0 de Weir es de 0 68, la calculada a 

partir de la F promedio de Wright es de 0.82. y la calculada con el método de los alelos 

exclusivos es de 0.1175 todos los valores resultan ser menores que uno, lo que indica que 

las poblaciones están aisladas y divergiendo por deriva génica filartI y (link, 1989) 

Los métodos indirectos para calcular el flujo génico indican si el flujo génico es 

más therte o más débil que la del iva génica. Si no existe flujo génico, la deriva génica 

conducirá también a diferencias locales en las frecuencias alélicas (Slatkin, 1985); en el 

caso de la población de Omiltemi, el flujo génico que existe con las otras dos poblaciones 

estudiadas es muy pequeño por lo cual la fuerza que está actuando y fijando las 

frecuencias alélicas es seguramente la deriva génica 

El flujo génico es Un componente muy importante de la estructura poblacional ya 

que determina hasta que grado una población local de una especie es una unidad evolutiva 

independiente. Si hay mucho flujo génico las poblaciones evolucionan conjuntamente y si 

hay poco, cada población evoluciona de manera independiente. Ahora, ¿cuánto flujo 

génico se necesita para impedir la evolución independiente en diferentes poblaciones 

locales?, depende de que otras fuerzas estén actuando. Si Nm es mucho mayor que uno, el 

flujo génico sobrepasa los ellwtos de la deriva y evita la diferenciación local, y si es mucho 
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incoar que l la deriva genica actúa de manera independiente en cada población (Slatkin. 

19(J4) 

Antes de concluir que Nm indica los valores de flujo génico actuales hay que 

considerar posibles fuentes de sesgo que pueden estar subestimando el valor de los 

estimados calculados (Slatkin. 1985). En el caso particular del inetodo de los alelos 

exclusivos, es importante incrementar el número de loci muestreados para tener una buena 

estimación de Nrit. ya que ésto incrementa el numero de alelas usados para estimar p (I) 

Otra fuerza potencial de sesgo es la selección natural que favorece nidos que confieren 

adaptaciones a poblaciones locales, lo cual ocasiona un alto número de alelos privados con 

una alta fiecuencia y corno consecuencia un alto sesgo en la estimación de Nni. 

Indice de fijación F y frecuencias fenotípicas. 

En cuanto a los índices de fijación F, se encontró que, en términos generales las 

poblaciones del Pedregal y del Chichinautzin están en equilibrio de Hardy-Weinberg, con 

excepción del locus EST-1 en la población del Chichinautzin y del locus ACP11-1 en el 

Pedregal, en donde son positivos y significativos (diferentes de cero); lo que sugeriría que 

hay más individuos homócigos de los que se esperan si hubiera apareamientos al azar; esto 

podría indicar que hay algún efecto de endogamia en la población. En el caso de la 

población de Omillemi, el único locus que se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg 

es PGI.1, todos los denlas loci resultaron ser positivos y significativos, con la excepción 

del índice de fijación del locus ACP11-1 que resultó negativo y significativo lo cual indica 

un exceso de individuos heterócigos. Los indices de fijacion negativos pueden generarse 
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por apareamientos preferenciales negativos (avtorraurri maung, 	19834 o por la 

existencia de selección a favor de los individuos mas beterocigos. 

lin exceso en el número de homócigos puede deberse a una gran variedad de 

causas: efecto Wahlund, apareamiento preferencial positivo (entre genotipos similares), 

selección de homócigos, estructura familiar con vecinos restringidos causando 

apareamientos entre individuos relacionados (EI-Kassaby et al 1987) 

Los indices de fijación reportados en la literatura para arboles tropicales son 

valores bajos o negativos sugiriendo que hay poca endogamia (Syrsma y Schaal, 1985, 

O'Malley y I3awa, 1987; O'Malloy et al , 1988). Sin embargo, en este estudio, tanto las F 

como los índices de fijación encontrados sugieren que hay un nivel de endogamia 

importante, hecho que resulta notable pues al ser B. caneara una especie (hojea la 

endogamia es el resultado de la cruza entre parientes. La E resulta ser mayor que la que se 

obtiene en una cruza entre hermanos enteros o entre un progenitor y un hijo (E = 0.251 y f 

= 0.259). 

