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RESUMEN

En el presente estudio se evalud la hipétesis de que la magnitud de la variacion genética de
especies pertenecientes a una misma familia en un mismo hébitat, estd fuertemente influenciada por
sus principales caracteres de historia de vida, tales como el hébito y el modo de reproducci6n. Para
ello se examinaron y compararon los niveles de variacién genética de 9 loci isoenzimdticos de cinco
especies de compuestas de importancia ecolGgica en dos sitios de la Reserva Ecolégica del
Pedregal de San Angel, C.U. mediante el an4lisis electroforético en geles de almid6n.

Se observaron diferencias significativas entre especies, mis no entre sitios, lo que
concuerda con los bajos valores estructuracién y los altos niveles de flujo génico detectados para
todas las especies. La proporci6én de loci polimérficos (P), asf como el nimero promedio de alelos
por locus (A) no difirieron significativamente de lo reportado para otras especies de compuestas.
Dahlia coccinea, una especie perenne con entrecruzamiento obligado, present6 los valores méis
altos de diversidad genética, en tanto que Tagefes lunulata una especie anual con sistema de
reproduccién mixto y caracteristica de estados sucesionales tempranos tuvo los valores més bajos.
El resto de las especies que son perennes pero con sistemas de reproduccién mixtos, mostraron
valores intermedios de variacién genética. El indice de fijacion F fue positivo y estadisticamente
significativo para todas las especies en los dos sitios, lo que refleja una desviacién del equilibrio
Hardy-Weinberg, e indica una deficiencia de heterocigotos. El Fis de todas las especies indica un
exceso de homécigos en particular para Eupatorium petiolare y Verbesina virgata. Los niveles de
endogamia dados por F;r variaron significativamente entre especies, siendo los valores mds altos

los encontrados para E. petiolare y V. virgata .

Respecto a las relaciones genéticas entre especies, los resultados muestran que la
divergencia en los loci estd asociada al taxa. Lo cual coincide con los relativamente altos valores de
las distancias genéticas (D) entre especies, siendo los valores més altos los observados entre
Senecio praecox y el resto de las especies. Este resultado concuerda con la posicién filogenética de

S. praecox..

En el caso particular de V. virgata y S. praecox, los bajos valores de diversidad genética y
los altos indices de endogamia, aunado a su biologfa reproductiva indican una reducida capacidad
de las poblaciones para responder a cambios ambientales severos como ha sido la reducci6n de su

hébitat, lo que podria tener un efecto adverso sobre la persistencia de estas especies.



INTRODUCCION

La biologfa evolutiva es una disciplina unificadora y central en el conocimiento
biolégico contempordneo, pues da sentido y perspectiva a todas las ramas de esta ciencia y
a la informacién que generan, siendo la teorfa evolutiva el marco conceptual de su trabajo.
Involucra el estudio de los eventos biol6gicos pasados y presentes de los que extrae gran
variedad de datos (morfol6gicos, moleculares, paleontolégicos, etc.) para restablecer las
relaciones filogenéticas entre especies, reconstruir el origen de las adaptaciones, o a la
inversa, para hacer predicciones e inferencias sobre procesos de especiacién y patrones

macroevolutivos.

Un primer requisito para realmente comenzar a entender la biologia evolutiva de
una especie es el conocimiento de su variacién genética (Lewontin, 1974; Endler, 1977,
Gotlieg, 1977; Brown, 1979; Slatkin, 1980). Los estudios de variacién genética involucran
principalmente la descripcién de los niveles de variaci6n y la manera en la cual estd
repartida (Clegg y Brown 1983). El conocimiento de la distribucién de la variacién
genética ofrece informacién complementaria para el entendimiento de las interacciones
entre las caracteristicas ecol6gicas y de historia de vida, tales como los mecanismos de
polinizacién, dispersién de semillas y fecundidad, y de c6émo estas interacciones moldean la
estructura genética de las poblaciones (Hamrick, 1983). Este iltimo aspecto es de .gran
importancia dado que determina el potencial evolutivo de una especie al representar la
capacidad de las poblaciones para mostrar respuestas adaptativas a los cambios ambientales
(Falconer, 1989; Templeton er al. 2001). Asi, la informacién proveniente de ésta drea
denominada “genética de poblaciones” junto con la de los estudios demogréficos,
proporcionan las bases para realizar predicciones sobre el futuro de las poblaciones, lo que

tiene implicaciones obvias en el establecimiento de estrategias de conservaci6n.

La variacién genética de una poblacién suele cuantificase en términos de la
proporcién de loci polimérficos (P), la diversidad genética o heterocigosidad promedio (H),
y el nimero promedio de alelos por locus (A). Para describir la distribucién de la variacién
genética, la diversidad genética total de la poblacién (Hy) puede descomponerse en la

diversidad genética dentro (H;) y entre (Hs) subpoblaciones, y a partir de ellas calcular la



magnitud relativa de la diferenciacién genética entre subpoblaciones mediante el
coeficiente de variacién genética Fsr (Wright, 1978). Utilizando estos estimadores se han
determinado los niveles de variacién y la estructura genética en diferentes especies
mediante la variaci6n en la electroforesis de proteinas. Diversas revisiones de estudios de
este tipo han revelado que la variacién genética no se distribuye al azar y que los niveles de
variaciébn y estructuracién genética son afectados principalmente por el sistema de
apareamiento, el flujo génico y la seleccién (Levin y Kerster, 1974; Brown et al, 1975;
Clegg y Brown, 1983; Loveless y Hamrick, 1984).

El sistema de apareamiento estd caracterizado por una gran variedad de factores
ecolégicos, morfolégicos y fisiol6gicos que, combinados, determinan a grosso modo si la
planta se autofertiliza o se entrecruza. De manera que el sistema de apareamiento determina
la composicién genotipica de la progenie, mientras que la distancia de dispersién (polen y
semillas) determina la escala espacial a la cual los caracteres del ciclo de vida tienen

influencia sobre la estructura genética (Nason et al, 1997)

Los sistemas de apareamiento pueden ser analizados con datos de biologifa floral y
ecologia reproductiva, asf como con los datos obtenidos a partir de variacién enzimdtica.
Con estos andlisis pueden estimarse las tasas de fecundacién cruzada y autofertilizacién. La
tasa de fecundacién cruzada tiene gran importancia en la composicién genética de las
poblaciones, pues se sabe que afecta directamente los niveles de endogamia (Loveless y
Hamrick, 1984; Lande y Schemske, 1985; Bawa, 1992). Se ha observado que las especies
endogdmicas mantienen menor variaciéon dentro de las poblaciones y presentan mayor
diferenciaci6n entre poblaciones en comparacién con las especies que exhiben fecundaci6n
cruzada (Leding Hedrick, 1983; Loveless y Hamrick, 1984, 1986; Lovelles y Hamrick,
1987; Bawa y O'Malley, 1987; Pérez-Nasser et al, 1993).

El flujo génico estd dado por la dispersién de polen y semillas (Slatkin, 1981).
Niveles elevados de flujo génico aumentan el tamafio efectivo de las poblaciones y reducen
la diferenciaci6n local por deriva génica o seleccién natural; en tanto que si el flujo génico
es limitado se reduce el tamafio efectivo de las poblaciones y aumenta la diferenciacién
entre subpoblaciones (Levin y Kerster, 1974; Slatkin, 1994)



Variacién genética de las Asteraceae

Las Asteraceaec conforman una de las familias mds amplias y diversificadas,
presentando ciclos de vida contrastantes (i.e. anuales y perennes) ain dentro de un mismo
género, por lo que han sido consideradas como un grupo ideal para estudios de evolucién
tanto a nivel de genética de poblaciones (Eguiarte er al, 1999), como en el anilisis de la
evolucién fenotipica de caracteres de importancia ecol6gica (Morales, 2001). Gentry
(1992), Stork (1994), Faith y Walker (1996) y Villasefior (1997) consideran a los miembros
de esta familia como buenos indicadores de la biodiversidad estructural y funcional de un
ecosistema, ya que suelen ser elementos importantes en cuanto a abundancia, productividad
primaria neta y fitomasa aérea (Valiente-Banuet y De Luna, 1990; Cano-Santana, 1994,
Meave et al, 1994)

México ha sido reconocido como principal centro de diversificacién de la familia
Asteraceae (Rzedowski 1991; Turner y Nesom 1993; Villasefior et al 1997), siendo ademds
la mds grande en cuanto a nimero de géneros y especies en la mayoria de los estados del
pais (Villasefior et al 1997); sin embargo, son pocos los estudios que han descrito la
variacién genética en condiciones naturales (Coello, 1989; Morales, 1996) y no se tiene
registro de alguno que haya evaluado el efecto de la fragmentacién sobre los niveles de la

variacién y estructura genética dentro o fuera de algin 4rea protegida de nuestro pais.

Los niveles de variacién genética para el grupo de las Asteraceae en general
(Hamrick y Godt, 1996) y los niveles reportados para algunos géneros se muestran en la
Tabla 1. Todos estos trabajos emplearon isoenzimas como marcadores, y en su mayoria
reportan valores intermedios a bajos de variacién genética, sin que pueda identificarse una

tendencia respecto a su hdbito (anuales o perennes).



Tabla 1. Valores y rangos de la variacién genética reportada para algunos géneros y
especies de la Familia Asteraceae.

Especies P A Ho He Hébito  Fuente
FAM. ASTERACEAE  0.453 0.127 Hamek & God,
(1990)
Wilkesia sp. 0.20 1.2 0.072 Witter & Carr
(Heleniae) (x0.1) (0.05) (1988)
Dubautia sp. 0.20 1.2 0.099 Witter & Carr
(Heleniae) (£0.1) (+0.06) (1988)
Aphanostephus sp 0.50 1.62 0.17 Elisens et al.
(Asteraceae) (0.29-0.65)  (1.29-1.94) (0.10-0.25) (1992)
Pyrrhopappus sp 0.3665 1.414 0.0505 0.26025 Petersen et al.
(Lactuceae) (1990)
Layia sp 0.67 3.3833 0.2051 0.243 Warwick &
(Heleniae) (£0.012) (£ 0.50) (x.013) (+.053) Gotlieb (1985)
Gaillardia pulchella 0.84 4.14 0.188 Heywood &
Levin (1984)
Artemisa molinieri 225 0.95 0.416 0.426 Torrel et al
(Antemideae) (£0.5) (£0.5) (£ 0.056) (£ 0.042) (1999)
Tithonia sp. 0.387 1.6 0.133 0.1227 Morales (1996)
(Asteraceae) (+0.5) (£0.03) (£0.017)
Coreopsis nuéecensis 0.84 2.6 0.277 0.290 Crawford &
(Heliantae) Smith (1982)
C. grandiflora 0.79 2.6 0.279 0.308 Cosner &
(Heliantae) Crawford (1990)
Erigeron parishii 0.53 22 0.16 0.17 Neel & Ellstrand
(Asteraceae) (£ 0.012) (£0.3) (£0.03) (£ 0.03) (2001)
Heliantus occidentalis 0.31 3.75 0.47 0.545 Foré & Guttman
(Asteraceae) (+0.35) (+0.08) (£ 0.05) (1999)
Perasites sp. 0.3833 1.54 0.1506 0.1433 Cherniawsky
(Senecioneae) (£ 0.0924) (0.20) (£ 0.064) (= 0.0488) & Bayer (1998)
Tithonia sp. 0.26 1.728 0.114 0.1327 Morales (1996)
(Asteraceae) (£0.18) (0.0240) (x0.0377)
Antennaria sp 0.263 1.337 0.0956 0.097 Bayer (1991)
(sexual) (Asteraceae) (0.12) (£0.044) (x0.022) (x0.037)

Habito P= perenne, A= anual.



