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KRESUMEN :

Se ralizd un estudio de la variacidn genética isoenzimatica
sobre 12 procedencias del &rea de distribucién natural de los
taxa Pinus oyacnhuite FEhr.,, Pinus ayacahuite var. brachyptera
Shaw y Pinus ayacalwuite var. vetitchii en México y Centroamérica.

Se usé la técnica de electroforesis con geles de almidédn
para estimar las frecuencias alélicas de 14 loci iscenzimaticos.

Las frecuencias alélicas de los 14 loci iscenzimaticos
diferenciaron los taxa de este estudio como independientes,
habiendo mayor semejanza de las poblaciones de Pinus ayacahuite
tipico y las de Pinus ayacahuite var. vegltchii en comparacidén con
las de Pinus ayacahu;‘te var. brachyptera.

Las mediciones de diversidad genética indicaron que los tres
taxa estudiados tuvieron niveles de variacién de media a alta y
siendo las poblaciones de P. ayacahuite var. veitchii las mas
variables.

Los agrupamientos genéticos formaron tres grupos bien
marcados. El primer grupo incluyd las dos poblaciones de Pinus
ayacahuite var. veitchil y las poblaciones de Ixtlan y Nundaco,
OCaxaca, México de Pinus ayacahulte Lipiéo. El segundo grupo
incluy® las seis poblaciones de P. ayacahuite tipico de Chiapas,
Guatemala y Honduras. Por Ultimo, el tercer grupo mas distante
genéticamente lo formaron las dos poblaciones de P. ayacaghul te
var. brachyptera de Durango, México,

El anAlisis cladistico mostré que filogenéticamente el

P. ayacahulte var. wveitchii estad en un linaje relacionado con
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P. ayacahuite tipico, a su vez, claramente distante del
£ ayacahulte var. brachypitera que tiene otro linaje de
diversificacidén. Ademas que el P. ayacahuitle tipico se irradid o

se diversificd de norte a sur con una ruta de diversificacidn

desde Oaxaca, continuando con Chiapas, Guatemala y Honduras.



1. INTRODUCCION

México posee el mayor ndmero de especies de importancia
maderable dentro del género Pinus en comparacidédn con otra
Area de 1gual tamafio en el mundo. Ademas es un buen lugar para

la observacién e interpretacién de la variacidédn y evolucidn de
este género C(Little, 1962D.

Existen en la actualidad 79 taxa reconocidos, representados
por 50 especies, 20 variedades y 9 formas, conformando mas
del 40% de especies de este género reconocidas a la fecha en
todo el mundo CEguiluz, 1984; 1989). Actualmente la presién
demografica de la poblacidén y la necesidad de producir mas
alimento son la causa de la destruccién rapida de los bosques de
coniferas (Dvorak y Eguiluz, 1985, tal es el caso del Pinus
ayacachuite cuyas poblaciones naturales se han reducido por
cortas para combustible, construccidén y por la converslén de
dreas forestales a uso agricola, ademids que su madera se busca
por su suavidad, trabajabilidad y buena calidad.

Es preocupacidén de los genetistas forestales que los
mejores genotipos estan siendo cortados, ademas de que
poblaciones enteras continuen desapareciendo en el futuro,
privando asi, la opciédn de explotar el germoplasma para
plantaciones comerciales y regeneracién de bosques naturales
sanos. Esta especie es potencialmente recomendable para
plantarse tanto en lugares templados como en las partes altas de
clima tropical y subtropical de México.

La especie de Pinus ayacahuite es de amplia distribucidn,

por lo cual tiene qgenotipos adaptados a diferentes condiciones



ambientales, pero en la actualidad no se conoce la variaciédn
genética de las diferentes poblaciones naturales, lo cual es
importante para establecer plantaciones en los sitios mAs
recomendables para obtener buena productividad, asi como para
desarrollar programas de mejoramiento genético. Esta informacidn
también se puede utilizar para establecer areas de conservacidn
en los sitics mAs variables

Cominmente la variacién genética se ha medido con base en
obser vaciones morfolégicas y fisioldgicas. Actualmente es
posible medir la variacién genética con mas precisidédn a través de
técnicas modernas como es la electroforesis, que permite 1la
identificacion de la variacién iscenzimatica.

En este trabajo se utilizé la técnica de electroforesis para
conocer la variabilidad genética de las poblaciones naturales de
Pinus ayacahuite incluyendo 1la especie tipica y sus dos
variedades con los siguientes objetivos:
ad Determinar si la variacién genética entre las poblaciones

naturales de Pinus ayacahuite y sus dos variedades es

significativamente diferente.

b) Determinar 1la estructura y distancia genética de las
poblaciones naturales de Pinus ayacahulte y sus dos
variedades en México y Centroamérica, tomando como base

las procedencias muestreadas y sus distancias genéticas.

¢c) Analizar las relaciones evolutivas entre los taxa.