Estadísticos F de Wright. 

Los valores de E son mayores a la media encontrada (0 07) en arbustos, árboles y 

coníferas (Eguiarte, 1990). El hecho de que la E sea distinta de cero nos sugiere que una 

fracción de la variación está repartida entre las poblaciones, por lo tanto hay una 

estructura genética en las poblaciones que se genera por migración o por flujo génico. En 
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este caso en particular. la diferenciación se debe a la presencia-ausencia de algunos alelos 

en las poblaciones y a las diligencias en las fi ecuencias alclicas 

La 	promedio de las tres poblaciones fue significativa (0 119) Esto sugiere que 

existe diferenciación genética entre las poblaciones y que el flujo génico existente entre las 

poblaciones no es alto. El valor obtenido de I' para el locos GOT-2 es particularmente alto 

y significativo (0.579); esto se explica al comparar las fiecuencias Micas (Tabla 4), ya 

que en la población de (Maltean existe un alelo con una frecuencia relativamente alta que 

ademas no se encuentra en ninguna de las otras dos poblaciones estudiadas (donde (iOT-2 

resulta ser monomorlico). 

Los valores de F encontrados se deben a la diferenciación interpoblacional (list) y 

a la endogamia. En la Tabla 6, al comparar a las tres poblaciones juntas hay tres loci que 

tienen índices F positivos y significativos, y el promedio también es significativo. Los 

valores positivos y significativos de F indicarían que hay un exceso de homócigos en la 

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

Genética de la conservación de especies tropicales. 

Desde el punto de vista genético y evolutivo, los altos niveles de variación genética que 

presentan muchas plantas, incluyendo a la mayoria de los árboles tropicales, representan 

un problema para su conservación (Eguiarte, 1990). Para preservar la variación genética 

de una especie (polimorfismo/heterocigosis), se van a requerir conservar o colectar 

mayores números de individuos, especialmente si se quiere 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 diftlenciacion se debe ala presencia-ausencia de algunos alelos 

en las poblaciones y a las diferencias en las frecuencias aldeas 

La E promedio de las tres poblaciones fue significativa (0.119). Esto sugiere que 

existe diferenciación genética entre las poblaciones y que el flujo génico existente entre las 

poblaciones no es alto. H valor obtenido de E para el locus GOT-2 es particularmente alto 

y significativo (0.579); esto se explica al comparar las frecuencias alélicas (Tabla 4), ya 

que en la población de Omiltemi existe un alelo con una frecuencia relativamente alta que 

además no se encuentra en ninguna de las otras dos poblaciones estudiadas (donde GOT-2 

resulta ser monomórfico). 

Los valores de F encontrados se deben a la diferenciación interpoblacional (Est) y 

a la endogamia. En la Tabla 6, al comparar a las tres poblaciones juntas hay tres loci que 

tienen índices F positivos y significativos, y el promedio también es significativo Los 

valores positivos y significativos de F indicarían que hay un exceso de homócigos en la 

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

Genética de la conservación de especies tropicales. 

Desde el punto de vista genético y evolutivo, los altos niveles de variación genética que 

presentan muchas plantas, incluyendo a la mayoría de los árboles tropicales, representan 

un problema para su conservación (Eguiarte, 1990). Para preservar la variación genética 

de una especie (polimorlismolheterocigosis), se van a requerir conservar o colectar 

mayores números de individuos, especialmente si se quiere tener representados a los alelos 

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



las reservas ecológicas sean grandes pata mantener la alta variación genética 

intrapoblacional y para evitar la endoearnia y la deriva génica (Fujin-te et al.. 1992) 

Las estrategias de conservación ev 	basadas en la recolección de semillas y 

germoplasma., asi como la preservación de bancos génicos, jardines botánicos, etc., 

resultan poco convenientes para la conservación de la diversidad genética de las especies 

de árboles tropicales, dado el alto número de semillas y padres que se necesita colectar 

para preservar al menos parte de la variación genética presente en la población (Brown y 

Clegg, 1983). El problema es mayor por el alto número de especies distintas, y los 

problemas que implica preservar, mantener la viabilidad y germinar las semillas de los 

árboles tropicales (Vázquez-Yanes y Toledo, 1990). Solamente las estrategias de 

conservación in silo parecen tener un valor real para la conservación de los árboles 

tropicales (Eguiarte et al., 1992). 