Estudios acerca de la genética de poblaciones de diversas especies de Asteraceae
situadas en 4reas protegidas, apoyan la hip6tesis de que la fragmentacién afecta la
diversidad y estructura genética de las poblaciones de Asteraceae, pero con una variedad de
respuestas mds amplia de lo esperado (Young et al 1996). Al parecer el efecto de
fragmentacién sobre la variabilidad genética, estd més relacionado con atributos de historia
de vida asociados primordialmente a la reproducci6n, que con la inercia filogenética de este
taxa. Asf por ejemplo, el estudio realizado por Thebaud y Abbot (1995) con § especies del
género Conyza (Asteraceae) revel6 que la variacién isoenzimdtica en estas especies estaba
relacionada con la variacién observada en los caracteres de historia de vida, en particular
las especies perennes presentaron mayor variacién. Foré et al (1999) en Helianthus
occidentalis (Asteraceae), una especie clonal aneméfila y pognéceora, observaron que la
distancia entre fragmentos presentaba una fuerte influencia sobre la magnitud del flujo
génico, el cual se vio restringido como consecuencia de la fragmentacién su habitat The
Edge of Appalachia Preserve System en el sur de Ohio, ocurrida hace 71 afios; lo cual a su
vez derivé en el aumento de los niveles de diferenciacién entre poblaciones. Otro estudio
que indica los efectos negativos de la alteracién del hdbitat es el de Hardy et al (2000) en
Centaurea jacea (Asteraceae) que presenta un sistema de reproduccién mixto; los autores
encontraron evidencia de que la heterogeneidad ambiental atn en pequeiia escala (< 100 m)
puede generar estructuracién genética promovida por la adaptacién local a distintos factores
ambientales. En contraste, Luijten et al (2002) reportan una respuesta favorable de Arnica
montana (Asteraceae) una especie perenne con entrecruzamiento obligado, a la
fragmentacién de su hébitat (la reserva natural de Schoapedobbe en el SE de Islandia), ya
que al parecer ésta promovié la polinizacién cruzada entre individuos de distintas
poblacionc.s, que derivé en un aumento de la cantidad y calidad de las semillas producidas.
Casos similares son los de Artemisia molinieri (Asteraceae, Anthemideae) y Erigeron
parishii (Asteraceae), ambas especies de distribucién muy restringida, cuyos niveles de
variabilidad genética fueron mds elevados de lo esperado (Torrel et al. 1999; Neel y
Ellstrand 2001).



La Reserva Ecol6gica del Pedregal de San Angel C.U.

La Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel alberga a una comunidad
biolégica tnica en el mundo por la gran heterogeneidad en su composicién y su gran
diversidad biol6gica (Rzedowski 1954). Sin embargo, en los dltimos 60 afios el avance
urbano ha transformado el 90 % de su extensién original (Enciso, 1979), quedando
pequefios fragmentos aislados, algunos de los cuales (1.64 km?) estdn dentro de los terrenos

de Ciudad Universitaria.

Esta dréstica reduccién en el tamafio del Pedregal de San Angel sugiere que las
poblaciones sean altamente propensas a experimentar los efectos deriva génica y a
presentar altos niveles de divergencia poblacional. En el presente estudio se describen los
niveles de variacién genética de cinco especies de Asteraceae (Dahlia coccinea,
Eupatorium petiolare, Senecio praecox, Tagetes lunulata y Verbesina virgata) de

importancia ecolégica (Cano-Santana, 1994) en el Pedregal de San Angel.

Este trabajo tiene dos enfoques. En el primero utilizando técnicas de electroforesis
en geles de almidén se pretende estimar los niveles de variacién genética y determinar si es
que existe estructuracién genética a la escala estudiada. En el segundo, se relacionan la
informacién disponible respecto a su biologia reproductiva y hébitos de vida, con los datos

obtenidos del anlisis electroforético.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es describir y comparar la variacién genética de cinco

especies de Asteraceae en dos sitios de la Reserva del Pedregal de San Angel.

Los objetivos particulares son:

1.

Estimar los niveles de variacién genética para estas especies mediante la proporci6n
de loci polimérficos (P), la heterosis promedio observada (Ho), la heterosis
promedio esperada (He), el niimero promedio de alelos por locus (4), el nimero de
genotipos multilocus (G) y la riqueza genotipica promedio (G/N), utilizando
marcadores enzimdticos.

Relacionar los pardmetros de variacién genética con algunos atributos de historia de
vida compartidos entre las especies (i.e. para el atributo de forma de vida podemos

distinguir a las especies arbustivas —D. coccinea y T. lunulata — de las herbédceas
—E. petiolare. S. praecoxy V. virgata—).
Estimar de manera indirecta el flujo génico (Nm) entre sitos y determinar si existe

estructuracién genética entre los sitios analizados para alguna de las especies, por

medio de las frecuencias alélicas y los estadisticos F de Wright.

Describir las relaciones genéticas entre las especies mediante una matriz de

distancias genéticas y el fenograma correspondiente.



HIPOTESIS

1.

Puesto que los taxa examinados exhiben marcadas diferencias en cuanto a sus
caracteres de historia de vida (hdbito, modo de reproducci6én y dispersi6n), se espera
que dichas diferencias se relacionen con la magnitud de su variabilidad genética en los
sentidos indicados por Hamrick y Godt (1996).

En particular se espera que:

i) D. coccinea por ser la tnica de las especies perennes en presentar
entrecruzamiento obligado, sea la especie que presente los valores més altos de
diversidad genotipica (G, G/N) y heterosis observada (Ho).

i) T. lunulata por ser una especie anual, colonizadora, capaz de autopolinizarse y
‘con dispersién adhesiva, serd la que presente los valores mds bajos de
variabilidad.

iii) E. petiolare y V. virgata presentardn valores intermedios de variacién puesto

que son perennes, presentan polinizacién facultativa y dispersién por viento.

En cuanto a los valores de endogamia (Fis) y diferenciaci6n genética (Fs7) se espera
que los atributos més fuertemente relacionados sean el sistema reproductivo (auto, entre
o facultativo) y el modo de dispersi6n. En particular se espera que las poblaciones de T.
lunulata, cuyas semillas son dispersadas por un vector distinto al viento sean las que

presenten los valores més altos para estos pardmetros.
En el caso de S. praecox, no se espera encontrar una diferenciacién genética (Fsr),

dado que se trabajé con individuos adultos cuya estructura genética es probablemente

anterior al efecto de fragmentaci6n (60 afios).
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SITIO DE ESTUDIO: El Pedregal de San Angel

“ Pedregal de San Angel ” es el nombre con que se¢ ha denominado al 4rea cubierta
por basalto producto de la erupcién del volcdn Xitle y conos adyacentes, ocurrida hace
aproximadamente hace 2000 afios (Carillo, 1995). Se calcula que su drea original era de
8,000 ha (Rzedowski, 1954), de las cuales actualmente la Reserva del Pedregal de San
Angel (Fig. 1) comprende 124 ha (Valiente-Banuet y De Luna, 1990). Se localiza al sur del
Valle de México (19°19° N, 99°1"'W, 2300 msnm) dentro del campus de Ciudad
Universitaria. Presenta un clima del tipo Cwbg correspondiente a templado subhiimedo con
régimen de lluvias en verano. La temperatura media anual oscila los 15.5°C, con
variaciones que van de los —6°C a los 34.6°C. La precipitacién promedio anual es de 879
mm, distribuida de manera diferencial a lo largo del afio, de tal forma que se puede
distinguir una estaci6n lluviosa de junio a octubre y una de secas, de noviembre a mayo
(Rzedowski, 1954; Valiente- Banuet y De Luna, 1990) que se reflejan en forma acentuada
en los cambios de la vegetaci6én que es de tipo matorral xeréfilo El suelo, en las zonas en
que estd presente, es de tipo litosol, siendo la profundidad promedio de 4.5 cm (Cano-

Santana y Meave, 1996).

A pesar de lo reducido de su extensi6n, se calcula que la diversidad biolégica del
Pedregal incluye entre 1500 y 3000 especies (Sober6én et al, 1991) por lo que es
considerado como un sitio de alta riqueza floristica, actualmente existen un total de 301
especies de angiospermas agrupadas en 61 familias (Valiente-Banuet y De Luna, 1990).
Las familias con mayor nimero de géneros son: Asteraceac (59), Graminae (34),
Leguminosae (15) y Orchidaceae (21) (Valiente-Banuet y De Luna, 1990). Sus principales
afinidades geogrificas con neotropicales y nedrticas. Existe un alto porcentaje de especies
endémicas (Herrera y Almeida, 1994) y en peligro de extinci6n (Alvarez et al, 1982).

13
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b Ubicacién de los sitios de colecta



SISTEMA DE ESTUDIO

Para la realizacién de este trabajo se seleccionaron 5 especies de la familia
Asteraceae (Dahlia coccinea, Eupatorium petiolare, Senecio praecox, Tagetes lunulata y
Verbesina virgata) que presentan una alta dominancia en la comunidad vegetal en términos
de productividad primaria neta aérea (PPNA) y fitomasa aérea (Cano-Santana, 1994).
Ademids estas especies presentan distintas combinaciones de caracteres ecolégicos que
permiten agmparlas en subconjuntos de acuerdo con su forma de crecimiento (herbiceas y
arbustivas), hdbito (anuales y perennes), modo de reproduccién (entrecruzamiento obligado

y/o facultativo) y modo de dispersién de semillas (viento, adhesién y gravedad) (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas biolOgicas de las especies estudiadas. Modificado de Figueroa-Castro et al, 1998.

Caracteristica E. petiolare  S. praecox D. coccinea  T. lunulata V. virgata
Forma de Arbustiva Arbustiva Herbé4cea Herbécea Arbustiva
crecimiento
Hibito Perenne Perenne Perenne Anual Perenne
Altura (cm) 90-200 100-500 40-200 20-80 100-250
Flores liguladas Ausentes Amarillas Amarillas, Amarillas Amarillas
anaranjadas,
rojas
Flores del disco Blancas Amarillas Amarillas Amarillas Amarillas

No. de flores del

disco por capitulo 3542 13-22 70-160* 20-40 30-60
Epoca de floracién  Enero-marzo  Enero-abril Agosto- Septiembre-  Octubre-
octubre diciembre enero
Polinizacién Viento, Viento Insectos Diptera Apis
insectos Diptera*** diurnos lli
nocturnos**  Hymendéptera meliiern
Compatibilidad **Auto- ***Auto- *#*Auto- **Auto- **Auto-
compatible compatible incompatible  compatible compatible
Sindrome de Anemocoria-  Anemocoria-  Anemocoria-  Anemocoria-  Anemocoria-
dispersién- pognécora pogndcora pognécora pogndcora pteréscora
didspora
* Neumann, com. Pers.  ** Figueroa-Castro, 1997 *** Pérez-Ishiwara com. Pers.

15



Especies de estudio
a) Dahlia coccinea Cav. (“dalia” : Flor nacional)

Pertenece a la Tribu Heliantheae (Stuessy, 1997; Jones, 1988) y a la Subtribu
Coriopsidinae (Stuessy, 1977). Es una planta herbdcea que mide entre 0.4 — 2 m de altura;
sus hojas son pinnadas a tripinnado-compuestas. Cabezuelas solitarias o en grupos de 2 y 3,
con un didmetro de 5-6 cm; generalmente con 8 flores liguladas, con las corolas
ovadoelipticas, que van desde el color amarillo hasta un color escarlata-negruzco, de 1.6 —
4 cm de lado: con 70 160 flores amarillas en el disco, de 0.8 — 1.3 cm de largo. Los
aquenios aplanados y obscuros de 0.8 — 1.3 cm de largo y de 0.2 — 0.6 cm; vilano
compuesto por dos rudimentos diminutos y filiformes (Sdnchez, 1980; Rzedowski y
Rzedowski, 1985).