V]



&. REVISION DE LITERATURA

2.1. Taxonomia de Pinus ayacahuite

Martinez (1948) ubicd al Pinus ayacahuite y sus dos
variedades dentro del género Pinus , seccidn Ayacahuite. Después
Loock C1977) clasificd estos tres taxa dentro del género Pinus,
seccidén Hapléxilon o pinos blandos, grupo AYACAHUITE o pinos
blancos Ccon umbo terminald. Aunque, también pueden clasificarse
siguiendo la modificaciédn de Eguiluz (198%ad a la clasificacidn
de Little y Critchfield dentro del género Pinus L., subgénero

Strobus Lemm, seccidn strobus Lemm, Subseccidén Strobi Loudon.

2.1.1. Grupo AYACAHUITE

Dentro del grupo AYACAHUITE se incluyen en México los
siguientes taxa: Pinus flexilis Jame=, Pinus reflexa Engelm,
Pinus ayacahuite Ehr. , Pinus ayacahut te var. brachyptera
Shaw, Pinus ayacachuite var. veitchii Shaw, Pinus Llambertiana
Dougl., Pinus chiapensis C(Martinez) Andresen CMartinez,1948,;
Andresen, 1964D

El Pinus reflexa y el Pinus flexilis son similares, por lo
cual segun Martinez (1948) algunos autores consideran al primero
como variedad del segundo. Asimismo el Pinus reflexa tiene
notable parecido con Pinus ayacchuite var. brachyptera, estando
ligado a ¢l por formas intermedias (Martinez, 1948D. Aunque
segin Eguiluz (19900 los nombres de Pinus flexilis James y Pinus
reflexa Engelm. han sido usados erroneamente en México,
particularmente en las poblaciones del noreste, recomendando usar

el nombre de Pinus ayocohuite var. brachyptera hasta que se



desarrolle mas investigacién sobre el complejo P. reflexa,

P. flexilis, P. strobiformis, P. ayacahui te var. brachyptera.

El Pinus chigpensis se distribuye en pequefios manchones
en Chiapas, Guerrero, Veracruz, Puebla ;ﬂ OCaxaca, ¥y el Pinus
lambertiana tiene una distribucién restringida en la Sierra

de Zan Pedro Martir, Baja California.(Martinez, 1948; Andresen,

1964; Eguiluz, 1990).

2.1.2. El Pinus ayacchuite y sus dos variedades

Segun Eguiluz (1978), Ehrenberg describié por primera vez la
especie tipica como originaria del sureste de México.

Shaw C1909> considerd dos variedades: brachyptera del
norte del pais y la veitchii del centro.

El Pinus ayacahuite var. brachyptera Shaw fue clasificado
por G. Engelmann en 1848 como PrLnus strobi formis en el norte de
México C(Eguiluz, 1978), pero fue reducido a variedad del Pinus
ayacachuite en 1909 por G. R. Shaw (CShaw, 1909D. Tiene mucho
parentesco con Pinus reflexa y con el conocido Pinus strobt formis
de las montaflas Rocallosas en los Estados Unidos, a tal grado que
se encuentran muchos ejemplares identificados en México, pero que
son de Pinus ayacahuite var. brachyptera. Eguiluz (1978 propuso
que es necesario estudiar mias esta especie para poderla
:clasificar mejor.

El Pinus ayacchuite var. vettchii fue descrito por Roezl
como Pilnus veitchii en 1857 y como Pinus bonapartea en 1858 y
posteriormente como Pinus loudontana por Gordon en 1858, todos
basados en muestras colectadas en 1la zona centro del pais

CMartinez, 1948; Eguiluz, 1978, 1990D.



Segun Martinez (1948) la clasificaciédn de Shaw (19090 estuvo
acertada al considerar la especie Pinus ayacahuite como
tipica y sus dos variedades vetitchiit y bbrachyptera, como taxa
dependientes de la misma especie. Esta opinidn se basa en que
estos pinos coinciden en la forma, tamafio y estructura de las
hojas, lo mismo que en caracteristicas de la vaina y sl ala de
la semilla. Su diferencia se presenta en la longitud relativa
del ala, la forma y la consistencia de las escamas, asi
como su color y otros detalles de menor importancia CMartinez,
19485.

La variedad veitchiti parece poseer caracteristicas
intermedias entre el Pinus ayacahuite var. brachyptera Shaw
y Pinus ayacahuite Ehrenb (Martinez, 1948).

Carvajal (€1988) basado en muestras procedentes de la
Sierra del Cuale, Jalisco y de El Salto , Puseblo Nuevo, Durango,
sitios en donde parecen encontrarse los ejemplares mas tipicos
de la variedad brachyptera, hizo un estudio biométrico de 20
variables, encontrando diferencias marcadas en los ejemplares de
Jalisco en comparaclén con los de Dur ango, por lo cual
recomendo elevar a nivel de especie el taxa de Jalisco como Pinus
novo-galiciana CARVAJAL. Sin embargo, los datos de las variables
medidas no han sido reportados.

Segun Carvajal (198680 el Pinus novo-galiciana CARVAJAL,
parece representar un eslabdn que une geograficamente al Pinus
ayacahuite var. veitchii del centro de la Republica y el Pinus
strobiformis o Pinus ayacahuite var. brachyptera de los estados

del norte.



2.2. Descripcién y comparacién morfolégica de los taxa en estudio

La descripcién morfolégica y las comparaciones de los tres
taxa se resumen en el Cuadro 1, cuya elaboracién se hizo con base
en los datos reportados por Martinez (1848); Loock C1977) y
Eguiluz (1978; 1985a)d.

