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RESUMEN

El género Abics en México tiene alrededor de ocho especics, de las cuales cuatro se encuentran cn
¢l Norte del pais, Abtes concolor, A. durangensis, A. durangensis var coaghutdensis y A. vejart
Para este estudio realicé un analisis de isoenzimas, el cual ha sido un meétodo utilizado frecuente-
mente para examinar la estructura genética y filogenia cn plantas por su rapidez y sencillez. De-
terminé la estructura genética para cinco poblaciones de A. concolor, cinco de A. durarngernsis,
tres de A. durangensis var. coabnnlensis, cinco de A vegar: y una poblacion de A. lasciocarpa
(empleada como grupo externo) El 29.92 % dc los 16 loci examinados resultaron polimorficos
Los niveles de variacion genética (Hp = 0 063) resultaron ser comparablemente bajos con respecto
a otras especies del género Abies y demas coniferas Por el contrario la diferenciacion entre po-
blaciones fue alta (Fsy = 0.205) El fenograma (UPGMA) basado en las distancias genéticas de Nei
{D+ = 0.028) no nos presenta un claro patron en el que se puedan agrupar a las distintas especies
Es probable que la existencia de sistemas montafosos separados por grandes extensiones de tierra
causen un aislamiento geografico entre las distintas poblaciones de Abres, 0 que la existencia de
errores en la clasificacion actual pueden llegar a producir una diferenciacion genética entre estas
poblaciones. Todo esto nos hace pensar que las poblaciones de A bies fucron afectadas en un pasa-
do no muy lejano por eventos de cucllos de botellas o principio de fundador, provocando una re-
duccion en los tamafos efectivos de las poblaciones Sin embargo en la actualidad parececeria que

dichas poblaciones se han recuperado y que lo que percibiendo son los eft de la deri-

va génica y/o la endogamia. Por esto se hacc imperativo consevar la mayor cantidad posible de
poblaciones




INTRODUCCION

Los patrones de diversidad genética que vemos actualmente se deben a la historia evolutiva de las
especies. Los estudios de la variacion y diferenciacion genética nos permiten entonces saber que
procesos evolutivos estan actuando sobre las especies y poblaciones y cuanta diversidad genética
tenemos cn cllas Estos estudios nos han revelado que la diversidad esta asociada a ciertos patro-
nes ccolégicos, eventos historicos y a las caracteristicas de vida de los organismos (Hamrick y
Godt 1990, Hamrick er /. 1992, Parker ¥ Hamrick 1996, l.eonardi ¢f al. 1996) Estos estudios
nos han revelado un nimero insospechado de fenomenos genéticos y llevado a plantecar preguntas
y aplicaciones nucvas para la genctica de poblaciones (Clegg 1990), como la estimacion de las re-
lacionces filogendticas entre las especies y poblaciones y ¢l diseilo de planes de conscrvacion y ma-
nejo de recursos genéticos (Meffe y Carroll 1994, Frankel er al. 1995, Hillis y Moritz 1995)

El papel de la genética de poblaciones

La gendtica de poblaciones cs la herramienta que nos permite conocer cuales son los niveles de

ica dentro de las poblaciones y de diferenciacion entre ellas. Ademas, nos da las

variacion gen:
armas para explicar esta variacion en funcion de los procesos evolutivos que estan actuando sobre
las poblaciones en estudio En otras palabras, s ¢l estudio de como las leyes mendelianas y otros

I a poblaci naturales, ya que la evolucion es esencialmente pro-

principios éticos se ap
ducto de los cambios graduales en la composicion genética de éstas (Harm) y Clark 1989) Para
y genotipicas, a partir del modelo de

realizar estos estudios se 1 las frecy
equilibrio de Hardy-Wrcinberg (Roughgarden 1979, Hartl y Clark 1989, Eguiarte 1990), el cual
1éli y genotipicas en ausencia de cualquier fuerza evo-

predice la relacion entre las fr

lutiva
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Inicialmente el objetivo de la genética de poblaciones era incorporar las ideas de 1a sclecciéon
natural de Darwin y Wallace con las tcorias de la genética mendeliana Pero en la actualidad el
estudio de la genética de poblaciones sc aplica en maltiples disciplinas como la conservacion de la
diversidad biologica (Soulé y Mills 1992, Ellstrand y Elam 1993; Mcffe y Carroll 1994), 1a cruza
de animales de zoologicos (Laikre y Ryman 1991), el estudio de especies introducidas y coloniza-
doras (Aguirre-Planter 1994), ¢l estudio de si de apar i (Schroeder 1989b, Clegg

1990) y cl estudio de la diversidad genética en general. Estos estudios juegan un papel fundamen-
tal en las tcorias de la evolucion porque permiten comprender procesos evolutivos como la sclec-

cion natural, i . flujo géni deriva génica y end. ia (Clegg 1990), ademas de ser un

importante factor en la probl atica de delinicion t Gmica

La técnica de electroforesis y el estudio de isoenzimas.

La técnica mas difundida en el estudio de la variabilidad genética es la electroforesis de isoenzi-
mas. La electroforesis es ¢l movimiento de moléculas a través de un gel bajo la influcncia de co-
rriente cléctrica. Estas moléculas van a correr a diferentes velocidades debido a su polaridad y pe-
so. La direccion en que corren, en general, es del anodo al catodo (Conkle ¢f al. 1982, Cheliak y
Pitel 1984; Hillis y Moritz 1995, Acquaah 1992) Generalmente el gel es de almidon Por lo comun
se emplea una concentracion de 10-12%5, esta depende de las propiedades de las enzimas del or-
ganismo que estemos analizando También Jos buffers van a cambiar segun las isoenzimas que co-
rramos. En la actualidad existen una enorme cantidad de recetas para montar el sistema de electro-
foresis en geles de almidon (Cheliak y Pitel 1984, Conkle ¢f al. 1982)

Es una técnica sencilla que desde 1966 con los estudios clasicos de Lewontin, Hubby y Ha-
rris ha permitido avanzar la comprension sobre como intervienen los procesos evolutivos en las
poblaciones (Hillis y Moritz 1995, May 1992). A partir de que las isocnzimas en plantas fucron
reportadas por primera vez, en 1969 por R. Scogin (Eguiarte 1990), ¢l desarrollo de las técnicas
electroforéticas han proveido un método directo para cstimar la diversidad genética dentro y entre

poblaciones de estos organismos (Hamrick er al. 1992). Siendo ampliamente difundidas de ese
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entonces a la fecha, pudiend ar una gran idad de trabajos sobre la variabilidad genéti-

ca en enzimas y no solo en plantas, sino en cualquicr organismo que nos queramos imaginar

Este fendmeno se debe a que tienen multiples ventajas, entre cllas el tener resultados de ma-
nera rapida y relativamente barata en comparacion con otros marcadores moleculares y presentan,
ademas una alia heredabilidad (Adams 1983) Otra cualidad importante es la de poderse obtener
en una gran variedad de tejidos, como son hojas adultas y juveniles, yemas de crecimiento, polen y
semillas (Brown y Moran 1981, Adams 1983) Las isoenzimas usualmente se expresan codominan-
temente y segregan en proporciones mendelianas (Conkle y Adams 1977, Adams 1983), por lo

que pueden ser estudiadas con facilidad por ¢l modelo de equilibdo de Hardy-Weinberg Los es-

tudios realizados en isocnzimas han contribuido es ial c en cl conocimi de muchaos gru-

pos de plantas y animales, incluyendo las coniferas (Conkle 1974, Mitton 1983, Mitton 1992).

Diversidad y distribucion del género Abies.

El géncro Abies, comanmente conocido en México como oyamel, abeto o pinabete, pertenece a la

F Fuc establecido por Miller en ¢l ailo de 1754 con A. alba como especie tipo

(Schroeder 1989a). En cse entonces Miller Jos clasificod junto a otros géncros como Prcea y Tsu-
ga, considerandolos a todos dentro de un mismo taxon. Es hasta el siglo diecinueve cuando Spach
(1842) realizé la primer tentativa de crear una clasificacion genérica. proponiendo una division de
cinco secciones Seccion Froea, Scecion Piceaster, Seccion Peuce, Seccion Peucenrdes y Seccion
Aicropeuce (Farjon y Rushforth 1989) Desde el momento en que ¢l género Abres fue establecido

como tal, existicron diversas propuestas para llevar una clasificacion. Hubo qui se limitaron

estrictamente a hacer referencia por las areas que ocupaban o por sus caracteres primarios para la

T i6n de un esquel Hoy en dia la clasificacion se ha detallado mas y se fundamenta en los

caracteres vegetativos y reproductivos (conos), ademas de hacer referencia a la ecologia y geo-

grafia que los rodean. Es obviamente una forma mas objetiva de clasifi lo y por st com-

place mucho mas a una mayoria de los investigadores que se dedican al estudio de este géncro
(Farjon y Rushforth 1989).
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En la lidad Ia di ion con resp a cstas otras coniferas hermanas a los Abies ha
sido resuclta, definiéndose a cada uno como géneros independientes entre si (Farjon y Rushforth
1989). Sin embargo, los problemas de clasificacion dentro del género Abies todavia subsisten, ya
que su morfologia es muy poco variable entre cllos y para colmo existen datos de hibridacion,
hasta en especies consideradas como muy distintas (Liu 1971, St. Clair y Critchficld 1988). Pero a
pesar de estas dificultades se ha podido hacer una clasificacién y hoy en dia se reconocen aproxi-
madamente entre unas 40 y 60 especies de Abics en todo el mundo (Liu 1971, Farjon y Rushforth
1989, McVaugh 1992)

En general los abetos son arboles que conforman de mancra trascendental ¢l paisaje de los
bosques de las regiones boreales y de grandes altitudes del Hemisferio Norte de nuestro plancta
En la mayoria de los casos los abetos estian asociados siempre con una o dos especies de coniferas

en ¢l mismo area, como son Picea, Tsuga, P 1

swa, Larix, Juniperus'y Farrus (Liu 1971)

Descripcion taxonémica.