Se distribuye en el sur y centro del Valle de México, asi como en Chihuahua,
Tamaulipas y Guatemala; principalmente en pastizales, matorrales y bosques de Pinus y
Quercus (Rzedowski y Rzedowski, 1985), a altitudes que van de los 1000 a los 3000 msnm
(Sdnchez, 1980). Florece en los meses de agosto y septiembre (Sdnchez, 1980).

b) Verbesina virgata Cav. (V. salicifolia HBK). ( “teclacote’)

Pertenece a la Tribu Heliantheae y a la Subtribu Vervesininae (Stuessy, 1977). Es un
arbusto que mide de 1 - 2.5 m de altura, erecto, m4ds 0 menos resinoso, con hojas alternas.
La especie presenta mucha variacién, sobre todo en el tamafio de la hoja y también en el
ancho de las alas del tallo (Rzedowski y Rzedowski, 1985). Las cabezuelas son
numerosas y se presentan en conjuntos corimbiformes terminales densos; presentan de 10 a
18 flores liguladas, fértiles, de ldminas amarillas, oblongas o elipticas, de 4 — 10 mm de
largo; ﬂorés del disco 30 a 60, sus corolas amarillas, de 3 — 4 mm de largo, pubescentes;
los aquenios son obovados u oblanceolados, de 3 — 4 mm de largo, negruzcos, pubérulos o
glabros, angosta o anchamente alados, aristas del vilano de 1 — 2 mm de largo, delgadas
(Paray, 1956; Sdnchez, 1980; Rzedowski y Rzedowski, 1985). Se distribuye de Zacatecas a
Oaxaca (Paray, 1956; Rzedowski y Rzedowski, 1985); es muy abundante en las partes
inferiores y de mediana altitud del Valle de México, entre los 2250 y los 3000 msnm; en

matorrales, pastizales, claros en medio de bosques y sitios de fuerte perturbacién disturbio



(Rzedowski y Rzedowski, 1985). Florece de agosto a diciembre (Paray, 1956; Rzedowski y
Rzedowski, 1985)

¢) Senecio praecox (Cav.) D.C. (“palo loco”, “candelero”, “tezcalpatli”)

El género Senecio pertenece a la Tribu Senecioneae (Nordenstam, 1977; Jones, 1988),
comprende alrededor de 1500 especies y tiene una distribucién cosmopolita (Nordenstam,
1977). La descripcién de esta especie se basa en Paray (1956), Sdnchez (1980) y
Rzedowski y Rzedowski, (1985). Es un arbusto o una planta arborescente, caducifolia,
candelabriforme, que mide de 1 — 5 m de altura; las hojas se encuentran dispuestas en
fasciculos y aglomeradas en el extremo de las ramas; las ldminas son generalmente ovadas,
subpalmatinerves. Las inflorescencias estdn dispuestas en forma de cimas corimbiformes;
las cabezuelas son radiadas, numerosas, miden de 10 — 15 mm de alto, con 5 —6 flores
liguladas, amarillas, de 6 — 15 mm de largo y 13 — 22 flores del disco, tubulosas amarillas,
de 9 12 mm de largo; los aquenios son glabros y estriados, de 3-4 mm de largo, de color
café; las cerdas del vilano blancas, de 6 — 8 mm de largo. Se localiza en la parte baja del
Pedregal de San Angel, viviendo en sitios donde existe suelo somero, aunque también se le
encuentra en grietas (Lechuga, 1971) y en particular en la cima de promontorios rocosos
(D.M. Martinez , obs. pers.). Su distribucién abarca desde Zacatecas, San Luis Potosi y
Jalisco, hasta Puebla y Oaxaca; preferentemente en matorrales xeréfilos de lugares rocosos

y/o basélticos; a una altitud entre 2250 y 2850 msnm (Rzedowski y Rzedowski, 1985)

La planta permanece sin hojas durante la temporada seca y de floracién, las cuales
aparecen cuando las flores se marchitan y empiezan a caer. La floracién se presenta en la
época de secas, durante marzo y abril (Paray 1956; Sdnchez 1980 y Rzedowski y
Rzedowski, 1985; Meave et al., 1994),

d) Eupatorium petiolare (“hierba de dngel”)

El género Eupatorium pertenece a la tribu Eupatorieae (Robinson y King, 1977; Jones,
1988) y a la Subtribu Eupatoriinae (Robinson y King, 1977). Es uno de los géneros mds
diversos dentro de la familia de las compuestas, pues agrupa aproximadamente 1 200

especies (Gasshoff y Beaman, 1970). La descripcién de la especie estd basada en Paray
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(1956), Sanchez (1980) y Rzedowski y Rzedowski, (1985). Eupatorium petiolare es un
arbusto que mide de 90 cm hasta 2 m de altura; con tallos lefiosos y gruesos. Presenta hojas
opuestas con el envés pubescente, borde crenado-dentado, miden de 6-10 por 4-7 cm.
Corimbos opuestos, densos, laterales y terminales; cabezuelas de 7 — 11 mm con 35 — 42
flores, corola de 4 — 5 mm de largo, blanca, con glébulos resinosos en los I6bulos; aquenio
de 2 — 3 mm de largo, muy pubescente, vilano casi del largo de la corola , cerdas blanco-
rosadas. Las flores despiden un aroma dulce por las noches (D.M. Figueroa, obs.pers.).
Florece la época de secas, de enero a abril (Meave et al., 1994). Se le puede encontrar desde
los 2350 hasta los 3000 msnm, en sitios con pastizal, matorral xeréfilo y bosque de pino,
encino y Juniperus; crece frecuentemente en sitios de perturbacién, especialmente a lo
largo de caminos y carreteras. Se distribuye de Coahuila y Tamaulipas hasta Oaxaca

(Rzedowski y Rzedowski, 1985).

e) Tagetes lunulata Ort. (T. tenuifolia Cav, T. patula, T. peduncularis) (“anis™)

El género Tagetes comprende aproximadamente 50 especies y pertenece a la Triubu
Tageteae (Strother, 1977). Tagetes lunulara Ort. Es una hierba anual, erecta o algo
extendida, de 20 —-80 cm de altura, muy aromdtica, con los tallos a menudo rojizos o
morados; con las hojas opuestas, pinnatisectas; foliolos 9 a 23, lineares a lanceolados, hasta
2 cm de largo, profundamente aserrados. Presenta 5 flores liguladas, amarillas o
anaranjadas, con una marca mds obscura de V o W en la base, sus ldminas son anchas,
ovadas a ovovadas, de 7 10 mm de longitud; flores del disco 20 a 40, con corolas amarillas,
de 6 —8 mm de largo; los aquenios son lineares, negros, puberulentos, de 7 — 9 mm de largo;
el vilano con 1 -2 escamas aristiformes, de 5 -6 mm de largo y de 3 —4 escamas romas de 2

— 3 mm de largo ( Sdnchez, 1980; Rzedowski y Rzedowski, 1985).

Se encuentra ampliamente distribuida desde el norte de México hasta Centroamérica y
quizés el norte de Sudamérica; es muy abundante en las partes bajas y de mediana altitud,
entre los 2250 y los 3000 msnm. Se le encuentra en pastizales, matorrales, bosques de
Quercus y Juniperus, preferentemente en condiciones de perturbacién, a veces como
maleza ruderal (Rzedowski y Rzedowski, 1985). Florece de septiembre a octubre
(Sdnchez, 1980; Rzedowski y Rzedowski, 1985). Presenta un alto grado de auto-
fertilizacién (Figueroa-Castro, 1997).
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Fig 2. Caracteristicas morfolégicas de las especies de estudio: Senecio praecox (a), Dahlia coccinea
(b), Verbesina virgata (c), Eupatorium petiolare (d) y Tagetes lunulata (e). Tomado de
Sénchez (1980).
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METODOS

Con el objeto de describir los pardmetros de la variacién genética de las especies de
estudio se realizaron electroforesis en geles de almidén horizontal. La electroforesis
permite la separacién de proteinas extraidas del tejido de los organismos, bajo la influencia
de una interaccién entre la corriente eléctrica, el pH del gel y del buffer del electrodo. A
continuacién se hard una breve descripcién de la metodologia de electroforésis tomada y

modificada de las técnicas empleadas por Soltis er al (1983).

Colecta

Los sitios de colecta corresponden a las zonas I (sitio A: Jardin Botdnico) y II (sitio
B: Espacio Escultérico) sefialadas por las autoridades escolares en la Gaceta UNAM 1997.
Estos sitios presentan una separacién aproximada de 2.5 km y se encuentran delimitados
por circuitos de trénsito vehicular, entre los que sobresale por su amplitud la Av. de los

Insurgentes.

En cada sitio se colectaron aleatoriamente 30 individuos en etapa reproductiva de
cada especie. De cada individuo fueron tomadas 5 hojas jévenes que no presentaran dafio
por herbivoros o pardsitos. El tejido colectado fue almacenado en un ultracongelador
(REVCO, a — 70°C) para su posterior anilisis. Las colectas fueron realizadas de septiembre
del 2000 a marzo de 2001.

Procesado de las muestras

El tejido fue primeramente triturado y homegenizado con nitr6geno liquido, para
después ser macerado con 250 pl de be buffer de extraccion Abies (Apéndice 4),
recomendado para la extraccién de protefnas en plantas con un alto contenido de
compuestos secundarios. El macerado fue absorbido en “wicks” (cortes de papel filtro para
cromatograffa: Whatman No. 17) de 15 x 3 mm, mismos que fueron almacenados dentro de

tubos Eppendorf en un ultracongelador (REVCO, a — 70°C) para su posterior uso.



Montado de los geles

La muestras embebidas en los wicks fueron cargadas en geles de almid6n de papa
hidrolizado para electroforesis al 9.5 %. En cada gel se cargaron 30 wicks (una poblacién)
mds 4 wicks con el macerado de las otras cuatro especies con el fin de calibrar las
distancias de corrimiento de las variantes alélicas presentadas por todas las especies. En los
extremos del gel se colocaron wicks saturados con el colorante amido-Black para
evidenciar la distancia de corrimiento. El corrimiento del gel se hizo bajo un amperaje o
voltaje especifico (Apéndice 5) dentro de un refrigerador a una temperatura cercana a 0°C,
ya que esto ayuda a controlar el sobrecalentamiento del gel ocasionado por la resistencia a

la corriente.

Sistemas electroforéticos

Fueron seleccionadas 8 enzimas en 3 sistemas de buffers (Apéndice 5). Estas
enzimas cumplieron con el criterio de ser polimérficas y presentar actividad en al menos 3

de las 5 especies.

Tincién

Transcurrido el tiempo y distancia de corrimiento determinados por cada sistema de
buffers (Apéndice 5), cada gel fue cortado sagitalmente al deslizar un hilo sintético sobre
unas gufas de acrilico de 1.5 mm de grosor colocadas en los flancos del gel. Se obtuvo un
promedio de 6 rebanadas por gel, de las cuales siempre fueron desechadas la primera y la
ultima de ellas, ya que tienden a presentar deformaciones y poca definicién debido a su

exposicién al calentamiento y al efecto de la migraci6n transversal.

Cada rebanada se colocé en una caja de tincién, a la que se le agregaron los
reactivos especificos (sustratos y otros compuestos requeridos) que difunden por el gel y
reaccionan con la enzima bajo estudio. La deteccién de esta enzima se basa en la
precipitacién de indicadores solubles que tifien el gel en las zonas de actividad enzimética
(Wendel y Weeden, 1989). Dicha actividad demanda condiciones de luz y temperatura
especificas, ademds de un lapso de tiempo minimo para evidenciar su actividad (proceso de

“incubacién’).



Interpretacién de los geles

Cada banda producida por un individuo en un gel tefiido para una enzima dada,
representa una isoenzima. Los diversos fenotipos de las isoenzimas pueden ser

considerados como alternativos para un loci (aloenzima).

Para realizar la lectura de las bandas se numeraron los loci y los alelos, asigndndole
el nimero 1 al locus mds alejado del origen, con mayor movilidad electroforética, el 2 al
siguiente y asi sucesivamente. De la misma manera, se numeraron las bandas dentro de un
locus. Dado que se manejaron varias especies, los datos ingresados al andlisis estuvieron
basados en dos tipos de lectura: 1)para el andlisis intraespecifico se numeraron los alelos
presentes para cada locus en cada especie; 2) en los andlisis interespecificos (similitudes,
distancias génicas y fenogramas) se manejé la lectura global del total de alelos presentes en

todas las especies (Figs. 3a-3h)

La principal suposicién desde el punto de vista evolutivo en el uso de isoenzimas es
que los cambios en la movilidad de las enzimas en un campo eléctrico reflejan cambios en
la secuencia de ADN, es decir que tales cambios tienen bases genéticas por lo que son
heredables (Matson, 1984), con la ventaja adicional que la expresi6én enzimitica es
codominante. Sin embargo, la electroforesis no es un detector perfecto de la variacién
genética. Usualmente las bandas de una enzima o electromorfos con una movilidad dada
representan productos de mds de un gen. Cdlculos basados en los cambios por unidad de
carga sugieren que cerca de una tercera parte de las substituciones de amino4cidos pueden

ser electroforéticamente detectables (Ferguson, 1980).
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ANALISIS DE DATOS

Variacion genética
La variacién genética para cada especie fue estimada a partir de las frecuencias alélicas

por locus obtenidas para cada poblacién, y se describi6 mediante:

D

2)

3)

4)

la proporcion de loci polimérficos P = x/m, donde x es el ndmero de loci
polimérficos y m es el nimero total de loci analizados, considerando un loci
polimérfico cuando el alelo mé4s raro tiene una frecuencia mayor a 0.05. Un valor
de P = 1 indica que todos los loci presentan m4s de un alelo.

la heterosis promedio observada Ho, derivada del conteo directo del nimero de
heterécigos por locus.

la heterosis promedio esperada He. Asumiendo el equilibrio Hardy-Weinberg, la
frecuencia de heterocigotos para cada locusesde H = 1 - £ p;z , donde p; es la
frecuencia de i-ésimo alelo y p;z la frecuencia del homocigoto A; A.. El valor de
H promediado para todos los loci es la heterosis promedio. Cuando H = 1, indica
que todos los individuos son heterocigotos (Hedrick, 1985; Futuyma, 1998).

el niimero de alelos promedio por locus A = Z (n;/m), donde n; es el nimero de

alelos observados en el locus i y m es el nimero total de loci.

