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INTRODUCCION

Dentro de las Angiospermas existe una gran gama de sistemas
reproductivos tates como la heterostilia, el ginodicicismo, el androdicicismo y el
cioicismo (Rechards, 1986). Los sistemas reproductivos tienen un papel crucial
en la composicién genética de las poblaciones. no solo determinan las
frecuencias genctipicas en las siguientes generaciones sino gue también
afectan parametros de la peblacidn tales como el tamafio efectivo la veoindad
genética y el flujo de genes (Loveless y Hamrick,1984).

Conocer los niveles y fa distribucidon de la vanacion genética es muy
importante para determinar el potenciat evolutivo de una especie o poblacidn
Los patrones de vanacidn genética estan fuertemente determinados por los
efeclos de cinco procesos evolutivos fundamentales: la derva génica, la
raigracion (flujo génico), los sistemas de apareamiento, la mutacién y Ja
seleccién natural Por consiguiente, un requisito para entender la biologia
evoiutiva de una especie es el conooimiento de su variacidn genética
{Lewontin. 1974, Endler, 1977, Gottlieb, 1977, Brown, 1979; Slatkin, 1980}

Para conocer la variacion genética existente en una poblacidn se han
propuesto varias técnicas que utilizan marcadores moleculares (Gottlieb, 1977,
Brown. 1979, Hamrick eT af 1979; Ellstrand, 1984; Crawford, 1985, Soltis y
Soltis, 1989). Uno de los marcadores moleculares mas usados en los Ultimos
anos son las iscenzimas.

Las isoenzimas han sido aplicadas exitosamente para abordar
problemas relacionados con los sistemas ds reproduccidn y fos patrones de
entrecruzamiento, las relaciones entre fenotipo y ambiente, ef establecimiento
de filogénias, variabilidad y endemismos, diversidad en plantas clonales y
apomicticas, Interacciones planta-insecto, relaciones entre morfologia o
citologia y polimorfismo en una ampha variedad de taxa silvestres y cultivados
{ Nevo, 1978, Brown y Moran, 1981; Hamrick, 1982; Hednck, 1983, Nei, 1987).



Actualmente son ya muy nimerosos los estudios que se han hecho en
plantas y animales socbre los niveles de variacion genética. Tales estudios
involucran el uso de la electroforesis para abtener indices de variacidn
genética Estos indices generalemente son cuantificados en términos del
porcentaje de loci polimérficos por poblacion. el nimero efectvo de alelos por
locus y la propeorcion promedio de loci heterGaigos por individuo (Crow y
Kamiura 1870, Hedrick, 1983, Futuyma, 1986, Hamrick y Loveless, 1986; Nei,
1587)

Utilzando estos estimadores se ha encontrado que las plantas de vida
larga. de amplia distnibucién, lecalmente abundantes y de estados sucesionales
tardios, presentan altos niveles de vanacidn genética, en comparacidn con
aquellas plantas que no presentan alguna o ninguna de esas caracteristicas
{ Ledig 1986, Hamnck eT al., 1892; Loveless, 1992)

Los indices frecuentemente usados para medir Ja vanacion genéhca son
basicamente dos: la proporcion de loci polimérficos (P) que nos indica que
proporcion de todos los loci son polimérficos, y la heterocigosis promedio (H)
que es la proporcion de heterocigotos de todos los loci de una cierta poblacién.
El polimorfismo se refiere & la ocurrencia de diferentes formas genéticas en una
misma poblacion y la heterccigosis se refiere a la proporcion de genotipos
diploides compuestos por dos diferentes alelos (Nevo, 1978; Brown y Moran,
1981, Hedrick, 1983}

Los estudios de wvariacidn genélica involucran dos aspectos
principalmente. El primero se refiere a la descripcion de los niveles de variacion
que hay dentro de las poblacicnes. El segundo concierne a la manera en como
esta repartida la variacion entre las poblaciones y hiene particular importancia
para la conservacion de recursos gensticos { Franklin, 1980; Frankel y Soulé,
1981; Clegg y Brown, 1983) El conocimiento de la distribucidn de la variacion
genetica ofrece informacidon complementaria para el entendimiento de las
interacciones entre las caracleristicas ecologicas y de historia de vida, tales
como mecanismos de polinizacion, dispersion de semillas y fecundidad, y de

cémo estas interacciones moldean la estructura genética de las poblaciones.
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Los estudios de la variacion genética en poblaciones vegetales han
revelado que ésta no se distribuye al azar y que los niveles y estructura de esta
vanacitn son afectados por el sistema de apareamiento, el flujo génico vy la
seleccion { Howe eT al. 1985, Hamrick y Loveless, 1986; Hamrick, 1990;
Hamnck eT al, 1992 y Loveless, 1992} De los estudios realizados en plantas
se ha observado que los niveles de vanacion genélica son mayores en
£species tropicales que en especies templadas y gue gran parte de asia
vanacidn se presenta a nivel intrapoblacional (Loveless, 1992)

Para entender el desarrollo de la estructura genética de una poblacion
25 de particular imporiancia ia evaluacién del sistema de apareamiento y de los
catrones de movimiento del polen y semillas El sistema de apareamiento esta
dado por los patrones de parentesco dentre de una peblacion que determinan
la composicion genotipica de la progenie, mientras que la distancia de
dispersion (poten y semillas} determina la escala espacial a la cual éstas partes
del ciclo de vida tienen influencia sobre la estructura genética (Nason e7 a/
1997)

Es por esto que los sistemas de apareamiento y el movimiento de genes
se consideran los factores mas importantes en la determinacion de la
estructura genetica ( Layton y Ganders, 1984; Loveless y Hamrick, 1984, Clegg
y Epperson. 1985, Howe eT af, 1985; Hamrick e al., 1992, Loveless, 1992 y
Nason eT al, 1997).

Dentro de los sistemas de apareamiento existen plantas que cuentan
con un sisterna de incompatibildad como en el caso de ias especies
heterostilicas, las cuales presentan un polimorfismo controlado genéticamente
que estd asociado 8 un sistema de auto-incompatibilidad esporofitico. Esta
caracteristica favorece la fecundacion cruzada (Ganders, 1979) El sistema de
incompatibiidad  en las plantas heterostilicas es faciimente identificado,

principalmente por las diferencias morfolégicas gue presentan
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HETEROSTILIA

Evolucion de [a heterostilia

La heterostilia es un sistema reproductivo en el que diferentes individues
de una misma poblacién producen flores hemafroditas que difieren en jas
Inngitudes relativas de sus estilos y estambres, favoreciendo asi el cruzamiento
endre los diferentes tipos de flor ( Darwin, 1877, Ganders. 197%a y b; Lloyd y
Webb  1992) Este polmorfismo estd controlado genéticamente, vy
generalments se asccia a un sistera de auto-incompatibiidad, por 1o que la
fertilizacion se lleva a cabo sélo entre Individuos de morfo diferente (Frankel y
Gaifun, 1977 Nettancourt, 1977; Ganders, 1979).

Hay dos tipos de heterostiha: distilia y tnistilia. Las especies distilicas son
anuellas gue presentan individuos con dos morfos. El morfo Pin produce flores
con estilo largo y estambres cortos, el morfo Thrum produce flores con estilo
corte y estambres largos ( los términos “Pin” y “Thrum” fueron introducidos por

Darwin (1877) para distinguir a las flores distilicas; ( Figura 1j.

] J DISTILIA
PIN

Figura 1. Esquema de las flores distiticas Los termines “Pin”™ para flores con estilo largo y

estambre corto y “Thrum” estilo corto y estambre largo



Geneticamente la distilia esta controlada por un supergene que segrega
mendehanamente, por lo que se comporta como un locus con dos glelos S y s
(Ganders 1979a, Lewis, 1979) En ja mayoria de las especies, las piantas con
flores de eshifo corto {(Thrum) tienen el genotipo Ss. y las de estilo largo (Pin)
presentan el genotipo recesivo ss Esta generalidad es en si un hecho que
merece atencidn, pues la heterostila ha surgide varias veces de manera
independiente en las angiospermas (Ganders, 1979a, Wyalt, 1983},

Se puede considerar que la heterostilia es un sistema de reproduccion
raro pues solo se presenta en veinticinco familias de angiospermas, tanto de
monocotileddneas como de dicotiledoneas (Ganders, 197%9a; Lloyd y Webb,
1992) Este sistema reproductivo no se presenta en las subclases mas
primitivas pero tampoco en las famiias altamente especializadas (Crongquist,
1981, Ganders, 1979a). Ya que las familias donde se encuentra no forman un
grupo emparentado. se considera gue la heterostilia es un sistemna

reproductivo de ongen polifitético (Ganders, 1979a)

la mayoria de las especies heterostiiicas son autoincompatibles. En
algunas especies el nivel de incompatibilidad dfiere enire los morfos (Ganders,
197%a) o entre pobtaciones de la misma especie (Barret eT af, 1989; Sobrevilla
eT af 1983} En las especies distilicas, fos individuos Thrum sueien ser mas
autoincompatibles gue los Pin (Bir Bahadur, 1970; Ornduff, 1968, 1971, Darwin,
1877) pero hay casos en los que el patrén se invierte {Psychotria faxiucens,
Peérez, 1980 }. Sin embargo en la mayoria de los casos reportados la

incompatibilidad es totat

A pesar de ser un sistema reproductivo polifilético, existen
convergenclas que sugieren que cierlos caracteres son importantes para su
funcionamiento; y que ademas estan coadaptados. Por lo tanto es probable

que la seleccion natural haya jugado un papel importante en su evolucién,



Las simifitudes que presentan las plantas heterostilicas sugieren
eveiucion convergente en respuesta a presiones selectivas similares (Ganders,
1979 Lloyd y Webb, 1992) Existen ai menos dos hipdtesis que explican ¢l
ongen de este sistema de reproduccion (Figura 2). En la primera hipotesis se
considera que el establecimiento de un sistema de incompatibildad es el primer
pasc evolutivo que despugs es reforzado por la evolucion del polimorfismo
rorfoldgico (Lews, 1973) Esta propuesta requiere de una etapa ginodioica
funcional (Ganders, 1979a} Una dificultad de esta hipétesis es que la evolucién
de un sistema de incompatibiidad esporofitico restringe la posibiidad de los
mndivicuos de reproducirse con la mitad de la poblacidn, un evento rare de
ocurnr por seleccion natural La segunda hipbtesis propone como primer paso
la evolucidn del heteromorfismo seguida de la adquisicion def sistema de
incompatibiidad (Lloyd, 1987) La evolucién del heteromorfismo se da por la
eficiencia en la pobnizacién cruzada la cual posteriormente provoca una
depresion en el sistema reproductivo; es decir, que cada uno de los morfos
florales funcionen como machos y hembras dando como resultado una
reproduccion  diferencial.  Posteriormente se genera un  sistema de
incompatibiidad et cual es reforzade por ta evolucion del polimerfismo
morfologico (Lioyd y Webb, 1890). Esta secuencia es mas factible paorque o
tiene la dificultad de la hipotesis anterior; ya que al producirse Ia depresion del
sistema reproductivo (causada por la polinizacion cruzada), da como resultado
una reproduccion diferencial probaplemente debida a que los polinizadores

tengan preferencia por aign tipo de flor



1 Pnmer modelo. (Chadesworlhy Eficiencia en pelinizacidn cruzada
Charlesworth, 1979)
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Vb Pollmzauon