La siguicnte descripcion de los Abies fue realizada principalmente por Martinez (1948 y 1963) y
Liu (1971). Son arboles corpul i

pre verdes, resi , de copa simétrica y aguda. Son
plantas diploides cuyo namero cromosémico es de 2n = 24, El tronco es erguido y simple, llega a
medir de 30 a 40 metros de altura, pero se han registrado individuos de mayor longitud, con un
ancho de 40 a 150 cm de diamctro. En gencral las ramas comienzan a poca altura y pueden ser
horizontales o algo levantadas

La corteza en los arboles aduitos es obscura, gruesa y hendida, con placas escamosas ¢ irre-
gulares. Mientras que, en los arboles jovenes se presenta de forma grisicea y mas o menos lisa.
Las ramillas, estructura del tallo donde se encuentran las hojas, son siempre opuestas y frecuente-
mente disticas; su color en lo general ¢s moreno rojizo llegando a veces a un tinte violaceo. La su-

perficiec mas o menos hirsuta, rara vez glabra

L.as hojas son persistentes y lincares, sésiles, rectas o algo falcad muy delgadas en al
especics o relativamente gruesas Por regla gencral son ticsas y algo coridiceas y en su mayoria

desprenden aroma. Las di i varian considerablemente de unos 18 a unos 70 mm. Su color
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oscila de un verde claro a uno obscuro, siendo en la cara superior rclativamente brillosas y en 1a
inferior opacas y glaucas, a veces de forma muy marcada

Es importante en la determinacién de especies considerar la base, el limbo y el apice de la
hoja. La basc en lIa mayoria de la espccies es mas o menos torcida, por lo cual las hojas se colocan
o tienden a colocarse en un mismo plano, si esto no sucede entonces se ven orientadas en todas
direcciones. El limbo ¢s aplanado y lleva una hendedura en la cara superior que corresponde con
una cresta, dependiendo de los casos puede ser saliente 0 no en la inferior Ambas se desvanecen
en cl apice. En ¢l envés de Ia hoja se pueden observar estomas a ambos lados de la cresta, los
cuales aparecen como puntos blanquecinos En el haz es muy variable su presencia El apice es
bastante vanable segin la especie, pudiendo ser agudo y a veces algo cérneo, truncado, redondea-
do, obtuso o hendido Como es un caracter constante s¢ toma como un clemento importante en la
clasificacién dentro del género

La disposicion de las hojas en las ramillas se puede denominar de distintas mancras, si se ex-
tienden en un plano de uno y otro lado de las ramillas se denominan disticas o pectinadas y cuando
es en varios planos formando una V mas o mcnos abicrta se les ilama subdisticas No hay una for-
ma definida de llamarlas cuando se oricntan en todas direcciones Las especies de Abies presentan
cada una de cstas orientaciones

En los Abies generalmente los canales resiniferos son dos y estan situados en la cara inferior,
cerca de las extremidades, ya sea sobre 1a epidermis o la subepidermis. Aparte de estos dos canales
que son constantes cn todas las especics. pueden presentar otros que comanmente son Mayores en
tamafio a los dos anteriores. Las yemas son globulosas u ovoides, situadas latcralmente y siempre
protegidas por una capa mas o menos grucsa de resina

Los Abies son plantas monédicas. Los estrobilos masculinos se producen en la parte inferior
del arbol. Los estrobilos femeninos (cono) se encuentran en la partec superior y constan de un gje
erguido y persistente, con las cscamas caducas. Tanto unas como otras s¢ forman en la misma es-

taciéon, pero permanccen cn boton hasta la primavera siguiente. Los estrobilos masculinos son mas
illas y lar lad de color pur-

numerosos, desarrollandose en la cara inferior de las 7
pareo o amarillento, protegidos por una envoltura escamosa. Alcanzan una talla de 5 a 20 mm de

fargo y de 4 a 8 mm de ancho. El grano de polen conticne de dos a tres células protaliales. La célu-




] estin bebidos en una la pr i At que

1a sralk, célula del cuerpo y ef tubo

esta4 compucsta por numerosos granos de almidon.

Los estrébilos femeninos son oblongos (7-16 cm) y siempre se producen en las Gltimas ra-
millas de la punta del arbol. Son erectos y pucden estar solitarios o en grupos de dos a tres Las
escamas se agrupan en torno de un cje y llevan en su base a los dvulos, generalmente dos Su color
€s moreno obscuro ¢on matices violaceos o amarillento El cono maduro €s muy variable segan Ia
dando d. do el axis (eje central donde se sostic~

especie y pierde las bracteas rapid qQ

nen las escamas del cono).
La semilla es irregularmente oval- inada, fr angulosa o vagamente triangu-

lar, envuelta incompletamente en un capa resistente papiracea y lustrosa Abajo de ésta hay una

capa membranosa que tienc vejigas llenas de resina aromatica. En su parte superior tiene un ala, la

cual es delgada y fragil

El estudio de los Abies en México

En lugares como Canada, Estados Unidos, Japén y paises de Europa se conoce ampliamente la
distribucién y biologia de los abetos, a diferencia de paises como China y México, donde su estu-
dio es practicamente desconocido (Liu 1971), lo que no le resta la importancia biologica que pu-
dieran tener. Por ejemplo, los bosques mexicanos de tipo boreal tiencn una gran riqueza de espe-
cies, pero solo cubren entre el 0.16% y 0.5% del area del pais (Leopold 1950, Flores ef al. 1971
Rzedowski 1986). Los bosques de Abies se desarrollan a grandes alturas que oscilan entre los

1,700 y 3,500 metros sobre el nive!l del mar, por esta razén es que su distribucion en las sicrras es
tslami por distancia entre las poblaciones. Esto les

dispersa y | lizada, provo do asi un
da una distribuciéon como islas Por otro lado son importantes como refugio para otras especics
como cs ¢l clasico ejemplo de la mariposa Monarca en los estados de México y Michoacan o del
venado Cola Blanca en los estados del Norte de la Republica (Hoth 1995, Snook 1995, Anderson

y Brower 1996), por 1o que conocer mas su biologia y realizar estudios de conservacion se hacen

relevante.
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La primera clasificaciéon que se
realiza en México para el géncro Abies

bi q

fue p i por N imi Martinez

en cl afo de 1948 Martinez propuso un
total de ocha especies y cinco
variedades en todo el pais, de las cuales

scis son endémicas Cuatro de las ocho

especics y dos de las cinco variedades
se encuentran en ¢l Norte (figura 1) En
contra parte Liu (1971), propuso para
el Norte solo tres especics y dos

variedades (4. coexolor, A. durangen-

sis, A vejari, A. durangensis var.

Figura 1. Clasificacién del gencro Abres scgun Martinez| COWmulonsis y A. vejart var mexicana,

(1948)

que segun Martinez (1948) es variedad
macrocarpa) Finalmente de mancra mas reciente en 1994, Debreczy of al. describieron una nueva
especie en Durango, a la cual lama A. neodurangensts, sin modificar ninguna de las dos anteriores
clasificaciones. El también describio en México por primera vez la existencia de poblaciones de A.
concolor var lowiana en Chihuahua (tabla 1)

Uno de los factores que pueden hacer dificil la tarea de clasificar a estos arboles, podria ser
Ia existencia de flujo génico entre las poblaciones El flujo génico es el movimiento de genes entre
poblaciones, y puede jugar un rol importante en la estructura genética de las mismas (Ellstrand

1992). Las consecuencias de este proceso evolutivo son la de homogeneizar entre si las poblacio-

duciend

nesr

vés del polen (Hamrick er al. 1992, Ellstrand 1992)

asi la difer iacion entre éstas. Este flujo en plantas se da a larga distancia a tra-
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Tabla 1. C: icos de las del gencro Abies que habitan cn ¢l Norte de México scgin Marti-
nez (1948).
A durangensis Manincz < Rannilas subglabras o hirsutas,
. Haces ¥ con
celutas de refucrrzo
« Canalcs sobre 1a s,
* Bricica inclusa y sicmpre pequeiia, brove-
mente cn cf apice,
un tercio o un medio de la cxcama
s var . U - hirsutas
Mamna Comb nova. e Haces vasculares muy aproximados y con po-
cas células de esfucrso.
* Canales sobrc la

=  Bractea inclusa, pero nu)ot redondeada o
encl apice. |
te mas alld de la nmutad de Ia escama o hasta
cerea del barde

A vejart, Martinez. = Hojs mas o menos hendidas cn 1a cara su-
perior
= Brictea excerta v graduatmentc cuncada, no
estrangulada con punta larga y aguda.
= Ramillas glabras y haces vasculares aproxi-
mados

A. vejart var. mocrocarpa. Mantincz. « Hojas aplanadas cn la cara superior o con
cresta cn ambas caras
* Brictea inclusa. estrangulada y con punta

corta
+ Ranullas finamentc hursutas y haces vascula-
1cs
A. mexicana, Martincz. = DBractea inclusa
= Hojas or en todas ¥y con
el apice no emarginado, obtuso o agudo. a
veery
A. concolor, (Gord. et Glend) Hopes « Esiomas numcrosos cn ambas caras

Brictea inclusa
«__Hoyas disticas o subdlstcas

Por medio de estudios palcobotanicos se ha podido determinar que el origen de los Abies en
Norteamérica ocurrio a principios o antes de la mitad del Eoceno del periodo Terciario, aproxima-
damente hace unos 50 millones de afos (Liu 1971) Varios autores proponen que poblaron las zo-
nas bajas de los desiertos del Norte de México (Critchfield 1984, Thompson ef al.. 1993, Webb 11
et al.. 1993, Graumlich y Brubaker 1995), sin embargo donde sc¢ encuentran discrepancias es co~
mo y cuando se dio la separacidn y constituciéon de las poblaciones actuales Este fenomeno se de-

be principalmente a que es dificil encontrar plantas fosiles bien conservadas. A pesar de este in-
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i 1 i igadores creen que el aislami entre las poblaci podria haberse

efectuado de forma relativamente reciente, por 1o que seria otra causa explicativa del porqué es

dificil diferenciarlos de una manera clara (Graumlich y Brubaker 1995)

Como ya mencioné anteriormente, la tasa de hibridacién entre las diferentes especies de
Abies es muy alta (Liu 1971, St. Clair y Critchficld 1988), lo que aclararia también las razones de
1a dificil tarea de determinar una especic de otra y que la clasificacién no sca mas objetiva. Aparte
de los puntos anteriores, en nuestro pais ¢l problema se agranda, pues tencmos que dicha identifi-
cacién se hace mas complicada, debido a que la morfologia entre las especies puede causar confu-
fici claros. Es por csta razén

sion, pues los caracteres sc¢ sobrelapan y no quedan lo
que la taxonomia de los AAiey mexicanos es tan confusa, ademas de lo poco estudiados que estan.
Por eso es relevante hacer otros estudios para definir mcjor la taxonomia del génecro en ¢! pais
Esta informacion podria ser muy util en ¢l disciio de planes de conscrvacion de los bosques de
que habitan cn cllos, como la mariposa

Abies y por igui bién defender a otras esp

Monarca.
Como sabemos, las circunstancias de nuestro tiempo no nos permiten conservar todas las

areas naturales Que nosotros quisicramos. Por lo que saber que tan diferentes son las poblaciones
entre si, nos facilita determinar cuales areas son mas “imponantes” que otras El calcular la va-
rinbilidad genética de una especie, en este caso la del géncro Ahies, nos resuelve el problema de
definir cuales poblacioncs deben mantenerse lo menos perturbadas posible.

