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Resumen

Se estudiaron los niveles v patrones de variacion genética en 14 poblaciones de Bursera
microphylla (Burseraceae) en el Desierto Sonorense. en el contexto de la histona geologica

de la region y de la hipdtesis del origen continental de la especie y su posterior migracion a
la Peninsula de Baja California.

El analisis de la estructura genética se realizé con datos de ocho loci. La variacion genética
encontrada es similar a la reportada para especies con caracteristicas de historias de vida
semejantes. La heterocigosis promedio (f,) fué de 0.183 v los polimorfismos (P) de 0.52.
El valor de F (0.3873) indica que existe endogamia, la cual podria deberse a tamafios
poblacionales efectivos pequenios o a algdn tipo de apomixis. Esta ultima posibilidad fué
explorada mediante medidas de diversidad genotipica para especies clonales, resultando el
valor promedio de diversidad (D) superiror al 90% (0.9148). La diferenciacion genética es
de alrededor del 18% (0 =0.1785), aunque no existe un patrén geografico de diferenciacion
ni aislamiento por distancia. La distancia genética promedio entre poblaciones es de 0.05.

Esto podria deberse a que el flujo génico es alto y complejo v a que las poblaciones estén
fuera del equilibrio entre deriva génica y migracion.

Lo anterior sugiere un patron de origen y colonizacion de B. microphylla distinto al
propuesto por Mooney y Emboden, quienes sugirieron que la especie se pudo haber
originado en Sonora y posteriormente colonizar la Peninsula de Baja California a través del
delta del Rio Colorado. Es posible que la especie haya experimentado expansiones
recientes en su distribucién por los efectos del tltimo periodo glacial.



INTRODUCCION

Genética de poblaciones

La mayor aportacién de Darwin al pensamiento evolutivo, y lo que constituyé una
verdadera revolucion en las teorias de evolucion organica desde entonces, es el reemplazo
de la supuesta variacion metafisica (formas ideales en la naturaleza) entre los organismos,
por una visién materialista de dicha variacién (Lewontin, 1974). Para Darwin, el hecho
central del proceso evolutivo es la conversion de la variabilidad de los individuos deniro de
un grupo de organismos (especies, poblaciones), en variacion entre grupos, tanto temporal
como espacialmente separados. Es decir. la variacion entre individuos es lo esencial para
que ocurra el proceso evolutivo. Dicho proceso ocurre en dos etapas: (1) surgimiento de
variacion entre los individuos y (2) el cambio en las proporciones de las distintas variantes
de una generacién a otra (Futuyma, 1998). Y para que esto ocurra, al menos una parte de la
variacion debe ser heredable, es decir, debe tener bases genéticas. El descubrimiento hecho
por Mende! de que el mecanismo de la herencia se basa en unidades particulares (genes) y
de segregacion independiente, hizo posible el desarrollo de la Teoria Sintética de la

Evolucién, que aplica los principios basicos de la herencia Mendeliana al proceso

evolutivo.

Actualmente el estudio de los procesos evolutivos se basa en comprender los niveles de
variacion genética, los procesos que la originan y los factores que alteran sus patrones de
distribucién entre y dentro de poblaciones en el tiempo. Esto constituye, en general, el
campo de estudio de la genética de poblaciones. Los genetistas de poblaciones han definido
la evolucion como el cambio en las frecuencias alélicas en una poblacion a través del
tiempo. Por lo tanto, cualquier fuerza o fenémeno que haga cambiar estas frecuencias,
genera evolucion (Hartl y Clark, 1989). Por otro lado, la genética ecolégica busca las

asociaciones entre los niveles de variacion y las caracteristicas ecolégicas y de historias de



vida de las especies (sisternas de apareamiento, sindromes de polinizacion) (Hamrick y
Godt, 1990).

Para poder hacer predicciones acerca de los efectos de las fuerzas evolutivas sobre las
frecuencias alélicas y genotipicas, es necesario comenzar con un €sCcenario en que no actie
ninguna, es decir, que las frecuencias se mantengan sin cambio a través del tiempo. Este
modelo se conoce como el equilibrio de Hardy-Weinberg, y esta dado por la expresion
binomial (p + g)?=p* + 2pg + ¢° donde Py g son las frecuencias de los alelos a y b v para
k numero de alelos en un locus por la expansion binomial (p; + p, +..p0)? (Futuyma. 1998).
Partiendo de este principio, se ha desarrollado un €xtenso y robusto cuerpo tedrico v una
gran cantidad de modelos para explicar c6mo se origina, mantiene y cambia la variacién
genética en las poblaciones, ademas de numerosos estudios empiricos en poblaciones
naturales. todo centrado en las frecuencias alélicas (génicas). Fsta interaccidn e
interdependencia entre teoria y observacién le da a |a genética de poblaciones una sélida

capacidad predictiva y de inferencia sobre las distintas fuerzas evolutivas (Lewontin, 1985).

Variacién genética

La variabilidad genética es producto, en primera instancia, de diferencias en la secuencia de
nucledtidos en el DNA. Esta es detectable usando marcadores moleculares especificos para
DNA. Algunas de las diferencias en la secuencia de nucledtidos pueden tener ~fectos, a su
vez, en la sustitucion de uno o varios aminoacidos, y estos en la estructura final de la
proteina. Es por este hecho que, para un mismo gen (locus) pueden existir varias formas o
variantes (alelos). Las diferencias en la composicién de aminoacidos de las proteinas se
pueden detectar por diferencias en su polaridad y peso, mediante la técnica de
electroforésis. Mediante esta técnica se puede obtener la informacién bésica para estimar la
variacion genética. Los estimadores que cuantifican la variacién son el porcentaje de loci
polimérficos por poblacién (P), el nimero efectivo de alelos por locus (N,), y el promedio

de individuos heteréeigos por locus (H) (Crow y Kimura, 1970; Hedrick, 1985).

También pueden obtenerse parametros que describen cémo esta distribuida la variacion

genética dentro y entre poblaciones. Esto es, como se arreglan los distintos alelos para



formar genotipos, y como se distribuyen los genotipos dentro y entre poblaciones. En
organismos diploides, los homdcigos son genotipos iguales para un alelo, y los heterécigos
tienen dos alelos distintos. Estos parametros son los estadisticos F de Wright (Fis, Fi, ¥ Fy)
y el indice de fijacion (F). A partir de los estadisticos F de Wright pueden hacerse
inferencias acerca de los posibles procesos y fuerzas evolutivas que causan la

diferenciacién genética entre poblaciones y que determinan la estructura genética dentro de

poblaciones.

A partir de Fj; puede estimarse, indirectamente, el flujo génico (Nm. I\,/\D y el aislamiento por
distancia entre las poblactones (Slatkin, 1994). Otros parametros de utilidad en estudios de
genética poblacional son los de distancia y similitud genética, que se calculan utilizando los
estimadores de Nei (1972). A partir de estos valores de distancia/similitud, se pueden
establecer las relaciones genéticas entre poblaciones. Para ello. se utilizan los Hlamados

analisis de cimulos ( cluster analysis).

El andlisis de isoenzimas es tal vez el método mas utilizado en los estudios de genética
poblacional en plantas. Las principales ventajas que tienen las isoenzimas con respecto a
otros marcadores moleculares son la relativa abundancia de loci polimérficos detectables
(Hartl, 1998; Avise, 1994), la posibilidad de examinar muchos loci en poco tiempo, la
posibilidad de identificar individuos heterécigos (codominancia) y que la variacién

detectada, aunque es estrictamente fenotipica, es muy cercana al nivel de DNA (Hedrick,
1985).

Las fuentes primarias de la variacion genética en las poblaciones son la mutacion y la
recombinacién. Por otro lado, la deriva génica tiende a eliminar la variacién por cambios
aleatorios en las frecuencias génicas y provoca diferenciacion entre poblaciones. Varios
factores determinan la cantidad de variacion presente en las poblaciones, pues afectan la
magnitud de la deriva génica. Destacan entre estos factores el tamafio poblacional, los
efectos de eventos de extincion - recolonizacion, el sistema de aparecamiento, la forma de

vida y la distribucién geografica de las especies (Loveless y Hamrick, 1984).



Los numerosos estudios de variabilidad aloenzimatica han permitido establecer
generalizaciones en cuanto a la cantidad y distribucién de la variabilidad genética en
plantas. En promedio, el 50% de los loci para distintas especies son polimorficos,
encontrandose ta mayor parte de la diversidad (78%) dentro de poblaciones. La mayoria de
las diferencias en diversidad aloenzimatica se deben a la proporcion de loci polimorficos,
mas que a diferencias en diversidad en loci individuales (Hamrick y Godt, 1990). Las
especies con distribucion cosmopolita presentan niveles significativamente mayores de
diversidad que especies con distribucion restringida (Karron, 1987); las poblaciones
insulares tienen menor variacion que las continentales (Frankham, 1996). Sin embargo, se
han reportado casos en que las poblaciones de islas presentan mayores niveles de
variabilidad que poblaciones continentales, pues podrian haber servido como refugios
durante periodos glaciales (Inoue y Kawahara. 1990; Affre et al. 1997). A nivel
poblacional, las especies que se entrecruzan tienen mas altos niveles de variaciéon que
aquellas que se autofertilizan o tienen sistemas mixtos de cruzamiento (Hamrick y Godt,
1998). Por otro lado, las especies colonizadoras presentan menor cantidad de variabilidad,
debido a los efectos de cuello de botella, que son reducciones en la variabilidad genética
producidos por la fundacion de una poblacién con pocos individuos (Barrett y Husband,
1990). Sin embargo, €l sistema de apareamiento parece ser determinante en los efectos
genéticos de la colonizacion, pues en algunos casos no disminuye la variabilidad e incluso

puede aumentar (Molina-Freaner y Jain, 1992).

Estructura poblacional

La diferenciacién genética entre poblaciones de una misma especie es producto de la
compleja interaccién de la seleccion natural, la deriva génica y el flujo génico (Slatkin,
1987), y constituye la primera etapa del proceso de diversificacién que culmina con la
formacién de nuevas especies (Hartl y Clark, 1989; Linhart y Grant, 1996, Grant, 1981,
1991). El modelo més completo que predice cémo ocurre la diferenciacion en poblaciones
grandes y de apareamiento aleatorio, es el de aislamiento por distancia desarrollado por
Sewall Wright (1943). El modelo asume que la probabilidad de apareamiento depende de la

distancia fisica entre los individuos o de la varianza en la dispersion de sus semillas o



propagulos. El tamafio efectivo de poblacion, N, representa el tamafio de una poblacion o
vecindario, que experimenta la misma disminucion en variabilidad genética por endogamia
o deriva. que una poblacién panmictica ideal de tamaiio N (Wright, 1943), y generalmente
es menor que N, pues no todos los individuos en una poblacién contribuyen con gametos a
la siguiente generacién. En general. se ha encontrado que factores ecologicos o de historia
de vida que afectan N, y el flujo génico (Nm) en poblaciones naturales, estan asociados con

el nivel de heterocigésis y diferenciaciéon genética entre poblaciones (Loveless y Hamrick,
1984).

La mutacion, la deriva génica y la seleccién natural tienden a producir diferenciacion entre
poblaciones, mientras que el movimiento de gametos, individuos o poblaciones enteras -
que constituyen el flujo génico- la evitan (Slatkin, 1987). El ritmo y magnitud de la
diferenciacién depende, entre otros factores, de la historia de eventos de extincion y
recolonizacién de las poblaciones, la historia de vida y el sistema de cruzamiento del
organismo, de variables demograficas y de la estructura geogrdfica de las poblaciones
(Slatkin. 1993,1994: Hamrick y Godt. 1990; Wright, 1978). Por ejemplo, las especies
colonizadoras, autégamas y de tiempo generacional corto (i.e. estados sucesionales
tempranos), presentan mayor diferenciacion entre poblaciones que las que se entrecruzan y
son longevas (Hamrick y Godt, 1998). Asi mismo el recambio poblacional (i.e. extincion-
recolonizacién) afecta la diferenciacion (Slatkin, 1987; Linhart, 1996) y la magnitud de su
efecto depende del numero de migrantes o colonizadores involucrades en un evento de
recolonizacion. Si un evento de recolonizacién involucra muchos individuos, el efecto es
equivalente al flujo génico, y no se esperaria diferenciacién. Por el contrario, si la
colonizacién involucra a pocos individuos, la deriva generaria diferenciacién aleatoria
(Slatkin 1987; Hedrick, 1985, Hastings y Harrison, 1994). La seleccion natural podria
promover diferenciacion geografica bajo presiones selectivas distintas, siempre y cuando la
migracién no sea muy grande o los migrantes tengan menor adecuacién que los residentes.
También se tiene evidencia empirica de que la seleccion natural provoca diferenciacion

geografica y aislamiento por distancia (Linhart, 1996).