El Pinus ayacahuite tipico se distingue morfoldégicamente de
sus dos variedades por: ad) En general las aciculas son mas
largas; b)) las escamas de los conos son'mas cortas (8 a B cmd) ¥y
més angostas (2.8 a 3.5 cmd; <O las semillas son mas pequefias
con longitud de 8 mm; d> el ala de la semilla es mas larga Cde
32 a 38 cmd) y mas angosta (8 mm).

El Pinus ayacahuite var. brachyptera se distingue
morfolégicamente del Pinus ayacahuite tipico y su variedad
veitchit por: ad la longitud de las aciculas es en general mas
corta; b en general la longitud de los conos femeninos es mas
corta; c<d la apéfisis es larga, muy reflejada o enroscada; dd
sus semillas son grandes (12 a 15 mm de larged con ala corta
Cmaximo 10 mmd) o caAsi siempre nula.

El Pinus ayacahui tle var. vettchil se distingue
morfolégicamente del Pinus ayacahuite tipico y su var iedad
brachyptera por: ad los conos femeninos son en general mas
grandes (22 a 35.5 cm); b) las escamas de los conos son en
general mas largas (5 a 8 cm) y mas anchas (2.8 a 5 cmd; cd con
semillas grandes (Clongitud de 12 a 13 mmd pero con ala
desarrollada; d0 el ala de la semilla es mas ancha (6 a 12 mmd

con longitud mediana C(de 15 a 20 mmd.



Cuadro 1. Caracterlsticas dasométricas y morfoldgicas de los tres taxa
estudiados (Esta informacibn fue recabada de las referencias
siguientes: Martinez (1948), Loock (1977). Equiluz (19783 198%a).
F. ayacahuite F. ayacabuite
Caracteristicas var. brachypiera var, veitchii
Dasomélricas
Altura del rbol 20 a 4% m 2O om 20 4 IO m
Ditmetro a altura de
pecho 90 @ 150 cm 60 a 120 cm 60 a 70 cm
Corteza en arboles
maduros aris cepicienta aris cenicienta grisacea o café
rojiza
Aciculas
NHumero de aciculas
por fasciculo cinco cinco cinco
Longitud de acicula 7.9 a 20 cm  a 13 cm 10 & 19 cm
Color de acicula verde brillante verde intenso, verde obscuro
azuloso
Estomas de las
aclculas En las caras En las caras En las caras
internas internas internas
Canales resiniferos externos externos xternos
Numero de canales
resiniferos 2 a4 rara vez de 2 a % de 2 a 9 rara
306 vez hasta 10
" Haz fibrovascular simple simple simple
valnas caedizas caedizas caedizas
Estructuras sexuales
a) masculinas en grupos de en arupos de en grupos de
” aoL T
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Cuadro 1.

(Continuacibn)

Caracteristicas

b) Femeninag

Forma de los conos
Longitud de los conos
Color de los conos

Fedlinculo del cono
Longitud de las

escamas de los conos
fincho de las escamas
de los conos

Semillas

Color de semilla

Longitud de las
semillas
Longitud del ala
fincho del ala

3
ja
jt=%
D
i~
19_1

Color de la madera

Fo ayat

Fo ayacahuite
valr. brachyptera

subcilindricos subcilindricos subcilindricos
20 & 30 ¢m 19 & 25 ¢cm 22 a4 XU cm
(5= 20 cm) (e 2% cm) W=28 cm)
café amarillento amarillo con tinte verde amarillento

anaranjado u ocre 8 ocre
15 mm 20 a 25 mm 25 mm
Sa b cm a7 cm 5 a 8 cm
2 a 2.9 co 2.9 a F.Y% com 2.8 a 9 cm

Obscuras con manchas caféd obscuro Caf¥é obscuro

amarillas
8 mm 12 a 15 mm 12 a 13 om
32 a I8 om maximo 10 mm 13 a 20 mm
8 mm .- é a 12 mm
amarillenta amarillento amarillenta

rojiza



E.3. Caracterizacién geografica y ecolédgica de los taxa en

estudio

La caracterizacién geografica Y ecoldégica se resume en el
Cuadro 2, el cual fue elaborado con base en Critchfield y Little
(19662, Loock C1977), Eguiluz 1977, 1978; 1990), Styles y Hughes

C1983).

2.3.1. Caracterizacién geografica

Los tres taxa incluidos en este estudio se localizan en las
partes montafiosas tal y como lo indican las altitudes reportadas
mayores de 1800 msnm (Cuadro 2 y Figura 1).

El P. ayacchuite var. brachyptera se encuentra en la parte
norte de México, siendo la especie que se encuentra a latitudes
mayores, de 22° 15N a 31° 20'N en México.

El Pinus ayacahuite var. veitchii se encuentra distribuido
en el eje neovolcanico (Cordillera transversal del centro de
México, donde se encuentran los volcanes maAs altos del pais tal
como el Pico de Orizaba (5,700 md y el Popocatepetl (5,450 mdD>
dentro de las latitudes 18 30'N a 21° 20°N. El P. ayacahuite
tipico se localiza en 1la parte centro Yy sur de México,
continuandoseAhacia Centroamérica dentro de las latitudes de 14-°
15N a 20¢ 55"N C(Cuadro 2).