Diversidad genotipica
La reproduccién asexual (propagaci6n clonal), asf como la depresién por endogamia

resultante de la autofecundacién, ocasionan la pérdida de diversidad genética, aumentando

la probabilidad de que dos genotipos multilocus sean idénticos. Dado que para cuatro de las

cinco especies estudiadas se ha documentado su capacidad de producir semillas sin la

participacién de ningin vector de polinizacién, los estimadores de diversidad genética

resultan particularmente utiles para distinguir la proporcién de entidades genotipicas

distintas por poblaci6n y por especie. Las medidas utilizadas usualmente son:

1)

2)

el niimero de genotipos multilocus iinicos G. Considera el mimero total de
combinaciones observadas.
rigueza genotipica promedio G/N, donde N es el nimero de individuos por

poblacién. Si G/N,= 1 entonces todos los individuos presentan genotipos tnicos.
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Estructura genética

Para describir la distribucién de la variacién genética dentro de cada especie y entre

sitios se estimaron el indice de fijacién F y los estadisticos F de Wright (Fir, Fsry Fis)

F

Fsr

Fis

Fir

examina si las frecuencias alélicas de un locus se desvian de las esperadas. Esto se
hace calculando la desviacién de la frecuencia observada de los heterécigos esperados
por Hardy-Weinberg (Hedrick 1983): F= 2pq - H/2pq = 1- H/2pq, donde H es la
proporcién de heterécigos observados y 2pq es la porcién de heter6cigos esperados.
Si su valor es de 0 entonces la poblacién se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg.
Los valores positivos indican una deficiencia de heter6cigos, mientras que los valores

negativos indican un exceso.

es una medida del nivel de diferenciacién entre subpoblaciones, mide la reduccién
en heterocigosis de una poblacién debido a deriva génica, Fsr= (Hr-Hs)/Hs , donde
Hses la heterosis promedio esperada sobre todos los loci a nivel de subpoblaci6n y
Hr es la heterosis promedio esperada sobre todos los loci a nivel de la poblacién
total. Cuando Fsr toma valores cercanos a cero, indica que no existe diferenciacién
y si es igual con uno todas las subpoblaciones son distintas. Si los valores son altos,
nos indican que estd actuando la seleccién natural y/o la deriva génica (Hedrick,

1983).

que mide la reduccién en la heterocigosis de un individuo debido al apareamiento no

aleatorio dentro de su subpoblacion, Fis = (Hs— H;) / Hy, donde H; es la heterocigosis
observada promedio de todos los genes de un individuo en una subpoblacién.

es el coeficiente de endogamia total de un individuo, debida tanto a la endogamia
como a la deriva génica. Es una medida de la reduccién en heterocigosis de un

individuo relativo a la poblaci6n total Fir =(Hr—H))/Hr

Fis y Frrson medidas de la desviacién de las proporciones de Hardy-Weinberg dentro

de las subpoblaciones y en la poblaci6n total respectivamente. Toman valores entre -

1(exceso de heterécigos) y +1 (todos los individuos son homéeigos). Cuando Fis = 0, la

poblacién estd en equilibrio Hardy-Weinberg y cuando Fyr= 0, indica un tamafio efectivo
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de la poblacién grande, lo cual depende principalmente del tamafio de la muestra (Hedrick,
1983).

El cdlculo de estos indices se hizo indirectamente con el programa Tools for
Genetics Populations Analysis TFPGA (Miller, 1997), que proporciona los estadisticos F, &
y f, equivalentes a Fir, Fsr y Fis respectivamente (Weir y Cockerham, 1984). Los
estimadores de Weir y Cockerham asignan peso al nimero de individuos y al nimero de
localidades muestreadas. Por ello los estimadores que se generan no tienen sesgo. El
modelo parte de la premisa de que un ndmero r de poblaciones del mismo tamaiio han
descendido en forma independiente de una sola poblacién ancestral que estaba en equilibrio
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 gene.raciones y el estadistico de los individuos. Asf, los estadfsticos diferirdn de los

pardmetros por miiltiplos de las frecuencias alélicas esperadas.

Se obtuvo el error estdndar mediante un “Jacknife” sobre todos los loci y los
intervalos de confianza para los estimados (al 95%) mediante la técnica de remuestreo
“Bootstrap”. Para estimar la probabilidad de que F, F;r y F;s fueran estadisticamente
diferentes de cero, se aproximaron una Chi-cuadrada: X = FP N (k-1) con k(k-1)/2 grados
de libertad, donde N es el tamafio promedio de la muestra y & el nimero de alelos (Weir,
1990); y para Fsr se obtuvo X*=2N Fgr(k-1) con (k-1)(s-1) grados de libertad, donde s es el
nimero de subpoblaciones (Workman y Niswander, 1970).

Flujo Génico

Flujo génico es un término que incluye todos los mecanismos resultantes en el
movimiento de genes de una poblaci6n a otra (Stalkin, 1985). Se obtuvo una estimacién
indirecta del flujo génico Nm mediante la expresién derivada por Wright (1951) a partir de
la Fsr:

1
" ANm+1

T

donde N es el tamafio de la poblaci6n y m es la fraccién de migrantes a N .
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Asf: Nm= M-_l
4

El estimado resultante es el valor que Nm tendria si la estructura de la poblacién
fuera un ﬁodelo de islas y el valor de Fsr fuera el mismo para cada alelo. Nm es el nimero
de migrantes que llegan a una poblacién cada generacién. Valores de Nm << 1 producen
una fuerte diferenciacién entre las subpoblaciones (i.e., deriva génica actuando
independientemente en cada subpoblaci6n; Stalkin, 1994), mientras que si Nm >1, las
subpoblaciones se comportan como una sola poblacién panmictica y el flujo génico
restringe el efecto de la deriva génica (Kimura y Maruyama, 1971, Hartl y Clark, 1989,
Stalkin, 1994).

Relaciones genéticas (Fenogramas)

Se usaron las identidades genéticas de Nei (1978) entre pares de sitios por especie,
para realizar un andlisis UPGMA (Unweighted Pair Group Method wiht arithmetic
Averange). Este método estadistico multivariado muestra las relaciones entre unidades
rclacionadés evolutivamente, a una tasa de evolucién constante. El andlisis se realizé

mediante el programa TFPGA (Miller, 1997) obteniéndose el fenograma respectivo.

Distancias y similitudes genéticas

Para estimar la distancia genética entre poblaciones se usé el valor D de Nei (1978).
La medida est4 basada en la identidad normalizada, I=(Jxy){(JxJy)'"?, donde Jxy=2 pix qiy
expresa la probabilidad de escoger al azar un par de alelos idénticos, uno de la poblacién x
y otro de la poblacién y (Hartl y Clark, 1989), lo cual es relativo a Jxx=Ep; y Jyy = Z g/
que expresan la probabilidad de que dos alelos tomados al azar dentro de la misma
poblacién x o y, respectivamente, sean idénticos. Si las dos poblaciones tienen frecuencias
alélicas idénticas, entonces Jxy=Jxx=Jyy, la identidad normalizada es 1 y la divergencia
genética D = -Ln I entre poblaciones resulta en una distancia D=0 (Hartl y clark, 1989). Si

las poblaciones no comparten alelos D = 1.
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RESULTADOS

Se probaron 28 enzimas, de las cuales 14 mostraron actividad definida para al
menos una de las especies (Apéndice 1). De estas fueron seleccionadas 8 enzimas,
considerando que presentaran actividad en al menos tres de las cinco especies. Estas
enzimas mostraron un total de 14 loci, de los que fueron clegidos para su andlisis 9 (AcPH,
APX, GOT, LAP, ADH, GDH, ME, NADHDH 1 y NADHDH 2) tanto por su resoluci6n

como por presentar variacién en la mayoria de las especies (Apéndice 2).

Frecuencias alélicas

Las frecuencias alélicas observadas y esperadas para cada alelo por locus, por sitio y
por especie se muestran en la Tabla 3. Cada especie mostré un patrén distintivo de bandeo
para las enzimas GOT, LAP, ADH, GDH, ME, NADHDH 1, en tanto que en las enzimas
APX y AcPH fueron observados los mismos tres alelos en todas las especies. Una prueba
de X? realizada para el andlisis de la heterogeneidad de frecuencias alélicas (Workman y
Niswander, 1970) sefial6é diferencias significativas entre especies (p=0.0001) mds no entre
sitios (p=0.3715), pese a que se advirti6 la ausencia de algunos alelos en particular para el

sitio B.

Variacién genética
El nimero promedio de alelos por locus (A), el porcentaje de loci polimérficos (P) y

la proporcién de heterosis observada (Ho) vari6 notablemente entre especies, mds no entre

sitios (Tabla 5).

El valor de A (=1.899+ 0.358) es similar al reportado para plantas dicotiled6neas
(A=1.54), herbéceas perennes de vida larga (A=1.44), con sindrome entoméfilo para la
reproduccién sexual (A=1.54), dispersién por viento (A=1.70) y estado sucesional
temprano a intermedio (1.46) (Hamrick y Godt, 1989). El mayor de estos valores
corresponde a D. coccinea (A=2.375) un arbusto perenne con entrecruzamiento obligado, y

el menor de ellos a T. lunulata (A=1.375), una herbdcea anual con sistema de reproduccién

mixto.
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Los valores para el indice de polimorfismo (P=0.746+0.219), fueron mayores que €l
valor promedio encontrado por Hamrick y Godt (1996) (P=0.453) para otras especies
pertenecientes a la Familia Asteraceae, sin embargo, debemos considerar que este indice es
muy sensible al nimero y tipo de enzimas analizadas. Resalta el hecho de que las especies
perennes (D. coccinea, S. praecox, V. virgata y E. petiolare) presentaron valores similares
(P=0.828 +0.083) y mucho m4s altos para P que T. lunulata (P=0.379), una especie anual.
Una vez méds D. coccinea muestra los valores més altos para ambos sitios (P= 0.750),
resultado que es similar a los encontrados en otras especies pertenecientes a la tribu

Coreopsideae (P=0.790; Tabla 1).

El . promedio de la heterocigosis observada (Ho0=0.044+0.037) fue
significativamente menor que el de la heterocigosis esperada (He=0.114+0.083) (Fig. 4)
para todas las especies y significativamente diferente entre especies (Ho: F=2.541,
p=0.0466) (Apéndice 3).

No se observaron diferencias significativas en los valores de Ho con respecto al
hébito (perennes vs anuales; F=2.6132, p=0.11; g.1.=1), pero si con respecto al sistema de
apareamiento (mixto para S. praecox, V. virgata, E. petiolare y T. lunulata y

entecruzamiento obligado para D. coccinea; F=5.427, p=0.0466; g.1.=1).

28



Tabla 3. Estimadores de diversidad genética total para cada especie (N=60) (en negritas) y para
cada especie por sitio (N=30) (A — B). A=riqueza alélica, P=polimorfismo (99%),
Ho=heterocigosis observada, He=heterocigosis esperada.

A P Ho He
2.000 0.875 0.052 0.117
Senecio praecox
(1.875-1.500) (0.750-0.375) (0.056-0.048) (0.121-0.114)
1.888 0.889 0.017 0.083
Verbesina virgata
(2.000-1.500) (0.777-0.333) (0.019-0.015) (0.116-0.051)
1.857 0.714 0.041 0.101
Eupatorium petiolare
(1.714-1.714) (0.428-0.714) (0.082-0.000) (0.062-0.140)
2.375 0.875 0.102 0.249

Dahlia coccinea

(2.125-1.875) (0.750-0.750)

(0.126-0.078)

(0.316-0.182)

, 1.375 0.375 0.006 0.022
Tagetes lunulata
(1.250-1.125) (0.125-0.250)  (0.000-0.011) (0.014-0.031)
0.35
0.3 G ...............................
008 o it diaii i b
0.2
o
a
*
0.1 S B . PRI . AR N
* *
0.05 - a9 a
0 I . A g :
SITIO A B A B A B A B A B
D. coccinea  §. praecox  E. petiolare V. virgata T. lunulata

Fig4. Heterocigosis observadas (Ho) ¢ y esperadas (He) [l para cada especie y sitio
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Diversidad genotipca

La riqueza genotipica G/N fue significativamente distinta entre especies (F=16.489,
p=0.0066; g.1L.=4) y mostré variacién significativa con respecto al sistema de reproduccién
(F=5.427, p=0.0457; g.l.=1). D. coccinea, mostré los valores mds altos de diversidad
genotipica (G y G/N) en ambos sitios (G=43 y G/N=0.717; Tabla 5). S. praecox, V. virgata
y E. petiolare mostraron una G/N <0.28, lo que indica que s6lo el 28% de los individuos
son genotipicamente distintos. 7. lunulata mostré los valores més bajos en ambos sitios
(G=4 y G/N=0.067), dichos valores indican que genélicamente sus poblaciones se

comportan como un solo individuo, lo que es tipico de muchas especies de invasoras.