Esto nos lleva a preguntarnos entonces ;cual es el nivel de variabilidad dentro estas pobla-
ciones?, jqué tan distintas son las poblaciones?, ;como se distribuye la variacion entre las pobla-
ciones de la misma y diferente especie” Para contestarnos estas preguntas nos ayudamos de la ge-
nética de poblaciones. Las isoenzimas son una herramienta imponante que nos permiten definir la

variabilidad genctica de las poblaciones (Lewis y Cech 1969; Conkle er al. 1982, Pitel y Cheliak

1984, Conklec 1992).
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OBJETIVOS

blaci de las especies de Abivs concolor, A. duran-

e Estimar los niveles de variacion en las p
Kensis, A. durang s var Malensis y A. veyari del Norte de México

e Estimar el grado de diferenciacion genética cntre poblaciones y especies

® Contribuir en el esclarecimiento sobre la problematica taxondmica det género

- Estimar el nivel de diferenciacion entre 4. durany s var. coahuilensis y A. durang
para analizar si se pueden definir como dos especies distintas.
- Definir si A. ¢ lor puede ser iderado como el taxdn con mayor niumero de caracte-

res ancestrales dentro de los Abies del Norte de México como propuso M. Martinez en 1948.
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METODOLOGIA

Colecta

El total de poblaciones mucstreadas entre las cinco especies fue de 19; cinco de A. concolor, cinco
de A. durangensis, tres de A. durangensis var, coahuilensis, cinco de A. veyar: y una de A. lascio-
carpa, csta ultima para usarse como grupo basal (tabla 2) Las localidades gencralmente tiencn por
comuin estar en zonas altas, sin embargo las condiciones del suelo, Ia geografia y la vegetacion cir-

d. son relati variables. Los sitios de estudio se encuentran en zonas cjidales, co-

var. coahuilensis que eran propiedad

munales o reservas, con excepcion de las de A. durarngense.

viembre y Diciembre de 1998,

privada (figura 2). La colecta fue realizada en Abril, Mayo,

Se colectaron un promedio de 39 individuos por localidad. cortando una rama de 20 centi-
metros de largo para cada individuo y se guardaron en bolsas de plastico Ziple Las hojas no es-
tuvieron mas de una semana en ¢l campo, esto con cl fin de que no se echaran a perder las mues-
tras. En algunos casos con las mismas bolsas de plastico introducimos hielo para conservar una

temperatura baja

Electroforesis

La extraccion de las enzimas se cfectuo a partir de las yemas de crecimiento de las ramas, por ha-
ber en estas precisamente una alta actividad enzimatica. Una vez desnuda la yema sc puede guar-
dar en un microtubo con un buffer de extraccion, compuesto de una parte del buffer de Ych y
O’Malley (1980) y tres partes del buffer Veg 11 de Pitel y Cheliak (1984), a una temperatura de -
20° C por un lapso de cuatro a cinco meses.

El método que emplcamos para determinar la diversidad enzimatica fue el de electroforesis
horizontal en geles de almidon (Cankle ¢f al. 1982, Cheliak y Pitel 1984, Hillis y Moritz 1995). Se

emplearon dos sistemas de buffers y se extrajo un total de 11 enzimas, obteniéndose



¢ =A. concolor
d=A. durangensis

s = A. durangensis var. coahuilensis
v= A vejari

= A luseipcarpu

Figura 2. Mapa de los sitios de colecta

t1
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Tabla 2. Ubicacion de las poblaciones del géncro Abies en ¢l Norte de México que s¢ utilizason pars esic estudio
isocnzimaitico.

CLAVE ESPECIHE LOCALIDAD MUNICIFIOS ALTURA
Cc23 concolor San Poedro Martir 2 BCN 3069
DC24 dhurangensis var Sicrma la Madcra Cuatrociénagas. 2280
coahuilensis Coah
DC2s durangensts var Rancon de Marsa Muzquiz, Coah 1710
coahulensis
DC26 durangensis var Sicrra del Cannen Murquiz, Coah 2430
coahutlensis
Va7 vegars ame Aricaga, Coah 2850
V2§ Vepart Mesa de Ias Tablas Ancaga, Coah 2K¥0D
V29 vegart Los Lirios Artcaga, Coah 00
V3 vegar: Cervo del Potost Galeana, NL 100
D urangensey Pinos Altos Ocampo, Caah 190
1 concolor Pinos Allos Ocampo. Couh SO0
C. concalor Arrovo de las Garrochas Madcra, Cluh 730
D34 durangensis Crecl Bocovna, Chuh 41qQ
D durangensis Cerro Las Iplesias 11 Chuh 030
Cio concolor Mount Graham Graham, Az 70
C37 concolor Mount 1 Pine. Az 70
3% lasciocarpa Mount lcminon Punc, Az P70
D39 durangensis Parmjc Sta Barbara 2 Salte, Dur 2910
D30 duramgensis _os Bancos El Salto. Dur 2970
VS0 vepars Zaragora Zaragosa, N1 2610

la resolucion de 16 loci en geles con una concentracion del 10% de almidon (Sigma) Los sistemas
qQue se corricron son los siguientes el sistema H  (Cheliak y Pitel, 1984), con las enzimas acido
fosfatasa (ACPh), fosfoglucomutasa (PGM), isocitrato deshidrogenasa (IDH), menadiona reducta-
sa (MNR) y shikimato deshidrogenasa (SDH), y el sistema R (Ridgeway ¢t al. 1970, Weber 1980)
con las enzimas fosfoglucosa isomerasa (PGI, dos loci). glutamato deshidrogenasa (GDH), leucina
aminopeptidasa (LLAP, dos loci), peroxidasa anodica (AP X, dos loci), peptidasa (PEP, tres loci) y
rubisco (RUB) (Apéndice 1). Los diferentes loci fueron numerados secuencialmente para cada
enzima, asignando ¢l numero mas bajo para ¢l que emigrara con mayor velocidad. Los alelos para

cada locus también fueron definidos de manera similar.
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Andlisis estadistico

Las cuatro medidas standard de la variacién genética fucron calculadas para todas las especies y
poblaciones con ¢l programa de computo Biosys | (SwofTord y Selander 1981). Estas medidas de
diversidad genética incluyen la proporcién de loci polimérficos (P), 1a cual se calculd a parntir de un
nomerso x de loci polimérficos en una muestra de m loci (Hedrick 1983):
P=x/m

Un locus fue clasificado como polimérfico si tuvo mas de un alelo. Esta medida toma los valores
de cero a uno, interpretandose como cero la falta de variacién y uno que todos los loci fucron po-
limérficos.

La heterocigosis promedio esperada (He). que puede calcularse en el equilibrio de Hardy-
Weinberg para un locus con n alelos como

He=(1-%p%)

donde p, son las frecuencias alélicas para dicho locus. También se obtuvo la heterocigosis prome-
esperadas para todos los loci estudiados (Hedrick

dio para cada poblacién con las heter
1983). Este indice también toma valores de cero a uno, considerando otra vez a los valores cerca-

nos a cero como falta de variaciéon y los préximos a uno como un alto nivel de variacién. Por otro
lado se obtuvieron las heterocigosis observadas (Ho) de cada uno de los loci y las poblaciones. Y
finalmente la Gltima medida de variacion fue la media del nimero de alelos por locus (A), que se
obtiene a partir de,

A=all
donde a es ¢l numero de alelos en una poblacion y | es el numero de loci en Jla misma (Hedrick

1983).

Para investigar si hubo una desviacion de las fr it enotipicas esperadas por el equili-
8 g p q

brio de Hardy-Weinberg, sc cstimaron los indice de fijacion F (Wright 1969)

F = (1 - Ho)/ He
donde Ho es la proporciéon de heterdcigos observados y He es la proporcion de heterocigos espe-
a la poblacion dentro del

rados. Si el valor de este indice es equival a cero,
equilibrio de Hardy-Weinberg, pero si los valores adquieren un signo estara fuera del equilibrio. Si

este signo cs positivo decinios que existe una deficiencia de heterocigos y si es negativo un exceso
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de los mismos. Sc probd si los F difiricron significativamente de cero por medio de una prucba x?
(Workman y Niswander 1970).

Adicionalmente se incluyen las medidas que nos describen los niveles de diferenciacion ge-
nética entre las poblaciones y dentro y entre las especies. Primero se hizo pruebas de %? para ver si
habian deferencias en las frecuencias alélicas entre poblaciones (Workman y Niswander 1970).
También sc estimaron los estadisticos F (Wright, 1969) que miden, que tan diferentes son genéti-
camente las poblaciones entre si. Para esto existen tres diferentes coeficientes de F, los cuales son
designados a partir de la variacion total de las poblaciones (T), de las subdivisiones (S) y de las
individuales (1). Estos tres valores, Fgr, Frr ¥ Fis, estan rclacionados entre si (JHedrick 1983):

Fst = (Frr - Fis )}/ (1 - Fis)
Fst es una medida que nos indica la diferenciacion genética entre las poblaciones y siempre da un
valor positivo, en cl caso que una estimacion sea negativo se considera como cero. Podemos cal-
cularlo de la siguiente manera:
Fsr = (Hr - Hg) / Hy

donde Hs es el promedio de la heterocigosis esperada de todas las poblaciones y Hy es el pro-
medio de la heterocigosis esperada dentro de cada una de las poblaciones en estudio (Hedrick
1983).