Aspectos técnicos. 

Finalmente, un problema importante para el estudio de la genética de árboles en general, y 

de árboles tropicales en particular, es el referente a la colecta y mantenimiento de tejido 

adecuado para realizar la electroforesis (Loveless y Ilarnrick, 1987). Además de éste 

problema, los árboles tropicales se caracterizan por presentar compuestos secundarios que 

dificultan el corrimiento y la lindón de las enzimas (Gan et al., 1977; Loveless y hamrick, 

1987; Garay, 1991). 

La interacción de los compuestos secundarios con las proteínas constituye uno de 

los principales obstáculos para la extracción de las enzimas de tejidos vegetales. Para 
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poder llevar a cabo la extracción evitando el daño enzimático es necesario utilizar un 

homogenizador químico (Garay, 199 I ). 

Los resultados obtenidos de una electroforesis pueden depender del buffer que se 

utilice para extraer las proteínas, ya que éste puede afectar la medición de las tres variables 

más importantes en estudios de genética de poblaciones con base en la electroforesis de 

enzimas: el número de loci detestables, el número de éstos que aparecen como 

polimórficos y el número de alelos por loci (Gottlieb, 1982; Kephart, 1990). La 

experimentación previa con diferentes buffer de extracción al iniciar un estudio de genética 

de poblaciones puede desenmascarar posibles problemas y sesgos en la estimación de la 

variación genética. 

Al ser nursera ~cata un árbol resinoso que presenta diferentes compuestos 

secundarios (terpenos), se tuvieron que experimentar distintos buffer de extracción hasta 

lograr una resolución clara de la lectura de las enzimas. Ya que en la literatura hay muy 

pocos trabajos que reportan haber realizado electroforesis con l3urseraceae en general, en 

particular la presente tesis es un trabajo pionero en el montado de los sistemas de unción 

de las enzimas; sin embargo, es necesario seguir en un futuro experimentando en este 

campo ya que de las 18 enzimas que se probaron durante el trabajo experimental 

únicamente en seis se logró una lectura consistente 

Se ha reportado que el estadio del cielo de vida y el grado de desarrollo foliar 

afectan la expresión enzimática, por ello es recomendable estandarizar el material foliar 

que se colecta. En un trabajo realizado con Cceropra obirtryidia (Garay, 1991), las 

'flámulas y los organismos juveniles presentaron mayores problemas de extracción 



enzimática debido a que tienen una mayor concentración o variedad de fenoles de la que 

tienen los organismos adultos. En este trabajo el material foliar utilizado fue escogido sin 

ningun criterio en particular, pues al ser esta especie caducifolia la longevidad de las hojas 

es similar 
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CONCLUSIONES. 

Los niveles de val iación genetica encontrados en las poblaciones de Muriera <muerda son 

similares a los reportados para arboles tropicales dioicos Butsera Clinellia tiene una 

heterocigosis esperada que está dentro del rango de las plantas que se entrecruzan y que 

son dispersadas por animales. siendo Omiltemi la población que presenta la mayor 

variabilidad genética. 

Los valores de los indices de fijación sugieren que. en términos generales, las 

poblaciones del Pedregal y el Chichinautzin están en equilibrio de I lardy-Weinberg, sin 

embargo es notable la ausencia de un alelo en estas dos poblaciones que se encuentra 

presente en la población de Omiltemi. 

Los valores de Fis sugieren que existe endogamia lo cual, al ser Bursera 	una 

especie dióica, deviera ser el resultado de la cruza entre parientes. 