Ny cruzada

D

l He!eromorrsmo I Depresion del sistema reproduchvo istiha

Sistema de
incompatibiidad

Figura 2 Hipotesis que explican el ongen del sistema heterostilico a partr de las plantas
hermafroditas

Por otro ladc Darwin {1859, 1877) propusc que la diecia habia
evolucionado a parlir de fa distilia en varios grupos. Vanos autores han
aportado evidencias que favorecen esta 1dea {ver citas en Wyatt 1983) Se
pliensa que {os polinizadores son un factor gue podria desestabilizar un sistema
heterostilico y favorecer su evolucion hacia la diecia {Bawa, 1980). Esto puede
ocurnr cuando haya escasez de los mismos o bien por gque estos tengan
preferencras hacia algun morfo en particular (Wyatt, 1986, Casper, 1992).

La diversidad de polinizaderes asociada a las especies heterostilicas es
grande. asungue casl restringida a insectos abejas, moscas, esfingidos,
manposas y escarabajos, sobre todo en especies que pertenecen a la familia
Rubjaceae. Tambien hay repories de polinizacién por colibries en especies

helerostilicas (Ganders, 197%a, Coello eT al,, 1986; Sobrevilla eT af, 1983).
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Es indudable que los polinizadores han jugadoe un papel clave en la
dindmica evolutiva de la heterostilia (Baker, 1986)

Sin embargo, lz distilia no es el dnico camino por donde pudo haber
surgrdo la diecia Pudo haber sido a través de la ginodiecia, androdiecia o la
monoecia, pero su ongen (itimo en cualquier caso tuvo que ser un sistema
hermafrodita (Bawa y Beach 1981; Wyalt 1986; Casper, 1992).

Esta fransicicn implica la especiahizacion de Jas funciones sexuales entre
ios morfos florales A nivel morfoldgico. en la mayoria de los ejemplos que se
tienen sobre fa transicion de distilia a diecia, (os individuos Pin se han vualto
pristliados y los Thrum, estaminados (Wyatt 1983) Se ha sugerido que la
preponderancia de las plantas Thrum para adoptar la funcién masculina se
debe a que el morfo Thrum es heterogametico (Ss), igual que las plantas
masculinas (XY) en algunos sistemas dioicos (Meagher 1988; Wyatt 1983) No
obstante, esto no es un obstaculo para que pueda ocurrir que las plantas
heterogaméticas evolucionen a femeninas. Existen muchas especies animales
{como ias aves) con determinacion cromosédrmea del sexo en los cuales los

machos son homogaméticos y las hembras heterogaméticas

Barrett (1990), realizd una extensa revisidn sobre la evolucién de
sistemas reproduchivos en plantas heterostilicas, y ahi & concluye que (os
cambios en los sistemas reproductivos de las plantas ocurren rapidamente en
respuesta a alteraciones genéticas relativamente simples pero con profundos
efectos en los patrones de apareamiento, lo cual puede tener consecuencias
svolutivas y ecolégicas muy importantes. En Turmera ulmifolia la compleja
recombinacidon det supergene de la distifia que esta asociado con la polploidia,
permiten un cambio grande en el sistema de apareamiento que produce
aislamiento reproductivo en un solo paso mutacional (Barrett et.al., 1987). Por
otro lado, en Eichhornia paniculata el rompimiento de la heterostilia involucra
varios pasos, con cambios en el sistema de apareamiento, pasando de la
condicion de fecundacidn cruzada a fa autofertilizacion (Barrett et a] ,1989).

Estos son algunos gjemplos de estas alteraciones geneticas.



Es pues fa heterostilia un sistema reproductivo que por  sus
caracteristicas (diferencia de las longitudes relativas entre antera y estigma, el
polimorfismo morfologico, la asociacion de un sistema de autoincompatibilidad
esporofitico y su aparente estado de transicion entre e} hermafroditismo y el
dioicismo) ofrece buenas oportunidades para contrastar la estructura genetica
de la poblacion con el sistema de apareamiento

£n este estudio se determinaran los niveles de variacion y la estructura
genetica de siete poblaciones de una especie heterostilica de la zona de
Chamela, Jalisco, México. Esta especie es Erythroxylum havanense Jacq.
(Erythroxylaceae)

Erythroxylum havanense ha sido estudiado desde 1987 por Dominguez
(1990). Gryj (1990}, Avila (1995}, Dominguez y Dirzo (19394, 1895a}, Vazquez-
Samtana (1996), Dominguez eT a/.,(1997). Se conoce que la proporcién entre
los morfos PinfThrum en Ja reqidn de Chamela, Jalisco es 1.1 y se ha
mantenido sin cam’ics desde 1987. Las cruzas entre individuos del mismo
morfo no producen frutos debido a la presencia de un sistema de
autoncompatibilidad esporofiico Por esta razdn depende por completo de
vectores externos del polen. Sus principales polnizadores son abesas sociales,
en particular Scapfotngona hefwegeri La fecundidad de los morfos (medida
como el cociente del nimero de frutos sobre el nimero de flores por individuo)
es casi dos veces mayor para el morfo Thrum, y se ha mantenido asi a través
de los anos. Este resultado no se debe al flujo de polen asimétrico, ya que esta
diferencia se mantiene adn bajo un régimen de polinizacidn artificial La menor
fecundidad del morfo Pin se debe a la esteniidad parcial del polen del morfo
Thrum Esta conclusion esta avalada por estudios de la viabiidad del polen in
wifro, asi como por un detallado estudioc embrioldgico de los dos morfos florales
(Dominguez, 1990, Dominguez y Dirzo, 1995 Vazquez-Santana 1996;
Dominguez eT al., 1997). En conjunto, estos resultados sugieren la presencia
de un sistema de Esterilidad Masculina Cioplasmatica {(EMC) asociado al
morfo Thrum

Este hallazgo es wnportante, por que sugiere un hueve mecanismo que

puede causar la disolucion evolutiva de la heterostilia.



ESTERILIDAD MASCULINA CITOPLASMATICA

La Esterilidad Masculina Citoptasmatica (EMC) es el resultado de un
conficto de intereses entre los genes de los organelos y los del nlcleo
{Dominguez 1985) En el caso de las plantas con flores, fos genes nucleares
se heredan a través del polen y de los dvulos, mientras que en general los
genes de los organelos se transmiten unicamente por via materna Esta
asimetria en los patrones de herencia genera un conflicto de intereses entre ias
diferentes entidades del gendma, por lo gue la seleccion natural favorecera a
un alelo coitoplasmatico que provoque estenlidad mascuiina; ya que de ésta
manera mncrementara el numero de copias de él mismo que estén presentes en
la siguente generacion (Cosnudes y Tooby, 1981; Frank, 1989, Maurice eT af
1993 Saumitou-Laprade e af., 1994, Dominguez, 1995),

La evalucion de genes mitocondriales que suprimen la funcion masculina
solo seria favorecida por la seleccion natural si estd acompanada por un
ncremento en ei éxito reproductive obtenido por via femenina. Este alélo
incrementaria su frecuencia hasta que se alcanzara el equilibrio citoplasmatico,
es decir. una proporcion de individuos hermafroditas y hembras (estériles para
fa funcidn macho) determinada por fa seleccién dependiente de la frecuencia
(Dominguez, 1995) El equilibrio citopfasmatico es inestable, ya que g
introduccion (por mutacion o migracién) de nuevas vanantes alélicas nucieares
que restauran la fertiidad masculina, reduciria a cero la frecuencia de
ndividuos esténles Este proceso se repetiria con la introduceién de nuevos
genes mitocondriales, que producen esterilidad masculing, y para los cuales no
existen aun las variantes alélicas nucleares que restauran su fertilidad (Frank,
1589).

Estas ideas han sido formalizadas en modelos genéticos y matematicos
que consideran la evolucidn de la EMC como el resuitado de la interaccion
coevolutva entre los genes del citoplasma y los del niicleo (Saumitou-Laprade
eT al | 1994)



A partir de estos modelos se ha determinado que los parametros
relevantes para la evolucion de la EMC son. Ia diferenciacion genética entre
poblaciones. el nivel de endoganma, la vecndad genética y el tamafio efectivo
de las poblaciones, |a tasa de entrecruzamiento y el flujo de polen, ef numero
de lect ciloptasmaticos y nucleares, y el éxita reproductivo de cada morfo por
ambas vias sexuales.

Dentro de los estudios realizados sobre la biologia reproductiva de
Erythroxylum havanense se han detectado diferencias en la produccion de
semitlas entre tos individuos Pin y Thrum ahora se sabe que estas diferencias
no son producidas por la asimetria en el fiujo de polen, ya que éste patrén se
mantiene aun bajo un regimen de polinizacion artificial, sino que se debe a ia
esterihdad parcial del polen del morfo Thrum. La presencia de la EMC es sin
duda un hecho que merece atencién, ya gue ninguna de las 140 especies de
plantas que presentan EMC es heterostitca (Laser y Lersten, 1972). Sin
embargo no existe alguna razon tedrica para que se de la evolucion de la

eslenlidad masculina en éstas especies.