La distribucién geografica tiene también un papel determinante en los procesos de
diferenciacion (Mayr. 1963; Eldredge y Lessios, 1993), pues las barreras geograficas y la
distancia disminuyen o incluso impiden el flujo génico (Slatkin, 1987). Esto se refleja en el
fendémeno de aislamiento por distancia (Kimura y Weiss. 1964; Wright, 1943, Slatkin.
1993). Se ha demostrado que en especies con distribucion discontinua (en “parches™) y con

baja dispersion de polen. la distancia genética aumenta con la geografica (Slatkin, 1993:

Laurence et al.1997),
Cambios temporales de estructura y variabilidad genéticas

Otro factor importante en los procesos de diferenciacion genética es el temporal. esto es, la
divergencia genética de las poblaciones a través del tiempo. Sin embargo, por las
dificultades que implica el conocer el momento de origen de las poblaciones, no existen
estudios que estimen la dferenciacion entre poblaciones a través del tiempo. Atn asi, el
conocer los patrones de aislamiento por distancia permite inferir el estado de equilibrio
entre flujo y deriva génica entre pares de poblaciones y tener asi una estimacién indirecta
del tiempo de divergencia de las poblaciones (si se conoce la tasa evolutiva del marcador),
ademas de una estimacion sobre el equilibrio entre deriva génica y migraciéon (Slatkin,
1993, 1994). Ademas, aun cuando la divergencia genética podria ocurrir en pocas
generaciones o afios (Lathyrus sylvestris, Hossaert-Mckey et al. 1996), esta podria ser

pequeiia para organismos muy longevos, cuya diferenciacion podria tomar millones de afios

{Bermingham y Lessios, 1993).

Algunos estudios de caso han permitido detectar efectos de eventos histéricos en la
estructura genética en poblaciones naturales y distinguirlos de procesos actuales (i.e. flujo
génico). En un estudio realizado por Strand et al. (1996), se encontrd que, lo que parecia ser
flujo génico actual entre 18 poblaciones de 3 subespecies del género Aquilegia, podria
deberse a una subdivision histérica de las poblaciones durante el Pleistoceno tardio o el
Holoceno temprano. Resultados similares se obtuvieron para la especie Senecio gallicus
{Comes y Abbott, 1998), en la costa mediterranea de Francia y Espafia. En este caso no se

observé un patrén de aislamiento por distancia, pero si diferenciacion genética entre



haplotipos de cpDNA y no para isoenzimas. Esto podria deberse a que las poblaciones
experimentaron expansiones en su distribucion durante el ltimo periodo glacial. que es
revelada por la mayor sensibilidad de los marcadores de DNA. También se han detectado
efectos de eventos pasados de extincién - recolonizacidn en la variabilidad genética. Por
ejemplo, se encontré mayor variabilidad genética para las poblaciones sureitas de la hierba
Asclepias exaltata de Norteamérica, que para las poblaciones mas boreales. Esto puede
deberse a que en el sur hubo poblaciones “refugio” durante el (tlimo periodo glacial. en las
que se preservd la variabilidad. Al recolonizarse el norte, la variabilidad disminuy6 por
efectos de fundador (Broyles, 1998). Este mismo patrén se ha observado para otras especies
(Laurence. et al. 1997; Parks et al. 1994). Otro estudio realizado en una escala temporal
pequefia. muestra cambios en los patrones de variacién genética para Lathyrus sylvestris

(Hossaert-McKey et al. 1996).

El Golfo de California y el Desierto Sonorense

A pesar de la mencionada dificultad para conocer el origen temporal de las poblaciones, es
posible conocer con bastante precision la aparicion de barreras geograficas entre
poblaciones mediante la datacion de eventos geolodgicos. Tal es el caso de 1a formacién del
Golfo de California por la separacion de la peninsula de Baja California. Atwater (1970)
sugiere que la separacién de la peninsula comenzé hace 4.5 millones de afios como
resultado del choque entre las placas tecténicas del Pacifico, de Norte América y la de
Rivera. Sin embargo, la transgresion del mar en esa region ocurri6 mucho antes (Karig y
Jensky, 1972), quiza hace 12 m.a. Investigaciones recientes han revelado que la Peninsula,
que estuvo unida al continente a la altura de Jalisco y Nayarit, actualmente se desplaza con
direccién NNW a aproximadamente 4 cm por afio (T. Calmus, com.pers.). Sin embargo, ¢l
origen de las actuales islas del golfo es mas reciente. Las islas Tiburén, San Lorenzo y San
Esteban se originaron en el Pleistoceno, hace alrededor de 2 m.a, y algunas son més

jovenes a los 10,000 afios (Lonsdale 1989), producto de transgresiones marinas o de

eventos tectonicos.



Ademas del inicio de las transgresiones marinas hasta la separacién completa de la
Peninsula de Baja California, otro evento importante tuvo lugar durante ¢l mismo periodo.
Esto fue una tendencia de cambio c¢limatico hacia climas mas secos durante el Mioceno
tardio (15 — 8 m.a.), y la aparicion durante este lapso de la vegetacion desértica en
Norteamérica y particularmente en el Desierto Sonorense (Van Devender, 1998). Antes de
ello, durante el Eoceno y sobretodo durante el Oligoceno medio y tardio, la vegetacion en
toda la costa Pacifica de Norteamnérica era tropical. de selva baja caducifolia (C. Peiialba,

com pers.; Van Devender, 1998).

En este sentido, la formacion del Golfo de California y el aislamiento de la Peninsula, y la
aparicion del desierto Sonorense brindan una buena oportunidad para someter a prueba
hipétesis sobre el origen y evolucidn de especies de la Peninsula y la costa del Pacifico, a

la luz de modelos de especiacidén y biogeogréficos, y sobre las consecuencias genéticas del

aislamiento.

Estudios de genética de poblaciones en el Desierto Sonorense

En la region son pocos los estudios que se han hecho con una perspectiva evolutiva
(Murphy, 1983). En estudios de correlacidon genética-medio ambiente en zonas aridas, se ha
obtenido evidencia que permite inferir que la heterogeneidad ecologica tiene mucha
influencia sobre la estructura genética y diferenciacion en poblaciones naturales (Nevo y
Beiles, 1988 citado en Nevo y Beiles, 1989). Por ejemplo, en un estudio realizado con
varias especies de animales, las heterocigésis observadas (H,) y las esperadas (H,)
muestran correlacién significativa con la precipitacién media y las variaciones climaticas
en un gradiente de aridez en el desierto Israeli y la diversidad genética tiende a
incrementarse junto con la aridez y las condiciones xéricas (Nevo y Beiles, 1989). En
México, existen estudios de genética poblacional para especies del desierto chihuahuense,
como Agave lechuguilla (Silva, A. en Navarro, 1999) para la que se encontré un nivel de
heterocigésis esperada (H,) de 0.39; y para A. victoria- reginae con H, de 0.335 (Martinez-

Palacios et al. En prensa), lo cual revela niveles altos de variabilidad.



En cuanto al Desierto Sonorense, el estudio de Parker y Hamrick (1992) en poblaciones de
Lophocereus schotti (Cactaceae) del sur de Arizona, revela valores altos de diversidad
génica (H,=0.145), y una diferenciacién de! 13% entre poblaciones. En un estudio
comparativo entre cuatro especies dominantes perennes del Desierto Sonorense (Encelia
farinosa. Larrea tridentata, Gutierrezia microchephala y Coleogyne ramosissima). se
encontraron valores de H, promedio para todas las especies de 0.173, que son comparables
o mayores a los reportados para especies con distribucion mas amplia, mostrando que en
poblaciones de zonas 4ridas pueden encontrarse niveles altos de variacion génica (Schuster
et al. 1994). Keys y Smith (1994) estudiaron el sistema de apareamiento y la estructura
poblacional de la leguminosa Prosopis velutina en Arizona, y Neel et al. (1996) estudiaren
la variabilidad isoenzimética de Echinocereus engelmannii, encontrando altos niveles de
variacion y poca diferenciacién entre poblaciones. Recientemente se han realizado tres estudios
con un enfoque evolutivo y biogeografico en el Desierto Sonorense. Navarro (1999) estudié los
niveles de variacion genética y los posibles procesos de especiacién en el grupo Deserticolae del
género Agave, encontrando altos niveles de variacion en todas las especies y poca diferenciacién
entre poblaciones. Clark (1999) estudié los niveles y patrones de variacion aloenzimdtica en dos
especies de cactaceas columnares, Stenocereus gummosus (H.=0.261, P= 0.75) y S. eruca (H.=

0.154, P=0.46), asi como los posibles procesos de especiacion que las originaron.

El género Bursera

El género Bursera agrupa a una gran cantidad de especies de plantas lefiosas, distribuidas
desde el extremo sur de los Estados Unidos hasta Peru y el sur de Brasil, incluyendo
también areas insulares de las Antillas, las Galdpagos y las Revillagigedo (Rzedowski y
Kruse, 1979). Existen dos grupos dentro del género: las especies bivalvadas (seccién
Bullockia) con frutos con dos dehisencias y corteza no exfoliante, y las especies
trivalvadas, con frutos tri dehisentes y cortezas exfoliantes (seccion Bursera). Un estudio
filogenético realizado con secuencias espaciadoras de DNA (ITS) revela que el género es
monofilético. De acuerdo a los datos de este estudio, existen cuatro grupos dentro de la
seccion Bursera: Simaruba, Microphylla, Fagaroides y Fragilis. El grupo Microphylla se
caracteriza por tener foliolos de borde recto y muy pequefios, y ramas rojizas. Las especies

del grupo Microphylla son B. arida, B. morelensis, B. suntui, B. galeottiana y B.
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microphylla, siendo B. galeotteana la mas cercana a B. microphylla (Becerra y Venable,
1999). Es posible que este grupo sea monofilético. aunque también podrian existir

convergencias en la morfologia de las hojas (Toledo, 1982).

La diversidad del género se concentra en México, con alrededor de 100 especies con
registros en todos los estados de la Republica (excepto Tlaxcala), alcanzando la mayor
diversidad de especies y densidad de individuos en la vertiente del Pacifico. La méaxima
concentracion de especies y poblaciones se presenta en la depresion del Balsas (Miranda,
1947; Toledo, 1982). Son también elementos constitutivos importantes de los bosques

tropicales caducifolios.

En Sonora y Baja California se encuentran 10 especies del género, algunas de las cuales
estan presentes s6lo en Sonora, y su distribucion altitudinal va desde el nivel del mar hasta
los 1220 metros en las regiones montafiosas (Johnson, 1992). B. microphylla es la especie
mas xerofila y con distribucion mas extendida hacia el norte, penetrando en California y
Arizona. Segin el trabajo sobre distribucion de Bursera de Kohlman y Sanchez -Colén

(1984) el noroeste de México es un centro de diversificacidn para el género.

Sistemas reproductivos en Bursera

La mayoria de las especies del género son dioicas (Rzedowski y Kruse, 1979), aunque
observaciones recientes sugieren que existe gran variabilidad en los sietmas reproductivos
para el género Bursera (Becerra y Venable, 1999 en prensa). Se han observado poblaciones
compuestas unicamente por hembras, otras por machos, hembras e individuos
andromonoicos e incluso hermafroditas (E. Huerta, J. Vargas, com pers.), por lo que es
posible que el género presente algun tipo de apomixis (produccion de semillas viables sin
fecundacién). El tnico caso documentado de apomixix para el género es el de B.
medranoana (Del Carmen, 1998), pues la evidencia embriologica sugiere la existencia de
embrionia adventicia (el embridn proviene de alguna célula somatica del ovario). Cabe
resaltar que la apomixis se presenta por lo general en especies hibridas y poliploides. B.
medranoana es un hibrido entre B. morelensis y B. schlechtendalii, aunque no se conoce su

nimero de ploidia (Del Carmen, 1998).
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Estudios de genética poblacional en Bursera

Existen hasta el momento dos trabajos sobre la estructura genética de poblaciones en
especies del género. El primero se realizé con la especie B. cuneata (Del Valle, M. 1996},
en el cual se estudiaron tres poblaciones con datos de siete loci. Para estas poblaciones se
encontrdé un valor alto de endogamia para especies dioicas (F,= 0.251), y una
diferenciacion entre poblaciones de alrededor de 12% (F,=0.119), ademas de altos valores
de variabilidad (P = 71.4, N, = 2.1, H, =0 .299). El segundo trabajo se realizé con la
especie B. hindsiana (Vargas, J. 1999, en preparacion) con datos de once loci para nueve
poblaciones. también en el Desierto Sonorense. Para esta especie se encontrd una
diferenciacion entre poblaciones del 16.2% (F,=0.162) y tasa de endogamia baja