El P. ayacahuite var. brachyptera se encuentra mAs al oceste
con valores de longitud de 10i° 00’ a 110° 00O'. El1 P. ayacahui te
tipico se encuentra a una longitud de 87 55® a 100° 50’', en
tanto que el rango de longitud del P.ayacahuite var. veitchii se
encuentra incluido dentro de la longitud de la especie tipica

con valores de 97° 15" a 103°c 50’ (Cuadro 2.



Cuadro 2. Caracterizacidn qeografica v
(Esta informacibn fue rec
Critchfield y Little (1966),
Btyles y Hughes (1983).

ecoldgica

abada de las

de los tres
referencias

10

estudiados
siguientess

taxa

Loack (1977}, Eguiluz (1977, 1978, 1990,

Finus ayacahite

Caracteristica tipico
Geogrdficas
Rango altitudinal 1,800-%,400
(msnimn)
Latitud norte 14° 157 200 8%°

8"!0 [ el

37 85T - 100® 507

En el centro y sur de
México, en los estados
de Col.. Gue.. Do,
Chis., Méx., Hgo., Fue.

Longitud oeste
Localizacion

2,000-%,200

mnea

oy

159% - Z1e 20°
101% 007 ~ 110° 007
Fn la parte norte
de México en los
estados de Chib.,
S50ne, Doo., ZaC..

2, 000-7, 700

18® 07 - 21° 20°
97° 15" - 10%° 50°

En la parte central

de México en el D.F.,
estado de Méx.. Hgo.,
Fue., Ver., Mich., y

Tlaxes Ver. extendien- Jal.. S.L.F.. Biney OGro.. Tlax.. Jal.
dose dentro de Guate-- Nuevo Lebn, Coah..
mala, E1 Salvador vy en Tamps.
Honduras.
Ecolbgicas

Asociaciones Forma masas puras en Forma masas puras Se @soCia con
dreas pequedas, pero mhs 0 menos exten- varias especies
s0n mas  frecuentes sas Yy en algunos arbdreas.
asociaciones donde 5@ aspcla con espe-
pocas veces es do-- cies de pino prin--
minante. cipalmente.

Especies de Finus moniezumae, Finus teocote, Pinus montezumae,

asociacibn Finus teocote, Finus cooper i Finus teocote,
Finus paxacana Var. Finus duranguensis, Abies religiosa,
ochoterenae, Finus rudis, Alnus firmifolia,
Finus rudis, Finus lumheltzii,
Finus pseudostrobus, Finus herveraey Arbhutus qlandulosa,
Abips religionsa, Finus engelmannii, Buercus lauriana,
Abies qualemalensis, Finus arizoniCa,

Alnus sp.,
Quercus brachyptera,

BB




Cuadro 2. Continuacibn

Finus ayacahite
tipico

Tipo de Frospera mejor en
suelo suelos fértiles, pro-
fundos, bien drenados
ricos en materia orga
Nica.
Tipo de Templado caliente
climas

Feriodo de Frimavera y verano

11

Finus ayacahuite

var. veitchii

Supuestamente prospe- Frefiere losg

ra  mejor en suelos suelos bien dre-
profundos a lo largo nados y protegidos.
de canadas, pero se

ha encontrado asociado
con pinos de suelos
mis pohres como Finus
lumholtzii o Juniperus
i)

Templado frio Templado caliente

A finales de la pri- En primavera y ve~

lluvias de abril & octubre, mavera y principios rano, desde abril
con  inviernos secos de verano con invier a octubre con in
y frios. nos con nieve o viernos secos y
escarcha. frios
Mes mas marzo vy abril abril v mayo marzo y abril
caliente
Temperaturas
minimas extremas -5 °C =35 "G ~14 *C
Temperaturas
miximas extremas 35 °C 40 °C 40 °C
Temperatura
promedio 15 “C 13 °C 14 °C
Nota: Coah.= Coahuila; Col.= Colimay Chih.= Chihuahuai Chis.= Chiapasi D.F.= Dig—-
trito Federals Dao.= Durango; Gro.= Guerreroi Hgo.= Hidalgos Jal.= Jaliscos
Méx.= Méxicos Mich.= Michoacing Oax.= Qaxacas; Fue.= Pueblay S.L.F.= San Luis
Fotosiiy Son.= Sonoray Tamps.= Tamaulipasg Tlax.= Tlaxcalas Ver.= Veracruzg

Zac.= Zacatecas
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Pinus ayacahuite Ehr.

Pinus ayacahuwite

var. brachypitera Shaw
Pinus ayacahuite
var. veitchid Shaw
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Figura 1.

Mapa mostrando la distribucidn geogriafica natural de los tres
taxa estudiados.



13

El P. cyacchuile var. brackhyptera se localiza en los estados

de Chihuahua, Sonora, Durango, Coahuila, Sinaloa, San Luis
Potosi, Nuevo Ledén, Tamaul i pas, Zacatecas, Jalisco. En
Zacatecas vy Jalisco parece intermedio entre la wvariedad
veitchit y la variedad brachyptera, pero es mas semejante
a la variedad brachyptera. Aunque como se dijo en el apartado
de taxonomia. Carvajal C1986D propuso que las
poblaciones de Jalisco son de Pinus novo-galiciana CARVAJAL, por

encontrar diferencias marcadas entre los individuos muestreados
en Jalisco y Durango (Cuadro 2).