Es nuevamente importante realizar un estudio de estructura genética de
las poblaciones en E£. havanense para conacer los parametros que han sido
determinados a partir de los modelos tedricos de la evolucion de |la EMC
mencionados anteriormente. Estos parametros podran ser contrastados %
discutidos con fos resultados obterudos de los datos de |a esteril:dad masculing
asociada al morfo Thrum (medida como la produccion y germinacion de polen

en ambgs morfos { Cueva E., 1999 )

Por otro lado ef conocimiento de los niveles de endogamia y del flujo
genético nos ayudaran a determinar la magnitud de la vecindad genélica y el
tamano efective de fas poblaciones, ya que estos son pardmetros cruciales en
los modetos de la evolucion de la heterostila (Frank, 1989, Eguiarte, 1990:
Lloyd y Webb, 1892},



OBJETIVOS

1) Estudiar Ia vanacion genética de Erythroxylum havanense en sieta
poblacicnes localizadas en la estacion de Biclogia de Chamela y sus
alrededores 2) Describir e interpretar Ja estructura genética de las poblaciones
por medio de los estadisticos F de Wrnight (1951 1965): 3) Estimar los niveles
de endogamia y el flujo génico dentro y entre poblaciones 4) Discutir 1a pesible
relacion entre los resultados de fa genética de poblacicnes y la esterilidad
masculina cioplasmética, como un nuevo mecarismo que puede causar la
aisclucion evolutiva de la heterostiha

Para iograr ios objetivos fue necesario montar un sistema de loci

pohimerficos enzimaticos para Erythroxylum havanense.

HISTORIA NATURAL DE Erythroxylum havanenese

La familia Erythroxylaceae es pantropical y consiste de cuatro géneros ¥
cerca de 200 especies especialmente abundantes en America {Cronquist,
1981) ta mayor parte de ellas pertenece al género Erythroxylum.

En Norteamerica sélo esta presente el género Erythroxylum (Britton
1907) que en México cuenta con siete especies (Standley 1923). Se les
encuentra principalmente en bosques tropicales {caducifolios, subcaducifolios y
perennifolios) y también en matorrales xerofilos La mayoria de las especies de
este género son distilicas le que parece ser una condicidn ancestral {Lloyd y
Webb, 1992).

Erythroxylum havanense Jacq es un arbusto perenne, caducifolio,
hermafrodita y distilico La distribucién geogréfica de esta especie es amplia
En el Herbario Nacional (MEXU} existen ejemplares de Cuba, Nicaragua, Costa
Rica Honduras y Panama. En México es abundante en la zona de Chamela
Jalisco, aunque se le ha colectado en los estados de Sinaloa, Colima,
Michoacan, Guemero, Oaxaca, Chiapas, Yucatan e Hidalgo En Chamela
Erythroxylum havanense se encuentra distnbuido de manera agregada (en
'parches’, Dominguez, 1980, Gry), 1990)



Sus flores estan agrupadas en fasciculos de no mas de 10 flores, pierde
las hojas durante la temporada de sequia (diclembre-mayo) Su crecimiento y
reproduccidn se restringen a Jos meses de la época de fluvias de cada ano En
Chameia la altura maxima que alcanza esia especie es de 3 metros. y el 4rea
basal promedio es de 5.17cm? (n=90) (Dominguez 1990)

La floracidon de este arbusio es masiva y siNCronica y ocurre entre seis y
quince dias después de que empiezan las luvas (Dominguez, 1990) En
promedio cada individuo presenta flores durante casi tres dias

Los visianies méas importantes son abgjas meliponinas (Apidae), dentro
de las cuales la especie Scaplotrigona heflwegen (Ayala, 1988) es la mas
frecuente Por esto vy por su tamafio podrian ser polinizadores muy eficientes
(Dominguez, 1980)

La frecuencia con la que se presentan las Xilocapa {Anthophoridae) es
menor, pero por su gran movilidad podrian jugar un papel importante en el flujo
de polen entre parches (Dominguez, 1990) De acuerdo con lo esperado para
una planta heterostilica, en E. havanense solamente las cruzas enfre individuos
de distinto morfo producen semiflas (Dominguez, 1990).

Los frutos maduros son drupas de color rojo intenso, ovoides, de
aproximadamente tem de largo. Sus caracteristicas se ajustan al sindrome de
ornitocora, aungue los registros directos de aves dispersoras son escasos
(Gry;, 1990)

SITIO DE ESTUDIO

Fl estudio se realizo en la estacion de Biologia Chamela del Instituto de
Biolegia (IB-de fa UNAM. 19°30° N, 105°03° W), localizada a 5 Km al sur del
poblado de Chamela, Jalisco; México (Figura 3) Se encuentra a menos de 2
Km de ta costa del Pacifico en el Km 59 de la carretera federal nimero 200
(Barra de Navidad-Puerto Vallarta), en el municipio de la Huerla, estado de

Jalisco
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Figura 3. Localizacion de las poblaciones estudiadas.
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La regidn se caracleriza por su topografia irregular con lomerios que van
de 20 a 200 m s nm m Estos lomerios conforman un sistema de numerosas y
pequefas cuencas en cuyo cause principat predomina un substrato pedregoso
Las laderas tienen pendientes convexas con inclinaciones a veces del 100%
{Mass y Garcia-Oliva. 1990)

De acuerdo con [Lott {1985} vy siguendo ia clasificacidon de Miranda y
Hernandez-X {1963) existen dos tipos de vegetacion principales en ia zona La
selva baja caducifolia, localizada en las pendientes y cimas de los lomerios, y
la selva mediana subcaducifoha, ubicada en las partes de las laderas y onllas
de los arroyos

El clima de la zona se encuentra entre los mas secos de los cahdo-
humedos En el sistema de clasificacidn chimatica de Kappen, la zona
geografica de Chamela pertenece al ipo AwO(x')1 De acuerdo con el sistema
modificado de Garcia (1988) el clima se caracteriza con una estacion seca en
invierno y lluvias en verano. La temperatura promedio anual es de 24.9°C

La precipitacion promedio anual es de 748mm con valores que van de
585 a 961mm. La época de secas abarca los meses de noviembre a junio,
mieniras que e 80% de las lluvias se concentra entre jullo vy octubre
(Bullock,1986)

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron 345 individuos al azar de Erythroxylum havanense en
siete poblaciones localizadas en la Estacion de Biologia (4), una méas al norte y
dos al sur de la misma (Tabla 1; Fig 3) . Se colectaren al azar hojas Jovenes de
todos los individuos (aproximadamente 10 hojas por cada individuo) y se
guardaron en bolsas de plastico debidamente etiquetadas. Cada holsa fue
cublerta con hielo hasta cotectar todas las muestras de una poblacion Las
muestras fueron almacenadas en un tangue con nitrégeno liquida para ser
transportadas a la cwdad de Meéxico, para luego guardarse en un
ultracongelador (REVCO Scentific, Inc modelo ULT1490-5-D14) hasta su uso

en el Laboratorio (ver apendice para mas detalle).



17

La region se caracteriza por su topografia iregular con lomerios gue van
de 20 a 200 m s.n.m.m. Estos lomerios conforman un sistema de numerosas y
pequenas cuencas en cuyo cause principal predoming un substratc pedregoso.
Las laderas tienen pendientes convexas con inclknaciones a veces del 100%
(Mass y Garcia-Oliva, 1990)

De acuerdo con Lott (1985) vy sigwendo la clasificacion de Miranda y
Hernandez-X {1963) existen dos tipos de vegetacion principales en fa zona. La
selva baja caducifcha, localizada en las pendientes y cmas de los lomerios, y
la selva mediana subcaducifolia, Ubicada en las partes de las laderas y orllas
de los arroyos

El clima de {a zona se encuentra entre los mas secos de los cadlido-
nimedos En el sistema de clasificacion climatica de Koppen, la zona
geografica de Chamela pertenece al tipo AwOQ(x")i De acuerdo con el sistema
modificado de Garcia (1988) el clima se caracteriza con una estacion seca en
invierno y lluvias en verano La temperatura promedia anual es de 24.9°C

La precipiacion promedio anual es de 748mm con valores gue van de
585 a 961mm. La época de secas abarca los meses de noviembre a junio,
mientras que el 80% de las luvias se concentra entre julio y octubre
(Bullock,1986)

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron 345 individuos al azar de Erythroxylum havanense en
stete poblaciones localizadas en la Estacion de Biologia (4), una mas al norte y
dos al sur de la misma (Tabla 1; Fig 3} Se colectaron al azar hojas jovenes de
fodos los individuos {aproximadamente 10 hojas por cada individuo) y se
guardaron en bolsas de plastico debidamente eliquetadas Cada bolsa fue
cubierta con hielo hasta colectar todas fas muestras de upa poblacion. Las
muestras fueren almacenadas en un tanque con nifrdgeno liquide para ser
transportadas a la ciudad de Meéxico, para luego guardarse en un
ultracongelador (REVCQ Scentific, Inc modelo ULT1490-5-D14) hasta su uso

en el Laboratonio (ver apendice para mas detalle}



Tabla 1 Locaiizacion y nimero de individuos examinados de cada una de las siele poblaciones
de Erythroxylum havanense de la regin de Chamela

Poblacion Locahzacion Numerg de individuos
¥ Antiguo Sur Lat.19° 29" 8517, Long 105° 02 669" 45
" Efe Central Lat 19° 28" 851", Long 105° G2 669" 40
* Tejon Lal 18° 29" 951", Long 105° 02 669" 45
* Ardilla Lat 18° 29" 8517, Long.105° 02" 669" 80
Cuitzrmala Lat 19° 25" 5187, Long 104° 58" 837 45
Ranchitos Lat 19° 35" 347°°, Long 105° 01°635™ 45
Limonalo Lat 19° 31" 45" | Long 104° 58" 137 45

* Poplaciones locahzadas dentro de la Estacion de Biclogia

ELECTROFORESIS EN GEL

Para el analisis genético de las poblaciones de Erythroxylum havanense
se usO la técnica de electroforesis horizontal en geles de almidén de papa
Midrohizado al 12% viw (Murphy eT af, 1990). Las muestras de tejdo de cada
ndividuo fueron maceradas en un mortero afiadiendo el buffer de exiraceion
usado para Abies (Modificado de Mitton, 1981), ef cual fue seleccionado
después de probar fres diferentes buffers (Tabla 2).

Las electroforesis se realizaron usando cinco sistemnas de corrimiento
diferentes, que fueron los que dieron mejor resolucién en el mayor nimero de
enzimas (Tabla 3).

Solo se utilizaron las enzimas con una buena actividad y cuyo patrdn de
bandeo fuera interpretable en términos genéticos.