(F.s=0.109). Ademas no se detectd un patrén geogréfico de aislamiento entre poblaciones.
Distribucién y origen de B. microphylla: la hipétesis de Mooney y Emboden

La distribucion de B. microphylla se limita al Noroeste de México y Sur de California y
Arizona. Se encuentra desde el exiremo sur de la Peninsula de Baja California hasta su
extremo norte, excepto en la regién noroeste de la misma y en las regiones montafiosas (ver
Materiales y Método). En Sonora, abarca desde el extremo noroeste y los limites con
Arizona, y tiene su limite sur en los alrededores de Guaymas, coincidiendo casi totalmente
con ¢l desierto Sonorense (Turner et al. 1995). B. microphylla crece en habitats muy andos
y calurosos, alcanzando su mayor desarrollo a lo largo de la costa centro y norte del golfo
de California. En el extremo norte de su distribucién se encuentra restringida a cafiones y
pendientes con microclimas calurosos y secos, como vertientes de lava o grietas. También
esta presente en practicamente todas las islas del Mar de Cortéz (Johnson, 1992).
Recientemente se han reportado poblaciones aisladas en el rio Mayo (Martin et al. 1998), y
existen poblaciones, aunque no muy grandes, en la Sierra de La Laguna en Baja California

Sur (Breceda, et.al, 1997), donde la vegetacion es de selva baja caducifolia.
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En 1968 Mooney y Emboden realizaron un estudio comparativo de la composicién de
terpenos en varias poblaciones de B. microphylla en el desierto Sonorense. En dicho
estudio se muestrearon 7 poblaciones, abarcando todo el rango de distribucion de la
especie. Para cada localidad obtuvieron exudados para analizar su composicion de terpenos,
ademas de hojas para realizar medidas de morfologia foliar. Adicionalmente, para dos
poblaciones (Guaymas y Guadalupe), se obtuvo progenie a partir de las semillas, de las que
se extrajeron exudados y hojas. Las medidas morfologicas fueron ancho y largo maximos
de los foliolos. color de la corteza y tamafio promedio de las lenticelas. Con base en las
diferentes proporciones de terpenos encontrados entre poblaciones (promedios), calcularon
coeficientes de correlacion entre las poblaciones (Figura 1), siendo éstos mayores en
sentido norte-sur que en sentido este-oeste. Este patron surgié de nuevo cuando estimaron
el grado de similitud en la composicién de terpenos entre las poblaciones, habiendo
resultado dos grandes grupos: las poblaciones de Caién de Guadalupe-San Felipe-Santa
Rosalia-La Paz, y Yuma-Tajitos-Guaymas. Esto a pesar de que las distancias geograficas
son mavores en sentido norte-sur (i.e. La Paz-Guadalupe) que en sentido este-oeste (l.e.
Guaymas-Santa Rosalia). Los resultados del analisis morfologico fueron distintos, pues
hubo un grupo con foliolos grandes, lenticelas pequeiias y corteza opaca (La Paz-Guaymas-
Tajitos) v otro de foliolos pequefios que agrupé al resto de las poblaciones. Es de resaltar
que el grupo de foliolos grandes abarca la porcion sur tanto de la peninsula como del
continente, y estas poblacionas se localizan en zonas en las que la precipitacion media
anual es mayor a los 100 mm (Mooney y Emboden, 1968). Los andlisis de la composicion
de terpenos para la progenie revelé que los tipos y niveles de éstos no variaron bajo
distintas condiciones ambientales. En cuanto al la morfologia, el tamafio de las hojas
parecio ser independiente del medio ambiente, mientras que el color de la corteza y el
tamafio de las lenticelas se vieron afecatdos por las condiciones de crecimiento y podrian
estar sujetas a seleccién natural. Todo lo anterior sugiere que la especie se origind en el
continente y penetré a la Peninsula por la conexioén continental entre Sonora y Baja

California (delta del Rio Colorado; Johnson, 1992).
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Figura 1. Coeficientes de correlacion en la composicién de terpenos de siete poblaciones de B.
microphyila en el Desierto Sonorense. La ausencia de lineas entre poblaciones indica que no hay
correlacién (Tomado de Mooney y Emboden, 1968).
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Objetivos

- Determinar la diversidad genética de las poblaciones de Bursera microphylla en Sonora,
Baja California y las islas del Golfo de California en el contexto de la historia geologica de

la peninsula de Baja California y de las islas del Mar de Cortéz.

- Obtener estimaciones de los niveles de variacion, estructura y distancias genéticas dentro

y entre poblaciones.

- Analizar los patrones de aislamiento por distancia entre poblaciones haciendo especial
énfasis en las poblaciones de las islas en relacién con su distancia de las continentales,

utilizando las estimaciones de flujo génico derivadas del anélisis genético.

- Someter a prueba, utilizando marcadores genéticos, la hipétesis sobre el origen
continental y migracion hacia la peninsula a través del Delta del rio Colorado de B.

microphylla, propuesta por Mooney y Emboden (1968).

Hipotesis

Si el origen de B. microphylia es en realidad continental, en Sonora y Arizona, y penetrg a
la peninsula de Baja California a través del delta del rio Colorado, se esperaria encontrar
mayores niveles de variacion genética en el continente que en la peninsula, ademas se
espera que las poblaciones de la Peninsula estén altamente diferenciadas de las poblaciones

de la costa del Pacifico en Sonora, ain cuando estan geograficamente mas cercanas y a la

misma latitud.



Especie de estudio

B. microphylla es un arbol pequefio o arbusto, muy ramificado, pudiendo alcanzar alturas
dc hasta 8 metros. El tronco es semisuculento o suculento, muy engrosado en la parte
inferior y en la base de las ramas y con frecuencia torcido. Las ramas son glabras, color
marrén o rojizas, con numerosas ramificaciones laterales. La corteza es verde en los
troncos, y en los mas engrosados es blancuzco-amarillenta y exfoliante en laminas
delgadas. Las hojas glabras y pinadas miden de 1.5 a 8 cm de largo. El raquis es muy
delgado y tienen entre 7- 35 foliolos lineales, muy delgados, oblongos o raras veces
lanceolares. Las hojas son alternadas o agrupadas en ramas cortas. Los foliolos son de 5-
25 mm de largo y entre 1-2 mm de ancho (Figura 2). Las hojas brotan con las primeras

lluvias y si las condiciones son propicias, pueden producirse en otras épocas del afio
(Johnson, 1992).

: . '53 ". oo L Sl T - -

Figura 2.Bursera microphylla (A. Gray). A. rama con hojas jévenes, B. flor masculina y C. fruto
(detalle en recuadro) (Tomado de Felger y Moser, 1985) (Fotografia Mimi Kamp, U. of
Conecticut).

Las flores aparecen antes que las hojas con las primeras lluvias; son blancas, de 2 mm de

ancho, solitarias o en grupos de 2 o 3. Los frutos son trivalvados, de color purpura-rojizo.
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Las semillas estan en capsulas de 6 mm de largo, cubiertas por un pseudoarilo delgado y
rojizo (Turner, et al. 1995).

Los frutos se producen desde septiembre y pueden permanecer hasta marzo-abri! {Bates,
1992). La resina tiene un gran nimero de terpenos (Mooney y Emboden, 1968) y es
altamente aromatica; se acumula en canales debajo de la corteza y en las hojas, y brota
abundantemente al sufrir dafio las hojas o corteza, aparentemente como mecanismo de

proteccion contra la herviboria (Becerra, 1994).

B. microphylla almacena agua en los tejidos conductivos y en el parénquima del tronco y
partes basales de las ramas. También posee células que se ensanchan para capturar agua,

comenzando su aumento de tamafio desde la plantula, primero en raices y después en tallos
(Johnson, 1992).

Los vireos grises (Vireo vicinor) se alimentan casi exclusivamente de los frutos de B.
microphylla durante los meses de invierno (Bates, 1992). Ademas, la distribucion de sus
territorios de invierno coincide con la de B. microphylla. Otras aves se alimentan de sus

frutos durante el invierno, pudiendo actuar como dispersores.

Los pueblos Seri de Sonora dan varios usos tradicionales a B. microphylla, como planta
medicinal, combustible, jabon y tintes, entre otros (Felger y Moser, 1985). De su resina se
extraen aceites para perfumes y cosméticos, aunque ya han sido reemplazados por

productos sintéticos.

Reconstrucciones de paleovegetacion indican que B. microphylla se encontraba en Sonora
al menos hace 10,000 afios, desde el holoceno temprano, alcanzando un pico de abundancia
hace 2,700 afios (Van Devender et al. 1994), penetrando a Arizona hace 5,800 afios (Van
Devender, 1987). Datos obtenidos reciéntemente muestran la presencia de B. microphylla
en Baja California (San Fernando) al menos hace 19,000 afios, aumentando drasticamente

su abundancia hace apenas 925 afios (Cristina Pefialba, com. pers.).
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MATERIALES Y METODO

Colecta

Se colectd tejido foliar de 50 individuos en 14 poblaciones, cubriéndose toda la distribucion
de la especie. Seis de ellas se localizan en el estado de Sonora, cinco en la Peninsula de

Baja California y tres son de Islas del Mar de Cortéz (Tabla 1, Figura 3). La colecta se
realizo del 3 al 12 de noviembre de 1997,

Las hojas se guardaron en bolsas de plastico y fueron inmersas en nitrégeno liquido para

conservar el tejido. El material fue guardado en un ultracongelador (-80° C) hasta su

utilizacidn.

Figura 3. Distribucion geografica de B. microphylla en ¢l Desierto Sonorense. Los puntos sefialan
las poblaciones muestreadas (ver Tabla 1) (Turner et al. 1995).
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Tabla 1. Ubicacién geografica de las 14 poblaciones de B. microphylla muestreadas en Sonora,
Baja California e Islas del Mar de Cortéz.

Poblacién Posicién Geografica
1. San Carlos, Sonora 27°56.28' Ny 111°05.82°W
2. Bahfa Kino, Sonora 28°54.08°N y 112°00.82'W
3. Hermosillo, Sonora 29°00.70'N y 110°57.39'W
4. Punta Cirios, Sonora 29°48.27'N y 112°33.02°W
5. Quitobac, Sonora 31°36. 17N y 112°47.01'W
6. El Pinacate, Sonora 32°07.83’'Ny 113°53.91'W
7. Isla Tiburén, MC 28°44.5T'N y 112°18.25'W
8. Isla San Esteban, MC 28°4034'N y 112°35.50'W
9. Isla San Lorenzo, MC 28°35.12'N y 112°46.06'W
10. La Rumorosa, BCN 32°34.86'N y 115°58.24"W
11. B. Los Angeles, BCN 28°58.13'Ny 113°39.14'W
12. Abulon, BCS 27°17.58'N y 113°01.90°W
13. Loreto, BCS 26°1521'Ny 111°29.48° W
14. San Bartolo, BCS 23°43.13'N y 109°46.39'W

Electroforésis

El andlisis electroforético se hizo siguiendo la técnica descrita en Del Valle (1996), con
algunas modificaciones, obteniendo el genotipo de cada uno de los individuos de cada

poblacién para varios loci enziméticos.

Para la extraccion se utilizé el buffer para Abies, consistente en una modificacion de los
sistemas de Yen et al. (1980) y de Cheliak y Pitel (1984, ver Apéndice 1), al cual se le
aiade el mercaptoetanol justo émtes de hacer la extraccion. El macerado era absorbido en
trocitos de papel para cromatografia (Whatman no. 17) de aproximadamente 1 ¢m de largo

por medio de ancho (wicks). De cada foliolo se obtuvieron alrededor de 9 wicks, que se
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guardaron en tubos Eppendorf. Generalmente se corria un dia después de haber hecho la

extraccion. Los wicks excedentes fueron guardados para hacer repeticiones.

Montado de geles

Las muestras obtenidas fueron cargadas en geles de almidon de papa hidrolizado al 12%
agregando sacarosa al 5%. En cada gel se colocaron alrededor de 50 wicks (uno por
individuo de la poblacidén), y en ambos extremos un indicador con colorante (colorante para
alimentos) v una muestra del individuo control. Las muestras control eran obtenidas de un
individuo vivo mantenido en una cidmara de crecimiento en el laboratorio. El cornmiento

del gel se hizo bajo un voltaje y amperaje especifico, dependiendo de las caracteristicas del

sistema de buffer utilizado (Apéndice 1).
Sistemas electroforéticos

Se utilizaron dos sistemas electroforéticos que permitieron obtener buena resolucién en un
total de 6 enzimas (8 loci). Para el sistema C de Maiz de Stubber et al. (1988) (Apéndice 1)
se obtuvo buena resolucién para las enzimas Leucin amino peptidasa (LAP), Fosfoglucosa
1somerasa (PGI, dos locus) y Ribulosa 1-5-bifosfato carboxilasa (RUB). En el sistema de
Mitton et al. (1977, Apéndice 1) tuvieron buena resoluciéon las enzimas Malato

deshidrogenasa (MDH), Fosfatasa acida (AcPH, dos locus) y la Enzima malica (ME).