En tanto Fis ¥ Frr son medidas de 1a desviacidn de las frecuencias genotipicas observadas de
las esperadas con equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de las poblaciones y en el total de todas
estas, respectivamente. Al igual que en los indices de fijacién F, los valores positivos indican una
deficiencia de heterécigos y los negativos un . Estas didas se pueden ob

Fis=(Hs-Ho)/Hs
Fer= (Hr-Ho )/ Hr
donde Ho es el promedio de la heterocigosis observada de las poblaciones, Hy es el promedio de

la heterocigosis esperada de todas las poblaciones y Hy es el promedio de la heterocigosis espera~
da dentro de cada una de las poblaciones en estudio (Hedrick 1983).

Por otro lado se calculd una matriz de distancia genética de Nei (1978), que es:

D = -In(Uxy / (IxJx)'?)
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dondc Jxy es la probabilidad de escoger un par de alelos idénticos, uno de la poblacion x y otro de
lay, y Jx y Jy son las probabilidades de escoger un par idéntico dentro de cada poblacién estudia-
da (Hartl y Clark 1989). La distancia genética puede tener valor de cero, si las frecuencias alélicas
de las poblaciones son idénticas, hasta infinito si las poblaciones no tiene ningin alelo en comin
(Hedrick 1983). De esta distancias, se construyé un fenograma usando ¢! algoritmo UPGMA
(Sneath y Sokal 1973).

También se rcalizd un analisis para ver si la relacion entre el flujo génico y la separacién
geografica seguian un patrédn de aislamiento por distancia. Este concepto fue introducido por
Sewall Wright (1943) para describir la acumulacidn de diferencias genéticas locales bajo una dis-
persion geografica restringida.

Sc ha visto que en una poblacidén con dispersién restringida existe una simple relacién entre
la medida indirecta del flujo génico para pares de poblaciones (M) y la distancias geogrificas, asi
como en poblaciones dentro o fuera del equilibrio y que esta relacion es relativamente indepen-
diente de la tasa de mutacion, cuando dicha tasa es pequefia(Slatkin 1993). Para esto primero se
efectud la estimacion indirecta de los niveles de flujo génico (Af) para pares de poblaciones segun
Slatkin (1993):

Af = (1-Fs7/4 Fst)

Donde Fsr es la diferenciacion gendtica. El calcular dicha estimacién nos permite hacer una
regresion de los valores de AZ contra las distancias geograficas entre las poblaciones. Para hacer
esta regresion calculamos los logaritmos en base diez de las distancias geogrificas (logie D) y la
estimacion indirecta del flujo génico (log;0A7). Si se cumple el patron de aislamiento por distancia,
Ia pendiente de la regresion tendria que ser de -1.0 para una distribucién lineal de las poblaciones y
de -0.5 para el caso de dos dimensiones (Slatkin 1993).

Como sugiere Hellberg (1996) se uso el nimero de poblaciones menos dos como medida
para los grados de libertad y asi saber los niveles de significancia de los coeficientes de relacion
() y por lo tanto los dec la prueba en general. Como explicamos en la introduccion debido a la alta
probabilidad de hibridacidn entre las especies del género Abies (Liu 1971; St. Clair y Critchfield

1988), en cste estudio calculamos el flujo génico tanto para cada una de las especies como para el

total de las poblaciones
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RESULTADOS

Variacién genética
De jos 16 loci ensayados en todas las poblaciones cstudiadas 14 resultaron polimérficos, sin em-
bargo, si se analiza por locus la mayoria presenta bajo polimorfismo. Los loci que resultaron mo-~

nomérficos en todas las poblaciones fucron la GDH y la RUB (ver el Apéndice 2). Aparte de estos
resulté que existieron cuatro loci monomorficos en 4. conco-

dos loci dos, por esp
lor, IDH, LAP2, PGM y PEP3 (P= 0.35), tres en A. durangensis, ACPh. LAP] y PEPl (P=
i5, ACPh, LAPI1, PGI1, PGI2, PGM, PEP3 y MNR

hrearle

0.263), siete en A. durarngernsts var. ¢
(P=0.312) y sicte en A. veyari, LAP1, LAP2, PGM, PEPI], PEP2, PEP3 y MNR (P= 0 238) (tabla

3). El valor mas alto en la proporcion de loci polimérficos (tabla 3) lo presentaron las poblaciones
C36 y D40 y fue dec 0.5, en tanto el mas pequedo lo tuvieron las poblaciones V29, C32 y D39, ad-
quiriendo el valor de 0.188 E! promedio general de polimorfismo en todas las poblaciones fue de

0.299.
En donde resulto que 4.

En la tabla (4) se mucestra ¢!

de la variabilidad por esp
concolor fue la que tuvo una mayor varacion genética con una Ho = 0.067, y A. durangensis la

menor con una g = 0 055 De las dicciocho poblaciones analizadas en total, solo dos resultaron
todas resultaron ser signi ivas

no ser diferentemente significativas, mientras que por esy

El promedio de la heterocigosis esperada (H,) para todas las poblaciones fue de 0.099 y el
promedio de las heterocigosis observadas (1{p) para todas las paoblaciones fue de 0 063 (tabla 3).
Las poblaciones que tuvieron los valores de heterocigosis esperada y observada mas altos fucron
la C36 (He = 0.145) y la V30 (Hg = 0.115), mientras que los valores mas pequefios se¢ concentra~
ron en una sola poblacion que fue la C32, con una He = 0.022 y una Hep = 0.046

El promedio de! nomero de alclos por Jocus (A) en todas las poblaciones fue de 1.33 y fue
casi igual en todas las especies (1.35 en A. concalor, 1.32 en A. durangensts, 1 33 en A. duran-
gensis var. coahuilensis y 1.28 en A. vejari). En ¢l caso de los valores extremos. presentaron el
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mismo comportamiento quc en la proporciodn de loci polimérficos siendo los valores mas altos los
de las poblaciones C36 y D40 y los valores mas bajos los de las poblaciones V29, C32 y D39,
siendo de 1.5 y 1.2 respectivamente. El nimcero de alelos en los loci polimérficos (ver el Apéndice

2) tesultd ser de tres para APX 1, APX2, PEP2 y SDIH y de dos para el resto de las enzimas. No

existe una presencia de alelos raros en alguna de las poblaciones

Tabla 3. Variacién gendtica de 1os 16 loci cn todas las poblaciones del géncro Abres. Donde. | es el promedio de

individuos por Jocus; A es ¢l promedio del nitmero de alelos por locus; P cs 1a prop de toci ficos, Ho y
He son et namero heterdcigos obscrvados y e (los errorcs estdn en is).
Heterogigosis profuedio

Poblaciones | A P Ho He*
Cc23 38.6(2.5) 1$(0.2) 0.37s 0070 () 026) 0.114 (0.039)
DC24 35.5(2.2) L4 1) 0.430 0 063 (1 020) 0119 (0.040)
bC2s 26701 1.3 1) 0250 0 049 (0 023) 0.071 (0 034)
DC26 29.642.7) 1.3(0.2) 0 250 0.074 (1 040) 0.066 (1 033)
V273 4.3 (4.0) 1.3¢0.1) 0.180 0.064 (0 137) 0.071 (07 040)
vas 36.9 (3.4 1.3 .1 0.250 0.041 (0 020) 0 0K2 (0 0$1)
V29 34.3 (3.1) L2001 0.188 0.036 (9.021) 0.076 (0.042)
V3o 36.6 (3.49) 1.3 (0.1) 0.2%0 0.115(0053) 0.109 (0.050)
D31 36.5(2.3) 1.2¢0.1) 0180 0 046 (0027) 0.076 (0.042)
[ec 3 36.6 (2.3) 1.2¢0.1) 0. 180 0 022 (V.OIR) 0.046 (0 028)
C33 3762 4) 1.4(0.2) a.37s 0078 (0.016) 0.127 (0.050)
D34 37.4(2.4) 13(0.1) 0250 0.05% (0.030) 0.062 (0 029)
D3s 37.6(2.3) 1.3(0.2) 0.250 0.045 (0.022) 0.090 (0.043)
Ci6 39.7 (0.2) 1.5¢0.1) 0.500 0.089 (0.037) 0 146 (0.043)
C37 34.6 (2.2) 1.4(0.2) 0313 0.076 (0.033) 0.125 (0.049)
D39 40.1 (0.3) 1.3¢0. 1 0.313 0.056 (0.025) 0.105 (0.0343)
D40 20.9 (0.1) 1.5¢(0.1) 0.500 0.068 (0 021) 0.203 (0 055}
Vso 38.6 (0.5) L300 0.313 0 076 (0 040) 0.102 (0.046)

PROMEDIO

GENERAL 35.12¢(2.19) 1.33¢(013) 0299 0.063 (0.029) 0.099 (0.042)

* Estimado no scsgado (ver Nea, 1978)

Tabla 4. Variacién genética de los 16 loci en todas las especics del género (dbtes. Dondc No. es el numero de po-
de loci Ho

blaciones por cspecic, A es cl promedio del namero de alelos por Jocus; P es 1a propo:
y He son el numero heterdcigos observados y esperados i (los errorcs estdn en
i - 3
Espccies No A P Ho He*

A. concolor 5 1.35(0.16) 0.35 0.067 (0.029) 0.112 (0.042)

A. durangensis 5 1.33(0.12) 0.263 0.055 (0.025) 0.107 (0.167)

A. Dur. var. Coah. 3 1.28(0.13) 0312 0.063 (L.U28) 0.085 (0.036)

A. vejart 5 1.28(0.10)  0.238 0.066 (0033) 0. OKE (0.044)

* Estimado no scsgado (ver Nei, 1978)
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indices de fijacién