No se encontraron diferencias significativas entre sitios al considerar a todas las
especies en conjunto. Sin embargo, existe variacién intraespecifica. En particular V. virgata
mostré valores muy distintos entre sitios (Ga=13 y Gg=4).

Tabla 5. Medidas de diversidad genotipica por sitio para cada especie.
G nimero de genotipos multilocus tnicos, G/N riqueza genotipica.

G G/N

ESPECIE A B A+B & . A+B

Senecio praecox 10 9 16 0.333 0.300 0.267

Verbesina virgata 13 4 15 0.433 0.133 0.250

Eupatorium petiolare 6 9 15 0.200 0.300 0.250

Dabhlia coccinea 27 17 43 0.900 0.567 0.717

Tagetes lunulata 2 3 4 0.067 0.100 0.067
1
0.8

S. praecox V. virgata E. petiolare D. coccinea T. lunulata

Fig. 5. Riqueza genotipica (G/N) por especie para los sitios A [[] y B
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Indices de fijacién F

Todas las poblaciones presentaron valores positivos y estadisticamente
significativos para los indices de fijacion F (Tabla 6), lo que indica una desviacién al
equilibrio H-W y sugiere que hay mds homécigos de los que se esperarfan por

apareamientos aleatorios.

Tabla 6. [ndice de fijacién F calculado para cada locus/especie y sitio.

F
LOCUS S. praecox V. virgata E. petiolare D. coccinea T. lunulata
A B A B A B A B A B

ADH - _ . 0.500% -0.551%* | goox** ().614%* (.878%+* - 7

GDH 1.000%** (0.951*** 1.000*** 1.000*** -0.015 1.000*** -0.077  1.000%** -

ME - -0.177  1.000%** - - 1.000*** 0.603** 0.166 -

LAP -0.077 -0.015  1.000%** - 1.000*** 1.000*%** 0.172 -0.015 - 0.842%*

APX -0.077 - -0.047 - - - 1.000*** 0.385*% - -

AcPH -0.077 - 0.738%* - - - = - - -0.015

GOT 1.000%** - - - - - - 1.000*** - -

NADH 1 1.000*** - 1.000*** 1.000%** - 1.000*** 1,000%** - - -

NADH 2 - E - B - - - - 1.000*** -

PROM. 0.462*  0.253%  0.782%* 0.710%* 0.145  1.000%** 0.557** 0.569* 1.000*** (.414*
D.E. 0539 0498 0383 0096 0546 0000 0435  0.453 0.429

*p<0.05 **p<0.001,***p<0.0001 - monomérfico

1T * *
K
05T
0 = | t t t t t t t t {
0.5+
A B A B A B A B A B
S. praecox V. virgata E. petiolare D. coccinea T. lunulata

Fig. 6. Indice de fijacién F para cada especie y sitio
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Estadisticos F de Wright

Los estimados de Fir , Fsr y Frs para cada loci y en promedio para cada una de las
especies en ambos sitios fueron en su mayorfa significativamente diferentes de cero (Tablas
7-9). Los valores mds altos de diferenciacién fueron registrados para E. petiolare
(Fs1=0.192) y V. virgata (Fs7=0.1604). Sin embargo, la Fsr promedio de todas las
especies (Tabla 9) revel6 un bajo nivel de diferenciacién entre sitios, indicando que la
variacién genética se encuentra distribuida de manera casi uniforme entre los dos sitios, lo
cual concuerda con los altos valores de flujo génico Nm registrados para todas las especies

(Tabla 12).

Las medidas de la reduccién en la heterocigosis Frs (Tabla 10), asi como los
coeficientes de endogamia Fyr (Tabla 11) indican un exceso de homocigos para todas las
especies en particular para E. Petiolare (Fp=0.939; Fi5=0.895) y V. virgata (Fir=0.904;
Fis=0.809).

Tabla 7. Estadistico Fsr calculado para cada locus y en promedio para cada una de las cinco especies

Fst
LOCUS E. petiolare D. coccinea T. lunulata V. virgata S. praecox
ADH 0.060* 0.009 0.052 -
GDH 0.099* 0.017 - 0.814%** 0.153*
ME 0.014 0.113# - 0.138* 0.155*
LAP 0.612%+* 0.233** 0.089* 0.000 0.007
APX - 0.016 - 0.017 0.069*
AcPH - - 0.017 0.228** 0.069*
GOT - 0.035 - - 0.000
NADH 1 0.177* 0.149* -0.035 0.000
NADH 2 0.035 0.069*
PROMEDIO 0.192%* 0.081* 0.061 0.1604* 0.065*
JACKKNIFE + D.S. 0.374+0.207 0.088+0.039 0.072+0.033 0.664+0.361.  0.143 £ 0.045

*p<0.05, **p<0.001, ***p < 0.0001

- monomorfico
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Tabla 8. Estadistico Fs calculado para cada locus y en promedio para cada una de las cinco especies

Fis
LOCUS E. petiolare D. coccinea T. lunulata V. virgata S. praecox
oot 0. 732%%% 0.743%%* - -0.055 =
GDH 0.832%** 0.413* - 1.000%** 0.972%%+
ME _ 1.000%** 0.412* - 1.000%** -0.184
LAP 1.000*** 0.156 0.843** 1.000%** -0.057
APX - 0.746** - -0.018 -0.074
AcPH - - -0.018 0.741** -0.074
GOT - 1.000%** - - 1.000%**
NADH 1 1.000*** 0.927** - 1.000*** 1.000 %%
NADH 2 - - 1.000*** 1.000%** -
PROMEDIO (.895%** 0.586%* 0.754%* 0.809** 0.561*

JACKKNIFE + D.S. 0.889 + 0.072 0.585+0.109  0.809+0.197 0817 +0.107 0.793 £ 0.510

*p<0.05, **p<0.001, ***p < 0.0001 - monomérfico

Tabla 9. Estadistico Fyr calculado para cada locus y en promedio para cada una de las cinco especies.

Fir
LOCUS _ E. petiolare D. coccinea T. lunulata V. virgata S. praecox
ADH 0.748%** 0.745%%* - 0.000 -
GDH 0.849%** 0.423* - 1.000*** 0.976%**
ME 1.000*** 0.478** - 1.000*** 0.000
LAP 1.000*** 0.352 0.857%** 1.000*** -0.050
APX - 0.750%*=* - 0.000%** 0.000
AcPH - - 0.000 0.800%** 0.000
GOT - 1.000%** - - 1.000***
NADH 1 1.000%** 0.938%*+* - 1.000%** 1.000***
NADH 2 - - 1.000%** 1.000%** -
PROMEDIO 0.928%** 0.623** 0.769%* 0.904%4* 0.614**

JACKKNIFE £ D. S.  0.939 + 0.066 0.618+.088  0.826 +0.189 0.956 £ 0.118 0.850 + 0.489

*p<0.05 **p<0.001,***p < 0.0001 - monomérfico
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Flujo génico

Si bien la distancia entre sitios fue la misma para todas las especies, los valores del
flujo génico Nm indican que su efecto difiere segin la especie, aunque en general tales
valores fueron mayores a 1 (Tabla 10) para todas las especies, lo que indica que los
individuos analizados en ambos sitios se comportan como una sola poblacién panmictica

(Hartl y Clark, 1989, Stalkin 1994).

Tabla 10. Flujo génico promedio Nm entre sitos para cada especie

ESPECIE Nm

Eupatorium petiolare 1.049
Dahlia coccinea 2.809
Tagetes lunulata 4.467
Verbesina virgata 1.192
Senecio praecox 3.613

Similitud y distancia genética

En la Tabla 11 se muestran las identidades I y las distancia D genéticas de Nei
(1978) para pares de poblaciones. Las poblaciones pertenecientes a la misma especie
mostraron entre sf una similitud del 94.2% + 5.43, en tanto que la distancia promedio entre

poblaciones de especies distintas fue mayor al 64%.

El promedio de D entre pares de sitios dentro de una misma especies fue de 0.0515
(E.E.=0.037), en tanto que el promedio de D entre especies fue de 0.6041(E.E.=0.043), lo
que indicaque las especies son mucho més distintas entre si que entre sitios. El valor de D
méximo entre sitios para una misma especie se observé en E. petiolare (D= 0.1171), en
tanto que el valor minimo fue registrado para T. lunulata (D= 0.0025). §. praecox present6
las distancias genéticas mds grandes con respecto al resto de las especies
(0.5838<D<0.8852).

En el fenograma propuesto (Fig. 7) no se observa una tendencia definida con

relacién al hébito (anual o perenne) o modo de reproduccion (auto o entre).
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Tabla 11. Matriz de identidades 7 (bajo la diagonal) y distancias genéticas D (sobre la diagonal)
insesgadas de Nei' (1978)

Sp. A Sp.B VvA VwvB Ep A EpB DcA DcB T.ILA TIB

A ¥ (00193 0.5838 0.6066 0.8816 0.8279 0.6069 0.6684 0.6939 0.6764

S B 09777 ***+* (06426 0.6417 0.8852 0.821 0.6209 0.6767 0.7437 0.7270

A 03266 0.2622 ***+*x (.0876 0.4982 0.5564 0.6419 0.7118 0.4825 0.4665

Ex B 0.3356 03000 0.9055 ***** 0513 0.5787 0.5947 0.6542 0.6051 0.5900

A 0.0133 0.0021 0.4541 0.4526 ****+* (.1171 0.6056 0.6246 0.8169 0.7980

E B 0.0142 0.0148 0.3528 0.3461 0.8665 ***** (.4765 0.4592 0.7058 0.6863

A 0.1733 0.1460 0.1690 0.2648 0.2057 0.3273 ***** (.0308 0.5367 0.5385

g B 0.1775 0.1605 0.1539 0.2527 0.2564 0.4152 0.9617 *****  (.6469 0.6487

A 0.2487 0.1984 0.4742 0.3826 0.1741 0.2220 0.3608 0.2891 ***** (.0025

T B 0.2498 0.1975 0.4853 0.3912 0.1769 0.2265 0.3519 0.2808 0.9975 ¥»**x
l].l;{][l l]_ElI](] I]_l'[]I] 0. EIII] 0. [;i]l]

Tagetes lunulata

Verbesina virgata

Eupatorium petiolare

Dahlia coccinea

Senecio praecox

rﬂrWHII_L

Fig.7. Fenograma de las poblaciones de Astereaceaes estudiadas en la Reserva del Pedregal de San
Angel, C.U., construido con los estimadores insesgados de distancia genética de Nei (19}'8)

por el método de UPGMA
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DISCUSION

Los resultados mostraron niveles contrastantes de variacién genética entre especies,
que corresponden en su mayoria con las predicciones sobre las consecuencias genéticas de
los atributos de historia de vida, en particular en lo referente al hdbito. Una caracteristica
comiin a todas las especies con excepcién de D. coccinea fueron los altos niveles de
endogamia que al parecer han derivado en la presencia de unos pocos genotipos. En cuanto
a la diferenciacién entre sitios, los resultados obtenidos sugieren que los efectos de
fragmentacién del hdbitat, a la escala estudiada, han sido minimos; sin embargo la
magnitud de estos parece estar relacionada con los caracteres de historia de vida de cada

especie, en particular en lo referente a los sistemas de polinizacién.