Tincién

Se dejo correr el frente del gel una distancia de entre 9 y 10 centimetros a partir del origen.
Para obtener las rebanadas de tincién, se cortd el gel horizontalmente obteniéndose de 4 a5
por gel. Cada rebanada se coloct en una caja de tincién a la que se le agregaron los
reactivos especificos para cada enzima (ver Apéndicel). La deteccion de la enzima se basa
en la precipitacion de indicadores solubles que tifien el gel en la zona de actividad
enzimatica (Wendel y Weeden, 1989). Después de incubar las rebanadas en la solucién (ver

Apéndice 1), se fijaron en una solucién de alcohol al 50% en el refrigerador durante 12
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horas. La ME fue leida sin fijar, pues al fijarla se diluia la zona de tincién de bandas de

actividad enzimadtica.
Interpretacion de los geles

Los geles tefiidos presentan un patron de bandas, del que se puede inferir el genotipo para
cada individuo. En un locus, el mimero de bandas que se observan depende de si los
individuos son homécigos o heterécigos y de la estructura cuaternaria de la enzima. Si se
trata de un mondémero, los homécigos presentan una banda y los heterocigos dos. Si se trata

de una enzima dimérica los heterdcigos presentan tres bandas y si es tetramérica, cinco
(Wendel y Weeden, 1989).

Para la lectura de las bandas se numeraron los loci y los alelos. El nimero 1 se asigno al
locus mas alejado del origen (el de mayor movilidad electroforética), y de manera

descendente a los siguientes. Este mismo criterio se sigui6 con las aloenzimas.

Analisis de datos

Se obtuvieron las frecuencias alélicas para 8 loci (17 alelos), y se realizé una prueba RxC
de Fisher (Sokal y Rolf, 1995) para determinar si existen diferencias significativas en las
frecuencias alélicas de cada locus entre poblaciones. Adicionalmente se ralizé un analisis
de probabilidad combinada de Fisher (Sokal y Rolf, 1995) para obtener la significancia

global sobre todos los loci. Ambos analisis se hicieron con el programa TFPGA (Miller,
1997).

Para estimar la variacion genética se obtuvieron las siguientes medidas:
- Proporcién de loci polimérficos P = x/m, donde x es el nimero de loci polimérficos y m

es ¢l nimero total de loci analizados. Se utilizo el criterio de polimorfismo del 95% (el

alelo mas comiin no excede la frecuencia de 0.95, Hedrick, 1985). Un valor de P = 1 indica

que todos los loci tienen dos o més alelos.
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- Heterocigosis promedio esperada (H,) como H= [- 2 p; ? donde p; es la frecuencia
observada del alelo i en un locus. Se obtuvo también por conteo directo la heterocigosis
observada por poblacién y el promedio para todas las poblaciones (H,). H toma valores
de cero a uno. También se calculé el numero promedio de alelos por locus como N, =
I n,/ m, donde n, es el namero de alelos observados en el locus i, y m es el nimero de

loci analizados (Hedrick, 1985).

Para estimar la significancia de las diferencias entre los valores de variabilidad entre
regiones y poblaciones. se utilizé una prueba de Chi-cuadrada de Kruskal-Wallis (Sokal y
Rolf, 1985).

Para describir la estructura genética dentro y entre poblaciones se estimaron los estadisticos

F de Wright (Fy, Fis y Fy) y el indice de fijacion (F) (Hedrick, 1985).

- El indice de fijacion se calcula como F = /- H/2pg, donde H es la heterocigdsis
observada en la poblacién, y 2pg es la proporcion de heterocigotos esperada para
cualquier par de alelos en el locus bajo condiciones de equilibrio. F toma valores de -1
a +1, indicando los valores extremos exceso o deficiencia de heterocigotos,
respectivamente. Valores de cero indican que la poblacién se encuentra en equilibrio de

Hardy-Weinberg (Hednick, 1983).

- F, mide la reduccién en la heterocigosis individual promedio debida a aparecamientos
no aleatorios dentro de cada poblacién (que en términos de estos estadisticos pueden
considerarse como subpoblaciones) como Fi; = 1 - Hy/H,, donde H; es la heterocigosis

promedio esperada para todos los loci y H, la observada al nivel de subpoblacidn
(Hedrick, 1985).

- F, mide el grado de endogamia total en las poblaciones, estimando la reduccion en la
heterocigosis individual promedio al nivel de toda la poblacién (el conjunto de las

subpoblaciones) como Fy = I — Hy/H,; donde H, es la heterocigésis individual promedio
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observada por subpoblacion y H, es la heterocigosis promedio esperada en una

poblacidn de apareamiento aleatorio (Hedrick, 1985).

- F, es una medida de diferenciacion genética entre subpoblaciones, e implica una
reduccion en ]a heterocigdsis de una subpoblacién (Hartl y Clark, 1989) y se calcula
como Fy, = | - H/H, (Hedrick, 1985).

Estos estadisticos se obtuvieron mediante el programa TFPGA, que los calcula como f, F y
®  usando el procedimiento de Weir y Cockerham (1984) y que equivalen a Fis, Fiy Fi
respectivamente. Estos consideran el nimero de individuos y de localidades en la
estimacion de los parametros, reduciendo el sesgo en los estadisticos obtenidos con
tamafios de muestra pequeiios. Este método parte del supuesto de que un nimero r de
poblaciones de igual tamafio han descendido en forma independiente de una sola poblacién
ancestral que estaba en equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento. Por esto las
poblaciones se mantienen bajo las mismas condiciones y las diferencias observadas tienen

que ver con el muestreo genético entre generaciones.

La significancia de los estadisticos se obtuvo mediante ¢l programa TFPGA (Miller, 1997),
que calcula la desviacion estandar de los estimados mediante un método de remuestreo
(jaknife) sobre todos los loci, y calculando los intervalos de confianza de los estimados (al
95%) mediante la técnica de remuestreo denominada *“Bootstrap”. Adicionalmente se
caleuld la significancia de los estadisticos f(Fis), F (Fi) por locus y el indice de fijacién (F)
aproximandolos al estimador F* N (K-1), distribuido como chi-cuadrada con K(K-1) 12
grados de libertad, dénde N es el tamafio de muestra y K el nimero de alelos (Eguiarte,
1990), y los de F; como 2N Fy; (K-1) distribuido como chi-cuadrada con (K-1) (s-1) grados
de libertad, donde N es el tamafio de muestra, K el nimero de alelos y s el nimero de
subpoblaciones (Workman y Niswander, 1970).

Al analizar los datos, se observé que habia muchos genotipos multiloci iguales en las
poblaciones. La probabilidad de que dos genotipos multilocus sean idénticos si la

reproduccion es exclusivamente sexual es muy baja, por lo que se deicidié comparar la
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diversidad genotipica de B. microphylla con la de plantas con reproduccion asexual. Para
ello, se contaron los genotipos multilocus tinicos por poblacién. Cada genotipo multilocus
tinico fue considerado como un clon. Para comparar la diversidad genotipica se calcularon
dos medidas de diversidad génica usadas para especies clonales (Ellstrand y Roose, 1987).
Los estadisticos descriptivos de la diversidad de especies pueden ser utilizados para plantas
clonales. El primero es el indice de diversidad de Simpson, y se calcula como D =1 -
Z{{n{n-1)] / [MN-1)]}, donde n, es el niamero de individuos del genotipo i y N es el
tamafio de muestra (Pielou, 1969). D toma valor de 0 si todos los genotipos son iguales, y
de 1 si todos son distintos. El segundo fue la tasa de descubrimiento genotipica calculada
como G/ N donde G es el nimero de genotipos multilocus vinicos y N es el tamafio de
muestra (Pleasants y Wendel, 1989). G/N representa la probabilidad de encontrar distintos
genotipos en una poblacion, por lo tanto si la tasa es baja, significa que la poblacion es
clonal, y si toma valor de 1, que no se repiten genotipos. Adicionalmente se calculd el
nimero de genotipos posibles como Ng =" T, [ada+1)] / 2, donde Ng es el namero de
genotipos Wnicos, a; es el nimero de alelos detectados para el locus i y L es el numero de
loci analizados (Cheliak y Pitel, 1984), para tener una referncia de la “clonalidad” en las
poblaciones. Para establecer si el niimero de loci examinados por poblacién tenia relacion

con el nimero de genotipos detectados, se realizé una prueba de correlacion de Kendall
(Menken et al. 1995).

El estadistico Fypermite estimar indirectamente el flujo génico (Slatkin, 1994) mediante la
expresion derivada por Wright (Crow y Aoki, 1987 citado en Del Valle, 1996) F, =1/4
Nmt1, donde N es el tamafio de la poblacién y m es la fraccién de inmigrantes. No existe
forma de estimar m de manera independiente de N (Eguiarte et al. 1993; Slatkin, 1994
citado en Nufiez-Farfan y Eguiarte 1997) por lo que la aproximacién es estimar Nm a partir
de Fy. Los estimadores promedio de Nm requieren, para ser confiables, ser insensibles a la
accion de otras fuerzas evolutivas como la mutacién y la seleccién natural. También se
estimé Nm por medio del analisis de alelos raros (Slatkin, 1985), utilizando la frecuencia
promedio de alelos encontrados en una sola poblacion p, mediante la férmula log;o 2(D]=

logio @ (Nm) + b; donde a y b son variables de la pendiente que dependen del nimero de
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individuos muestreados por poblacién. Como resultado de varias simulaciones, Slatkin

(1985) encontré que para 50 individuos colectados a=-0.61 y b=-1.1.

A partir de las frecuencias alélicas se calculd otra medida indirecta de flujo génico. Para
ello se estima la Fy; entre pares de poblaciones separadas una distancia &, y se obtiene un
estimado de Nm designado como M (Slatkin, 1993). Para el caso de flujo génico en una
direccion M= 4Nm/k. Con este parametro se puede obtener informacion sobre el aislamiento
por distancia. Para poblaciones en equilibrio entre la deriva y la migracion la relacién log
( I'OI ) = a+b log(k) predice una pendiente (b} de —~1 cunado el flujo ocurre en una dimension,
y de -0.5 si ocurre en dos(Slatkin, 1993). Para estimarM entre pares de poblaciones se usé
el programa desarrollado por Slatkin (1993). Para determinar si la relacion entre ]\,,\d y la
distancia geografica es estadisticamente significativa, se obtuvo el coeficiente de
determinacion »° para regresion lineal y se realizo una prueba de Mantel, mediante el
programa TFPGA. Esta prueba genera n (10,000) matrices distintas de log ( }O[ ) al
reorganizar aleatoriamente las filas (o columnas) de la matriz original. Después calcula el
coeficiente de correlaciéon de Spearman (r) para cada una de los pares de matrices de log
(101 ) y log distancia. También el programa genera intervalos de confianza (95%) para

evaluar ld significancia de la correlacién (p) (Comes y Abbott, 1998).

Se obtuvo una matriz de distancia e identidad genética. La identidad (/) de Nei se obtiene
como I = Jxy / (JeJy)"” donde Jxy es la probabilidad de escoger un par de alelos 1dénticos,
uno de la poblacién x y otro de la poblacién y; Jx y Jy son las probabilidades de
homocigésis en la poblacion X y Y, respectivamente (Hartl y Clark, 1989). La distancia
genética toma valores de 0 si las poblaciones tienen frecuencias alélicas idénticas, hasta oo

si las poblaciones no comparten alelos, y se estima como D = -In J (Hedrick, 1985).

Con el fin de obtener las relaciones genéticas entre las poblaciones, se realizaron analisis de
cumulos (cluster analisis) usando el estimador insesgado de similitud y distancia genéticas
de Nei (1978). El fenograma se obtuvo utilizando el método UPGMA (unweighted pair
group method with arithmetic mean, Sokal y Michener, 1958) con el programa TFPGA
(Miller, 1997).
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RESULTADOS

Variacién genética

Se analizaron un total de 6 sisteras enzimaticos (8 loci) para la especie: LAP, PGI-1, PGI-
2, RUB (sistema C, Apéndice 1), AcPH-1, AcPH-2, MDH, ME (sistema Mitton,
Apéndicel). De los 8 loci ensayados, 6 fueron polimérficos al menos para una poblacion
(LAP, PGI-2, RUB, AcPH-2, MDH y ME). Fueron monomorficos para todas las
poblaciones los loci PGI-1 y AcPH-1 (ver Aj)éndice 2). Las poblaciones de Pta. Cirios y
Abulon fueron monomorficas para la ME. mientras que para la MDH lo fueron Abulén e
Isla San Esteban. La RUB fue polimérfica solamente en la poblacién de Bahia Kino. El
analisis RxC de Sokal y Rolf (1985) revelé diferencias significativas en las frecuencias

alélicas entre poblaciones para todos los loci (Figura 4, Apéndice 2).
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Figura 4. Frecuencias alélicas en las 14 poblaciones de B. microphylla. No se incluyen los datos de
la RUB, pues solo fue polimérfica en una poblacién. Para las enzimas AcPH-2, MDH y ME sélo se
muestran la frecuencia del alelo a. Se encontraron diferencias significativas para las frecuencias
alélicas entre todas las poblaciones (Ver apéndice 2).