El Pinus ayacahuite var. veitchii se localiza en 1la parte
central de México en el Distrito Federal y los estados de México,
Morelos, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala, Jalisco, Veracruz,

Michoacan vy Guerrero. En tanto que el Pinus ayacahuite tipico

que se localiza en el centro y sur de México en los
estados de Colima, Guerrero, Qaxaca, Chiapas, México,
Hidalgo, Puebl a, Tl axcala, Veracruz extendiendose a

Guatemala, El Salvador y Honduras CCuadrg a2,

Las distribuciones de los taxa Pinus ayacahuite tipico y
P. ayacahuite var. veitchii se traslapan en los estados de
México, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala, Veracruz y Guerrero. En
cambio, la distribucidén de la variedad brachyptera no se
traslapa con la especie tipica ni con la variedad veitchtii

CCuadro 2 y Figura 1D.

2.3.2. Caracterizacidén ecolédgica

Las tres especies de este estudio presentan asociaciones con
diferentes especies, pero la especie tipica puede formar masas

puras on areas pequelas, en tanto que la var. brachyptera no
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forma masas puras extensas, Y crece espaciado en las caffiadas de
la Sierra.

Las asociaciones arbéreas que presenta P. ayacachuite var.
brachyptera son diferentes a las asociaciones arbéreas que
presentan la especie tipica y la var. geitchii. habiendo mayor
semejanza entre las asociaciones de estos ultimos taxa ya
que se distribuyen simpAtricamente CCuadro 2.

En cuanto al tipo de suelo, las tres especlies prosperan
mejor en los suelos fértiles, profundos, bien drenados y ricos en
materia organica, aunque la var. brachyptera prospera también en
suelos pobres, donde se asocia con Pinus lumholtzii o con
Juniperus sp.(Cuadro 2).

El clima donde desarrolla el P. ayacahuite var. brachyptera
es templado frio, con temperaturas medias anuales de 13 oC en
tanto que el P. ayacahuite tipico y el P. ayacahuite var.
veltchii son de clima templado caliente con temperaturas medias

anuales de 13 y 15 «C respectivamente (Loock, 1977, Eguiluz,

1988).

Las precipitaciones en los lugares donde se encuentran las
tres wespecies de este estudio son del orden deizggﬁa 1509%w mm
anuales, aunque la especie tipica suele presentar cantidades
de precipitacidén de hasta 1,200 mm anuales por
encontrarse en lugares subtropicales, en tanto que el
Pinus ayacahuite var. brachyptera tiene hasta 1,500 mm de

precipitacién por efecto de la lluvia estacional y la nieve de
invierno CEguiluz, 1988).
Los periocdos de lluvias de las tres especies se presentan

desde fines de primavera y en verano, con inviernos secos Y
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frios aunque para =1 P. ayacahuile var. brachyptera el invierno
es mas frio y con nieve o escarcha.

El mes de mias alta temperatura se presenta en los meses
de marzo ¥y abril para la especie tipica y la var. veliltchi?d,
en tanto que para la var. brachyptera el mes mas caliente se
presenta de abril a mayo (Cuadro &D.

Las temperaturas minimas extremas de los lugares de
distribucién de la especie tipica (-5¢C) y la var. vettchit
(~14°C) son menos severas que la temperatura minima extrema que
resiste la especie Pinus ayacachuite var. brachyptera C— 23°C

Lo

CEguiluz, 1988D.

2.4. Importancia de las proteinas y enzimas

Las proteinas se definen como substancias de alto peso
molecular, compuestas de subuni dades molecul ares 1l amadas
polipéptidos. Las enzimas son proteinas de origen natural que
catalizan reacciones bioldégicas con un cierto grado de
especificidad. En su ausencia, la mayoria de las reacciones
quimicas en las células biolégicamente activas tardarfan mucho

tiempo © simplemente no se efectuarian (Badui, 19845 .
2.4.1. Forma molecular de proteinas y enzimas

Los polipéptidos que componen las proteinas estian formados
por unidades mAs pequefias llamadas aminocacidos, unidos por el
grupo carboxilo de un Acido y el grupo amino de otro. Cualquier
proteina dada esti compuesta de una o mas cadenas polipeptidicas.
La composicién de una proteina determinada es uniforme; cada
molécula estsd compuesta del mismo numero 'y tipo de cadenas
polipeptidicas ¥ cada una de estas cadenas polipeptidicas estan

compuestas del mismo numero y bipo de amino4ridos con una misma



16
=ecuencis especifica de la mayoria de todos los 20 aminocacidos.
si, los posibles tipos de proteinas que pueden existir dependen
de los tipos de aminoicidos que contengan las proteinas, su orden
respectivo, su relacién y su frecuencia CSrb, Owen y Edgar, 1965;
Feret y Bergmann, 1976; Strickberger, 1986).

Segun Ferret y Bergmann (1978, La estructura de las
proteinas y su configuracién molecular estan en funcidn de:
a> Los tipos y frecuencias de interacciones molecul ares

afectando 1la configuracién y asociacidn polipeptidica, y
bD El tamafio y el numero de asociaciones polipeptidicas con una
proteina.