Para las pruebas de expresidn enzimatica y el efecto de diferentes
buffers de extraccion se irabajd con las hojas de 20 individuos. El método
experimental que se utihzd para determinar el mejor buffer de extraccion fué
meramente empirico. En cada gel se probd la actividad de varias enzimas
buscando la mejor combinacién de buffer de extraccion y de buffer de
cornmiento  Finalmente se utilizaron & diferentes sistemas de buffer. Poulik,

Sistema 7, Sisterna 2, Sistema R y Mitton (Mitton, 1983)



Tabla Z Pruebas de buffers de extraccion para las enzimas que se probaron

Buffer de Mangle Ables Wendell
extraccibn
Enzima
RUB XX
MNR X
SDH X
MNADPHDH A
APX XX
X
X
NO
NO

ADH

AcPH

EST

GOT

PGI X
LAP KX
PGM NO
1DH NO X )
Estos resultados son un promedio de los tres buffers de cornmiento utilizados
{Poulik, Milton y Sistema 7). (X= male, XX= reguiar, XXX= excelente)

RUEAERURERENE
ngg%xxxixxx§

Tabla 3 Sistemas de buffer de cornmiento y enzimas ensayadas

Sisterna de commiento Enzimas

Pouhk APX, ME, LAP, PGI

Sisterna 7 RUB, MNR, SDH, NADPHDH, APX,
ADH, AcPH, EST, GOT, PGI, LAP,
PGM

Mition AcPH, MNR, EST, NADPHDH, SDH,
1DH, MDH

Sistemna 2 GOT, ADH, PG, APX, SDH, MNR

Sistema R PG, APX, MNR, ADH, NADPHDH,
AcPH

De los cinco sistemas de buffer de corrimiento, tres resultaron ser los
mejcres (Tabla 4). De un total de 35 enzimas ensayadas, catorce tuvieron
buena resolucidn en sus patrones de bandeo generando un total de 31 loci que
se usaron para eshmar Ja variacion genética de todas las poblaciones Catorce
enzimas y un total de 31 loci, fueron leidos para cada individuo de cada

poblacion, vemticinco de los cuales fueron polimdrficos (Tabla 4).
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Las enzimas fueron: Peroxidasa anddica (APX), Phosphogluccisomerasa
(PGI). Enzima méatca (ME), Leucina aminopeptidasa (LAP) Fosfatasa acida
(AcPH), Menadion reductasa (MNR). Malatc deshidrogenasa (MDH), Esterasa
(EST). Nicotinamida anenina dinucleotido fosfato deshidrogenasa (NADPHDH),
Hexokinasa (HEX), Sorbitol deshidrogenasa (SDH). Lactato deshidrogenasa
(LDH), Superoxidasa anddica (S0OD), Alcohol deshidregenasa (ADH).

Tabla 4 Enzimas y buffers de cornmiento que se utilizaron para anabzar

Ia estructura genética de las siete poblaciones de Erythroxylum havanense
¢ Chamela, Jalisco.

SISTEMA POULIK

ENZIMAS VARIACION N LOCI
LAP M 1
PGI P 3
ME P 2
APX P 4
SISTEMA 7
SO0 P 2
HEX p 1
ADH P 3
SDH P 2
LDH P 1
SISTEMA MITTON

ACPH P P 3
EST P 3
NADPHDH P 2
MNR P 2
MOH P 2

Vanacion (P=Polimorfica, M= Mc;ndmwérﬁcé).

Estimaciones Genéticas utilizadas para el analisis de los datos.

Existen tres diferentes indices que son frecuentemente utilizados para
describir la variacion genética a nivel de las poblaciones.
1. La proporcién de locl polimérficos {P). Se calcula dividiendo el numero de
locr polimdrticos encontrados entre el nimero de loci analizados. Este indice
loma valores entre O y 1 Si vale 0 no existe variacién genética; si es 1 todos
los genes analizados son polimdrficos Es decrr, todos los genes tienen dos o
mas formas alternativas o alelos, Las Imitaciones de este indice son es
sensible al numero y tpo de enzimas apalizadas {Nevo 1 978), depende del
crieno del polimorfismo establecido (lo cual dificulta las comparaciones enire
esludios) (Hednck 1983), no considera las frecuencias alélicas dentro de cada

locus
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2 La heterocigosis esperada o la proporcion estimada de genes que se espera
sean heteracigos en una poblacidn en donde los apareamientas son al azar Es
decir la heterocigosis esperada de acuerde a la Ley de Hardy-Weinberg (H)
Para un locus dado con i alelos ta heterocigosis esperada es igual a 1-3 (pr )%,
donde pi es la frecuencia de cada alelo Cuando no hay variacion en ninguno
de los loci éste indice es igual a cero. Cuando todos los locr son polimorficos,
con un namero infinito de alelos, con frecuencias alélicas iguales dentro de
cada locus, la H es igual a 1 Por gjemplo, s solo se tienen dos alelos por
locus su valor maximo es de 05 si todos los genes son polimérficos y las
freceuncias de los dos alelos son iguales (p=q=05) La vananza muestral de
éste indice es sensible at tamafio muestral (Brown y Wéir 1983), pero es mas
robusto al tipo y numero de enzimas consideradas para su estmacidn Este
indice puede estimarse utilizando todos los loci montados o solamente aguelios
que resuitaron polimorficos. Af considerar todos los loci {los monomarficos y
pohmoriicos) se da ung idea mas real de Ja vanacdn enzimatica promedio de

una poblacon.

3 El nimero de alelos por locus (A 6 n), y el nimero de alelos efectivos (Ap &
En) por locus Un promedio de estos dos valores para todos los loct montades
también es un buen estimador de la variacidn genética en una poblacidn. “A” se
calcula promediando el nidmero de alelos por Jocus. El ndmero de alelos
efectivos es el numero de alelos igualmente frecuentes que se necesitarian en
una poblacidn ideal para producir el mismo nivel de homocigosis que en la
pablacion real, y para i alelos en un locus se calcula como:  1/TPi? ¢ donde Pi

es la frecuencia del alelo 1 en un locus (Haril y Clarck 1989).

Para cada i1soenzima o locus, las frecuencias genotipicas se calculan
dividiendo el nlimero de individuos de cada uno de los genotipos entre el total
de mndividuos en la poblacién. A partr de estos datos se cakulan las
frecuencias alélicas Para el caso de un locus con dos alelos
p=D+%(H)

g = R+%(H)
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conde p y q comesponden a las frecuencias aiélicas, D y R a las frecuencias de
los homécigos. y H a la de los heterdcigos

El estudio de las posibles fuerzas evolutivas que han moldeado fa
estruciura genética de una poblacién podria abordarse a través de la
comparacion de [as frecuencias génicas y genotipicas de una poblacién natural
con aquellas esperadas en el equilibrio de Hardy-Weinberg.

La ley de Hardy-Weinberg (H-W) plantea que en ausencia de fuarzas
evolutivas las frecugncias génicas y genotipicas se mantienen constantes de
generacion en generacion en una relacion D=p? H=2pq y R=q? (para el caso
de un locus con dos alelos)

Los genotipos encontrados dentro de una poblacién pusden estar
formados por uniones aleatorias de 1os gametos, ¢ sea estar en las
proporciones esparadas por la ley del equilibno de Hardy-Weinberg, o bien se
puede tener mas o menaos heterécigos de los esperados al azar Estos
pairones se pueden estudiar de manera local o global. Para ayudar a este
analisis, Sewall Wright (1921) propusd &f indice de fyacion F. El indice F se
define come.

F=1-H/2pq
donde H = a la proporcién de heterdcigos observados

2pa = proporeicn de hetrécigos esperados, en el caso de que solo existan
des alelos.

Este indice toma valorés de -1 a +1, llegando a -1 s existen
exclusivamente individuos heterocigos en la poblacion y a +1, si sélo se
presentan organismos homdcigos. Valores de F=0 indican que la poblacion se

encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg (Hedrick 1983).

Para la descripcién de [a vartacion genética dentro y entre poblaciones,
el indice de fijacion F se parte a varios niveles geograficos (Wright 1951, 1965),
lo que genera los estadisticos F.
a) Fis (F individuo -subpoblacion) mide la desviacidn genética a nivel local
Toma valores de -1 a +1. Se expresa como' Fis=Hs-Ho/Hs
donde Ho es la proporcion de helerbcigos observada dentro de una
subpoblacidn ¥y Hs es la proporcion de heterocigos esperada a nivel
subpoblacion (Nei 1977} Si es pasitivo quiere decir que existe diferenciacion
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entre subpoblaciones y que ésta puede deberse z la endoganiia (aungue
generalmente esto debe coincidir con un valor alto de Fst, sin embargo no
necesanamente es asi), mientras que si es negativo sugiere algin tipo de
seleccion que favorece a fos individuos heterocigos.

b} Fst {subpoblacion-total) mide la diferenciacion entre poblacicnes Propuesto
inicialmente por Nei (1972}, este indice toma valores entre 0y 1 v se puede
obtener de la sigutente formula Fst=Ht-Hs/Ht

donde Hs es la proporcion de heterdcigos esperada a nivel subpoblacian y Ht
es la proporcion de heterécigos esperada a nivel global (Net, 1877).

Su valer es de G si todas las subpobiaciones son identicas entre eltas en
terminos de variacion genética, mientras que vale 1 si son completamente
deferentes entre si, o sea que nO comparten ningdn alels  Otra manera de
interpretario es en términos del porcentae de la vanacion genética que se
encuentra dentro y entre poblaciones. Si es de cero quiere decir que al total de
la vanacion se encuentra en cualquier subpoblacién. Si es de 1 quiere decir
que la vanacion se encuentra repartida entre las distintas subpoblaciones, ya
que cada una esta fija para un alelo dado (Buckley eT af , 1988).

Generalmente si la Fst es similar en [os distintos loci se considera gue se
debe a la deriva génica. Entre mas alto sea el valor de la Fst, se interpreta
camo una mayar deriva y menor flujo génico (aungque esto depende tambien de
la interpretacion conjunta de Fis) (Wright 1978; Statkin 1985h, 1989).
¢} Fit (F indiiduo-total) mide |a diferenciacion total debida tanto por endogamia
como por deriva génica Se puede obtener de la formula Fit= Ht -Ho / Ht

Fit toma valores entre -1 y +1.