Todos los métodos indirectos para calcular el flujo génico utilizados en este 

estudio produjeron estimaciones menores que I, del número de migrantes por generación, 

lo que indica que las poblaciones están aisladas y divergiendo por deriva génica. 

La F es distinta de cero e indica que una fracción de la variación genética está 

repartida entre las poblaciones Las tres poblaciones estudiadas están estructuradas, es 

decir son dÜrentes entre ellas 

Para Muriera cuneato existe un patrón de diferenciación genética con distancia 

geográfica. 

La diferenciación genética entre las poblaciones es el resultado de (I) Cambios en 

las frecuencias de los genes caldos), y (2) Pérdida de alelos (GOT-2,2). Este proceso 
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pudo haberse generado a partir de la colonizacion de hábitat nuevos por B. cuneara. La 

evidencia geológica indica que Chichinautzin y Pedregal son sitios mucho más jóvenes que 

(Milton. 
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1 APENI)ICE 

Buffer de extracción para :Mo- 

n buffer de extracción se ¡mellara mezclando tres partes del buffer YO con una parte del 

buffer Veg II. 

YO (Yen et al., 1980) (para preparar 100 ml) 

10 ml 	solución Tris-ácido cítrico p117.0 

0.05 g NADP 

0.05 g NAD 

0.018 g ácido ascórbico 

0.034 g EDTA 

0.10 g 	albúmina bovina 

0.33 ml 2-mercaptoethanol 

Llevarlo a 1()0 ml con agua destilada 

Veg II (Cheliak y Pite!, I 984) 

0.31„g 	ácido bórico 

2 ml 	Tergitol 15-S-9 

2 g 	PEG 8000 

7 g 	PVP 40 

1 g 	PVP 360 

0.88 g 	ácido ascórbico 

0.02 g NAD 

0.1 g 	albúmina bovina 

0.005 g piridoxal 5-fosfato 

0.27 g 	sacarosa 

0.19 g 	cisteína-HCL 

0.66 ml 2-mercaptoetbanol 

Llevarlo a 100 ml con agua destilada y ajustar el pli a 7. I con NaOH 



Preparación de la solución Tris-ácido cítrico pli 7.0 

1.57 g Trizma base 

0.83 8 ácido cítrico 

Llevarlo a 100 ml con agua destilada 

Recetas utilizadas para preparar los sitemas del buffer: 

(Calculadas para preparar un litro) 

Sistema Moffolina (MC) (Wyatt 1989). 

Buffer de charola: 

0.04 M Acido cítrico monoltidratado 8.4 g 

Llevar a un litro con agua destilada 

Ajustar el pli a 6.1 con N-(3-ainitiopropil) moriblina. 

Buffer del gel 

1 parte del buffer de charola 

19 partes de agua destilada 

Ajustar el p1-1 a 6.1. 
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Sistema Milton PP (Mitiun  et ziL,  19771  

Buffer de la charola: 

0.031 M Hidróxido de Sodio (Na01-1) 1.25 g 

0.295 M Acido bórico 	 18.25 g 

Llevar a un litro con agua destilada 

Ajustar el p1-1 a 7.5 con Na01.1 o con Acido bórico. 

Buffer del gel 

0.015 M Trizma Base 	 I.8 g 

0.295 M Ac. Cítrico (monote.) 	0.7 g 

Llevar a un litro con agua destilada 

Ajustar el pi-1 a 7.6 con Na011 o con Ac. cítrico 

11..11 

Yll 	4i. 
thIldb-t.: i ‘',.kp 
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Sistema R (May 1992) 

Buffer de la charola 

Hidróxido de litio 
	

2.51 g 

Acido bórico 
	

18.54 g 

Llevar a un litro con agua destilada 

Ajustar el pH a 8.1 

I3uffer del gel 

Trizma Base 	 3.63 g 

Acido cítrico 	 .96 g 

Agregar 10 ml del buffer de la charola 

Llevar a un litro con agua destilada 

Ajustar el pH a 8.5 

Otras enzimas fueron ensayadas para el análisis electroforético. pero no se utilizaron ya 

que algunas presentaban poca o ninguna actividad y otras no eran consistentes en su 

lectura: 