Setenta de los indices de fijacidn F por locus fueron positivos y 16 negativos (1abla S) De los F
positivos, 54 fueron significativamente difcrentes de cero y de los F negativos, ningunos resultaron
ser significativamente diferentes de cero. Por especic encontramos que 4. concolor tiene 25 posi-
tivos ¥ tres negativos (89 .29 24), en A. durangensis existen 21 loci positivos y tres loci negativos
huilensis las poblaci pr aron scis loci negativos y

(87.5 26), en A. i Iarernsiy var.
nueve positivos (60 %)y finalmente en A. wyari encontramos quince posilivos y cuatro negativos
(78.95 %). Dado el nimero de pruebas (86) y un a de 0.05, esperariamos un crror de tipo I en el 5
% de las prucbas (4). El hecho que 54 de las prucbas tienen p < 0 0S, quiere decir que la mayoria

de los loci polimérficos estan fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg (77.14 %

Tabla 5. Prucha de chi-cuadrada para la desviacion del de Hardy- en las 1% poblaciones de
Abies.
Pohlacion [y Clase  Chicladr acda’ Lndwow da Fopacstn® P
=1 ACPh 2 —0.152 0.350
APX1 2 0.473 0.003
APX2 2 o.328 o.038
PEP1 2 0.757 0.000
PEP2 E] 0.277 0.164(0.108)*
SDH 2 0.462 ©0.004
pcza APX T 2 0.635 ©0.000
APX2 2 0.513 0.002
IDH 2 0.358 0.027
LAP2 2 1) 0.441 0.007
PEP1 2 1) 0.533 0.001
PEP2 2 391¢1)? -0.103 0.532
SDH 2 8.038(1)’ 0.466 0,008
=11 APX1 2 2.511(1)° 0.28%5 0.113
APX2 2 8.718¢1) 0.530 0.003
LAP2 2 0.706(1) 0.144 0.401
PEP2 2 0.153¢1)’ =0.071 0.696
=73 APX1 3 1.552(1) ~0.186 0.670(0.223)°
APX2 2 2.509(1) -0.280 0.113
LAP2 2 0.077(1)" -0.049 0.781
SDH 2 0.628¢1)° —-0.138 o.428
Va7 APX1 3 2.633(2) 0.013 0.452(0-656)"
APX2 2 0.431(1) 0.102 0.512
SDH 2 2.182¢1) ©.228 Q0.140
var ACPh 2 0.168(1)' ~0.063 0.682
APX1 2 20.801(1) 0.712 0.000
APX2 2 5.994(1) 0.378 0.014
SDH 2 14.371 (1) 0.592 0.000
Viv APXY 2 17.769 (1) 0.675 0.000
APX2 2 4.505(1) 0.344 0.034
SDH 2 10.918(1) 0.536 0.601
vio ACPh 2 0.156(1) 0.063 0.693
APX1 2 2.804(1) -0.262 0.940
APX2 2 0.284(1) 0.082 0.594
SDH 2 1.985(1) -0.217 ©0.159
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o3 APX1 Z 4.575(1 0,357 0.032
PGI2 2 13.452(1 0.587 0.000
SDH 2 3.092¢1 0.28 0.079
[T APX1 2 27.719(3 0.843 0.000
PGI2 2 15.919(1)" 0.639 0.000
SOH 2 4.037¢2 0.322 0.045
[=T) ACPh 2 24.754(1)7 0.787 0.000
APX1 2 1.800(3) -0.212 ©.180
APX2 2 1.637(1) 0.202 0.201
PG12 2 32.990(1) 0.908 o.ooo
MRR 2 14.779(1)' 0.608 0.00
SDH 3 11.265(2) 0.368 0. oxo(o 0085)*
[0 APX1 2 1.017(1)° =0.159 0.313
APX2 2 0.075(1) -0.044 0.785
LAP2 2 20.864 (1) 0.722 0.000
SDH 2 0.526(1)" -0.118 ©. 465
BIs APXT E] 8.711(21) 0.467 ©0.00
APX2 3 11.965(2) 0.506 o. ooe(o 002)*
LAP2 2 11.250¢1)° 0.530 0.0
SDH 2 9.106(1) 0.477 Q. ooJ
= ACPh 2 B.975(1)° 0.474 0.003
APX1 2 0.178(2) ~0.067 0.673
APX2 2 5.739(1) 0.379 0.017
LAPY 2 0.693¢1) 0.133 0.40%
PGIL 2 30.611(1)° 0.875 0.000
PEP1 2 14.400(1) 0.600 0.000
PEP2 2 40.000(1)’ 1.000 0.000
SDH 2 6.016(1)" 0.403 0.014
=3 ACPh 2 15.437(1) 0.646 0.000
APX1 2 13.456(1) Q.603 0.000
APX2 2 0.048(1) 0.936 0.327
MNR 2 45.000(1}) 0.347 ©.03
SDH 3 B8.236(2) 0.317 0. o&x(o 115)*
D39 APX1 2 11.844(3) 0.%544 ©0.001
APX2 2 2.899(1) 0.276 0.089
IDH 2 24.754(1)' 0.787 0.000
PGI1 2 11.695(1) 0.534 0.001
SDH 2 6.669(1) 0.414 0.010
Do APX1 2 0.429(2)° 0.143 0.513
APX2 2 7.843(2)° 0.611 0.00%
PGI1 2 9.309(1) 0.002
PGM 2 12.343(1) 0.000
PEP2 2 13.627¢1) 0.000
PEP3 2 12.343¢1) 0.000
MNR 2 13.627(1) 0.000
SDH 2 4.121¢31) 0.032
V3o ACPR 2 10.486(1) 0.001
APX2 2 0.204(1) 0.651
IDH 2 38.000(1) 0.000
PGI) 2 13.796(1) 0.000
SOM 2 0.016(1) o.8a98

! Grados de libertad

?No s¢ logre oblener un cn cada
? Los valores que entran dentro de menoa de 0.05 los
* Chi-cuadrada corregida (Hedrick 1983).

como fucra del eq
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Diferenciacion genética

En Abies concolor y A. dur

2 las fr i
poblaciones para cada locus. Para A. cfur

difieren de mancra significativa entre las
152 wvar. huil

s hay diferencias significativas en
todos los loci salvo APX1 y APX2 y en A. vejari en todos salvo IDH. A pesar de que en cada una

de las cuatro especics ¢l total determina una diferencia significativa entre todas las poblaciones
(tabla 6).

E! promedio dec 1a Fsy (0.205) indica una diferenciacion bastante alta entre las poblaciones
(tabla 7). De este 20.5 % todo se debe a diferencias entre poblaciones dentro de las especies y no
a una diferenciacion cntre las especics. Los promedios de Fis y Frr fucron 0 360 y 0.491 respecti-
vamente (tabla 7). La espccic que presentd indices de diferenciacion mas alta fue la de A. concolor

(Fsr= 0 265) y en tanto para la especic de A. durangensis var. coahutlensis (Fsy = 0 034) fue su-
mamente baja (tabla B)

Tabla 6. Andlisis de ch o, dc las aldlicas de 1odos Jos loci para las poblaciones de las especics
de A. A A Rensis var y A. vejart.
A_concalor A_durangensiz
No. de Na de
lamus _ aleten Chsusdrada Lancuas aleioe Cm-cusdrada
ACPh 2 33.78B8 (3) 0.00000 APX1 2 62.382 (4) 0.00000
APXY1 2 125.145 (4) 0.00000 APX2 3 35.206 (8) 0.00002
APX2 2 110.696 (4) 0.00000 1DH 2 17.746 (43 0.00138
LAPl 2 286.743 (4) 0.00000 LAP2 2 12.786 (4) 0.01237
PGI1 2 36.377 (4) 0.00000 PGIL1 2 65.441 (4) 0.00000
PGI12 2 36.395 (4) 0.00000 PGI2 2 $6.976 (4) 0.00000
PEP1 2 56.907 (4) 0 .00000 PGM 2 94.563 (4) 0.00000
PEP2 3 44.569 (8) 0.00000 PEP2 2 195.841 (4) 0.00000
MNR 2 42.027 (&) 0.00000 PEP3 2 94.563 (4) 0.00000
IDH 3 152.832 (8) ©0.00000 MNR 2 109.870 (4) 0.00000
SDH 2 30.493 (4j 0.000060
Total 925.480(48) ©.00G00 Total 775.66B(48) O0.00000
A. dwrangensis vas. coohuilrnsis A vwar
No. de No de
Lemws __ sletcs » Lovie alatos Chouadrmia B
APX1 3 ) 0.16895 ACPHh 2 B87.929 (4) ©.00000
APX2 2 ) 0.42543 APX1 3 52.839 (8) 0.00000
IDH 2 ) 0.01427 APX2 2 27.402 (4) 0.00002
LAP2 2 ) 0.03261 IDH 2 8.727 (4) 0.06829
PEP1 2 ) 0.o00000 PG1l 2 42.195 (4) 0.00000
PEP2 3 ) 0.00023 SDH 2 23.497 (4) 0.00O010
SDH 2 9.889 ) 0.00712
Total 79.856(18) ©. 00000 Total 242.589(28} ©.00000
Grades de hibertad entie partraess
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Tubla 7. Estadisticos F de Wright para todos los Joci para lodas Las especics (Biosys 1). El componenie de la varian-
7a csti entre pardnicsis.