Los estadisticas F funcionan como descriptores de la distribucién de la
vanacion genética y sugleren cuales podrian ser fas fuerzas evolutivas que han
estado operando en una poblacion dada Por ejemplo, si Fis es positiva sefala
que existe en una poblacion un exceso de individuos homdcigos en relacidn a
los esperados por la Ley de Hardy-Weinberg Si la Fis es negativa indica gue
existen menos homaécigos que los esperados, y sugiers que ha existido
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seleccion a favor de los heterdcigos (Linhart eT af 1981). Si Fst es pequena
indica poca diferenciacion genética entre poblaciones, v que la mayor parte del
wtal de la vanacidn genetica se puede encontrar dentro de una sola
subpoblacion Esto podria indicar que ha habido mucho fiujo génico entre las
pobraciones. Si Fst es grande para todos los loci indica que existe mucha
diferenciacion genética entre subpoblaciones, que la mayor parte de la
vanacion genstica se encuentra repartida entre las subpoblaciones, y que
oosiblemente ésta haya sido generada por deriva génica. En contraste, si ia Fst
es elevada para sOlo alguncs loci, esta diferenciacién podria estar generada

nor adaptacién a condiciones |ocales por seleccidn natural {Slatkin 1985b).

Ademas de los estadisticos F de Wrght existen ofros posibles
descriptores de la estructura genética, como el indice de 1a |dentidad genélica
| de Nei (1972), el cual se define como:

I'= IxyH{JxJy)*1/2 donde Jxy es la probabiidad de escoger un par de alelos
idénticos, uno de la poblacién ‘X" v otro de la poblacion “y’. A partir de la
i”dentidad | se puede obtener la distancia genética D de Nei(1972) D = -n (i)

Estas identidades y distancias se oblienen para pares de poblaciones
La identidad | toma valores que van de cero, si las dos poblacicnes
comparadas no comparten alelos, a 1 si las dos poblaciones tienen frecuencias
atélicas identicas. La distancia D tiene un valor de cero s las poblaciones
tienen frecuencias alélicas idénticas, y de infinito si no comparten ningin alelo
(Hedrnck 1983)

La distancia genética que hay entre las poblaciones es una funcién de la
intensidad de! fluo de genes que occurre entre ellas, por lo que seria muy
imponante conocer €l valor de ese parametro.

Ef estadistico Fst permite estimar indirectamente el flujo génico (Slatkin,
1994} mediante ia expresion derivada por Wright {1951);

Fst~ 1/4(Nm +1) ecuacion (1)

donde N es el tamaiio de la poblacién, m es la fraccidn de inmigrantes a N

A partir de Fst se puede estimar indirectamente o fiujo génico entre las
subpoblaciones (Wright, 1951):

Nm = Y [(1/Fst) - 1)] ecuacion (2)
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Valores de Nm <<l producen una fuerte diferenciacion entre las
subpoblacicnes (i e., denva génica actuando independientemente en cada
subpoblacion Statkin. 1994}, mientras que st Nm »»>4, las subpoblaciones se
comportan como una sola poblacion y el flujo génico restringe el efecto de la
denva génica { Hartt y Clark, 1989, Slatkin 1934).

Por altmo. con el fin de obtener una representacion grafica de las
relaciones genéticas entre las poblaciones se realizé un analisis de cumulos
{cluster) a parlir de las distancias genéticas de Nei (1972). El método empleado
fue el UPGMA para lo cual se empled el programa Biosys-1 (Swofford y
Selander 1981)

RESULTADOS

Veinticinco Joci de los freinta y uno examinados fueron polimorficos en
todas las poblaciones, Se detectaron altos niveles de variabilidad genetica
{polimorfismo, heterocigosis, y numero promedio de alslos por locus) en las
siele poblaciones de Erythroxylum havanense estudiadas (Tabla 5)

Los estmadores de la variacion genéhca ceoncuerdan en las siete
pobiaciones anaiizadas de £, havarnense en la regién de Chamela (Tabla 5) El
porcentaje de logi polimorficos para las siete pobiaciones es alte, esto Indica
que la mayoria de los genes analizados son polimerficos (ver Tabla 4), es decir
tlenen dos o mas alelos. La heterocigosis {otal es de 0.387, mientras que el
estmador insesgado de la heterocigosis esperada (Nel, 1978} abtenide fué de
0330 (Tabla 5), esto también indica que la mayoria de [os [ocl son
pohmerfices y que las frecuencias alelicas son iguales en la mayoria de cada

focus analizado.



Valores de Nm <<l producen una fuerte diferenciacion entre fas
subpoblaciones (1e.. derva génica actuando independientemente en cada
subpoblacién  Slatkin, 1994}, mientras que si N >>4, [as subpoblaciones se
comportan como una sola poblacion y el flujo génico restringe €l efecto de la
deriva génica { Hartl y Clark, 1989; Slatkin 1994).

Por altimo, con el fin de obtener una representacion grafica de las
relaciones genéticas entre las poblaciones se realizd un analisis de cimulos
{cluster) a partir de las distancias genéticas de Nej (1972). El método empieado
fue el UPGMA para lo cual se empled el programa Biosys-1 (Swofford y
Selander 1981}

RESULTADOS

Vembcmnco loc de les freinta y uno examinados fueron polimorficos en
todas las poblaciones Se detectaron altos niveles de variabilidad genetica
(poltmorfismo, heterocigosis, y numero promedio de alelos por locus}) en las
siste pobiacionas de Crythroxylum havanense estudiadas {Tabla 5)

Los estimadores de la variacion genélica concuerdan en las siete
pobiaciones analizadas de E. havanense en la region de Chamela (Tabla 5). E|
porcentaje de (ool polimorficos para las siete poblaciones es alto, esto indica
que la mayora de os genes analizados son polimorfices (ver Tabla 4), es decir
henen dos o mas alelos. La heterocigosis total es de 0 387, mientras que el
estimador insesgade de la heterocigosis esperada (Nei, 1978) obtenido fué de
0330 (Tabla 5), esto también indica que la mayoria de los loci son
polimorficas y que las frecuencias alelicas son iguales en la mayoria de cada

locus analizado
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Tahbia 5. Medidas de vanabilidad genéhica calcuiadas en siete poblacicnes de Erythroxylum
havanenese en Chamela, Jalisco

No promedio NOmero Porcentaje Heterocigosis
SPOBLACION  individuos por promedio Loci promedio
iocus alelos por Polimorficos
locus

Conteo  Hdy-Wb
disecto  Esperado

Aalvgue Sur 384 (19 1.8 {01) 806 484 359
{053 {034)
e Centrat 441 (0.5 18 (G1) 77 4 429 367
(048} {037)
Teon 376 (12) 18 (01) 83.9 539 391
{.049) {033)
Argilta 656 (03) 18 (01) 77.4 -390 370
{045) (037)
Cutzimala 433 (0.9 17 (01 7.0 341 299
{043} { 036)
Ranchilos 424 (1.8) 17 (G1) 74.2 .302 296
{ 040 (034)
lLimoncito 44 2 (0 8) 16 (01) §13 235 232

] ) ) (037} (034
t&rror standard dentro de los parentesisy; * Un locus es considerado polimérfico si la frecuencia
dsf alelo mas comdn no excede & 95 (ver Nel, 1978)
Proporgion de loci polimorficos = 0 806
Total de toci = 31
Loo Pohmorficos = 25
Heterocigosts Total = 0.387
Heterocigosis Esperada = 0 330

Los indices de Fyacidn (Wnght, 1978) estmados en E. havanenese
fueron negativos en todas las poblaciones. Es decir hay un excesc de

heterocigos en relacidn a los esperados segun el azar (Tabla 6)

Tabla 6 Indices de Fyacion (promedio) de tedos los loci analizados

para todas las poblaciones de E. havanense.

POBLACION  Indice de Fijacién (promedio)

Antiguo Sur -0 3500
Eje Cenirat -0 1811
Feen -D 38z
Ardilla -0.0767
Cutzmala -0.1251
Ranchitos -0.0366

Linoncito -0 0272
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Los estadisticos F de Waght muestran esta musma tendencia, ya que |a
mayoria de las Fis fueron negativas y significativamente diferentes de cero
{Tabia 7)
fabta 7 tsladisticos F de Wnght (1951,1965) para todos los o
analizados en siete peblaciones de Erythroxylum havanense de la
region de Chamela Jalisco

FuUsy F{STy  F(T)

- Zo4 1% - 118
- 316 104 - 179
-BiT 318 - 104
-168 286 166
-3 183 158
127 55 Bi1
-054 2343 165
- 274 81 0B84
-518 77 571

-Ze 712 £28
S1E5 204 42
- G35 072 39

- 106 821 802

-8 a35 -272

- 286 125 -112

E -4G3 €572 -313
NMOH-3 -410 727 815
ELT-t - 168 274 152
£57.2 -010 164 155
EE8T-3 - 185 223 079
LADPIDH-T - 228 a3 - 149
HADPHDH-Z - 111 147 0,574
HEKY -216 24 - 113
SOH - 126 249 154
SOH-2 049 578 585
Lokt -050 123 079
300 - 148 142 o7
S0D-2 - 404 689 553
ADH-1 -073 i -8
ADH-3 - 078 034 - 041
PROMEDIO  -185 263 27

Asimismo. la Fis promedio fué de -0.185 lo que indica que hay un exceso
de heterocigos Este resuliado sugiere que la seleccién favorece a los
individuos heterécigos La Fst indica que hay diferencias significativas en la
vanacion genética entre poblaciones de £. havanenaese El 27% de la variacion
gengtica se debe & las diferencias entre poblaciones, mientras que el resto de

la vanacoitn se explica por el componente dentro de las poblaciones



Los estmadores insesgados (Nei. 1978) de la distancia genética entre
poblaciones de Erythroxylum havarnense fueron en general altos. No obstante
nubo una amplia vanacidon (0,114 < D £ 0360) Las maxmas distancias
genélicas registradas (D=0 360) se observaron entre las poblaciones de
Cutlzmala y Limoncite y entre las poblaciones de Ranchitos y Ardilla (D=0 287)
La menor distancia genética (D=0 114} se observd entre las poblaciones de
Antigus Sur y Ardilla (Tabla 8)

En términos generales se encontrd una menor distancia genética en las
rohlaciones que estan locakzadas dentro de la estacion (Antiguo Sur, Ardilla,
Eie Central y Teidn), con respecte a las que estdn fuera de ella {Ranchitos,

Limoncito y Cutzmata).

Tapla 8 Makiz de distancias geneticas (amba de la dragonal principal) y de idenfidades
genelicas (abaio de la diagonal principal).