El valor promedio en la proporcion de loci polimérficos para la especie fue de 51.8%
(P=0.518), alcanzando ¢l nivel mas alto en la poblacion de Bahia Kino (P=0.750), y el
menor en las poblaciones de Hermosillo, Punta Cirios, Isla San Lorenzo y Abulén,
(P=0.375, Tabla 2). El nimero promedio de alelos por locus fue de 1.82, y el valor més alto
fue el de Isla Tiburdn (2.1). La heterocigosis observada (H,) promedio para todas las
poblaciones fue de 0.112, alcanzando nuevamente el valor mas alto en Bahia Kino
(H,=0.187} y el menor en Abulén {(H,=0.035). El promedio de heterocigosis esperada (H,)
fue de 0.183, siendo el valor mas alto de H,=0.286 y el menor de H,=0.092, para Bahia
Kino y Abulén y Pta. Cirios, respectivamente (Tabla 2, Figura 5). Los valores promedio de
H, y H, fueron significativamente distintos ("'? = 8.3816, p= 0.4478). Al comparar los
niveles de variacion entre regiones, se detectdé un patrén geografico en los niveles de
variacion genética entre Sonora y Baja California, siendo la H, promedio mas alta en
Sonora (H,=0.129) que en Baja California (H,=0.087), mientras que para las Islas la
H,=0.124, aunque ninguna de las diferencias fue significativa ("? = 3.2686, p= 0.0406).
Tampoco hubo diferencias significativas en H, entre Islas, Sonora y Baja California (2
= 4.0, p= 0.0072, 2 gl.; Figura 5). No hubo diferencias significativas entre regiones para el
numero de alelos por locus y el porcentaje de loci polimérficos. No se detecté ningln
patrén latitudinal en la variabilidad genética. Las islas tuvieron niveles de vartacion

similares a los de las poblaciones continentales. Sine embargo algunos datos muestran
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tendencias geogréificas en la variabilidad genética. El alelo a de la LAP se encuentra

solamente en las poblaciones de Hermosillo y las Islas Tiburén y San Lorenzo (en ninguna

de Baja California), y el alelo a de la ME est4 fijo en la poblacién de Punta Cirios en

Sonora, mientras que el b lo esta para la de Abulon en Baja California (Figura 4, Apéndice

2).

Tabla 2. Variacién genética dentro de las poblaciones estudiadas de B. microphylla en el Desierto
Sonorense. Errores estindar entre paréntesis.

Poblacion Nimero prom. de Nimero Loci Ho He*
individuos por  de alelos polimérficos
locus por (%)
locus
1. SAN CARLOS 499 1.8 50.0 0.101 0.177
(0.1) (0.4) {0.066}) (0.075)
2, BAHIA KINO 50 1.9 75.0 0.187 0.286
(0.0) (0.3) (0.064) (0.082)
3. PUNTA CIRIOS 52 1.6 375 0.057 0.692
(0.0) (0.3) (0.036) (0.052)
4. HERMOSILLO 53 1.9 375 0.116 0.186
(0.0) 0.4) (0.053) (0.089)
5. QUITOBAC 50.9 1.8 62.5 0.130 0.204
(0.1) (0.3) (0.059) (0.072)
6. PINACATE 50 1.8 50.0 0.180 0.162
(0.0} (0.3) (0.078) (0.068)
7. ISLA TIBURON 49.8 2.1 625 0.135 0.228
(0.3) (0.5) (0.053) 0.071)
8. ISLA SAN ESTEBAN 499 1.8 50.0 0.110 0.163
0.1) (0.3) (0.059) {0.078)
9. ISLA SAN LORENZO 48 1.8 375 . 0.128 0168
(0.0) 0.3) (0.064) (0.074)
10. RUMOROSA 49.9 1.9 62.5 0.125 0.236
©.n (0.4) (0.046) (0.078)
11.BAHIA LOS ANGELES 429 1.9 50.0 0.083 0.129
0.1 (0.3) (0.048) (0.057)
12. ABULON 50 1.6 375 0.035 0.092
0.0) (0.3) (0.027) (0.054)
13. LORETO 499 1.8 50.0 0.078 0.178
(0.1) (0.3) (0.031) (0.068)
14. SAN BARTOLO 50 1.8 62.5 0.112 0.263
(0.0) (0.3) (0.055) (0.093)
PROMEDIO 49.72 1.82 51.8 0.112 0.183

* Estimador no sesgado (Nei, 1978)
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Figura 5. Heterocigosis promedio esperada (He) y observada (Ho) para las poblaciones de Sonora,
Baja California ¢ Islas del Mar de Cortéz. Las barras representan los errores estandar.

Indices de fijacion

Los valores de los indices de fijacién F por locus para cada poblacién se muestran en la
Tabla 3. Treinta y ocho fueron positivos y significativamente distintos de creo, y once
fueron negativos e iguales a cero. De los valores promedio para cada poblacion, 10 fueron
positivos y significativamente distintos de cero (Tabla 3), indicando que las poblaciones
estan fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg. Tres de las poblaciones que no se desvian de
las proporciones Hardy-Weinberg estdn en Sonora, y una es de una Isla, siendo todas
positivas. La inica poblacién con valor de F negativo fue la de El Pinacate, aunque no fue
significativamente distinto de cero. En cuanto a los promedios por locus, la PGI-2, MDH y

ME presentaron valores significativamente distintos de cero (Tabla 3).

Estructura poblacional

Los valores de f por locus estuvieron entre —0.1666 y 0.6460, siendo todos
significativamente distintos de cero excepto la RUB, cuyo valor de f no es en realidad un
promedio, pues s6lo fue polimérfica para una poblacion (Tabla 4). El promedio de f para

todas las poblaciones es de 0.3873, lo que indica un alto nivel de endogamia dentro de
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poblaciones (38.7%). El intervalo de confianza del 95% muestra que el valor promedio de f
es significativamente distinto de cero. Al analizar por separado las poblaciones de Sonora,
Baja California y las Islas, los promedios son de /= 0.3035, f = 0.5238 y f = 0.3696
respectivamente, siendo significativamente distintos los valores de Sonora y Baja
California a juzgar por las desviaciones estandar (Figura 6). En todos los casos, los valores
fueron significativamente distintos de cero (1.C. al 95%, Tabla 4). Las F van de -0.0001 a
0.7940, siendo todas significativamente distintas de cero excepto para la RUB, cuyo valor
no es un promedio. El promedio es de 0.4966, presentando la misma tendencia que la /' para
Sonora, Baja e Islas (0.3923, 0.6450 y 0.4612 respectivamente, Tabla 4 , Figura 6). La
diferenciacién entre poblaciones (0) tiene valor promedio de 0.1785, esto es alrededor de
18% de diferenciacién. Los valores de 8 por locus van de 0.0221 a 0.4180, siendo todos
significativamente distintos de cero excepto la RUB (Tabla 4). A decir por la no
sobreposicion de las desviaciones estandar, la 8 promedio es mayor para las poblaciones de
Baja California (0.2544) que para las de Sonora y las Islas (0.1275 y 0.1454

respectivamente, Tabla y Figura 6). Los intervalos de confianza indican que todos los

valores son distintos de cero (Tabla 4).
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Figura 6. Estadisticos ' de Wright (Weir y Cokerham, 1984) por regidn y total. Las desviaciones
estandar (barras) se calcularon mediante Jaknife con el programa TFPGA.

Medidas de diversidad para especies clonales

Dado que no todos los genotipos multilocus detectados fueron tinicos y muchos de ellos se
repetian en las poblaciones, lo cuél es poco probable para organismos con reproduccién
exclusivamente sexual y dioicos, se evalué la posibilidad de reproduccion clonal en la
especie. Para ello se estimé la diversidad genotipica de B. microphylla mediante dos
medidas de diversidad para especies clonales (Tabla 5). Se observé un promedio de 25.8
genotipos multiloci distintos por poblacion (rango de 13-44), y 802 posibles (108-2,916).
En promedio los genotipos se encuentran distribuidos uniformemente dentro de
poblaciones, es decir, no hay ninguno dominante (D = 0.9148), aunque para las poblaciones
de Abul6n y Pta. Cirios si parece haber dominancia de algunos clones (Tabla 5). La misma
tendencia se observa para el valor promedio de G/N (0.518, rango 0.26-0.88) (Tabla 6). Se

observaron 170 genotipos distintos para todas las poblaciones (no se repiten en ninguna

33



poblacién), de un total de 12,150 posibles para 5 loci polimérficos y 15 alelos. Se repiten

un total de 530 genotipos entre las poblaciones.

Para determinar si el nimero de loci polimérficos analizados por poblacion tenia relacion
con el nimero de genotipos multiloci \nicos, se utilizé el coeficiente de correlacién de
Kendall {-) (Menken, et al. 1995). La correlacién fué significativa (- = 0.7106, P < .0017).
La correlacién también fue significativa entre el numero de loci polimérficos y la
diversidad D (—= 0.6184, P < 0.0046). Esto se observa claramente en las poblaciones de _
Abulén y Punta Cirios, que tienen los menores niveles de H, y P, vy los valores menores de
D, Gy G/N; lo contrario sucede para la poblacion de Bahia Kino.

Tabla S. Medidas de variacién génica para especies clonales. G es el nimero de genotipos distintos
observados; D es el indice de diversidad; G/N es la taza de descubrimiento genotipica. Ng es el
nimero de genotipos distintos posibles.

Poblacién G Ng D G/N
1. SAN CARLOS 20 270 09184 0.40
2. BAHIA KINO 44 2,916 0.9951 0.88
3. PUNTA CIRIOS 15 162 0.7710 0.30
4. HERMOSILLO 27 810 0.9586 0.51
5. QUITOBAC 29 486 0.9553 0.57
6. PINACATE 21 486 0.9159 0.42
7. ISLA TIBURON 36 2,430 0.9836 0.72
8. ISLA SN ESTEBAN 25 324 0.9421 0.50
9. ISLA SN LORENZO 21 486 0.9424 0.42
10. RUMOROSA 32 810 0.9770 0.64
11. BAHIA LOS ANGELES 16 972 0.8627 0.37
12. ABULON 13 108 0.6947 0.26
13. LORETO 28 486 0.9054 0.56
14. SAN BARTOLO 35 486 0.9853 0.70
Promedio 258 802 0.9148 0.518
(rango) (13-44)  (108-2,916)  (0.695-0.995) (0.26-0.88)

Flujo génico

El valor de Nm calculado (usando la correccion de Crow y Aoki, 1984) a partir de la F,,
promedio estimada con el método de Weir y Cockerham es de 1.1506 (Tabla 7). Por locus
la mayor cantidad de flujo entre poblaciones es el de la PGI-2 (Nm = 11.062) y el menor el

de la ME (Nm = 0.3480). Existe mayor flujo génico entre las poblaciones de Sonora y las
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Islas (Nm de 1.7108 y 1.4693, respectivamente) que entre las de Baja California (0.7327).

El valor de Nm obtenido mediante el método de alelos raros fue de -1.653.

Aislamiento por distancia

La regresion lineal del flujo génico entre pares de poblaciones estimado por M y su
distancia geografica se muestra en la Figura 7. El valor de 1a pendiente para el total de las
poblaciones resultd ser ligeramente positiva (m = 0.2205), mientras que la ¥ obtenida fue .
baja (0.0239), es decir. la distancia explica solo el 2.29% de la varianza en flujo génico. La
prueba de Mantel muestra que no existe relacion significativa entre 101 y la distancia
geografica (p= 0.0930 a 0.9080, r = 0.1504) Estos resultados sugieren que no existe
aislamiento por distancia. Tampoco se detecté un patrén de aislamiento por distancia al
analizar los datos por regiones (no se muestran los resultados). Tampoco se detecté un
patrén de aislamiento cuando se realizé el analisis suponiendo que el flujo génico se da 5010

por via terrestre o a través de las islas del Golfo (no se muestran los datos).