Los distintos aminoacidos confiéren a las proteinas
cualidades Unicas, la secuencia de aminoacidos que constituyen la
estructura de los polipéptidos que integran una proteina se
denomina su estructura primaria. Un segundo aspecto de la
estructura de las proteinas consiste en la configuracién que le
viene impuesta por los enlaces peptidicos, llamada estructura
secundaria que tiene la forma de una hélice alfa. Si no se

hallasen implicadas otras fuerzas, esta estructura harfia que la

proteina tuviese el aspecto de un largo filamento enrollado.
En realidad sin embargo, la mayoria de las proteinas
son mas bien esféricas que filamentosas, lo que indica que la

hélice alfa ha sido doblada y plegada en diversos puntos, dando
lugar a una configuracién nueva denomi nada la estructura
terciaria . Muchas proteinas presentan una estructura cuaternaria
en el sentido de que constituyen asociaciones de dos o mas
cadenas polipeptidicas unidas por enlaces no covalentes y
ocasionalmente por enlaces covalentes (Strickberger, 1987).

En general las proteinas pueden clasificarse como:
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1. Fibrosas (P. ejm. coligenos, queratinas, etc.), 2. globulares
CP. ejm. albuminas, globulinas, histonas, etc.d> y 3. enzimas
Ccualquier proteina activa cataliticamented) (Feret y Bergmann,
1976).

Las proteinas fibrosas y globulares no son objeto de estudio
en esta investigacidn, por lo cual sélo se comentan. En tanto que
las enzimas se abordarin mas ampliamente.

Las enzimas son producidas por células vivas y tienen como
principal funcién la de efectuar las diferentes reacciones
biolégicas propias de cada especie. Actualmente se conoce la
existencia de mas de 2,000 enzimas, de las cuales mas de 150 han
sido aisladas, purificadas y algunas criétalizadas. La estructura
quimica de cada enzima es de carActer prot€ico globular y puede o
no requerir otra molécula llamada cofactor para desarrollar su
actividad biolégica; la parte protéica de la enzima se llama
apoenzima, que al unirse con el cofactor forma la holoenzima que
actda propiamente como catalizador (Badui, 1984D.

Proteina + No proteina —=-> Holoenzima
Capoenzimad Ccofactor)
vitaminas
minerales
compuestos organicos

Debido a su naturaleza protéica, a las enzimas les afectan
los mismos factores que a las proteinas: temperatura,
disolventes, sales, pH, etc. que modifican su estructura quimica
con la consecuente pérdida de su actividad catalitica.
Normalmente la fraccién no protéica es parte integral del centro
activo de las enzimas: es una molécula de bajo peso, muy estable
al calor, y se encuentra libre o unida a la apoenzima. Entre los

minerales mis importantes que actuan como cofactores se
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encuentran los siguientes: Cobre, Mol i bdeno, Zinc, Magnesio,

Hierro, Manganesoc y Calcio; la Tiamina, la Nicotinamida, el

Piridoxal, el &cido pantoténico y la rivoflavina son algunas de
las vitaminas mas comunes C(Badui, 1984D.

Para los investigadores Feret y Bergmann (1978 y Badui
19845, las enzimas pueden ser clasificadas en varios grupos
basados en las reacciones quimicas que catalizan. La
clasificacién mas general de las enzimas son:

a. OXIDOREDUCTASAS. Contiene oxidasas y deshidrogenasas, las
cuales catalizan reacciones de oxido-reduccidn.

b. TRANSFERASAS. Incluye transaminasas Yy otras enzimas
transferasas que catalizan reacciones de transferencia de grupos.

cC. HIDROLASAS. Incluyen esterasas, fosfatasas, glicosidasas y
peptidasas, catalizan reacciones hidroliticas.

d. LIASAS. Incluyen descarboxilasas, hidratasas Yy liasas.
Rompen un enlace sin participacién de agua; se efectua por un
rearreglo interno de las valencias disponibles.

e. ISOMERASAS. Incluye varias racemasas, efimerasas,
oxidoreductasas Y transferasag intramoleculares catalizan
reacclones que suponen lsomerizacién.

f. LIGASAS O SINTETASAS. Incluyen carboxilasas, catalizan
reacciones que consisten en la unién de dos moléculas, acopladas
con la intervencién de un enlace pirqfosfato de ATP o de un

trifosfato similar.

2.4.2. Propiedades de las proteinas

Como las proteinas estan compuestas de aminocacidos, muchas
propiedades quimicas de las proteinas son similares a las
de los aminoacidos. lLos aminoicidos pueden existir como iones

dipolares. Si se colocan en 1in ambiente Aridr. los  aminoicidos
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cambian a cargas positivas, y en un ambiente bAsico los
amino4cidos cambiaran a cargas negativas. El grado de la carga
asociado con un polipéptido a valores especificos de pH depende
del numeroc de grupos funcionales ~-NH'"’ Y ~-cooH'™’ scobre 1la
superficie peptidica (Feret y Bergmann, 1976D.