POBLACION 1 2 3 4 5 6 7
Antiguo Sur TRt 0,115 0.130 0.414 0291 0.245 0258
Eie Central 0891 === 012} 0170 0210 0278 0,259
Tejon 0.878 0.886 et 0208 0269 0.121 0.182
Ardila 0892 0843 0812 e 0477 0.287 0231
Cutzmala 0747 0.811 0.764 0.838 e 0285 0.360
Ranchitos 0783 0758 0.886 0751 0752 e 0272
Limoncito 0772 0772 0833 0794 0698  0.761 e

E} resultado del fenograma indica gue las poblaciones de la estacion
forman un grupo {Antiguo Sur, Ardilla, Eje Central y Tejon) con similitudes
genéticas muy altas {i,e., i = 0 878). Las poblaciones de Ranchitos, Limoncito y
Cuiizmala forman otro grupo separado que tiene menor similitud en promedio
{Figura 4}.
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073 0 80 087 093 100

[__...__...._ Antiguo Sur

Arcdiila

Eje Centrat

Tegon

Ranchitos

Limoncno

Curtsmala

F:gura 4. Fenograma basado en 13 similitud genética entre las poblaciones de £ havanense en
Chamela, Jalisco

Para todas las poblaciones de £ havanense, €l valor del flujo génico fué
de Nm = 0515 Este valor de flujo génico es bajo y sumere evolucion
independiente y 1a diferenciacion entre sitios podria ser resultado de [a deriva o
de la seleccion {(Wright, 1969}

Al estimar =l flujo génico entre las pablacicnes {ec 2) que estan dentro
de ia estacion con las que se encuentran fuerz de elia, se observo que las
poblaciones que estan dentro obtuvieron un estimado de Nm = 0 40, y las que
estan fuera Nm= 031 Esto sugiere que e! flupp gémeo esta restringido en
ambas sitios, aungue es mas acentuado en las poblaciones que esian fuera de
la Estacidon

En general el flujo génico es poco y sugiere una fuerte diferenciacion
entre poblaciones (probablemente la deriva génica éste actuando
independentemente en cada poblacion). Por otro lado es posible que exista un
caso de aislamiento por distancia (Wnight, 1943a y b, 1948, 1951), ya que las
poblaciones mas lglanas geograficamente entre si (Limoncito, Ranchitos y
Cuilzmaia) registran valores mas peguefios de flujo génico, y por el contrario

los siios mas carcanas ienen un valor mayor de flujo génico.
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DISCUSION GENERAL

1os niveles de vanacion genética encontrados en  Erythroxylum
havanense son altos en comparacién con ios encontrados en otros arboles
{Tabiz 9} ofras especies heterostilicas (Tabla 10). y en arboles tropicales en

general (Hamnck y Loveless. 1986)

Tanla 9 Nwveles de vanacidn de algunas especies 0€ inferés

Especies Proposcida de loc Helerocigo_sis esperada  Némero de
polimorficos especies
Arboles tropicales 0.28 0.1 n=29
Aiboles de zonas 0.37 0.14 n=113
templadas
Coniferas 0.52 0.17 n =40
Herbaceas 0.35 0.14 N

E havanense 0.806 0.387 n =348

Tabla 18 Tabla que muestra 1os niveles de variacion genética para especies heterostilicas

Autor Especie  Escala HU  He  Fst  &is  Ft Lodi N

ind.

Ganders Amsinckia 10 pob. 0.063 0.016  0.047 eoem oo 817 270
Spectabilis

Loiselie, A Psychotna 4pob - 0.184 0095 0.058 0144 11114 175

Officinahs (0.054) (0.019) {D.018) (0.D51)

tovelessy Psychotria - 0152 0133 0039  w-emmm omeee- 50/50  ------
Hamnck horizontals

Deweyy Psychotria = --mve-em meemmees eeemeeee 0.038  cereeem memmeeeee 3loci -
Heywood nervosa

Pérez, N P faxiuscens 2pob. 0198 0495 0026 0.115 0138 820 52
lbarra, JL  E havanense Tpob. €387 0330 0263 0185 0127 2531 345
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Existen diferentes mecanmismes gue podrian explicar los niveles altos de
varacion genética de £ havanense y de otras especies tropicales. Las cuatro
especies de Psychotria que se muestran en ja tabla 10 son autoincompatibles,
lo que orovoca un mayor intercambio genético y promueve niveles altos de
vanacion genehca al reducir la tasa de endogamia (Loveless y Hamnick, 1684;
Brown 1889 Loveless y Hamnick 1987. Ledig. 1986; Hamnick eT al , 19986)
£ havanense tene un sistema de auto-ncompabbiidad bien desarrollado, lo
que provoca gue la fertilizacion solamente se lleve a cabc entre morfos
diferentes y por lo tanto existan altos niveles de variacdn La ferbihzacion
cruzada junto con los sistemas de auloncompatibildad mantienen una alta
carga gengtica  estc guiere decir que existen mas individuos heterocigos que
los esperados segun la relacion de Hardy-Weinberg dentro de las poblaciones
(Lecig, 1986. Laveless, 1992)

Por otrc lado, el alto valor de la heterocigosis en £ havanense
cancuerda con la predicaion de que las plantas que tienen fecundacién cruzada
presentan mayor heterocigosis que aquellas que se autofecundan (Neve, 1978;
Brown. 1979; Shea, 1987; Hamrick e7 af , 1996)

Los valores de diferenciacion genética encontrados en E. havanense

coinciden con los valores de plantas que tenen un sistema de cruzamiento
mixto {Loveless y Hamnick, 1987; Hamrick y Godt, 1996), sin embargo resultan
altos al compararlos con los reportados para otras especies heterostilicas
(Tabla 10) Psychotria honzontalis obtuvo una Fst de 0.039 (Hamrick y
Loveless. 1883); Psycholna nervosa con una Fst = 0 038 (Dewey y Heywood,
1988) y Psychotna faxficens con Fst = 0026 (Pérez- Naser, 1993},
La mayoria de las Fis fueron negativas (Tabla 7), por lo que es probable que
ios heterdcigos fengan una ventaja selectiva (Wright, 1977; Mitton y Grant,
1984; Ledig. 1986} Esta ventaja podria expresarse en gue los individuos que
son helerocigos sean mas robustos, crezcan mds rapido, sean miegjores
competidores, etc. (Mitton y Grant, 1984, Allendorf y Leary, 1986).
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El vator de la Fst (0 263) sugiere un grado de diferenciacion elevado
centro ge cada poblacidn  aproximadamente e 73% de la variacion genética
g2 encuentra repartida dentro de las poblaciones; posiblemente esto sea
ceodo a la derva genica y al fluio genica {Wright, 1878, Statkin, 1985b, 1989).
Parece que la denva genica esta aciuando de manera independiente an cada
saolacidn ya que la mayor parte de la vanacion se encuentra dentro de cada
coblacion

Las distancias genéticas entre pares de poblaciones indican que hay un
grupo de poblacionas conformadas por Antigua Sur, Eje Central, Ardilla y Tején
icoblaciones situadas dentro de la Estacion de Biologia), que son las mas
parecidas genéticamente. Ranchitos, Cuitzmala y Limoncsito son por separado
izs gue estan mas distantes genéticamente entre ellas y entre el grupo
mancionado antenormente La distancia geografica (ver mapa fig.3) podria ser
ia explicacion a las distancias genéticas que existen entre las poblaciones En
general las poblaciones geograficamente mas distantes son también mas
distanles genéticamente (Cultzmala-Antiguo Sur, Eje Central, Ardilla, Tejdn,
Cutzmala-Ranchitos y Cuitzmala-Limoncito). Parece que existe una fuerte
correlacién, entre la distancia genética con la distancia geogréafica. Este
comportamiento podria hablarnos de gue se tiene aislamiento por distancia; o
sea que entre mas lejanos geograficamente los sitios es menor la probabilidad
de gue exsta flujo genico (Wrnight, 1843a y b, 1946, 1951) La distancia
geografica que existe entre las poblaciones puede estar provocando una alta
diferenciacion genética que puede ser explicada cuando menos en parte por el
movimiento de polen a pequefas distancias generadas por polinizacion que es
principalmente por medio de abejas {Scaptofrigona helwegeri, Dominguez,
1997)

El fiuje génico estimado a partr de la Nm es bajo, lo cual favorece la
diferenciacion genélica dentro y entre poblaciones Una posible explicacion
puede ser el movimiento de pofen a pequefias distancias que se genera por la
pohnizacion, y el modo de dispersion de las semillas, que también se da a
pequenas distancias, ya que se ha visto que las aves (como principales
dispersores) escupen el frulo casi iInmediatamente después de haberlo comde
{Dominguez eT al., 1997).
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En las poblaciones de Erythroxylun havanense se ha detectade la
posible existencia de esterilidad masculina citoplasméiica asociada ai morfo
thrum  Esto probablemente es la razon por ia que los individues pin producen
549% mas semillas que los Thrum {Dominguez, 1990 Dominguez eT af | 1987)
Esta diferencia se explica por la presencia de los altos niveles de polen estérl
en algunos mdwviducs del morfo Thrum La esterildad masculina parcial
observada en algunos individuos del morfe Thrum de £ havanense podria ser
el pnmer paso en la evolucidn de la heterostiha hacia la diecia, probablemente

modulada por ta interaccion entre los genes del nuclec y los dei citoplasma

£n la region de Chamela las pcblaciones de £ havanense presentan
altos niveles de vanacidn fenctipica y genética La vanacion fenotipica (medida
como el nivel de germinacién de polen) es significativamente diferente entre los
morfos florales  pnncipalmente para las poblaciones de Ardilla y Tejon {Cueva
E . 1999). Por ofro lado la variacion genética (analizeda con 1scenzimas) indica
que existen altos niveles de variacién y una fuerte diferenciacion entre todas las
poblaciones, Ardilia y Tejdn fueron también las poblaciones que presentaron
los niveles mas altos de heterocigosis. Esta variacion puede ser el resultado de
la estenlidad mascultna asociada al morfo thrum, ya que los resultados que se
presentan comciden con las predicciones generadas a partir de los modelos
tedricos que describen las dindmicas evolutivas de ta EMC, las cuales sefialan
que las especies de plantas con EMC presentan una alta diferenciacion y
vanacién genética debido a la presencia de ios citotipos gque provocan la
estenlidad masculina y a los alelos del nucleo que la restauran (Frank, 1989).