-2
L] | Ll 1
0 1 2 3 4
log distancia

Figura 7. Regresion lineal de log M contra Jog distancia geografica para pares de poblaciones de B.
microphylla en el Desierto Sonorense (m = 0.2205, r* = 0.0239).
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Distancias genéticas

El promedio de las distancias (D) genéticas de Nei para todas las poblaciones fue de 0.0500

(I = 0.9500). El valor més alto corresponde a la distancia entre las poblaciones de Loreto y

Abulén, (D = 0.2233), y el menor se da entre las poblaciones de Loreto y Quitobac (D =

.0002). Se obtuvo el fenograma utilizando el algoritmo de UPGMA a partir de las

distancias genéticas insesgadas de Nei de 1978 (Figura 8). No se encontro un patron

geografico en las distancias genéticas, pues quedan mezcladas poblaciones de Sonora, Baja

California y las Islas.
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Figura 6. Fenograma de relaciones genéticas entre poblaciones de B. microphyila construido con
datos de distancia genética (Nei, 1978, barra superior) usando el procedimiento UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean, Felsestein, 1993)Los niimeros sobre las

lineas representan la proporcién de replicas similares.
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DISCUSION

La faita de concordancia entre la distribucion geogréfica y la diferenciacién genética entre
poblaciones, unido a una alta endogamia y valores de ~ relativamente altos, sugieren que
la deriva génica ha sido la fuerza evolutiva fundamental en la evolucion de las poblaciones
de B. microphylla en el Desierto Sonorense. Cabe resaltar que la diferenciacion genética
entre poblaciones es mayor entre las poblaciones ubicadas en la Peninsula de Béja
California que entre las de las de Sonora e Islas del mar de Cortéz. Sin embargo, los niveles
de variacion genética son cuando menos tan altos como los promedios en plantas con
caracteristicas semejantes de historia de vida y para especies del Desierto Sonorense. Lo
anterior indica que la variacion genética se distribuye tanto dentro como entre poblaciones.

Este mismo patrén se observa en Rizophora mangle (Ntfiez-Farfan et al. 1996).
Variabilidad genética

Al comparar la variacion genética de B. microphylla con la de plantas con caracteristicas
seme)antes de historia vida, como arboles dioicos lefiosos perennes (P = 64.7, H, = 0.177),
se encontrd que los valores son semejantes, incluso comparados con los de especies de
distribucion amplia (P = 58.9, H, = 0.202; Hamrick y Godt, 1990). Les valores de
diversidad para varias especies perennes del desierto Sonorense son similares a los
encontrados para B. microphylla (Tabla 6). Los niveles de variacién genética encontrados
son semejantes a lo que se reporta para especies que se entrecruzan (P = 50.1, H, = 0.167;
Hamnck y Godt, 1990) que es el caso de B. microphylia por ser dioica. La variacién
genética encontrada para B. microphylla ¢s menor a la de B. hindsiana (Tabla 6) y a la
reportada para B. cuneata (P= 71.4, H= 0.299; Del Valle, 1996). Los niveles de variacién
en las poblaciones de las islas fueron similares a los de las poblaciones continentales (Tabla

2), quiza por estar estas muy cerca de las costas.
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Tabla 6. Valores de variacion genética para 11 especies perennes del Desierto Sonorense. / es la
heterocigésis esperada bajo Hardy-Weinberg, P es la proporcion de loci polimérficos, A es el
nimero de alelos por locus y N es el nimero de loci analizados (Valores obtenidos de Scshuster et
al. 1994; para Lophocereus de Parker y Hamrick, 1992).

Especies N A P (%) H Estudio
Encelia farinossa 21 228 78.9 0.210 Schuster et al. 1994
Larrea tridentata 20 1.80 50.0 0.134 Schuster et al. 1994
Gutierrezia microcephala 15 2.00 60.0 0.180 Schuster et al. 1994
Coleogyne ramosissima 23 2.00 78.9 0.168 Schuster et al. 1994
Lophocereus schotti 8 1.55 34.4 0.126 Parker y Hamrick, 1992
Agave subsimplex - - 78.6* 0.142* Navarro, 1999
Agave cerulata ---- o 77.6* 0.181* Navarro, 1999
Agave deserti - ---- 80.9* 0.196* Navarro, 1999
Stenocereus gummosus 1 1.96 75.0 0.261 Clark, 1999
Stenocereus eruca 8 1.48 46 0.154 Clark, 1999
Bursera hindsiana 10 2.50 90.9 0.297 Vargas, 1999
Bursera microphyila 8 1.83 51.8 0.183 Este estudio

* Valores obtenidos con RAPD’s

El sistema de cruzamiento podria estar jugando un papel esencial en la determinacién de los
niveles de variacion encontrados, ya que, en general, las especies que se entrecruzan
presentan niveles de variacién mayores a las que se autofecundan (Hamrick y Godt, 1998).
Esto es congruente con los datos de variabilidad encontrados para B. microphylla, que hasta
donde se sabe, es una especie dioica (Rzedowsky y Kruse, 1979), sin embargo, como se
discutira mas adelante, podria presenatr alguna forma de reproduccién asexual. El
mecanismo de dispersiéon de semillas también es relevante en los niveles de varacién
genética. El principal consumidor de semillas de B microphylla es €] ave migratoria Vireo
vicinor, que podria mover semillas a distancias considerables. Esto concuerda con los
valores reportados para especies con dispersion por ingestién de animales (P = 45.7, H, =
0.176; Hamrick y Godt, 1990). También podria haber relacion entre los niveles de
variabilidad y las condiciones xéricas, como se ha observado para especies de zonas dridas
(Nevo y Beiles, 1989). Aunque en este estudio no se consideraron aspectos ambientales, -
podria pensarse que en las poblaciones de las zonas més dndas (las més nortefias, ubicadas
en el Pinacate y la Rumorosa) se detectaria mayor variacion. Sin embargo este no parece el
caso, pues no se encontré ningin patrén geografico en los niveles de variacién. Mas

adelante se discutiran los efectos de eventos histdricos en los niveles de variacion.

38



Endogamia y clonalidad

En 10 de 14 poblaciones, los indices de fijacion (F) se encuentran fuera del equilibrio de
Hardy-Weinberg por deficiencia de heterécigos. También la f (Fi) y F (Fi;) promedio
presentan un valor alto (0.3873 y 0.4966), sugiriendo un alto nivel de endogamia dentro de

y para el total de las poblaciones.

E) sistema de aparcamiento es un factor determinante en la estructura genética, y también
en los niveles de endogamia. Se sabe que la mayoria de las especies del género Bursera son
dioicas (Rzedowski y Cruse, 1979), por lo que la endogamia se estaria produciendo por
cruzamiento entre parientes. Sin embargo, observaciones recientes sugieren que existe una
gran variacién en los sistemas de cruzamiento para el género Bursera, sobre todo al nivel
de especies (Becerra y Venable, 1999 en prensa), aunque esto no ha sido documentado.
Existen reportes para distintas especies del género que van desde poblaciones
completamente compuestas por hembras (probablemente agamospérmicas), otras por
machos, hembras e individuos andromonoicos hasta hermafroditas (Becerra y Venable,
1999 en prensa). Al analizar los datos, se encontré que una gran cantidad de genotipos
multilocus eran iguales en las poblaciones, lo cual es muy poco probable en organismos
con reproduccién totalmente sexual. Tanto los altos niveles de endogamia como el reducido

nimero de genotipos multiloci Ginicos, sugieren que podria existir apomixis en la especie.

Para establecer si la divesridad genotipica encontrada para B. microphylla es similar a la la
reportada para especies apomicticas, se calcularon dos indices de diversidad genotipica.
Los valores de diversidad obtenidos para B. microphylla son mayores que para otras
especies agamospérmicas (Tabla 7). Cabe resaltar que los valores presentados son todos de
la familia Asteraceae, y fueron calculados para poblaciones predominantemente
apomicticas. Sin embargo nuestros valores son semejantes a los reportados para otras
especies clonales no necesariamente agamospérmicas (Ellstrand y Roose, 1987; Ayres y
Ryan, 1997; Mayes et al. 1998; R. Clark, en preparacién). Los valores de diversidad
genotipica por poblacion (Tabla 5) muestran también valores similares a los de especies

clonales. En promedio, se detectaron 25.8 genotipos multiloci unicos por poblacién, lo que

39



indica que, en promedio, la mitad de genotipos por poblacidn son clones. Esto se observa
en el valor de la tasa de descubrimiento genotipico G/N promedio, que es de 0.518. Esto
significa que la probabilidad de muestrear genotipos distintos en una poblacion es del 50%.
Hay poblaciones en la que esta tasa es muy baja, como en Abuldn (0.26), lo que indica un
alto nivel de clonalidad. En cambio, en Bahia Kino la probabilidad de encontrar genotipos

distintos es de 88%.

Es importante destacar que, entre mayor sea el nimero de loci polimérficos utilizados, se
obtiene mejor resolucion en las estimaciones de diversidad clonal. En este caso, se encontro
una relacion positiva entre el nimero de loci analizados y el de genotipos unicos por
poblacion, pues la poblacion com mayor nimero de polimorfismos (Bahia Kino) fue en la
que se detectd mayor cantidad de genotipos. En la de Abulén, por el contrario, se

detectaron solo 13 genotipos, ya que es la de menor numero de loci polimérficos (3).

Tabla 7. Diversidad genotipica para especies agamospérmicas. N es el tamaiio de muestra
(poblaciones- individuos); G es el total de genotipos distintos y D es el indice de diversidad (datos
en Ellstrand v Roose, 1987, excepto para E. compositus y Taraxacum s Ruderalia).

Especie N G G/N D Referencia
Erigeron annuus 3-300 17 0.06 0.87 (0.85-0.87) Hancock y Wilson, 1976
Taraxacum obliguum 2 -64 1 0.02 — Van Qostrum, et al. 1985
Taraxacum officinale (A) 3-284 4 0.0} 0.47 (0.36-0.57) Solbrig y Simpson, 1974
Taraxacum officinale (B) 22 -318 50 0.10 0.57 (0.17-0.89) Lyman y Ellstrand, 1984
Taraxacum officinale (C) 1-177 20 0.11 0.85 Nilsson, 1947
Taraxacum tortilobum 20-334 15 004 0.56 (0.29-0.90) Van Qostrum et al. 1985
Taraxacum s Ruderalia 11-374 57 0.41 (0.19-0.55) 0.82 (0.71-0.89) Menken et al. 1995
Erigeron compositus 7-230 24 0.10 (0.03-0.31) 0.48 (0-0.870) Noyes y Soltis, 1996
Bursera microphyvlla 14 -700 170  0.52 (0.26-0.88) 0.93 (0.69-0.99) Presente trabajo

El que los valores de diversidad genotipica promedio y por poblacion sean similares al de
otras plantas clonales, sugiere que podrian existir ciertos niveles de apomixis en las
poblaciones de B. microphylla. Este fenémeno se observd para la especie dioica Antenaria
media, para la que se encontré una poblacién con predominio de plantas “hembra™ casi
totalmente apomicticas (apomixis “obligada”), algunos individuos con apomixis parcial
(apomixis “facultativa™) y algunos estrictamente “sexuales” (anfimicticos). Para una
segunda subpoblacién de Antenaria, con proporciones de machos y hembras parecidas, se
encontraron principalmente plantas anfimicticas, algunas apomicticas obligadas y ninguna

apomictica facultativa (Bayer et al. 1990),
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Una aproximacién para probar la existencia de apomixis en las poblaciones de B.
microphylla seria analizar los genotipos de la progenie con respecto a la planta madre. Para
ello seria necesario colectar tejido foliar y semillas de “plantas madre™ para generar
plantulas y comparar los genotipos entre madres y progenie. Si la forma predominante de
reproduccion fuera sexual, se esperaria encontrar genotipos distintos entre la progenie,
resultado de la recombinacion. Si la apomixis fuera predominante, los genotipos serian
iguales al de la madre. Otra manera de estimar la existencia de apomixis seria realizando
tratamientos de exclusién directamente en el campo. Para ello se aislarian las flores
femeninas del contacto con cualquier posible polinizador (cubriendo 1a flor con una malla)
y registrando si se producen semillas y/o frutos y en que proporcién. Los tratamientos de
exclusion pueden afectar, por la manipulacion en si o por errores, la produccion de frutos y
semillas, por lo que lo ideal seria combinar ambos métodos. Adicionalmente se podria
contar el mimero cromsémico en distintas poblaciones, pues la apomixis por lo general se

presenta en plantas poliploides (Menken, et al. 1995; Bayer et al. 1990).