Si las proteinas se colocan en un  campo polarizado, la
mayoria de las proteinas migraran hacia el 4nodo en soluciones de
pH bAsico y hacia el catodo en soluciones de pH &4cido. Las tasas
relativas de migracién en solucidén seran proporcionales a la
carga de la proteina (Feret y Bergmann, 19760.

La especificidad de las enzimas es una propiedad que la hace
muy diferentes a muchos catalizadores no biolégicos. La gran
mayoria de las enzimas tiene la capacidad de catalizar reacciones
especificas; es decir, su intervalo de accidén se limita a un
determinado tipo de sustrato que debe reunir ciertas
caracteristicas para que pueda ser utilizado como tal (Badui,
19845. .

La enzima tiene la capacidad de efectuar la reaccidén quimica
a través de una ruta que requiere de una menor energia de
activacién que la necesaria cuando se efectua sin catalizador.
Ademas a mayor concentracién de la enzima la reaccién quimica es
mas rapida (Badui, 1984D.

L.as enzimas se ven afectadas por el pH, dependiendo mucho de
la concentracién de iones hidrégeno; esta dependencia puede
deberse a cambios en los grados de ionizacidn de los
aminoicidos del sitio activo de la enzima, del sustrato o bien
del complejo enzima sustrato, lo que afecta la afinidad que tiene
la enzima por el sustrato. El pH tiene un efecto muy marcado en

1a estrurtiura rconformacional de los polipéptidos y esto puede ser
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otra razen de la alteracicdn de la actividad de las enzimas. Todas
las enzimas presentan una actividad catalitica maxima a un cierto
valor optimo de pH. La mayoria tiene una actividad maxima a un
intervalo de 5 a 8 (Badui, 1984).

La velocidad de reaccién enzimatica aumenta con la
temperatura dentro del intervalo en el que la enzima es estable y
retiene su capacidad catalitica; a medida que aumenta la
temperatura aumenta también la velocidad de reaccidén y 1la
inactivacién de la enzima por un proceso de desnaturalizacion al
que son sensibles la mayor parte de éllas. La mayoria de las
enzimas tiene su éptimo en el intervalo de 30 a 40 C ,
inactivandose a mas de 50°C (Badui, 1984D.

El mismo autor sefiala que la estructura protéica de 1la
enzima es afectada por la fuerza iénica, lo que tras consigo
modificaciones del centro activo de éstos catalizadores
biolégicoes.

Asimismo menciona que la mayoria de las enzimas requieren
agua para desarrollar una conformacidén estable con propiedades
biolégicamente activas; sin embargo, algunas enzimas puedsn
actuar en sistemas con un minimo de agua, como los aceites que
estan sujetos a reacciones enzimiticas por las lipasas.

También sefala que los principales agentes inhibidores de

las enzimas son los metales pesados como Mercurio, Plata y Plomo;

por otra parte, los iones de Calcio, Magnesio, Sodio, Potasio,
Manganeso, 2Zinc y Hierro actuan como agentes activadores de

muchas otras. El efecto activador de los iones se debe
probablemente a que forman parte del sitio activo de la enzima,
se requieren para la formacién del complejo enzima-sustrato o

bien ayudan a mantener su conformacién tridimensional.
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2.4.3. Caracterizacién genética de las proteinas y enzimas.

Una proteina puede ser conformada de dos, tres o© mas
polipéptidos originados de dos o mas dgenes. En resumen, cualquier
proteina dada puede representar en su forma simple la informacién
de un gene singular, o en su forma mas compleja, informacidn
originandose de varios genes (Feret y Bergmann, 19762,

Segun Ayala y Kiger (19843, se ha descubierto que 1la
informacién genética codificada en la secuencia de nucledtidos
del ADN de un gene estructural, se traduce en una secuencia de
aminoidcidos que forman un polipéptido. Podemcs seleccionar para
su estudioc una serie de proteinas sin s;ber previamente si son
variables en la poblacién; una serie de protelnas que con
respecto a la variacién, representan una muestra no sesgada de
todos los genes estructurales del organismo. Si se encuentra una
proteina que no varia entre los individuos, se deduce que el gene
que codifica la proteina también es invariable; si la proteina es
variable, sabemos que el gen lo es también y podemos medir su
variabilidad.

El ADN tiene el arreglo especifico para reproducir los pares
de bases que codifican la informacidén genética. El ARN transmite

el cédigo a los sitios donde las enzimas son producidas. Las

enzimas son proteinas con secuencias especiales de aminocAcidos

prescritas por el ADN . La secuencia de aminoAcidos determina la
estructura de las enzimas, impartiendo asi una funcidén
especifica. Cada enzima cataliza un sustrato especifico para la

reaccién producto. Tales reacciones son procesocs fisioldgicos.
Estos procesos producen tejidos, diferentes &rganos y ultimamente

promueve el fenotipo (Conkle, 1974ad.
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Lz naturaleza de las enzimas gue pueden formarss en o un
organismo esta determinada por la presencia de genes en SuUs
Cromosomas. Los genes no son entidades invariantes

permanentemente, sino que experimentan cambios repentinos

»

Cmutaciones) persistentes. Las mutaciones pueden ser reconocidas
por cambios en las caracteristicas externas de los organismos,
su “fenotipo" . Diferentes formas del mismo gen ocupan la misma
posicién Clocusd en un cromosoma, se refiere a los "alelos".
La presencia de varios alelos Calelos maltiples) se reconocen
como cambios de forma, apariencia o funcién de los organismos o
parte de éstos (Dixon y Webb, 1964D.