Locus Fis Frr Far
ACPh 0322 (0.0244) 0.471 (0.0302) 0219 (0.0274)
APX! 0283 (0.0960)  0.420 (-0.0170)  D.190 (0.0790)
APX2 0.241 (0 0611) 0.349 (0 0069)  0.143 (0.0542)
IDH  0.643 (0 0UT) 0.661 (<0.0001)  0.050 (0.0006)
LAP! 0133 (00674)  0.791 (-0.0055)  0.759 (0.061%)
LAP2  0.365 (0 0023) 0.429 (0.0027)  0.101 (0.0051)
PGIl 0657 (D 0140) 0.721 (0.0005)  O.185 (0.0133)
PGI2  0.71% (0 0067) 0.787 (0 0007)  0.140 (0 0060)
PGM  0.767 (0 00RY) G.R31 (-0 000K)  0.274 (0 0080)
PEP!  0.628 (0 010%) 0 695 (0.0005) 0. 180 (0 01 16)
PEP2 0 497 (0 0409) 0 664 (0.0036) 0,319 (0.0353)
PEPI 0 767 (0 OOKR) ORI (-0.0008)  0.274 (O OORO)
MNR 0628 (0 0245)  0.734 (-0 002R)  D.284 (0 021¥%)
SDH___ 0303 (0 0300) 0402 (0 0010) __ 0.142 (0.0010)
Promedia 0 160(0 $163) 0391 (-0 0112) 0 205 (0 3KR30)

Tabla 8. Estadisticos F de Wright para todos los loci para cada una las especics (Biosys 1). El componente de 1a
Varianza csta cntre paséntcsis

Especics (No de poblaciones) Fra Fre Fay
A, concalor (3) 0.391(0.0542) 0.552 (0.0312) U0.265 (0.0274)
A. durangensis (5) 0.482 (0.0960) 0.585 (0.065)  0.192 (0.0790)
A. dh var. six (1) 0.249 (0.0244) 0 274 (0.0063) 0.034 (0.0611)
A._verari (5) 0.237 (0 0010) _0.318 (00014) _0.106 (0.0383)

Distancias genéticas

El pr dio de las di ias (D) genéti de Nei, para todas las poblaciones, fue de 0.028 (tabla
9). El valor mas alto corresponde a la distancia entre las poblaciones C36 y D40, que es de 0.134
Entre tanto el valor mas pequeiio correspondié a cero y lo presentaron todas las parcjas de entre
cinco poblaciones (DC26, V28, V29, D34, D35). Si analizamos las distancias por especies tene-
mos que 4. concolor presenta el valor mas alto (0.056), mientras que A. durangensis var. coahui-
Zensis €l mas bajo (0.003). En A. durangensis y en A. wjari es de 0.034 y de 0.013, respectiva-

mente.
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Tabls 9 Matriz de distancrim geneticas 1D sin sesgn de et (New, 1978), pars $Rdc 1as poblaciones de Abscs on el Novte de Mexico | 1m comiderar A. Lasciacarpa)
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El fenograma basado en las distancias genéticas no demuestra un claro patron en el que se
puedan reunir a las especies, sino que mas bien cxiste un gran grupo con A. lascrocarpa cayendo

como grupo externo (figura 1)

Aislamiento por di

La rclacion del flujo génico por pares de poblaciones (Af) y las distancias geograficas entre si s
muestran cn las figuras S y 6 El valor de la pendicnte en el anilisis general de todas las poblacio-
nes resultd ser negativa (m = -0 0266), micntras que la 1 obtenida fue baja (0 0582) Los resulta-
dos del analisis de aislamiento por distancia sugieren que no existe una relacion significativa entre
las distancias geogrificas y niveles de diferenciacion genética entre las poblaciones analizando to-
das las poblaciones juntas y por especies con excepecion de 4. vejari, en la que la probabilidad de

ser significativa estuvo en los limites (tabla 10)
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Tabla 10. Datos en las i paras cl de por di ia. Donde m es la pendiente
de Ia regresion, b la ordenada en cf origen, ¥ es el dac yplay d dc obtcncr una
significativa (Slatkin 1993, 1994).

No_de aciones m [ [l r

A_concolor (10) 03753 [0 9487 [0 197S_[0 4444

A_durangensis (10) 00265 [0 3689 J0.3218 [0 87

A durangensis var_coahuslensis (3) 10 0371 O RORT 0.0198 |0 1307

A _vearn (10) -0 7748 12 119} 02873 0 336

Total (183) 02638 J1 897 J00sH2 |0 2412

En otras palabras, la diferencias gendticas que exi entre las poblaci no estan depen-

diendo de las distancias geograficas que las scparan, con lo cual en caso de existir flujo génico en-
tre las poblaciones del Norte mexicanao, éste seria muy reducido, o las poblaciones han sufrido un

tiempo mayor de aislamiento genético entre si.
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DISCUSION

Con respecto a los niveles de variacion genética reportados en la bibliografia de otros estudios de
coniferas, el nuestro presenta promedios de heterocigosis y polimorfismo considerablemente bajos
{tabla 11). Esto es rcalmente raro para un grupo dentro de las coniteras como el género Abes,
donde en general tienen niveles de variacion altos con respecto al resto de las plantas (Lundkvist y
Rundin 1977, Conkle 1981, Guries y Ledig 1982, Mitton 1983, Hamrick y Godt 1990, Fady y
Conkle 1993). Sin embargo, si existen excepciones de coniferas con poca variacion genética y esta
reduccion cn la variacion genética se explica a través de procesos como la deriva génica y cfectos

de cuello de botella o por el pri

ipio de fundador (Fowler y Morris 1977, Copes 1981, Ledig y
Conkle 1983; Ych 1988, Perry ¢f al. 1990, Sheca y Furnier 1994, Parker y Hamrick 1996).

Tabla 11. Valores de 1a vanacion y la d para Dondc laPesla
P loca ficos, Hes 1a en Hardy-Weinberg y In Far es ¢l indice de difercn-
ciacién gendtica
ESPECIE P H Foy AUTOR
Abies alba 0545 |0 14 Fady v Conkle 199
Abies borisu regix 031 Fady v Conkle 1993
Abies bornmuelieriang, 0. 891 {016 Fady v Conklc 199
Abies cephalonica 1727 {0161 |0 0%6 | Fady v Conklc 199
Abies concplor 3% 1o preacnte trabsjo
Abies du, 1263 prescnte trabajo
Abirs durangcnsis var, coak. | 0.312 | .06, presente trabajo
Abies fraser: 0308 [025% Dicbel y Feret 1991
Abics vejari 0.230_| 0.066 preseatc trabsjo
Picea abies 073 o1 Lagercrantz v Ryman_1990
Pinus attenuata 013 Conklc 19%1
Pinus contorta 0.1R Conkle 19%1
_Pinus jeffrevt 09 0248 Furnicr y Adams 1986
inus lambertiana 0.786_[0.27S Conkle 1981
“Pinuy longacva 0762 0327 [0.0I8_|Hicben y tlamnck 1983
Pinus rigida 0138 {0 024 Guncs vy Ledig 1982
Pinus ponderosa 02K amnick 7 al. 1989
Pseud: menziesis 0326 [016 008 ssaby | 996
Thuia occidentalrs 037 0097 [0.016 |Perry et al 1990
Thuya plicata 0158 |06036 0033 |Ych 1988
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Los indices de fijacién F por locus se encuentran fucra del equilibrio de Hardy-Weinberg por
falta de heterocigos, lo que nos sugiere que las poblaciones podrian estar influenciadas por endo-
gamia. Esto también es un fendmeno extraio en las coniferas (Mitchell-Olds y Guries 1986, La-
gercrantz y Ryman 1990, Fady y Conkle 1992) Pcro pucde deberse a la existencia de tamafos de
blacion efectivo (Ne) pequeiios (Ellstrand y Elam 1993, Nunney 1995)

En lo que resy a los indi de difer tacion genética (Fsy) entre poblaciones, encon-

tramos que es clevada en comparacidon a casi todas las especies de coniferas estudiadas
(Govindaraju 1988, Hamrick ¢f al. 1989, Hamrick y Godt 1990, El-Kassaby 1996) Sin embargo,

toda esta diferenciacion genética existe principalmente a un nivel de poblaci y €s practi

te nula entre las distintas especies del! género. Los r {tados de difer i genéti tienen

sustento también en las chi-cuadradas y sobre todo en el fenograma de distancias genéticas, en
donde no quedan agrupadas de acuerdo a un patron cada una de las especics del géncro Abres
Esto se puede demostrar con o que esta ocurriendo con las poblaciones de A. durangensis var
coahutlensis en Rincon de Maria (DC25) y Sierra del Carmen (DC26), ambas de Coahuila. Dichas
poblaciones guardan una mayor relacion con la de A. durarnsensis en Creel, Chihuahbua, cuya dife-
rencia genctica es de 0.0013, que con la de su misma variedad, la de Sierra la Madera (DC24) Al-
go similar pasa con la especie de 4. veyari, donde las poblaciones de Jame (V27), Mesa de las Ta-
blas (V28) y Los Lirios (V29), todas de Arteaga, Coahuila tienen una alta identidad entre si, pero
se diferencian enormemente con respecto a las otras dos poblaciones

Cuando analizamos cl caso de la especie de A. concolor observamos que no existe relacion
alguna entre las poblaciones de esta especie, no pudiendo inferir como propone Martinez (1948)
que éste sea un grupo basal y mucho menos ancestral en el género Abses. Pues aunque en el feno-
grama de la figura (34) Ia poblacion de Mount Graham (C36) se ubicaria, excluyendo a A. lascio-

carpa, en la parte mas externa A la vez, por ejemplo que la poblacion de San Pedro Mar-

tir (C23) esta incorporada en un grupo muy compactado y para nada cercano con el resto de las
poblaci de dicha especic. A pesar de que la poblacion definida por Debrekzy ef al. como neo~
durangensis, Paraje Sta. Barbara (D39), en ¢l Salto, Durango no quede agrupada de forma cerca-
na con otra poblacién de A. diur no pod os decir que por los niveles de diferenciacion

I8 . F

que exi se pucda iderar como una especic aparte, pucs comoe ya mencioné la mayor partc

de dicha difercnciacion se encuentra principal entre poblaci ¥y muy poca entre cspecics.