ADH Alcohol deshidrogenasa E.C. I.1.1.1 

DIA Diaforasa E:C:1.6.99 

G-6PD Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa E.C11.1 1.49 

GDH Glutamato deshidrogenasa E:C:1.4.1.3 

IDII Isocitrato deshidrogenasa F.C. I .1.1.41 

MD11 Malato deshidrogenasa E.C.I .1.1.37 

ME Enzima itálica E.C.1.1.1.40 

MNR Menadion reductasa E.C. 1.6.99.2 

PGM Fosfoglucosa-tnutasa E.C.5.4.22 

RUI3 Rubisco E.C.4.1.1.39 

SDH Shikimato deshidrogenasa E.C. I.1 1.25 

SOD Superóxido dismutasa E.C.1.15.1.1 
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Indicador en el corrimiento de los geles. 

El colorante utilizado en el corrimiento de los geles fue un preparado de amido black con 

agua destilada, metanol y ácido acético en la proporción 5:5:1. 

Recetas de tinción de las isoenzimas montadas. 

ACI'llFosfatasa ácida E. C. 3. 2. 3. 2 (Hakitn-Elalti, 1976) 

Buffer 1 M de Na Ac pH 5.0 	 5 ml 

Agua destilada 	 50 ml 

a-Naplabyl acid phosphate (monosodium) 100 mg 

East Garnet C13C salt 	 .125 gr. 

Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente. 

CPX Peroxidasa catódica E. C. I. 11. 1. 7 (Halcim-Elalti, 1976) 

Dimetill'ormamida 	 7 ml 

Agua destilada 	 90 ml 

Peróxido de Hidrógeno al 3 % 	I ml 

Cloruro de Calcio al I °Ai 	 2 ml 

1 M Acetato de Sodio p115.0 	 5 ml 

3-arnino-9-ediylcarbazole 	 100 mg 

Incubar en la obscuridad a temparatura ambiente. 

Buffer I M de Acetato de Sodio pH 5.0 

Acetato de Sodio triladratado 	136 

Agua destilada 	 1000 ml 

Ajustar el pH con Acido Acético. 



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

Fast Blue RR Sal 
	

50 mg 

a-Naphthyl acetato 
	

25 mg 

Disolver muy bien en 2 ml de acetona y añadir: 

Buffer de fosfatos 1 M pi! 6 	 5 ml 

Agua destilada 	 45 ml 

Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente. 

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

Tris-UCI 0.2 M pll 7.0 	 50 ml 

Substrato GOT pH 7.0 	 5 ml 

Pyridoxal 5 fosfato 	 0.04g 

Fast Blue I3B Sal 	 0.150g 

Incubar en la obscuridad a 37 grados centígrados. 

Substrato GOT 

Acido L-aspartico 	 4g 

Acido a-Ketoglutárico 	 2g 

Agua destilada 	 101) ml 

Ajustar el pH con NaOH 
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LAP Leucil aminopeptidasa E. C. 1 4. 11. 1 (Wcrth, 1985) 

Buffer Tris-maleato 0.2 M pH 5.2 	50 ml 

L-lucina-b-natilamida-HCI al 2.5% 	1 ml 

Incubar en la obscuridad a 37 grados centígrados durante 30 minutos y posteriormente 

añadir 100 mg de Fast l3lack K Sal disueltos en 5 ml de agua destilada.Dejar incubando 

hasta que aparezcan las bandas. 



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

0.05 M Tris-W.1 Ni 8 0 	 50 ml 

Glucosa-ti-fosfato deshidrogenasa (10 u/ini) 3 tul 

1 Ni MgCl2 	 1 mi 

b-nicotidamine adenine dinucleotide 

pliospliate (TPN) al 1% 	 1 mi 

(3-(4,5-dimetliyithiazol-1,2-y1)-2,5 

diphenyltetrazolium) (MTT) al 1% 	1 ml 

pbenazine metbosulfato (PMS) al 1% 	0 5 ml 

D-fructosa-ti-fosfato,sal disódica 	 25 mg 

Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente. 
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