Variacién genética

El resultado mds evidente del andlisis de los niveles de variacién de los pardmetros:
P, A, G/N y Ho, es la marcada diferenciacién entre especies, seguido por las relaciones
significativas entre dichos pardmetros y el sistema de apareamiento en el sentido indicado
por Hamrick y Godt. (1989, 1996), quienes identificaron una asociacién positiva entre la
magnitud del entre-cruzamiento y la variacién genética. De manera que como habfa sido
previsto en las hipétesis, D. coccinea presenté el mayor mimero de loci polimérficos (P),
asi como la mayor cantidad de alelos por locus (A), ademds que el 70 % de sus genotipos
multilocus (G/N) resultaron ser tnicos, lo que muestra la importancia de la reproduccién
sexual en esta especie, que de acuerdo con Figueroa-Castro (1997) presenta una auto-
incompatibilidad del 100%. Este resultado es similar a los reportados para otros miembros
de la tribu Coreopsideae (ver Tabla 1), que suelen presentar la misma combinacién de
caracteres de historia de vida (perennes con auto-cruzamiento obligado). En contraste los
bajos niveles de variacién genética observados para T. lunulata pudiesen estar relacionados
con su hdbito anual y su sistema de reproduccién que es mixto (auto y entre). Valores
intermedios correspondieron a §. praecox, V. virgata y E. petiolare que si bien presentan
hdbito perenne, también son autocompatibles (Figueroa-Castro, 1997; Pérez-Ishiwara com.
pers.). Es.probablc que los valores para estas dltimas especies muestren el efecto del

mecanismo de agamospermia, ya que no se ha reportado que presenten hdbito clonal.
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Los valores promedios de la heterocigosis observada H, por taxa también variaron
significativamente, lo cual pudiera estar relacionado con el grado de incompatibilidad que a
su vez determina el grado de entrecruzamiento. Un resultado a favor de lo anterior es el
hecho de que D. coccine, present6 el valor més elevado para la H, (0.102). Sin embargo, el
valor promedio para el resto de las especies (0.044 + 0.037) estd por debajo del valor
promedio reportado por Hamrick y Godt (1996) para las Asteraceae (H,=0.127), y en
general para las plantas perennes de vida corta con reproduccién mixta (H, =0.172); pero es
cercano al reportado para plantas endémicas que presentan autopolinizacién (H,=0.037).
Valores similares de H, han sido reportados para otros géneros de la Familia Asteraceae
como: Antenaria (H,=0.0956+0.022; Bayer et al 1991), Pyrrohopappus (H,=0.0505;
Petersen et al, 1990), Wilkesia (H,=0.072+0.05; Witter y Carr,1988) y Dubautia
(H,=0.099+ 0.06; Witter y Carr,1988); las ultimas cuatro especies son anuales. Es
probable que los bajos valores de la H, estén asociados no s6lo a sus caracteres ecolégicos,
sino también a que las especies estudiadas se encuentran en lo que actualmente es un
relicto de la extensién territorial original, lo que quizd determine la magnitud de dicho valor
como un efecto generalizado de la disminucién del hdbitat, del cual se sabe por numerosos
estudios (Falconer, 1989; Templeton, 1990, Olensen y Jain 1994; Foré y Guttman 1999;
Hardy er al 2000; Rosquist y Prentice 2000; Neel y Ellstrand 2001; Cuartas 2002) que

tiende a erosionar la variabilidad genética.

Los cambios en la heterocigosis no son de respuesta inmediata a la fragmentacién;
sino que dependen de los cambios en el sistema de apareamiento, el aumento en la
autofecundacién o la endogamia biparental en poblaciones pequefias, debido a cambios en
el comportamiento de los polinizadores (Young et al 1996). En términos ecolégicos, los
bajos niveles de la H, pudieran ser el efecto no sélo de los niveles de auto-
incompatibilidad, sino también de la ausencia de polinizadores efectivos, como lo sugieren
los datos de riqueza y abundancia de los visitadores florales reportados por Figueroa-Castro

(1997) y Castillo-Gamez (1999) para el Pedregal de San Angel.

Aunque es aventurado suponer que la fragmentacion del Pedregal sea la causa de un
cambio en los vectores de polinizacién, es muy probable que la reduccién en el tamafio de

las poblaciones y el aislamiento con respecto a las poblaciones mds cercanas, influencien la
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reduccién del nimero de insectos ant6filos. Golden y Crist (2000) indican que l_os gremios
de polinizadores ant6filos suelen tener tamaifios efectivos grandes, por lo que la reduccién y

perturbacién del hébitat tendrén efectos nada desdefiables sobre esta interaccién.

Equilibrio Hardy-Weinberg

Las desviaciones al equilibrio no mostraron tendencias a estar concentradas en un
sitio particular o locus. Aparentemente el valor positivo de F es un rasgo comiin para este
taxén, en el que la endogamia y los eventos autopoliploides han jugado un papel importante

en la evolucién de la Familia (Helariutta et al 1996).

Considerando que el flujo génico observado fue grande (Nm=2.626 + 1.49), la
desviaci6n al equilibrio podria atribuirse a la depresién endogdmica (como lo indican los
estadisticos Fis y Fir), a que el tamaiio efectivo puede ser grande (Hartl y Clark, 1989), a
procesos deterministas como la seleccién natural (Slatkin 1987, Wright 1988), o
estocésticos como un probable efecto fundador o la deriva génica, que a su vez es inducida

principalmente por la reduccién del hdbitat (Falconer, 1989).

Indice de fijacidn y estadisticos F

Las medidas de la reduccién en la heterocigosis Fis, asi como los coeficientes de
endogamia Fyr indican un exceso de homécigos debido probablemente al efecto de cruzas
entre individuos emparentados (endogamia) y/o selecccién a favor de los homécigos, lo

cual es poco probable dado que se trata de un ambiente heterogéneo.

En particular, E. petiolare (Fp=0.939; Fis=0.895) y V. virgata (Fp=0.904;
F15=0.809) mostraron el menor grado de heterocigosis. Esto pudiera estar asociado a ciertos
atributos de historia de vida relativos a la asignacién de recursos, ya que son las dos tinicas
de las espécies estudiadas que mantienen sus estructuras aéreas y fotosintéticas durante
todo el afo; es decir que pudiera existir una disyuntiva (trade-off) entre el mantenimiento
de estas estructuras y la asignaci6n a la reproduccion. Figueroa-Castro (1997) plantea que
estas especies probablemente adoptaron la anemofilia y la autogamia como una forma

alternativa de reproduccién para enfrentar la ausencia de polinizadores efectivos, puesto
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que en sus observaciones no detecté los vectores de polinizacién sugeridos por la

morfologia floral de estas especies.

Los valores observados para las Fsr fueron menores que los valores de
diferenciacién encontrados en plantas dicotiledéneas con sistema de cruzamiento mixto
(Gs1=0.24; Hamrick y Godt 1996), o de la misma familia taxon6mica (Gs1=0.204; Hamrick
y Godt 1996). Los valores promedio de la diferenciacién entre poblaciones (Fsr), indican
que la poblaciones de D. coccinea (Fs1=0.081), S. praecox (Fs1=0.065) y T. lunulata
(Fsr=0.061) estdn pobremente estructuradas, en comparacién con las de E. petiolare
(F51=0.192) y V. virgata (Fs=0.160). Hamrick y Godt (1996) han reportado que dos de los
atributos de historia de vida mds importantes para explicar la variacién interespecifica de
Fsr son los sistemas de apareamiento y de dispersién de semillas, ya que aquellas especies
con sistemas de apareamiento mixto o entrecruzamiento obligado (D. coccinea) y
dispersi6n de semillas por gravedad (S. praecox) y/o por la accién de animales (7. lunulata)
presentan niveles de estructuracion menores que las especies que se autofecundan y/o son
dispersadas por el viento, como E. petiolare y V. virgata. genética En el caso de V. virgata,
tal efecto pudiera atribuirse a la falta de polinizadores efectivos, ya que se ha reportado que
su visitador floral més frecuente es Apis miellifera (Figueroa-Castro, 1997), un antéfilo
bastante generalista. E. petiolare no depende de ningiin vector bi6tico para su polinizacién
y dispersién, por lo que resulta extrafio que presente el mayor nivel de diferenciacién, lo
cual podria deberse a la importancia relativa de su propagaci6n vegetativa. En el campo, E.
petiolare tiende a formar manchones muy densos en los lugares Optimos para su
establecimiento, lo que pudiera afectar los niveles de endogamia, o bien favorecer el

crecimiento vegetativo de esta especie.

En términos generales, los bajos niveles de diferenciaci6n entre poblaciones aunado
a los altos niveles de flujo génico encontrados parecieran indicar que el aislamiento de las
poblaciones, en las escalas de tiempo y distancia estudiadas no ha tenido consecuencias
genéticas definidas con respecto a uno de los dos sitios en particular. Sin embargo, aunque
las relaciones entre los diversos pardmetros de variacién (P, A, G/N, Ho) no fueron

significativas con respecto al efecto del sitio, es notable que la mayorfa de estos valores
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fueron m4s altos en el sitio A (Jardin Bot4nico) que en el B (Espacio Escultérico) que

visiblemente estd mads alterado.

Dado que existe un consenso general respecto a los beneficios de la heterocigosis
sobre la adecuacién (Eguiarte et al, 1992; Ellstrand y Elam, 1993; Oostermeijer et al, 1994;
Linhart y Grant, 1996) y de la importancia de conservar la riqueza alélica que es la que
define en iltima instancia los limites del potencial evolutivo de una especie, el presente
estudio sugiere dar prioridad a la conservacién del sitio A, cuya reduccién ha sido
significativa en los ultimos afios dada la construccién acelerada de nuevas edificaciones,
puesto que es el sitio que muestra la mayor variabilidad genética para cinco de las especies
clave del Pedregal. Sin embargo, tal sugerencia estd basada en los patrones de diversidad
aloenzimética que no siempre estdn en concordancia con otros tipos de diversidad, por lo

que deben ser aplicados cuidadosamente (Hamrick, 1989; Lynch, 1996; Storfer, 1996)

Relaciones genéticas entre sitios y especies

Si consideramos que las distancias genéticas interespecificas son el reflejo de su
divergencia filogenética (Lewontin, 1974; Gotlieg, 1977; Hamrick et al 1979,1996; Bawa.
1992; Thebaud y Abbot, 1995; Linhart, et al 1996; Cherniaxsky y Bayer, 1998; Torrell et al
1999; Lynch et al 1999; Hardy et. 2000), y que las distancias intraespecificas son efecto de
la diferenciacién genética entre poblaciones, los resultados obtenidos indican poca
diferenciacién entre sitios dada la alta similitud (94.2% =+ 5.43) entre poblaciones
pertenecientes a la misma especie, y gran distancia entre especies dadas las distancias (60

%=+ 4.1) entre poblaciones de especies distintas.

En cuanto posible efecto de la fragmentacién en el flujo génico, cabe mencionar que
si bien la distancia entre sitios fue la misma para todas las especies, la magnitud de tal valor
varié notablemente entre ellas, siendo T. lunulata la Gnica en presentar un valor mayor que

cuatro; sin embargo tal valor puede ser un artefacto de su poquisima variacién

Fenograma
En el fenograma propuesto (Fig. 7) no se observa una tendencia definida con

relacién al tipo de hdbito (anual o perenne) o modo de reproducci6n (auto o entre).
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En cuanto a la relaci6én entre especies, se esperaba que estas presentan una
distribucién similar al de las tribus a las cuales pertenecen, mismo que ha sido consensado
por diversos estudios tanto morfol6gicos como moleculares (ver Jansen et al., 1990). Sin
embargo, solo S. praecox se ubic6 de la manera esperada, lo que puede deberse a que las
especies examinadas en este estudio son distintas a las utilizadas por este autor, siendo §.
praecox, lo bastante distinto del resto de las especies para conservar una distancia

considerable.

Comportamiento electroforético

Los patrones de variacién isoenzimdtica muestran marcadas diferencias entre los
taxa estudiados, lo cual pudiera ser el resultado de la diferenciacién genética asociada a su
historia evolutiva. Esta misma suposicién ha sido considerada por Thebaud y Abbot (1995),
Cherniawsky y Bayer (1998) y Torrell et al (1999), quienes abordaron el problema de la
sistemdtica de diversos géneros de Asteraceas, mediante su caracterizacién genética y
morfol6gica; sus resultados muestran que las diferencias morfolégicas (forma, tamafio y
ndmero de hojas, ramas y aquenios) entre los taxa estdn correlacionadas positivamente con
su variacién isoenzimdtica (distancia de corrimiento, nimero de loci y alelos). Si bien en el
presente estudio no se realizaron andlisis morfométricos, el comportamiento electroforético
de los taxa permiti6 identificar claramente un patrén especifico de bandeo asociado a cada
especie. Al comparar dichos patrones resulté evidente que S. praecox fue la especie més
disimil, ya que en promedio present6 el doble de la distancia de corrimiento que las otras
especies, asf como también la duplicacién de algunos loci, (GOT 2, GOT3, AcPH 2, AcPH
3 y NADHDH 3) que se mostraron como fijos y exclusivos para esta especie, lo que
sugieren un origen hibrido o poliploide (Wendel y Weeden, 1989). Los patrones de bandeo
mds similares fueron los de V. virgata y D. coccinea, especies que hasta hace poco estaban
consideradas dentro de la misma tribu (Heliantheae). Sin embargo las medidas de variacién
genética (P,A, G/N y Ho) usadas para caracterizarlas, indican grandes diferencias entre
estas especies, mismas que pudieran estar més relacionadas con sus estrategias ecolégicas

(i.e. sistemas reproductivos) que con su distancia genética.
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CONCLUSIONES

1.

La heterosis observada difirié significativamente de la heterosis esperada para todas las
especies, lo indica una desviacién al equilibrio H-W, que puede interpretarse como el
efecto de la endogamia experimentada en mayor magnitud por 7. lunulata, E. petiolare

y V. virgata.