En el estudio comparativo realizado por Noyes y Soltis (1996) de la estructura y
variabilidad genética entre poblaciones predominantemente agamospérmicas y sexuales de
Erigeron compositus, los valores de variabilidad genética (P, H,, N,) fueron similares entre
las poblaciones sexuales y asexuales, y las principales diferencias se observaron en la
estructura poblacional, sobre todo en los niveles de heterocigésis observada. Para evaluar si
en este caso la clonalidad afecta la estructura genética (niveles de endogamia y
diferenciacién) se eliminaron de la base de datos los genotipos “repetidos” dentro de
poblaciones y se calcularon nuevamente los estadisticos ' de Wright y los estimadores de
variacién genética. El promedio de H, y H, para todas las poblaciones fue maés alto (0.231 y
0.141, respectivamente), en tanto el promedio de loci polimérficos y alelos por locus fue
igual. Esto indica que los genotipos repetidos podrian ser en su mayoria homécigos. Es de
destacar que los coeficientes de endogamia dentro de poblaciones (f) y entre poblaciones
(F) no fueron muy distintos, presentando valores promedio para todas las poblaciones de
0.3801 y 0.4513, respectivamente. Esto seria un indicio de que Ia posible existencia de

apomixis no contribuiria en gran medida al exceso de homocigésis en las poblaciones. La
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diferenciacién genética en cambio, disminuy® a la mitad (8= 0.0891). Esto podria deberse a
que, al eliminar genotipos repetidos, las diferencias en las frecuencias alélicas entre

poblaciones disminuyen considerablemente (al igual que el tamafio de muestra).

La endogamia podria deberse a varias causas: tamarfios efectivos de poblacién (N,)
pequefios (Elistrand y Elam, 1993, Nunney, 1995), efecto Wahlund o de subdivision
(Futuyma, 1998; Hartl y Clark, 1989), apareamiento preferencial positivo (entre genotipos
similares) o seleccién a favor de homdcigos. Si la densidad de individuos reproductivos es
baja, se promueve la cruza entre parientes por disminucién de N,. Este fenomeno se ha
observado en plantas con baja dispersion de semillas (i.e. por gravedad, Foster y Sork,
1997), pues individuos emparentados quedan muy cerca unos de otros (subdivision). Este
no pareceria ser el caso para B. microphylla, pues sus semillas son dispersadas por el vireo
gris (Vireo vicinor) que tiene gran capacidad de desplazamiento. Otra posible causa de
subdivision es el poco movimiento de polen, lo cual podria ser el caso de B. microphylla,
pues sus polinizadores (abejas solitarias, Tumner et al. 1995) tienen poca capacidad de
desplazamiento, por lo que el flujo de polen seria bajo. El apareamiento preferencial se ha
observado en especies que presentan distintos tipos florales controlados geneticamente,
como Primula vulgaris (Hedrick, 1985), en la que los individuos con flores de estigma alto
y anteras pequefias (Pin) solo se entrecruzan con individuos tipoThrum, y los individuos
tipo Thrum (anteras altas y estigma pequefio) con plantas Pin. Esto seria muy dificil de
detectar para B. microphylla, pues sus flores son ‘muy pequefias y no existen estudios de su
biologia reproductiva. También podria pensarse en efectos de cuello de botella o efecto
fundador (eventos historicos de extincidén-recolonizacidn), aunque no se observan niveles

bajos de variabilidad genética.

Diferenciacién y flujo génicos

Por otro lado, la diferenciacion genética encontrada para las poblaciones de B. microphylla
(68 = 0.1785) es mayor al promedio reportado para plantas lefiosas perennes (0.076),

menor que el de plantas con distribucién regional o amplia (0.216 y 0.210,

respectivamente) y similar al promedio para plantas que se entrecruzan (0.197) (Hamrick y
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Godt, 1990, 1998). La diferenciacién genética entre poblaciones es mayor para B.
microphylla que para B. cuenata 'y similar a la de B. hindsiana (F;, = 0.119 y F;, = 0162,
respectivamente) (Vargas, J. en prep; Del Valle, 1996).

Sin embargo, como se observa en el fenograma de distancias genéticas, no existe un patron
geografico de agrupacion de las poblaciones, y por lo tanto se puede inferir que la
diferenciacion no se da como resultado de la distancia. Esto se confirma por la ausencia de
un patron de aislamiento por distancia. Esto concuerda con el valor de Nm promedio, que es
de 1.1404, que al ser mayor que 1, podria estar contrarrestando la diferenciacidén. Cabe
destacar que este valor esta muy cerca del valor umbral de ¥Nm. Si este es menor que uno, se
esperaria mas diferenciacién por efecto de la deriva génica, y si es mayor se esperaria
menos diferenciacién. La ausencia de aislamiento por distancia indica que las poblaciones
estan fuera del equilibrio entre deriva génica y migracion (Slatkin, 1993), ya sea por
eventos histéricos, como expansiones recientes en su rango de distribucion o a que el flyjo

génico es suficientemente grande, incluso entre poblaciones muy alejadas, como para

disminuir ia diferenciacion.

El flujo génico en plantas puede darse por dos vias: el polen y las semillas. Los
polinizadores mas probables de B. microphylia, por el tipo de flores que presenta, son
abejas y pequefias moscas, cuya capacidad de desplazamiento es limitada. Se sabe que los
vireos grises (Vireo vicinor) se alimentan casi exclusivamente de los frutos de B.
microphylla durante los meses de invierno (Bates, 1987). Siendo una especie migratoria,
podria dispersar semillas a distancias considerables y a través de las islas del mar de Cortéz.
Ademas puede pensarse que con un patroén de dispersion tan amplio, el flujo génico puede
darse no sélo en una o dos dimensiones (stepping stone model, que supone flujo sélo entre
poblaciones adyacentes), sino de manera mas compleja y entre poblaciones distantes. El
uso de marcadores moleculares de herencia materna, como el DNA de cloroplasto
(cpDNA), permitiria establecer mas claramente la importancia relativa de semillas vs. polen
en el flujo génico {Comes y Abbott, 1998). Si efectivamente el flujo génico se estd dando
via semillas, se esperaria encontrar menor diferenciacion para el cpDNA que para los genes

nucleares (isoenzimas) de herencia biparental.
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Es de resaltar que se observaron diferencias significativas en la estructura poblacional entre
las poblaciones de Sonora y Baja California. La endogamia es més alta en Baja California (f
= 0.5238: F = 0.6450) que en Sonora (f = 0.3035; F = 0.3923). También la diferenciacion
entre poblaciones es mayor para Baja California (8 = 0.2544) que en Sonora (6 = 0.1275).
Esto indica que en Baja California existe méas endogamia y diferenciacién, tal vez por falta
de algun polinizador, menor dispersién, tamafios efectivos mas pequefios o diferencias
selectivas (seleccion a favor de homocigos) con respecto a Sonora. Harian falta estudios
ecologicos y de biologia reproductiva para establecer claramente las causas de este patron
en la estructura genética, como la presencia o ausencia de los polinizadores y la demografia
de las poblaciones. También podria pensarse que las poblaciones de la Peninsula son
producto de eventos de fundador, pero no se observron niveles menores de variacion

genética con respecto a las poblaciones de Sonora y las Islas.

La deriva génica podria tener mayor impacto en los niveles de diferenciacion de las
poblaciones de Baja California que en las de Sonora e Islas. Al parecer los niveles de flujo
génico son altos (los promedios para todas las poblaciones), ain entre poblaciones muy
alejadas, lo que estaria contrarrestando el efecto de la deriva. También podria pensarse que
los niveles de seleccién son distintos entre Sonora y Baja, y que las adaptaciones locales a
dsitintos ambientes causarian distintos niveles de diferenciacidén. A nivel morfolégico, se
observé que los individuos de las zonas mas aridas (El Pinacate, Rumorosa) son pequefios
arbustos y los foliolos son muy pequefios, mientras que en el sur de la Peninsula de Baja
California (sierra de la Laguna), alcanzan alturas hasta de 10 m y presentan foliolos mas
grandes. En el estudio de Mooney y Emboden (1968) se detectaron grupos de poblaciones
segin la morfologia de foliolos y corteza (longitud y ancho de foliolos, tamafic de las
lenticelas, color de la corteza) que parecen deberse a adaptaciones a condiciones
ambientales similares. Esto podria ser valido también para las diferencias que encontraron
en los niveles y composicién de terpenos entre poblaciones de Sonora y Baja California.
Para determinar si la mayor diferenciacién poblacional en Baja California se debe a
adaptaciones locales, serfa necesario conocer el valor adaptativo de los distintos alelos o si

existe ligamiento a otros genes con valor adaptativo.



El promedio de las distancias genéticas de Nei (D) fue de 0.05, valor propuesto como
umbral entre subespecies y variedades (Nei, 1987). Debajo de este valor se puede hablar de
variedades. Por ejemplo, el valor proemdio de D para tres subespecies de Agave en el
Desierto Sonorense fue de 0.0245. Sin embargo, existen otros reportes que muestran
niveles altos de D en plantas, como el de Agave subsimplex (D= 0.41; Salas-Benito en
Navarro, 1999), y el de Bursera hindsiana, cuyo valor promedio de D es de 0.092 (Vargas
1999). La D maxima entre las poblaciones de B. microphylla fue de 0.2233, mientras que
para los Agaves del Desierto Sonorense fue de .0414 (Navarro, 1999) y para B. hindsiana
de 0.245 (Vargas, 1999). Esto refuerza la idea de que la deriva génica ha sido un factor muy

importante en los procesos de divergencia genética entre poblaciones de B. microphylia.

Origen de B. microphylla

La otra posibilidad para explicar los niveles de flujo génico y los distintos niveles de
diferenciacién entre poblaciones de Sonora y Baja California, es que la divergencia de las
poblaciones a partir de una poblacion ancestral haya ocurrido hace poco tiempo, o que haya
experimentado expansiones recientes en su rango de distribucién (eventos de extincién-
recolonizacién). El Golfo de California existe como barrera geografica al menos hace 4.5
m.a. (Atwater, 1970), y las transgresiones marinas comenzaron hace 12 — 15 m.a (Karig y
Jensky, 1972), por lo que es posible que las poblaciones de B. microphylla de la peninsula
y de Sonora hayan estado aisladas por un largo periodo de tiempo. Es también durante este
intervalo de tiempo que surge la vegetacion desértica en Norteamérica, que estaba ya
establecida hace 5 m.a. {(Van Devender, 1998). Considerando que la duracién promedio de
fésiles de plantas en los horizontes geoldgicos es de 3.5 m.a. (Niklas, 1997), podria
pensarse que B. microphylla se originé con los cambios climaticos que dieron lugar al

Desierto Sonorense y cuando ya existia el Golfo de California.

Las poblaciones peninsulares y las continentales presentan diferencias significativas en la
composicion de terpenos (Mooney y Emboden, 1968), existiendo mayor variedad de estos

en la poblacion de Guaymas, y, en general, menor en las poblaciones de Baja California
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respecto a las de Sonora. Ademas, las semejanzas en la cantidad y tipo de terpenos fueron
mas grandes en sentido norte - sur (e.g. norte con sur de Sonora) que este — ceste (e.g. Sta.
Rosalia - Guaymas), a pesar de que las distancias geograficas este — oeste son menores.
Esto sugiere un largo periodo de separacioén y ausencia de migracion a través de las islas del
mar de Cortéz (Mooney y Emboden, 1968), y el posible origen continental de la especie y

su posterior migracion a la peninsula (Johnsosn, 1992).

Sin embargo, tanto el fenograma de distancias genéticas como la ausencia de un patrén de
aislamiento por distancia, sugieren un escenario distinto. Es posible que eventos histéricos
mas recientes hayan “borrado” la diferenciacion genética y el aislamiento causado por la
barrera del Golfo de California. Estudios de paleovegetacion en la zona indican que la
vegetacion desértica se establecié hace alrededor de 17 — 7 m.a. (Martinez y Ramirez,
1996; Van Devender, 1998), ya con el Golfo como barrera. Sin embargo, en los altimos
20,000 afios ha habido fluctuaciones climaticas y del tipo de vegetacion en la zona debidas
a los periodos glaciales e interglaciales. Para estos periodos se tienen registros muy
completos para la zona norte del desierto de Vizcaino y para Catavifia, y muestran que
durante cada uno de los 15 - 20 periodos glaciales - interglaciales del Pleistoceno se
sucedieron secuencias similares de pinos — juniperos — encinos- bosque abierto / chaparral;
juniperos — encinos chaparral y matorral xer6filo Vizcaino — Sonorense (Van Devender,
1997). Siendo B. microphylla una especie de ambientes muy secos y calientes, es posible
que durante los periodos frios de vegetacion tipo pino - encino, quedara restringida a zonas
bajas mas calidas, como chaparrales y matorrales xerdfilos. Ademads, durante los periodos
frios, en el cuaternario, hubo drasticos descensos en el nive! del mar (de 100-130 m) debido
al crecimiento de los casquetes polares (Lowe y Walker, 1984), dejando descubiertas
grandes extensiones costeras poco profundas, sobre todo en la parte norte del golfo y de la
costa de Sonora y Baja California (Calmus, com.pers.). En este escenario, las extensas
zonas bajas servirian como refugio de poblaciones grandes, ademds de establecerse puentes

entre el continente y las islas cercanas que permitirian mucho flujo génico.