La vanacion fenotipica se da entre poblaciones, entre morfos y entre
individuos del mismo morfo Esta vanacion puede ser consecuencia del medio
yfo de las diferencias genéticas que existen entre ias poblaciones. Por un lado
se sabe que la germinacion de polen esta muy influenciada por el medio, el
cual puede ser muy varnable. Por gjemplo; $1 hay una escazes de agua en el
medio durante la microgametogenesis en &l trigo y el arroz, se induce una
estenihdad masculina (Sheoran y Saini, 1996; Lalonde eT af, 1997). La region
de Chamela se caracteriza por una marcada estacionatidad en la temporada de
lluvias vy de secas (Bullok, 1986; Garcia-Oliva eT af, 1991, Galicia, 1992;
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Garcia-Oliva eT al., 1995) Esta heterogeneidad en ef medio podria explicar
parcialmenie los niveles altos de variacion fenotipica en fa germinacion de
nolen Por otro lado, en las especies ginedioicas (macho estéril) comunmente
se observa una marcada vanacidn en la frecuencia de hembras entre las
coblaciones (Van Damme el af, 1994} Ya ha sido demostrado que esta
vanacion tiene bases genéhicas, dado que esta es una consecuencia de 1a
variacién entre poblaciones en la frecuencia de los citotipos que provocan la
esteridad masculna y los alelos restauradores del nacleo (Frank, 1989). Dado
cue la via principal para gue se desarrolie la esteriidad masculina en £
havanense tene un fuerte parecido con Jas especies que tenen EMC
(Dominguez eT af. 1997), se plensa que gran parte de la vanacion fenotipica
que se observa en la germinacién de polen se debe a las diferencias genéticas
que existen entre las poblaciones. Existe evidencia que apoya esta
intarpretacion, vy es que casi ef 30% del total de la vanacién genética en E.
havanense, se debe a la diferenciacion que existe entre poblaciones, esio
podria ser una consecuencia de [a frecuencia de los citotipos gue provocan la
esterilidad y los restauradores nucleares.

Analizando por separado fos niveles de heterccigosts de los dos grupos
de poblaciones con mas similitudes genéticas (Figura 4), encontramos que en
las poblaciones de afuera de la Estacion de Biologia existe una menor
heteiccigosis que en aquelias que se encuentran deniro de la Estacién. Es
positle que esto se deba a que sI pensamos que los genes causantes de la
asterildad masculina estdn en todas las poblaciones y que los alelos
restauradores solo estan presentes en las poblaciones de adentro de la

Estacion entonces el escenario seria el siguiente;

Poblaciones Poblaciones
Dentro de la Estacion fuera de la Estacion
{con alelos restauradores) (sin alelos restauradores)
Pin Thrum 1 Generacién Pln Thrum
YN N VAN / R
P T P&—> 7 2 ceneracen "’ T T
thembta) (hembra)

donde —» viable para la fertilizacion.

» parcialmente viable para la fertilizacion.
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Existe un camino gque es viable para la fertiizacion P —» T para ambos
sitios. sin embargo el camino T-—#P para las poblaciones que estan afuera de
la Estacion es parcialmente viabte Esto quiere decir que fas poblaciones que
se encuentran afuera de la Estacion tienen parcialmente solo una via de
feriizacion.  ya que algunos individuos Thrum no pueden fecundar a los
individuos pir que se encuentran formando parte de la poblacion. debido a que
este morfo es estéril para algunas plantas Esto provoca gue existan menos
heterociges gue cuando existen las dos vias posibles de fertilizacién {aunque la
neterocigosts es alta para ambos casos) como parece gue esta ccurrienda con
las poblaciones de adentro de la Estacién en donde st estén presentes ambas
vias y son viables. Posiblemente exista endogamia piparental en ambos sitios,
perc se da con mayor frecuencia en las poblaciones localizadas afuera de la

estac:on {presencia de mas homogigos),

Una posible explicacién det porgue solo existan fos alelos restauradores
en las poblaciones localizadas dentro de la estacion, puede ser debido al poco
flujo gemico que se genera y a la distancia geografica gue separa ambos
grupos de pobtaciones Esto es, que al ser restnngido el flijo de genes es
menos probable que los alelos restauradores de la estenlidad que ya estan
presentes en Ardilia, Tejdn, A Sur y Eje Central. lleguen a tcdos los individuos
de Ranchites Limoncito y Cuitzmala

Esta propuesta se apoya en los resultados obtenidos a partir de la
estructura genética de las poblaciones de £. havanense | y al gran parecido

que existe ¢on las especies que presentan esterilidad masculina citoplasmatica.

Esie hallazgo es importante, por que sugliere nuevos mecahismos
causales para la discluc:én evolutiva de la heterostiha La evolucién de la EMC
puede ocurni en Erythroxylum havanense, y su dinamica va a depender de la
ubicacion de los genes restauradores dentro del genoma nuciear Si estos
genes estan asociados al supergene de la heterostilia, entonces se esperaria

gue la esteriidad masculina se presentara en uno solo de los morfos, Para
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£ havanense, los alelos podrian estar asociados al haplotipo que determina el
morfo Pin Los alelos mitocondriales que causan EMC deberian estar presentes
en los dos morfos florales ya que se heredan por via materna, En contraste, si
los alelos nucleares que restauran fa fertilidad estén asociados al haplotipo pin,
estos individuos tendran dos copras de esles genes (el morfo Pin es
homogamético, ss) y serian fériles para la funcion masculina. En cambio, fos
ndividuos Thrum tendrian los genes mitocondriales que causan EMC pero,
dado que el haplotipo Thrum es deminante sobre el Pin {Ganders, 1979), los
genes restauradores No se expresarian y estas plantas serian estériles para la
funciébn macho Este fendmeno podria generar un desequibbrnio en el
funcionamiento de la heterostilia y por tanta promover su evolucion hacia otro

sistema reproductivo.
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APENDICE
TECNICA DE ELECTROFORESIS

La electroforesis es el movimienio de enzimas en un gel (sustrato) bao
ta influencia de fa comente eléctrica Una enzima puede presentar formas
moleculares alternativas en el mismo locus (aloenzimas) y en diferentes loc
liscenz!mas)

Una vez que se separan las enzimas por electroforesis se tiien los geles
mediante métodos histoquimicos gue hacen al producto de ta reaccién
enzimatica wvisible Las técnicas de btnoon mas usadas identfican la
transferencia del 10n hidrogene del sustraie NAD o NADP (que pasan a ser
NADH o NADPH). Estas reaccicnes son llamadas deshidrogenasas El PMS es
usado para transferir el ion H2 de NAD o NADP a alguna sal como MTT o NBT
gue se reduce dando lugar a formazan inscluble que aparece en color en el gel,
en sitio donde la reaccion tuvo lugar

A continuacidn se detalla ta técnica utiizada en el tratamiento de las
muesiras después de la colecta, su almacenamienta, el método de extracoion
de proteinas que se utihizo, v los procedimientos de corrimiento, tincidn lectura
y almacenamienio de los geles para llevar acabo electroforesis de enzimas a
partir de tejido fohar de Envthroxyvlum havanense

La secuencia metodoldgica se enlista a continuacion

1 - Colecta de muestras foliares del campe

2 - Almacenamiento de muestras foliares en un tanque de Nitrogenas liguido a -
195 grados centigrados

3 - Almacenamiento permanente en un ultracongalador (REVCO) a -70 grados
centigrados

4 - Extraccidn de proteinas mediante ef macerado de las muestras con un
buffer especifico y absorcidn en wiks.

S - Almacenamiento a {argo plazo de los extractos de tejide foliar absorbidos en
papel filtro y guardados en tubos eppendorf en el ultracongelador a -70 grados
centigrados

6 - Montaje de las muestras en el gel.

7 - Electroforesis  Corrimiento del gel bajo un amperaje/voltaje especificos y
una combinacion de buffer de charola y gel adecuada.

8 - Retiro del gel de la corriente eléctrica y corte en rebanadas.

S - Tincién con base en protecolos especificos para cada enzima

10 - Lectura Se hace la lectura de los patrones de bandeo en los geles en
fresco ya que es el momento de resclucidn éptima para algunas enzimas.

11 - Fyacion de geles en aicohol at 50%.

A continuacion se describe con detalle cada uno de los pasos anternores.

Se coleclaron hojas, se envolvieron en bolsas, se etiquetaron y se les
puso una liga y un ganchillo para introducirlos en el tanque de Nitrégeno
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iiqudo. Una vez en el Laboratorio, las muestras se coloccaron en un
ultracongelader (REVCO de -70 grados centigrados) para su posterior
utihzacion. Se ha reportado (Kephart 1990) que las muestras guardadas por
largos penodes de tiempe en un ultracongelador, presentan diferentes grados
de viabilidad. Generalmente, en los tejidos con altos conteridos de compuestos
secundarios las enzimas se degradan rapidamente aun a temperaturas de -50
grados centigrados Por eso se decidié congelar instantaneamente con
nitrdgeno Hquido y mantener las muestras a -70 grados centigrados

Los tepdos fueron homogeneizados (usando 12ml de buffer de
extraccion) buffer de Abies ) y absorbidos en papel para cromatografia
Wnatman del N 20, y colocados en geles de almidon (30 gr de almidén y 10gr

de sucrosal.
Acontinuacién  se presenta la composicion quimica del buffer de

extraccion de Abies que se ulihzd para £ havanense

BUFFER DE EXTRACCION DE ABIES (MODIFICADO DE MITTON, 1981)
BUFFER YO para 100m|

Compuesto

- Ths AC CINCO~----=-sasmeees 10ml

(1 579 de trisma base, 0 83g de acido
citnco pH 7.0},

-NADP (TPN)--emeercims e -0 05g
SNAD (DPNY-e-—ememe e .

-AC ascorbico

-Suero albumina de bovino—--—-d i0g

-2- Mercaptoethanol-—------—--- 0 33ml
BUFFER VEG 11

AC BONCO- = 0 31g
-Tergitol17-8-9-—-- s mmm oo 2ml
PEG 8000---------cnameme e 2g
PVP 40

PVP 360 -mrvrmmme e

-AC ascorbico

-NAD {DPN)---—emmm e .
-Suero de albumina de bovino-—--- 01g
-Pyridoxal 5° fosfatg------—----.. 0.005g
-SALAI058---mmmmmmmmmam e —0 27g
-Cislemna-HOL- -roe e 0.19g
-2-Mercaptoetangl—-—-----—--- G.66mi

Para 100ml de aguaa pH 7.

Como se menciond anteriormente se requiere de un buffer de gel {que
se usa para prepararlo) y un buffer de charola {que es una sclucion ionizada
que conduce la corriente eléctnca a través del gel) para llevar acabo una
corsida electroforética.