32

Por lo tanto, podemos definir al génera Abies del Norte de México como un gran grupo sin poder
definir claramente las especies, con A. lasciocarpa como una especic basal de dicho grupo
Finalmentc la falta de una rclacién significativa entre los niveles de diferenciacion genética y
las distancias geograficas que scparan a las poblaciones en los dos tipos de analisis, ya sea en todas
iderando la exi ia de las cuatro especies, indican que no existe

las 18 poblaciones juntas o
un patrén de aislamiento por distancia El hecho de que no haya una relacion significativa podria
do todas las poblaciones, pero los ni-

deberse a altos niveles de flujo génico que han h 91
veles del calculo indirecto de tal flujo génico (Af) sugieren que no es el caso

También, aunque no se contrapone con la suposicion de que ¢l polen se pucde desplazar a
grandes distancias (Hamrick er al. 1992, Ellstrand 1992, Slatkin 1994) y que existen grandes po-
sibilidades de hibridacion entre especies (Liu 1971, St Clair v Critchficld 1988), tenemos que ser
conscientes que los ambienites que separan nuestras poblaciones en estudio son poco favorables
para que dicho flujo sea realmente efectivo Ademas, y esto es fundamental los altos indices de
blaciones nos afirmarian la falta de relacion que existe y con-

difer iacio ttica entre las p
firmaria que es la deriva génica la que esta actuando al azar dejando un patron aleatorio de niveles
de diferenciacion entre pares de poblaciones

Esperariamos que cn poblaciones pequeilas y aisladas la deriva génica y la endogamia estu-
vieran influycndo, ya que éstas actuan de manera importante sobre poblaciones de tamafios peque-
fios, reducicndo asi los niveles de la variacion genética dentro de las poblaciones e incrementando
{a diferenciacion entre poblaciones (Hartl y Clark 1989, Elistrand y Elam 1993, Mitton 1995) Es-
tas darian una explicacidon mas satisfactoria sobre ¢l comporiamicnto de nuestros datos, ya que en
la actualidad estariamos viendo en las poblaciones de Abies mexicanos un efecto de aislamicnto
por distancia (Slatkin 1993) Sin embargo los tamafos actuales de las poblaciones estudiadas pa-
recerian ser lo suficientemente grandes para evitar una reduccion en la variabilidad genética debido
a la deriva. Ademas, los datos de resinas (Nava 1996) presentan el mismo patrén de agrupamiento
que el demostrado en el fenograma de isocnzimas y éstas deben estar mas influenciadas por la se-
leccion natural que contrarresta los efectos de la deriva génica (Hartl y Clark 1989).

Todo esto nos hace pensar que las poblaciones de Abies fueron afectadas en un pasado no
muy lejano por eventos de cuello de botella o principio de fundador, los cuales pudieron provocar
laci reduciendo sus efectivos. A su vez estas fluctuaciones,

fluct i en las pob
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como ya i serian las de Ia pérdida cn 1a variabilidad y un aumento

en la diferenciaciéon genética. Lo que actualmente podemos ver es quc las poblaciones presentes

e 4 s N

sc estén o hayan r P do cn sus ¥ quec nosotros per los

efectos causados por la deriva génica y/o la endogamia. Sin embargo 1o cierto es que muy poco
sabemos sobre la historia de los Ahies mexicanos y en genceral de otras plantas de México que nos
permitan explicar que presiones ambientales sufrieron, las cuales hayan sido las causantes de esta
reduccién en la variacién gendtica. Por otro lado no se han realizado estudios mis detallados sobre
los tamafos efectivos (Neg) de las poblaciones en estudio, por 1o que solo tenemos una aproxima-
cion de éstos

Un aspecto interesante es lo reportado en los estudios de otras especics de pinos y de man-
glares de México (Delgado 1996, Nuicz-Farfan er al. 1996, Martincz-Palacios ¢f al. mans ), don-
de también se han encontrado altos indices de diferenciacién genética en comparacion a los reali-
zados en las zonas templadas (Hamrick y Godt 1990). Este fenomeno nos estaria previniendo de
que podria existir un compornamiento distinto de como afectan los procesos evolutivos a las po-
blaciones y que a lo mcjor no estarian actuando de la misma forma y por lo tanto habria que bus-
car nuevas explicaciones de como estan interveniendo Podriamos explicar que dichos procesos
evolulivos no acthan de la misma manera que en las zonas templadas por la razon de que en las
zonas cilidas las presiones climaticas son distintas y todavia se sigucn presentando cambios en la
estructura de las poblaciones Una de las razones que explican estas diferencias son las constantes
glaciaciones que han sufrido las regiones boreales a diferencia de las zonas mas ecuatoriales, pro-
vocando poblaciones mas continuas, jovenes y/o con reducciones drasticas (Fowler y Lester 1970;
Dicbel y Feret 1991) Pero lo realmente cierto también, es Que donde se ha efectuado un mayor
desarrollo del estudio de la genética de poblaciones es en las zonas templadas y borcales de nues-

tro planeta y ap muy reci se ha T do a estudiar las zonas tropicales y subtropi-

cales, por lo que todavia no se tiene muy claro por que existe tanta diversidad, por mencionar tan
solo un ejemplo

El hecho de estar agrupadas sin guardar un patron claro todas las distintas cspecics de Abies
del Norte de México nos estaria diciendo tal vez de la existencia de un factor importantc, el cual
podria cstar influyendo para la comprension de los procesos que actuan sobre las poblaciones en

estudio. Dicho factor podria ser la existencia de errores en la descripeion y clasificacion taxondomi-
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ca del género (Martinez 1948; Liu 1971; Farjon y Rushforth 1989) debido a fos de a
pequeiios y la sobrelapacion de caracteres morfoldgicos, incluy a poblaci en una espc-
cie, cuando a lo mejor en realidad son distintas Eslo nos lleva a pl dos posibilidades extre-

mas. La primera es que todas las poblaciones conforman una sola especie. La segunda, cn la que
hablariamos de considerar a cada poblacion o grupo local de poblaciones casi como una unidad
. estimar a cada poblacién como una especie diferente de la otra.

evolutiva independiente, es dec
Sin embargo, es dificil pensar que por la poca distancia qQue guardan algunas de estas poblaciones

el flujo génico no actie evitando procesos de especiacion

La realidad puede ser uno de los extremos o algo intermedio, pues a diferencia de lo que si
sucede con otros grupos taxonomicos, desde la propuesta de clasificacion de Martinez en 1948,
no se ha cuestionado y revisado al género con profundidad Tenemos asi que estudios de entrecru-
zamiento y analisis del DNA, ademas dc aplicar estudios cladisticos mas ngurosos, podrian resol-
ver de una manera mas cficicnte las relaciones que existen entre las poblaciones. De esta forma se
podra concluir si la actual clasificacion es la mas correcta o es necesario redefinir a las distintas
especics descritas dentro del género en ¢l Norte del pais

No hay discusion referente a la importancia ecolégica y econdmica que representan los
Abies como parte del ecosistema (Hoth 1995, Snook 1995, Anderson y Brower 1996). Pero tam-
bién la rcalidad del pais es muy distinta de lo que nosotros quisiéramos a lo que se necesita Es
evidente que hablar cuales poblaciones se pucden o se deben conservar nos llevaria a una larga
discusion, casi eterna, pues existen tal cantidad de puntos a favor y en contra de cada una de las
posturas, que podriamos escribir un tratado. En nuestro estudio la alta diferenciacion genética en-
tre las poblaciones nos habla de que cada comunidad representa una riqueza evolutiva irtecupera-
ble, independientemente de los bajos niveles de variacion genética expuestos Es claro de que a
pesar de que en un futuro, con una mayor cantidad de estudios sobre ¢l género, determinemos que
los Abies del Norte mexicano y tal vez algunos del Sur de los Estados Unidos son una sola especie
© no, la importancia que representan como refugio para otros seres vivos no se modifica y es pri-

mordial, por lo tanto ¢l desestimar esfuerzos para mantener lo menos alterado posible estos habi-
bl que enfr al tratar de com-

tats. Como bidlogos t os que ser 1 del pr
ser s cuidadosos en la

prender la biodiversidad y por supuesto de conservarla. Deb
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interpretacion de los datos obtenidos y en los planes que se deben realizar a medianc y largo pla-

zo.
A mancra de lusion las poblaci de Ahies i en mi op personal y por lo
que sc lleva hasta ahora del proyecto, sufricron presiones en su historia evolutiva que provocaron

una disminucién en los tamafos poblacionales, motivando la actuacién de fuerzas evolutivas como
1a deriva génica y/o 1a endogamia Sin embargo al no poder saber con precisién cuales fueron los
eventos que llevaron a la reduccion en la variabilidad y aumento en la diferenciacion entre pobia-
ciones, nos es mas dificil discernir de una manera mas especifica cuales son los procesos que las

os ad is la pr de las perturbaciones humanas, que

estan afectando. Aunado a esto,
han sido las causantes de los cambios mas radicales en ¢l ambicnte, alterando los

sin lugar a dud
ciclos quimicos e hidroldgicos, provocando la extincion prematura de muchas especies y transfor-

mando en general el clima global del planeta (Meffe y Carroll 1994, Frankham 1995) En otras

palabras, en nuestras manos tenemaos un campo totalmente virgen para desarrollar, cuya compren-

sion nos arrojara fz es descubrimicntos
Es por estas razones que sc hace imprescindible seguir con los estudios que se han hecho

hasta ahora y realizar nuevos, como entrecruzamicnto, demografia, fenologia, taxonomia, etc, de
tal mancra que podamos aproximarmos un poco mas para saber que ¢s lo que las estan afectando y
tener claro que independientemente de todos estos estudios se tienen que tratar de mantener jo
mas intacto los habitats de nuestros paises, pucs ¢s de manifiesto que todavia nos queda todo un

mundo nuevo por descubrir y comprender. Pues sc hace imperativa la necesidad de conservar los
, sino también como una condicién

recursos naturales, no solamente como un factor
requcrida para la sobrevivencia y bienestar de todos, y como un clemento clave para el posterior

desarrollo de las generaciones futuras
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APENDICES

Apérulice 1

Sistesmas de clectroforesia
A) Sistema H (Chchak y Pitel 19R4)
Buffer de Electrodo (pH 7 0)
0125 M Tris
Licgar al pH descado con una solucién 1 M de acido citrico.