D. coccinea, S. praecox y T. lunulata se caracterizaron por presentar altos niveles de
flujo génico y poca estructuracién genética entre poblaciones, lo que hace posible
interpretar que la subdivisién del hébitat a la escala estudiada (espacial y temporal), no

ha producido un efecto a nivel genético que las identifique como subunidades.

La diversidad genética mostr6 estar asociada con el sistema de apareamiento més que
con el tipo de hébito, siendo mayor para D. coccinea que presenta sistemas auto-

incompatibilidad del 100%.

La distancia genética entre sitios para una misma especie fue minima, en tanto que la
distancia entre especies fue grande, lo que probablemente refleje la distancia
filogenética que separa a las especies y/o las diferencias genéticas asociadas a los

atributos de sus historia de vida.
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PERSPECTIVAS

La ecologfa de la polinizacién parece tener un papel importante sobre la diversidad genética
de las especies. De acuerdo con Bertin (1989), la auto-polinizacién no necesariamente
produce semillas viables, por lo que seria interesante evaluar la correlacion de los niveles
de endogamia con la adecuaci6n de los individuos en términos de la produccién (nimero,
talla y peso) y viabilidad de las semillas. Ademds, dicha informacién ofrecerfa elementos
para la realizacién de un estudio comparativo, en el que los atributos genéticos y ecol6gicos

puedan ser correlacionados con estos caracteres adaptativos.
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Apéndice 1 . Enzimas que mostraron actividad para alguna(s) de las especies de estudio.

ESTRUCTURA ACTIVIDAD
ENZIMA INIC. No. E.C. CUATERNARIA SIST. (No.LOCI)
*PK,C, S.p.(3) V.v.(1),
* Fosfatasa 4cida AcPH 3.23.2  Monémero-dimero
MC E.p.(1), T.1.(1)
Aconitasa ACO 4213 Mondmero PK D.c.(1), E.p.(1)
S.p.,(1) V.v.(1),
* Alcohol ADH 1.1.1.1  Dfmero “II, D R ki
deshidrogenasa E.p.(1), D.c.(1)
$.p..2) V.v.(2),
o px SPOVVO
*Peroxidasa anédica APX 1.11.1.7 Monémero-dimero E.p.(2), D.c.(2),
C, II, MC
T.1L(1)
S.p.(3) V.v.(2),
* Aspartato GOT 2.6.1.1  Dfmero *PK,C  D.c.(2), T.L(1)
animotransferasa
E.p.(1)
Esterasa EST 3.1.1.- Monémero-dimero PK, C V.v.(2), D.c.(1)
S.p.,(1) V.v.(1),
* Glutamato GDH 1412  Tetrémero-dfmero *I,D  D.c(l), T.1(1)
deshidrogenasa
E.p.(1)
S.p.(1) V.v.(D),
* Leucinaminopeptidasa LAP 34.11.1 Monémero *PK,C, E.p.(1), D.c.(1),
T.L(1)
; S.p.,(2), V.v.(2),
Malato deshidrogenasa ~MDH 1.1.1.37 Dimero I1, D, MC D)
Ko
S.p. (1) V.v.(D),
* Enzima milica ME 1.1.1.40 Tetrdmero *D, 11 D.c.(1), T.L.(1)
Ep.(1)
* Menadion reductasa MNR 1.6.99.2 PK,II,LD V.v(l)
S.p..(3) V.v.(2),
* Nicotinamin-adenin- BAA) Ve dR)
dinucleotido NADHDH 1.6.99.3 ] D.c.(2), T.L(1)
deshidrogenasa E.p.(1)
S.p.(D) V.v.(1),
Fosfato de nicotinamida P ¢
adenina dinucleotido NADPHDH 1.6.99.1 *1l D.c.(1), T.L(1)
deshidrogenasa E.p.(1)
Fosfoglucosa isomerasa PGI 5.3.1.9 Dimero C,PK V.v(1)

* Enzimas y sistemas utilizados en este trabajo



Apéndice 2. Patrones de bandeo observados para cada una de las especies estudiadas

APX 1

11 12 13 22 3-3
-n
e

S.p. S.p. S.p. S.p. S.p.
V.v. Vv, D.c. Tl
D.e. Dec. E.p. E.p.

APX 2

1-1

Vo
D.c.
E.p.

Patré6n de bandeo observado para la enzima Peroxidasa Anbdica (APX)

AcPH 1 AcPH 2

1-1 1-1 1-2 2-2

el |
||

S.p. S.p. S.p. AA
Vow Vow Vv

Tl T.l T.l

E.p.

Patrén de bandeo observado para la enzima Fosfatasa Acida (AcPH)
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1-1 1-2 22 33 34 44 45 55 6-6

Sp. Sp. Sp. De Dc De Dec De TL
Vov. Ep. Ep.
Vo,

Patron de bandeo observado para la Enzima Malica (ME)

GDH
-1 12 13 22 33 34 44
-l .
I - -
e —
TERE =

Sp. Sp. Sp. Sp.  Sp Ep. Ep.
Vv Vo, D.c. 7.1
D.e.  D.c Ep.  Ep

Patron de bandeo observado para la enzima Glutamato Deshidrogenasa (GDH)



T
o

Tl Ll Tl Vov. D.c. D.c. D.c. De. De V.
E.p. Vv, Ep. E.p. Vv, Tl
T,

Patrén de bandeo observado para la enzima Leucin-amino Peptidasa (LAP)

GOT 1 GOT 2 GOT 3
1-1 22 33 44 55 1-1 1-1
-
—
Sp. Sp. Sp. Sp. Sp S.p. S.p.
Vv, P, De TlI D.c. D.c.
D.c. D.c Ep.  Ep. T

Patrén de bandeo observado para la enzima Aspartato Amino Transferasa (GOT
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NADH 1

I-1 2-2 3-3

S.p. S.p. V.

e
Ep.
Tl

Ep.

NADH 2

1-1 2-2
i)

De Vv,
Vv. Tl
Tl

Patron de bandeo observado para la enzima Nicotinamin-adenin dinucléotido

Deshidrogenasa (NADH)
ADH
1-1 1-2 1-3 2-2 2-3 33 4-4 5-5
- . -
— . . .
e — -
—
e

De De De De De De Ep. E.p.
S.p. Vv. Vv Ep

Patron de bandeo observado para la enzima Alcohol Deshidrogenasa (ADH)



Apéndice 3. Frecuencias alélicas.

LOCUS Senecio praecox

Verbesina virgata

Eupatorium petiolare

Dahlia coccinea

Tagetes lunulaia

A B
ADH
1.000 1.000

L T <N S
1l
1l
'
I
1
i

GDH

0O~ O Lh B W ) = L= R S T S
=
; i EE
i =
i ¥
0 i (¥ )
H H ==}
L¥S )

2
=
=l
—_
-~
—

AcPH 2

it
o
=}
=

GOT 1

L N
'
H
4
1l
i
i

NADH 1

Lo R I R
[l
I
H
Il
H

NADH 2

1

D G
% LOCI POLIMORFICOS
CRITERIO 99 % 0.750 0.375
CRITERIO 95 % 0.500 0.250

A

B
0.933
0.067

0.333
0.222

A

0.033
0.250
0.717

0.375
0.125

B

A

0.400
0.117
0.483

B

0.567
0.067
0.367

0.666
0.555

A

B

0.222

0.111




Apéndice 4. Heterosis observadas (H obs) y esperadas (H esp) para cada loci.

LOCUS Senecio praecox Verbesina virgata  Eupatorium petiolare  Dabhlia coccinea Tagetes lunulatanta
A B A B A B A B A B

ADH

Hobs 0.000 0.000 0.000 0.133 0.667 0.000 0.233 0.067 - -

Hesp 0.000 0.000 0000 | 0.126 | 0430 0.186 0.603  0.549 - ---
GDH

Hobs 0.000 0.033 0.000 0.000 0.067 0.000 0.167 0.000 0.000 0.000

Hesp 0.488 0.673 0.183 0.127 0.066 0.283 0.155 0.127 0.000 0.000
ME

Hobs  0.000 0.333 0.000 0.000 0.000 0.000 0.267 0.367 0.000 0.000

Hesp 0.000 0.283 0283 0.000 0000 0235 0.673 | 0.440 | 0.000 0.000
LAP

Hobs| 0.167 0.067 | 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0467 | 0.067 0.000 0.033

Hesp| 0.155 0066 | 0066 0.000 0066 0235 | 0564 | 0066 0.000 0.209
APX

Hobs| 0.167 0.000 | 0067 | 0.000 0000 0.000 0.000 0200 0000 0.000

Hesp| 0.155 0.000 0.064 0.000 0.000 0.000 0.452 0.325 0.000 0.000
AcPH

Hobs| 0.167 0.000 0.100 0.000 --- - === - 0.000 0.067

Hesp| 0.155 0.000  0.381 0.000 - - - 0.000 | 0.066
GOT

Hobs  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Hesp 0.066 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.127 0.000 0.000
NADHDH 1

Hobs  0.000 0.000 0000 0000 0000 0000 0.000 0000 0000 0.000

Hesp 0.066 0.000 0066 0066 0000 0325 0398 0.000 0000 0.000
NADHDH 2

H obs - - 0.000 0.000 mnm - 0.000 0.000 0.000 0.000

Hesp s R 0.000 0.000 - --- 0.000 0.000 0.1266 0.000
PROMEDIOS

Hobs 0.0557 0.0481 0.0186 0.0148 0.0816 0.0000 0.1260 0.0779 0.0000 0.0111

Hesp 0.1206 0.1136 0.1159 0.0510 0.0624 0.1404 0.3161 0.1816 0.0141 0.0306

Las frecuencias que no presentan desviaciones significativas al equilibrio Hardy- Weinberg
(p>0.05) se incluyen en un rectdngulo []
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Apéndice 5. Genotipos observados y esperados por locus y por especie.
Eupatorium petiolare. Prueba de x? para la desviacién del equilibrio Hardy-Weinberg

SITIO A SITIO B A+B
LOCUS CLASE  OBS ESP OBS ESP OBS ESP
ADH 33 1 0.0333 1 0.0167
34 0  0.5000 0  0.3500
35 0  1.4333 0 16167
4 4 5  1.8750 3 0.3000 8§  1.8375
45 5 10.7500 0  5.4000 5 169750
55 19 15.4083 27  24.3000 46  39.2042
X* 39.0878 30 90.2765
gl 3 1 3
p 0.0000 0.0000 0.0000
GDH 33 0 0.0333 6  1.2000 6 0.8167
34 2 19333 0  9.6000 2 12.3667
4 4 28 28.0333 24 19.2000 52  46.8167
X? 0.0357 30 42.1623
gl 1 1 1
p 0.8502 0.0000 0.0000
ME 272 5  0.8333 5 04167
23 0  8.3330 0  9.1667
33 30 25  20.8333 55  50.4167
X* 30 60
gl 1 1
p 0.0000 0.0000
LAP | 29  28.0333 39  25.3500
12 0 19333 0  26.0000
13 1 0.0333 0  1.3000
22 10 3.3333 20  6.6667
23 0 133333 0  0.6670
33 20 13.3333 1 0.0167
X* 30 30 120
gl 1.0000 1 3
p 0.0000 0.0000 0.0000
NADH1
55 30 24 19.2000 54 48.6
56 0 9.6000 0 10.8
66 6  1.2000 6 0.6
X? 30 60
gl 1 1
p 0.0000 0.0000
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Senecio praecox. Prueba de X’para la desviaci6n del equilibrio Hardy-Weinberg

SITIO A SITIO B A+B
LOCUS CLASE OBS ESP OBS ESP OBS ESP

GDH 11 18 10.8 8 2.4083 26 11.7012
12 0 14.2 0 5.6667 0 19.4333
13 1 6.5167 1 10.1583
2.2 12 48 10 3.3333 22 8.0667
2.3 0 7.6667 0 8.4333
33 11 4.4083 11 2.0420

X7 30 54.176 112.75

gl 1 3 3

p 0.0000 0.0000 0.0000
ME 11 30 20 20.8333 53 53.2042
12 10 8.3333 7 6.5917
2 9 0 0.8333 0 0.2042

x? 0.0357 0.2302

gl 1 1

p 0.8502 0.6313
LAP 77 25  25.2083 28  28.0333 53 53.2042
78 5 4.5833 2 1.9333 7 6.5917
g 8 0  0.2083 0 0.0333 0 0.2042

X? 0.2479 0.0357 0.2302

gl 1 1 1

p 0.6185 0.8502 0.3613
APX 11 0 0.2083 30 0 0.1042
112 5 4.5833 5 4.7917
2 9 25  25.2083 55  55.1042

X? 0.2479 0.1134

gl 1 1

p 0.6185 0.7363
AcPH 11 25  25.2083 30 55  55.1042
j27) 5  4.5833 5 4.7917
22 0  0.2083 0 0.1042