La corriente eléctrica produce un corrimiento diferencial de las proteinas,
de acuerdo a sus cargas debido a la presencia de grupos amino y de grupos
carboxilo. La carga neta de la proteina, y como resultado de ésta, su migracion
en ¢l gel. depende del pH, compuestos quimicos y la concentracion de estas en
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el sistema de buffer Cuando las proteinas migran hasta su punto isceléctnco
{donde ya no hay carga) ya no se registra mas movimiento

Ya que las enzimas se 1onzan a vanos pH's usuaimente hay que
ensayar con 2 a 4 diferentes sistemas de buffer hasta poder lograr una buena
expresion enzimatica Para este trabajo se utilizaron varios sistemas de buffer
para encontrar fas enzimas polimorficas. y los pH's van desde 6 1 hasta 90 y
con 3 niveles de amperaje. (como se observa en la siguiente tabla)

Tabla Apendice 1. Amperaje y pH de los sistemas de buffer uthizados (*Buffer’s elegidos para
trakajar con E. havanense }

SISTEMA CORRIENTE (mA)  pH Charofa pH Gel
‘Sistemna 7 65 83 8.3
Sislema 2 60 9.0 90
Sistema R 50 81 8.5
Morfolina 55 61 6.1
*Poulik 60 85 81
*Mitlon 55 75 7.6
Hishdina 55 7.0 70
Sistema -8 80 76

En cuanto a detalles del corrimiento es importante mantener un rivel de
voltaje debajo de los 250- 300V (dependiendo del grueso del gel) para evitar la
desnaturatizacion de las enzimas por exceso de calor El voltaje que se utiliza
en los diferentes sistemas de buffer va a depender del tamario Y grueso del gel,
ce la cencentracion y composicion quimica del sistema de buffer que se utllize
y del grueso del wick Los voftajes anteriores se establecieron con base en
expenencias  de ofros laboratorics y de pruebas empincas hechas
especificamente para este Wrabajo.

Como se puede observar en la tabla (Apendice 1) hay algunos sistemas
de bufier que presentan el nismo pH para el buffer del gel y el de charola. Este
tipo de sistemas de buffer se denominan continuos en confraposicion a
aquelfos discontinuos en donde el pH del gel y el de charola son diferentes
( sistema R, Poulik, Mitton y Sistema -8). Una de las consecuencias de usar un
sistema de buffer discontinuo es que Jas bandas de los logi se adelgazan vy
permiten, en algunos casos, una mejor resolucién de las 1soenzimas.

Las recetas utilizadas para preparar los sistemas de buffer son las
siguientes (todas las recetas estan calculadas para 1 litro excepto cuando
indican lo contrano).
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SISTEMA BUFFER DEL GEL BUFFER DE CHAROLA

A [A. Garay) Sistema 7

Tris (T-1378)7-9 —-—5.45¢9 (o] 5 I— ---1.8g

Acido Citnco-—------ 1.3g Acida Bérico--—---—---11.8g
Aforar a 800ml y ajustar a pH 8.3 Ajusiar a pH 8.3 con compues-
con NaOH tos secos.

Buffer de Charola —-100m|

8 (Hakim-Elahi,1976) Poulik
Tris (T-1378)7-9 —-2¢g

Acido Citneo-—------| D.63g
Agua destlada--—---- 1000m|
Aforar, ajustar a pH 8.1

C (Mitton PP} Mitton

Tris (T-1378)7-9-~---1.89
Ac.citrico monohidratado-—0.7g
Agua destiladg-—-—1000m|
Ajustar el pH a 7.5 con NaOH,
con Ac Bérico.

Hidréxido de sodio—--4.0g
Acido Bérico-----—----18.55¢g
Agua destilada ------- 1000mi
Aforar, ajustara pH 8.6

Hidréxido de sodio—1.25g
Acido Bérico——---18.259
Agua destilada—-—1000m|
Ajustar el pH a 7.6 con NaCH
0 ¢on Ac. Citrico.

Para poder determinar a que distancia del catodo va el frente de
corrimiento se coloca, en las orillas de los geles, dos wicks con marcador
(amido-black). La mayoria de los geles se corren hasta que el frente a recorrido
aproximadamente 10 cm. El gel se retira de la corriente eléctrica y se corta en
rebanadas de 2mm. Cada rebanada se tifie de acuerdo a un protocolo
especifico para cada enzima.

La nomenclatura de fos laci, al igual que Ia de los alelos, se establecié
en funcién de la migracién de estos. Aquellos foci ( o alelos) que estuvieran
mas cerca def catodo se les dio el nimero 1, fos que seguian et nimero 2 y asi
sucestvamente conforme se acercan al dnodo.

A continuacion se enlistan las recetas de las enzimas montadas;

LAP (Werth, 1988)

Pesar:

-Fast Black K salt 100mg
(disolverio en Sml de agua destilada
justo antes de teilir)

ARadir:

-Buffer 0,2 Tris maleato pH 5.2-————-50m|

{Tns 1378 24.2g y Ac. mdlico 23.2g)
-t-Leucina-b-naftilamida-HCL 2.5% 1mi
incubar en ta obscuridad a 37C durante 30 minutos y
posteriormente afiadir el Fast Black salt.




PGi (Vallejos, 1983}
Pesar
-D-Fruluosa 6-G-fosfato, sal disddica----—--- 30mg

Anadiy

-0 tM Tris-HCL pH 7 5--mm v 50mi
-Glucosa-6-fosfalo deshidrogenasa (10u/ml)—-3mi
-1h Mg CL2 o al 10%--——---—- 1mi

TPM (=NADP) 150 mmmmme s iml

MATT 1% e —1Aml

OIS 10herrm e 0 5m!

Incutar en la obscundad a termperatura ambiente

APX (Hakim-Elahi, 1976)
Pesar
-3-Amini-g-ethylcarbazole------ 100mg

Anadir
-Dimetilformamiga--—------—- 7mi
-Agua destilada------—-—+=- 80mi
-Peréxido de hidrogeng-------- 1ml

-Clorure de caleio al 1%--—--2mi
-1M de acetato de sodio pH 5.0---5ml
Incubar en la obscuridad

ME (Modificada de Soltis et al. 1983}
Mezclar

-0 2 Tns-HCL pH 8.0-—--—-- 40ml
-1M DL-Malato pH 8 0o 5m)
M MYCI2e e 1ml

“TPN (NADPY 1%-rreemar e iml

SMTT 1%eemmeeeee ——ee— il
“PUAS 1% mmr e e 0 2ml
Incubar en la obscundad a 30 C.

SDH (Modificado de Werth, 1985)

Pesar

-1) Acido shikimico--—----—--- 40mg
-2} AQar-- e e 0.36¢g
Anadir.

-1} 0 2 Tris-HCL pH 8 0--—--—- 15mi

- TPN{=NADP) 1%
- MTT 1%
- PMS 1%--——-r e

-2) Agua deslilada~-—-+---—-- 25mi

Calentar hasta que hierva y se disuelve bien

el agar, erfonees mezclar 1) y 2)

Incubar en Ia oscuridad a temperatura ambiente
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HEX (Murphy et al,, 1980}

Pesar

7 . -0.25g

-D {+) Glucosa----mamm e 59

<OPN (=NAD}---- e mermm e 20MG
12 S 1+ 10
Anadir.

-0 28 Tnis-HCL pH 8.0--------mverr -+ 50m!
-0 IM MgCI2-mmemmmmm e imi
-Giucosa-8-fosfate deshidrogenasa------80u
“PRAS A% s 0.5ml

incubar en la obscundad a temperatura ambiente

RUB

Pesar

-Fast Black K sall--------emeenemoaes -0 29
Afadr

-Melanol-w—e e 50mil
-Acido acélico glacial---ss-emremeon 10mi

incubar por una hora a temperatura ambiente.

ADH

Pesar

-DPN (=ENAD)--—--— e 10mg
ANBT - e 10mg
Anadir:

-0 2M Tris-HCL pH 8.0
-Etanol al 95% & 100%----

Incubar en 1a obscuridad a 30 C
sSOoD

Pesar.
~GHICOSA- ++emmrmmenmm e 3.5g

Anadir
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Ahdun

-1} 0 05M Tns-HCL pH 8.0
Acido DL-LAGHCO----~- -

-2} Agua destilada---—-----—rmm- --25m)

Calentar hasta que hierva y se disuelva bien el agar.

entonces mezclar 1) y 2) e incubar en {8 ascwidad a

femperatura ambiente. ESTA TESIS NO SA‘-IE
MNR (Cheliak y Pitel, 1984) DE LA B[BL[OTECA

Pesar

Adadir
-0 05M Tns-HCGL pH 7.0----— oo —-- 75mil
Incuirar en 1a oscundad

AcPH {Hakim-Elahi, 1976}
Pesas
-Fast Garnet GBC salt---—--r-mnm-- 75mg

Anadir.
-Buifer 1M de NaAc {acetato de sodio) pH 5

-MgCL2 10%— e~ —1ml
-a-Naphihyl acid phosphiate (sodium salt) 1%

incubar en |a oscuridad a temperatura ambiente

EST (Hakim-Elahi, 1976}
Pesar

-Fast blue RR salt
-a-Nathl acetato---—------—----mo—-

Anadic.

SACEIONA~--vrmr s 2ml
-Agua destifada------—---—- —eemme—d 5
-Buffer de fosfatos pH 6.0
(fosfato de potasio dibasico y fosfato de

polasio monobasico)

Incubar en |2 oscuridad a temperatura ambiente

NADPHDH
Pesar

Aqadir.
-0 2M Tris-HCL pH 8.0--——---- e e 50mi
incubar en oscuridad a 37 C



50

IDH (Modificado por Soltis et al. 1983}

Pasar.

13 Ac. 1socitrico. sal trisédica------- 100mg

2} AQAT---mnr e e e 0.36g

Adadir,

1) 0 2M Tris HCL pH 8 0---emnememcee 25ml
A MGCLZ 0 al 10%------—+ ~--meeeee 1mi
1PN (=NADP) 1%----——ommmmmeeee- ~0.75mi
LY S — —-

PIMS 1% moecm e re e 0.025ml

2Y02M Tas-HCLpH & 0
Calentar hasia que hierva y se disuelva bien el agar,
entonces mezclar 1Y y 2).

incubar en la oscuridad a 37C

MDH (Modtficada de Vallejos, 1983)
Pesal

Adadir
-0 2M Tns-HCL pH 8 0--mm—vernemeo- 50ml
-1M DL- Matato pH 7 8- —mvme e smi

Incubar en la oscundad a temperatura ambiente,

Una vez mezclados los componentes de las recetas para cada enzima,
se incuban los geles con estas mezclas generalmente a 37 grados centigrados
y en la oscurwiad