Buffer del Gel (pH7 0)
VoS M Acido citrico (Anidro)
1.40 uM EDTA
Licgar al pH descado con una solucién 1| M de Tns. Lucgo diluir ¢l stack 4:1.
B) Sistema R (Rudgeway 1970):
BufTer dcl Eloctrodo (pH 8.1)

0.06 M hudroxnido de litio
o3I M acido bonco
Buffer del Gel (pH 8.5)
003 M Tns
0.005 M &cido citrico

agregar 1% det buffer de Eloctroda
Para hacer un gel de 400 ml, hay que ponce 30 mi de buffer del gel y 270 de agua

Buffer de estraccién.
A) Buffer YO

10 mt de Tris-d citrico (Tris-kcido citrico 1.57 g dc trizma
basc. 0.83 g acido citrico, licvario a 100 ml con agua destilada y ajustars cf pH
005g NADP
0.03g NAD
ool g acido ascérbico
0034 g EDTA
0.10g scroalbumina de bovino
0.33 m! 2-enc 4

Lievario 8 100 m) con agua destilada.
B) Buffer Veg-11

o3lg Acido bbeico

2ml Tergitol 15-5-9

2g PEG 8000

78 PVP 40

1g PVP 360

oss g Acido ascorbico

0.02g NAD

Oo1lg seroalbumina de bovino
0.005 g piridoxal S-fosaro
0.27 SRCaross

0.19 cisteina-HCl

0.66 mi 2-mercaptoctanol
Licvario a 100 ml con agua dcstilada y ajustarlo ¢l pH a 7.1 con hidréxido de sodio.

a70)



Eaziasas.

Deapasis dc agregaric a los geles los reactivos para Ilcvlr a cabo la tincién de las enzimas,
Jjeron a un horno de 36° C, hasta quc vimos que ks alclos bien (Elsei
1983).

A) Sistcma H:

. & toxias ar introdu-
1972; Tanksicy y Ovton

Acido fosfatasa (ACPh, EC.3.1.3.2) Chcliak y Pilcl, 1984

M mg
150 mg
50 ml
5 ml

Fast Garnet GBC Salt
Sodio-s-aaftil fosfaso acido
0 2 M Buffer de acctato dc sadio pH 3 O
Mg Cl;al 1%

Fu{o‘lmm(PGM EC.2.751)Scolusefal ., 198},

40
1
3
1
1]
0.

ETETHY

Isocitrato deshidrogenasa (TDH; E.C.1.1.1 42) Modificado de Soltis er af. .,
Vaso 1

Glucosa- 1 -fosfato (Sigma G-7000)
1 M Tns-HCI pH RO

200 mg Acido isocitneo (Sat Trisddica)
25 ml 02 M uis-HCLpH B O

1 mi MgCl: al 10%

1ml TPN (=NADP) al 10%

0.5 ml MTT al 10%

0.2 ml PMS al 10%

Vaso 2
0.36 gr Agar
25 ml 0.2 M Trs-HCl pH 8.0

1983

Calentar hasta que hicrva y se disuciva bicn el agar. enlonces mezclar €] vaso 2 con ¢l vasol.

Menadions reductasa (MNR; E.C.1 6.99.2) Conklc ¢ al... 1982,

2S mg

Shikimato deshidrogenasa (SDH; E.C.1.1.1.25) Maodificado de Werth.,
Vaso t

B-NADH (forma reducida)
NBT

Menadiona
0.05 M Tns-HCI pH 7.0

40 mg Acido shikimico
25 mi 0.2 M Tris-HCt pH 8.0
1ml MgCl2 al 10%

1 mi TPN (=NADP) al 10%
Imil MTT al 10%

1 mi PMSal 10%

Vaso 2:
0.36 gr Agar
25 ml 0.2 M Tris Hel pH 8.0

1985

i
h



B) Sistema R:
Fosfoglucoss isomerasa (PG, E.C.5.3.1.9) Moadificado de Conkic ef al.., 1982,

25 mg D-Fructuossa-6-fosfato
S0 ml 0.2 M Tris-HCI pH 8 O
Imi Gt fosf: h

1nd 1 M MgCloal 10%

Imi TPN (=NADP) al 10%

iml MTT al 10%

0.5 ml PMS al 10%

Glutamato deshidrogenasa (GDH; E.C.1.4.1.2) Madificado de Conkle e/ al... 1982,
1 Acido L-glutanuco (sal monosadica)

10 mg NAD (= DPN)

10ml 1 M Tns-HCI pit 8.0

s0ml Agua destilada

1.5ml MTT al 10% o NBT al 10%

0.3 ml PMS al 10%
Leucina ssinopepudasa (LAP, £.C.3 4 11_1) Werth, 1948,

100 mg Fast Black K Sah

50 ml Buffer 0.2 M dc Tris-malcato pH 5.2

L-lcucina-b-naftilamida Hcl 2.5

Disolverio muy bicn cn $ ml de agua i justo en et antcs de teflir.

Peptidasa (PEP; E.C.3.4.13.11 ) Sclander ef al , 19%6

20 mg O-Dusmusidina
40 mg Leucil-alanuna
30mg Peroxidasa
20 mg Snake venom (Sigma V-7000)
30 mi 0.2 M Tris-HC) pH 8.0
1m MgCl al 1%
Peroxidasa anddica (APX; E.C.1.11.1.7) Haakim-Elahi, 1976.
100 mg 3-Amino-9-ctlcarbazol
Tml Dimculforamida
90 ml Agua destilada
1ml Peroxido de hidrogeno al 3%
2mi CaCl; al 1%
Smi § M acctato de sodio pi S 0

Rubisco (RUB; EC.4.1.1.39)
Vaso §:

1I0mg Naphiol Blue Black (NBB)
Vaso 2
10ml Acido acitico
40 mi Metanol
40 mi Agua destilada
Agregar 1a solucion del vaso 2 al vaso | con NBB. Agitar bicn y volcario sobre Ie ge!l ¢ incubar por una hora a
Quiitar la dcl gel sin lavar y agregar una nueva sin NBB, realizar la misma opc-

acién dos veces mas.



Frecuencias alélicas de la

c23

Apindice 2

oblacion C23 ala D31

tocus DC2 DCc2s RC26. v27 v28 v29 V3o D31
ACPh

(M) a8 38 Ja 3 42 42 39 40 39

1 0.868 1.000 1.000 1.000 1.000 0.940 1,000 0.600 1.000

2 0.132 0.000 ©.000 0.000 0.000 0.060 0. 0O 0.400 0.000
APX1

(N) 40 a8 31 3a 39 41 39 41 36

1 0.863 0.684 0.839 0.735 0.518 0.695 0.615 0.634 0.736

2 0.138 0.316 0.161 0.250 0.436 0.30% 0.385 O0.366 O0.264

3 ©0.000 0.000 ©0.000 0.015 0.026 ©0.006 0.000 0.000 0.D00
APX2

(N} 40 38 31 az 41 42 s 42 39

1 0.788 ©0.684 0.710 0.78) 0.817 0.643 0.671 0.440 1.000

2 0.213 ©0.316 0.290 0.219 0.18) 0.357 0©0.329 0.560 0.000

3 0.000 ©0.000 ©.000 O0.000 0.000 Q.000 0.000 ©.000 ©.000
GDH

[1.2] 42 38 e 2 42 9 42 a9

1 1.000 1.000 —=——- 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
IDH

(N) 42 a8 29 34 42 42 39 a2 39

1 1.000 ©0.934 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

2 0.000 0©0.066 O©.0Q000 O0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
LAPL

(M) 42 aa 33 42 39

1 1.000 1.000 ————— 1.000 — 1.000 1.000

2 0.000 0©.000 ——=== 0.000 --—== 0.000 ~—-=== ————- 0.000
LAP2

() 42 38 =) 32 2 42 39 42

1 1.000 0.895 0.809 0.953 1.000 1.000 1.000 1.000 ————-—

2 0.000 0.10% 0.191 0.047 0.000 ©0.000 0.000 0.000 ————-—
PGIL

[3.3] 42 42 a9 42 a9

by 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
PG12

(N)y 39 a2 9

1 - ———— 1.000 1.000 0.808

2 0,000 0.000 O0.000 ~—we= ———c-— ———— 0.000 0.000 0.192
PGH

(N) 42 36 3a 34 42 42 a9 42 29

1 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

2 0.000 0.000 0.000 ©0.000 0.000 0.000 0.000 C.000 0©.000
PEP1

(N) 42 37 32 34 42 42 s 2 L4

1 0.821 o.824 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

2 0.179 0.176 0.000 0.000 0.000 a.000 0.000 0.000 0.000
PEP2

[3.2] a9 a8 30 3a 42 42 39 42 39

1 0.808 0.908 0.933 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

2 0.167 0.092 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

3 0.026 0.000 0.067 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 ©0.000
PEP3

(N) 32 33 42 a9 a2 a9

P ————— 1.000 1.000 1.000 1.000

2 ————— 0.000 0.000 ©.000 0.000
MNR

(M) 42 a8 =2 34 42 42 a9 39 39

1 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

2 ©0.000 ©0.000 0.000 O0.000 0.000 ©0.000 0.000 ©0.000 0.000
RUB

{(N) 42 38 34 a4a 42 42 a9 2 9

1 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 31.000
SDH

{N) 29 37 a2 a3 42 41 as 42 39

1 Q.744 0.851 1.000 0©0.8B79 ©0.810 0.817 0.829 0.821 0.513

2 0.256 0.149 0.000 0.121 0.190 0,183 0.171 0.179 0.487

3 0.000 0.000 0.000 ©0.000 0.000 _©.0CO0 0.000 0.000 0.000




as

b3
2
LAP2
(N) 40 40 40 21 40
1 ~-==~ 1.000 0.900 0.913 1.000 1.000
2 ————— 0.000 ©0.100 0.087 0.000 ©0.000
PGIL
) 39 . 4 40 40 37 a1 36
1 1.000 1.000 1-.Co0 1.000 o©O.887 1.000 0.80S 0.690 0.e75
2 2 0.000 0.000 ©0.000 0.000 ©0.112 0.000 0.195 ©0.3)10 0.12s
PGI
(m) a9 21 40
1 ©.9221 1.000 1.000
2 0.077 0.000 O©0.000
PCM
(N) a9 21 a0
2 1.000 0.71a 1.000
2 ©.000 0.286 ©.000
PEP1
(M) a9 40 40 40 40 a7 1 21 40
1 1.000 1.000 1.000 1.000 ©O.750 1.000 1.000 1.000 1.000
'2 2 ©0.000 ©0.000 ©.000 0.000 ©.250 ©0.000 O0.000 ©.000 O©0.000
EP
(™)
1
2
3
PEPI
(w)
1
2
MNR
()
1
2
RUB
(N)
1
SDH
(N)
1
2
3
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