X* 0.2479 0.1134

gl 1 1

p 0.6185 0.7363
GOT 171 1 0.0333 30 1 0.0167
12 0 1.9333 0 1.9667
2.7 29  28.0333 59  58.0167

x? 30 60

gl 1 1

p 0.0000 0.0000
NADHI 11 1 0.0333 30 1 0.0167
. 12 0 1.9333 0 1.9667
22 29  28.0333 59  58.0167

X? 30 60

gl 1 1

p 0.0000 0.0000
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Verbesina virgata Prueba de X2 para la desviacién del equilibrio Hardy-Weinberg

SITIO A SITIO B A+B
LOCUS CLASE OBS ESP OBS ESP OBS ESP

ADH ] 30 26 26.1333 56  56.0667
23 4 3.7333 4 38667
33 0 0.1333 0  0.0667

X 0.1531 0.0713

gl 1 1

p 0.6956 0.7894
GDH 11 27 24.3000 2 0.1333 29  29.9667
12 0 5.4000 0 3.7333 0 14.0666
2:9 3 0.3000 28 26.1333 31  16.0167

x4 30 30 60

gl 1 1 1

p 0.0000 0.0000 0.0000
ME 11 25  20.8333 30 55  50.4167
12 0 8.3333 0  9.1667
29 5 0.8333 5 04167

X? 30 60

gl 1 1

p 0.0000 0.0000
LAP 9,9 29  28.0333 59  58.067
23 0 1.9333 0  1.9667
3:3 1 0.0333 30 1 00167

x? 30 60

2l 1 1

p 0.0000 0.0000
APX 11 28  28.0333 30 58 58.0167
12 2 1.9333 2 1.9667
) 0 0.0333 0  0.0167

X3 0.0357 0.0172

gl 1 1

p 0.8505 0.9652
AcPH 11 21 16.875 30 51 45.9375
12 3 11.250 3 13125
22 6 1.875 6 09375

X? 16.1333 35,7061

gl 1 1

p 0.0001 0.0000
NADH1 22 20  28.0333 29  28.0333 58  56.0667
23 0 1.9333 0 1.9333 0  3.8667
33 1 0.0333 1 0.0333 2 0.0667

x2 30 30 60

gl 1 1 1

p 0.0000 0.0000 0.0000
NADH 2 11 3 0.3 30 3 0.1500
12 0 5.4 0  5.7000
%0 27 243 57  54.150

X2 30 60

gl 1 1

p 0.0000 0.0000




Dahlia coccinea, Prucba de X* para la desviacién del equilibrio Hardy-Weinberg

SITIO A SITIO B A+B
LOCUS CLASE OBS ESP OBS ESP OBS ESP
ADH 11 9 4.8000 16  9.6333 25  14.0167
12 0 2.8000 0 2.2667 0  5.3167
13 6 11.6000 2 12.4667 8 24.6500
22 3 0.4083 2 0.1333 5 0.5042
23 1 3.3833 0  1.4667 1 4.6750
33 11  7.0083 10  4.0333 21  10.8375)
X? 29.58 51.6886 77.6788
gl 3 3 3
p 0.0000 0.0000 0.0000
GDH 11 0  0.2083 0  0.1042
12 5 45833 5 4.6250
13 0 0.1667
272 25 252083 28  26.1333 53  51.3375
23 0 3.7333 0 3.7000
33 2 0.1333 2 0.6670
x? 0.2479 30 60.1217
gl 1 1 3
p 0.6185 0.0000 0.0000
ME 33 11 4.4083 14 13.3333 25  16.5375]
34 0  7.2833 12 13.3333 12 204750
35 1 6.9000 1 9.4500
4 4 6  3.0830 4 33333 10 6.3379]
45 7 5.7000 7 5.8500
55 5 2.7000 5 13500
x? 2704155 0.3 27.6054
gl 3 1 3
p 0.0000 0.5839 0.0000
LAP 4 4 12 10.8000 28 28.0333 40  36.8167
45 7 9.0000 0 9.6000 9  13.3167
46 5 5.4000 5 7.0500
5.5 3 1.8750 2 1.2000 3 1.2042
56 2 22500 2 1.2750
6 6 1 0.6750 1 0.3375
x? 1.4667 4,2188 6.6615
g.l 3 1
p 0.69 0.04 0.0835
APX 11 20 13.3333 21 19.2000 41  32.2667
1.3 0 13.3333 6  9.6000 6 23.4667
33 10 3.3333 3 1.2 13 4.2667
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x? 30 42188 33.2406

gl 1 1 1

p 0.0000 0.04 0.0000
GOT 4 4 30 28 26.1333 58  56.0667
45 0 3.7333 0  3.8667
_ 55 2 0.1333 2 0.0667

x? 30 60

gl 1 1

p 0 0.0000
NADH1 4 4 22 16.8750 30 52 45.9375
45 1 11.2500 1 13.1250
55 7 1.8450 7  0.9375

X2 27.9037 51.2054

gl 1 1

p 0.0000 0.0000

Tagetes lunulata. Prueba de X* para la desviacién del equilibrio Hardy-Weinberg

SITIO A SITIO B A+B
LOCUS CLASE OBS ESP OBS ESP OBS ESP

LAP 11 30 26 23.4083 56 53.2042
; 12 1  6.1833 1 6.5917
22 3 0.4083 3 0.2042

X? 21.0811 43.1761

gl 1 1

p 0.0000 0.0000
AcPH 1 1 30 28  28.0333 58 58.0167
172 2 19333 2 1.9667
22 0 0.0333 0 0.0167

x? 0.0357 0.172

gl 1 1

p 0.8502 0.8955
NADH 2 11 2 0.1333 2 0.0667
12 0 3.7333 0  3.8667
22 28  26.1333 30 58  56.0667

X? 30 60

gl 1 1

p 0.0000 0.0000
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Apéndice 6. Valores promedio de variaci6n genética (aloenzimas) interespecifica para varios
atributos de historia de vida en angiospermas.Tomado de Hamrick & Godt, 1996

[N= nimero de especies, Ps =porcentaje de loci polimérficos entre especies, H. = diversidad
genética entre especies (Hes = 1 - Yp; 2), Gsr= proporcién del total de la diversidad genética en los

loci polimérficos entre poblaciones Gsr= (Hr-Hs)/ Hr]

Variable N Ps Hes Gsr
Anual - Sistema de reproduccién
Entrecruzamiento 98 59.1 0.186 0.191
Rep. Mixta 29 40.3 0.115 0.343
Autofecundacién 102 432 0.131 0.553
Perennes de vida corta
Entrecruzamiento 140 43.7 0.123 0.218
Rep. Mixta 48 53.6 0.172 0.238
Autofecundacion 32 29.9 0.081 0.442
Perennes de vida larga
Entrecruzamiento 241 65.5 0.180 0.094
Rep. Mixta 24 42.5 0.135 0.145
Anual — Mecanismos de dispersién
Attached 42 74.2 0.227 0.277
Gravedad 141 449 0.132 0.380
Ingestion 26 34.8 0.138 0.406
Viento 21 51.8 0.156 0.392
Perennes de vida corta
Altached 26 9T 0.165 0.230
Gravedad 144 48.8 0.133 0.233
Ingestién 21 38.3 0.128 0.321
Viento 43 40.7 0.100 0.266
Perennes de vida larga
_Attached 33 63.8 0.185 0.094
Gravedad 50 58.0 0.178 0.177
Ingestién 28 64.8 0.225 0.099
Viento 159 63.8 0.159 0.086
Familia
Asteraceae 101 45.3 0.127 0.204
Cucurbitaceae 23 404 0.168 0.397
Orchidaceae 16 44.8 0.137 0.087
Solanaceae 23 32.0 0.094 0.426
Poaceae 91 62.7 0.201 0.284
Pinaceae 103 73.0 0.176 0.073
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Apéndice 7

SITEMAS Y ENZIMAS

Buffer de extraccion para Abies
(3/4 de buffer Yo y 1/4 de buffer VEG II)

BUFFER YO (Yeny O'Malley 1980)

*10 ml solucién Tris-dc.citrico pH 7.0
0.05 g NADP

0.05¢ NAD

0.018 g dcido ascérbico

0.034 g EDTA

0.10g albimina bovina

0.33 ml 2-Mercaptoetanol

Aforar a 100 ml con agua destilada
* Solucién Tris-dc.citrico pH 7.0 (1.57g Trizma base, 0.83g ac. citrico,
aforar a 100ml)

BUFFER VEG II (Cheliak y Pitel 1984)

031¢g dcido bérico

2 ml Tergitol 15-S-9
2g PEG 8000

78 PVP 40

lg PVP 360

0.88 ¢ Acido asc6rbico
0.02 ¢ NAD

0.1g albimina bovina
0.27g sacarosa

0.19g cistefna-HCL
0.66 ml 2-Mercaptoetanol

Aforar a 100 ml con agua destilada y ajustar el pH a 7.1 con NaOH

68



SISTEMA “D” DE MAIZ (Struber et al. 1988)

BUFFER DE LA CHAROLA O ELECTRODO
0.065 M L-Histidina (H-8000) 10.088 g
0.007 M Acido Cirtico Monohidratado ~ 1.50 g
Llevar a 1 litro con H,O destilada

Ajustar a pH 6.5 con dcdico citrico

Correr a 30 mA durante 6-7 hr.

SISTEMA POULIK (Hakim-Elahi 1976)

BUFFER DE LA CHAROLA O ELECTRODO

Acido bérico 18.55 ¢
NaOH 4g

Llevar a 1 litro con H,O destilada
Ajustar a pH 8.6 con IM NaOH
Correr a 60 mA durante 4-5 hr.

SISTEMA II (Goodall y Stoddart 1989)
BUFFER DE LA CHAROLA O ELECTRODO

21.798 g
1.488 g

0.18 M Tris

0.004 M EDTA

Llevar a 1 litro con H,O destilada
Ajustar a pH 8.6 con IM NaOH
Correr a 45 mA durante 5-6 hr.

BUFFER DEL GEL

1 Partes del Buffer del electrodo

3 Partes de H,O destilada

Almidénal 9.5% + 10 gde sacarosa

BUFFER DEL GEL
Acido Cirtico Monohidratado  0.63 g
Sigma 7-9 2g

Llevar a 1 litro con H,0 destilada
Ajustar a pH 8.1 con 4M 4cico citrico
Almidén al 9.5% + 10 gde sacarosa

BUFFER DEL GEL

1 Partes del Buffer del electrodo

3 Partes de H,O destilada

Almidén al 9.5 % + 10 g de sacarosa
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ENZIMAS

(ADH) ALCOHOL DESHIDROGENASA
E.C. 1.1.1.1

DPN 0.010 g
Anadir:

0.1 M Tris-HC1 pH=17.5 50 ml

Etanol 3 ml

MTT 1% 1.5 ml

PMS 1% 0.2 ml
Incubar en la obscuridad a 30° C

(MDH) MALATO DESHIDROGENASA
E.C. 1.1.1.37

DPN 0.008 g
NBT 0.008 g.
NaCN 0025 g
Afadir:

0.2 M Tris-HCl1 pH = 8.0 50 ml
1 M DL-MalatopH =7.8 5 ml
PMS 1% 0.1 ml
Incubar en la obscuridad a T° ambiente

(MNR) MENADION REDUCTASA
E.C. 1.6.99.2

b-NADH (Forma reducida) 025¢g

Menadione 0.025 g
Anadir:

0.05 M Tris— HCl pH=7 50 ml
NBT I ml

Incubar en la obscuridad a T° ambiente

(GOT) GLUTAMATO OXALOACETATO
TRANSAMINASA E.C. 2.6.1.1

Pyridoxal 5-fosfato 0.006 g
Fast Blue BB SALT 0.100 g
Anadir:

0.2 M Tris-HCl pH = 7.5 50 ml
Sustrato GOT pH =7 7 ml
Incubar en la obscuridad a 37° C

(LAP) LEUCINA AMINOPEPTIDASA

Fast Black K SALT 0.060 g
Anadir:

Buffer0.2 M Tris-maleatopH=5.2 50 ml
L-leucina b-naftilamida-HCI 2.5 % 2 ml

Incubar en la obscuridad a 37°C durante 30" y
posteriormente  afiadir el Fast Black Salt
disuelto en 10 ml de H,O.

Incubar en la obscuridad a 37°C hasta que

aparezcan las bandas,

(NADHDH) NICOTINAMIN-ADENIN-
DINUCLOTIDO DESHIDROGENASA
E.C. 1.6.99.3

b-NADH (Forma reducida) 025¢g
NBT 0.020¢g
Afadir:

0.2 M Tris-HCI pH = 8.0 50 ml
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