Incluso en los dltimos 10,000 afios ha habido cambios en la composicién de la vegetacion,

relacionadas con el dltimo periodo glacial. Por ejemplo, la composicién de las comunidades
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en la regién 4rida del Pinacate (montafias Hornaday), en el Noroeste de Sonora, cambio
continuamente desde el glacial tardio al presente (hace 10,000 afios), y también en periodos
més cortos (Van Devender, et.al, 1990). En general durante el Holoceno hubo gran
variabilidad en la composicién de comunidades vegetales, reflejando asi mismo una gran
variabilidad climatica. Hace 1,700 afios, en esta region, B. microphylia reaparece como un
importante componente de la vegetacion, tras un declive en su abundancia de hace 1,900
afios (Van Devender, et.al, 1990); y aparece junto con Juniperus en secuencias de 9,700
afios. Un patron de variacion semejante se observo para Sierra Bacha, al sur de Puerto
Libertad, con cambios constantes en la composicion de comunidades durante el Holoceno
tardio. En estas localidades, los registros de B. microphylla desaparecen alrededor de hace
9,700 afios, para reaparecer alrededor de hace 5,400 y aumentando su abundancia hace
aproximadamente 2,700 afios (Van Devender et al, 1994), aunque en este caso la
vegetacion es predominantemente desértica durante este lapso de tiempo. Para Baja
California, particularmente en la regién de Sn. Fernando, también se han registrado grandes
cambios en la vegetacién desde hace 31,000 afios, habiendo registros de Bursera desde
19,000 afios, coexistiendo con pinos, encinos y cipreses, aumentando su abundancia desde

hace 9,000 afios aproximadamente, junto con la de especies de matorral xeréfilo {Pefialba,

C. Com.pers.).

Bajo el escenario propuesto por Mooney y Emboden, e incluso para el mds complejo de
eventos de extincion—recolonizacién mas recientes, se esperaria encontrar menor variacion
genética en las poblaciones de Baja California que en las de Sonora, como resultado de
eventos de recolonizacién (efecto fundador) (Broyles, 1998). En estudios de eventos de
recolonizacioén por efectos de las glaciaciones, se ha observado mayor variabilidad genética
en las poblaciones surefias (refugios) que en las del norte (Strand et al. 1996; Comes y
Abbott, 1998; Broyles, 1998; Laurence, et al. 1997; Parks et al. 1994). Sin embargo, tanto
el promedio de loci polimérficos, el mimero de alelos por locus y la H, son esencialmente
iguales para las poblaciones peninsulares, insulares y continentales (no se muestran los

datos, excepto para ), y no se encontré un patron de variabilidad latitudinal norte — sur

(no se muestran los datos).
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Sin embargo, algunos datos muestran tendencias geogréficas en la variabilidad genética.
Por ejemplo, para la LAP, el alelo a esta presente solamente en las poblaciones de
Hermosillo, Sonora, y en las Islas Tiburén y San Lorenzo, en el Mar de Cortéz; el alelo a
de la ME est4 fijo para la poblacién de Pta. Cirios, Sonora, mientras que el b lo esta para la
de Abulén, en Baja California (Figura 4, Apéndice 2). La poblacién de Bahia Kino, Sonora,
presentd a su vez el mayor valor de polimorfismo (75%) y de H, (0.286), aunque los
valores mas bajos fueron para una poblacion de Baja California (Abulén) y para una de
Sonora (Punta Cirios). Todo lo anterior es compatible con la hipdtesis propuesta por
Mooney y Emboden. Sin embargo, no existen diferencias significativas en los niveles de
variacion genética entre regiones. Ademas la distribucién mas amplia de la especie en Baja
California que en Sonora, permite suponer que B. microphylla pudo también haberse
originado en la Peninsula y posteriormente migrd, primero hacia Sonora y por ultimo a las
islas. Podria pensarse también que su ancestro bien podria haber sido una especie de selva
baja, pues la punta sur de la peninsula estuvo en contacto con lo que actualmente son
Jalisco y Nayarit (Bahia de Banderas), cuya vegetacion es de selva baja; y que al surgir la
vegetacion y clima desérticos, hubiera ocurrido ¢l evento de especiacion (alopatrica). Esto

es compatible con los datos de paleovegetacién citados anteriormente.

El hecho de que las poblaciones insulares no presenten valores significativamente menores
de variabilidad genética como se esperaria, podria deberse a la cercania de las islas a las
costas tanto de Baja California como de Sonora, lo cual permitiria la dispersién de semillas
por aves, 0 a que los eventos de fundador ocurrieron hace relativamente poco tiempo e
involucraron un gran numero de migrantes. Es posible que por lo reciente de la formacién
de las islas (hace 2 m.a., Lonsdale, 1989) por eventos tecténicos y transgresiones marinas,
la colonizacion ocurriera hace poco tiempo. Ademas, al descender el nivel del mar durante
los periodos glaciales, estas pudieron quedar en contacto con el continente. Este es el caso
para la Isla Tiburén (T. Calmus, com.pers.) que ademas presenta el mayor valor de numero

de alelos por locus (Tabla 2).

Nei, Maruyama y Chakraborty (1975) demostraron que la magnitud de la disminucién en la

variacidén genética (H, y nimero de alelos por locus) después de un cuello de botella, puede
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no ser muy alta si el nimero de migrantes es grande y la tasa de crecimiento demografico
de la poblacion fundadora es alto, lo cual podria haber ocurrido considerando que los
puentes terrestres entre el continente y la peninsula con las islas y las grandes extensiones
de tierras bajas durante los periodos interglaciales podrian haber mantenido grandes

fracciones de las poblaciones originales e incrementar el flujo génico.
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CONCLUSIONES

Los niveles de variacion genética encontrados para Bursera microphylla son similares a los
reportados para arboles dioicos perennes y a los de otras especies del Desierto Sonorense.
La heterocigosis esperada estd dentro del rango de lo reportado para especies que se

entrecruzan y que son dispersadas por animales.

Los valores de los indices de fijacién muestran que todas las poblaciones, excepto Bahia
Kino, Hermosillo, El Pinacate e Isla Sn. Lorenzo, estan fuera del equilibrio de Hardy-
Weinberg por deficiencia de heterdcigos, lo cual, junto con los valores de /'y F, indica
niveles altos de endogamia. Esto, al ser una especie dioica, debiera ser resultado de cruza
entre parientes. Harian falta estudios sobre la biologia reproductiva y sistema de

cruzamiento para determinar las posibles causas de la endogamia.

La fraccion de la variacién genética repartida entre poblaciones es de alrededor del 18%
(6= 0.1785) que es similar al de plantas con caracteres de historia semejantes. Esta
diferenciacién no es provocada por factores geograficos, pues no se observa ninglin patrén

en los grupos formados por distancia/identidad genética.

Para determinar las causas de las diferencias en la estructura poblacional entre Sonora y

Baja California serian necesarios estudios demogrificos, ecoldgicos y de biologia

reproductiva para la especie.

No existe patrén de aislamiento por distancia, lo que sugiere que las poblaciones no estan
en equilibrio entre deriva y flujo génico. El valor de Nm es ligeramente mayor que 1, lo
cual podria estar rompiendo el aislamiento. También puede deberse a eventos histéricos de

expansién en la distribucién de la especie.

El patrén de colonizacion de B. microphylla hacia la peninsula de Baja California parece

ser mas complejo del propueste por Mooney y Emboden. Parece que la penetracién a la
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peninsula no se dio unicamente por el delta del rio Colorado, e incluso pudo ocurrir de la
peninsula hacia el continente y también a través de las Islas, pues existe flujo génico a
través de las Islas del Golfo y pudo haberse dado por puentes terrestres al disminuir el nivel

del mar.
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APENDICES

Apéndice |
Buffer de extraccién para Abies

Se prepara con una mezcla 3/1 del buffer YO con el buffer Veg II (para 100ml).

YO (Yen, et al. 1980)

10 ml  solucidn Tris-acido citrico
0.05g NADP

0.05g NAD

0.018 g 4cido ascorbico

0.034g EDTA

0.10 g albimina bovina

.33 ml 2-mercaptoetancl

Llevar a 100 ml con agua destilada

Veg Il (Cheliak y Pitel, 1984)
0.31 g acido borico

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

7g  PVP40

lg PVP 360

0.88 g 4cido ascorbico
0.02g NAD

0.1 g albimina bovina
0.005 g piridoxal 5-fosfato
0.27 g sacarosa

0.19 g cisteina-HCL
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0.66 ml 2-mercaptoetanol

Llevar a 100 ml con agua destilada, ajustar pH a 7.1 con NaOH
Preparacion de la solucién Tris-dcido citrico pH 7.0

1.57 ¢ Trizma base

0.83 g acido citrico

Llevar a 100 ml con agua destilada

Sistemas de buffer electroforéticos

(Calculados para 1 litro)

Sistema C de Maiz (Stuber, 1977)
Buffer del electrodo

0.19 M acido bérico 11.875¢
0.04 M Hidroéxido de litio 1.60 g
Ajustar pH a 8.3 con 4cido bérico
Buffer Trizma base

0.05 M Trizma base 6.20¢g
0.007 M acido citrico 1.50 g
Ajustar pH a 8.3 con 4cido citrico
Buffer del gel

9 partes buffer Trizma base

} parte buffer electrodo

Correr 2 225 v~ 60 mA

Sistema Mitton PP (Mitton et al, 1977)
Buffer del electrodo

0.031 M NaOH 1.25¢

0.295 M 4cido bérnico 18.25 g

Ajustar pH a 7.5 con NaOH o 4cido bérico
Buffer del gel

0.015 M Trizma base 18¢g
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0.295 M acido citrico {monohidratado) 0.7 g
Ajustar pH a 7.6 con NaOH o 4cido citrico

Recetas de tincién de las isoenzimas montadas

AcPH Fosfatasa acida E.C.3.2.3.2 (Mod. de Hakim-Elahi, 1976)
Buffer | M de acetato de sodio (NaAc)pH 5.0 5Sml

Fast Garnet GBC salt 70 mg
Cloruro de magnesio (MgCl) 1 M 1 ml
#-naphtyl acid phosphate (monosodium) 100 mg
Agua destilada 90 ml

Incubar en la oscundad a temperatura ambiente

LAP Leucin aminopeptidasa E.C.3.4.11.1 (Mod. de Werth, 1985 citado en Del Valle, 1996)
Fast Black K salt 60 mg

(disolver en 5 ml de agua destilada justo antes de tefiir)
Buffer 0.2 M Tris-acido maleico pH 5.2 50 ml
L-leucina 3-naphtylamida — HCI al 2.5% 2 ml

Incubar en la obscuridad a 37° C durante 30 minutos y posteriormente afiadir el Fast Black
K salt.

ME Enzima maélica E.C.1.1.1.40 (Mod. de Wendel y Weeden, 1989)

50 mM Tris-HC1 pH 8.0 50 mt
Acido maélico 1 M 5ml
Cloruro de magnesio (MgCl;)} 50 mg
NADP 5 mg
MTT 10 mg
PMS ' 2mg

Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente

62



MDH Malato deshidrogenasa E.C.1.1.1.37 (Mod. de Vallejos, 1983)
0.2 M Tris-HCl pH 8.0 50 ml
DL-malato 1 M pH 8.0 3 ml

Cianuro de Sodio 20 mg
NAD 10 mg
NBT 15mg
PMS 1 mg

Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente

PGI Fosfoglucosa isomerasa E.C.5.3.1.9 (Mod. de Vallejos, 1983)

0.1 M Tris-HC1 pH 7.0 50 ml
D-Fructosa 6-fosfato, sal disédica 20 mg
Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (NADP) 20u
MgCl, 1| M 1 mi
NADP 10mg
MTT 10 mg
PMS 5 mg

Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente

RUB Ribulosa 1-5-bifosfato carboxilasa (rubisco) E.C.4.1.1.39 (Wendel y Weeden, 1989)
Amido Black 25 mg

Acido acético 10 ml
Metanol 45 ml
Aguadestilada  45ml

Incubar a temperatura ambiente

Se ensayaron otras enzimas para el anilisis electroforético en distintos sistemas, pero no se
utilizaron, pues algunas presentaban poca o nula actividad o no eran consistentes en la

lectura (ver Wendel y Weeden, 1989 para abreviaturas).
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SDH, G-6-PDH, IDH, GDH, ENP, APX, EST, CAT, GOT, PGM, MNR, LDH, FDH,
TOX, F-GAL, ADH, F-EST, GAL, SOD y DIA
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