En las células diploides tipicas hay dos series de
cromozomas, una derivada del padre y la otra de la madre. Hay asi
dos genes correspondiendo a cada locus. De acuerdo con la teoria

de la genética Mendeliana, tres combinaciones son posibles para

cada par de alelos. Si se denotan las dos formas aleélicas de
los genes en cuestién, por las letras Ay a, estas formas pueden
escribirse AA, aa y Aa. Se puede esperar due estas tres

combinaciones produzcan tres diferentes fenotipos, pero esto no
siempre es asi. En muchos casos AA'Yy Aa producen los mismos
fenotipos; en estos casos se dice que A es dominante y a
recesivo. Muy a menudo el caracter recesivo, el cual aparece
en la forma de aa es meramente 1la ausencia de alguna
cualidad, la cual esta presente en las otras dos formas. Esto
permitié a Bateson y Punnet sugerir la "teoria de la presencia -
ausencia"™ donde el caréActer dominante es debido a la presencia
del gene, mientras el caracter recesivo resulta de su ausencia.
Sin embargo, a la luz del mas reciente conocimiento,

particularmente en relacidén a l]as mutaciones, los hechos son mas



23

facilmente explicados por suponer dque el caracter recesivo
es debido no a la ausencia del gene, sino a su inactividad, en
otras palabraf. que el alelo A produce algo (Por e jmemplo una

enzima activa) mientras que el alelo a no la produce C(Dixon ¥y
Webb, 1964D>.

Las mutaciones del pasado en el material cromosémico dieron
la variacién heredable que han permitido la diferenciacion de los
taxa a través de los procesos de evolucién, segun Conkle (1974a,
con base en varios autores).

Varios estudios sobre una variedad de organismos muestran
que las frecusncias génicas alélicas cambian a través de los
gradientes geograficos; asi que asume qhe la diferenciacién se
realiza por la presién de la seleccidn ejercida por el gradiente
ambiental, lo cual se cumple también en arboles forestales de tal
manera que ciertos polimorfismos enzimaticos estan influenciados
por la seleccién natural; ademas que en los sistemas enzimdticos
ciertos loci de genes son mas polimérficos que otros y por 1lo
tanto son mas utiles para monitorear la herencia de la variacidn
enzimitica (Conkle, 1974ad.

Las isoenzimas son convencionalmente definidas como formas

moleculares multiples de una enzima dada ocurriende tanto en

individuos © miembros diferentes de la misma especie. Las
protefinas que constituyen wuna serie de isoenzimas tienen
propiedades similares pero no necesariamente idénticas; pueden

catalizar las mismas reacciones pero difieren en su velocidad
de reaccién. Pueden ocurrir juntos en la misma célula, pero
pueden tener isocenzimas de diferentes patrones entre células

de diferente tejido o en diferentes etapas de desarrollo CHarris

y Hopkinson, 1977).
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Las iscenzimas =n donde se ha probado que Segregan en
proporciones Mendelianas y que se encuentra que son expresiones
fenotipicas de alelos de un locus genético simple se llaman
aloenzimas (Conkle et al., 1982).

Segun Harris y Hopkinson (19773 las causas de la existencia
de isocenzimas se pueden agruﬁgr en

a) Loci multiples que determinan las isocenzimas. Se ha
encontrade que dos y algunas veces tres o cuatro loci génicos
participan en la determinacidn de la estructura primaria de
varias enzimas. Tales loci multiples codifican para cadenas
polipeptidicas similares, pero estructuralmente distintas, lo
cual se atribuye a la ocurrencia de la duplicacién de genes los
cuales se presentan en el curso de la evolucidn por efecto
de las mutaciones.

b) La ocurrencia de alelos multiples en un locus particular.

En cualquier locus dado pueden ocurrir un numero de diferentes

alelos en una poblacién de individuocs, en donde cada alelo
codifica una versisén estructural distinta de una cadena
polipeptidica. Consecuentemente la estructura primaria de las

isocenzimas implicadas sera diferente de un individuo a otro de
acuerdo a los alelos que lleven en el locus en cuestidn. Los
individuos heterocigéticos transportan dos alelos diferentes por
lo cual en general muestran un patrdén mas complejo de isocenzimas
que los individuos hom?cigéticos. Si las isoenzimas son
monoméricas C(solamente coﬂ una cadena de polipéptidos simpled,
entonces las isoenzimas observadas en el heterocigético
representara una mezcla simple de la oﬁéervada separadamente en
los dos correspondientes homocigotos. Sin embargo, si las

isocenzimas son multitimeros Ceonteniendo dos o mas cadenas de
\
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polipéptidos) apareceran isoenzimas adicionales ‘"hibridas™ no
presentes en los tipos de homocigotos correspondientes.

cd La ocurrencia de 1la llamada formacién de isocenzimas
“"secundarias” debido a las modificaciones de post—translocacidn
de la estructura de la enzima. La modificacién de la estructura
de las proteinas ocurre después de la sintesis primaria de 1la
cadena polipeptidica en los templetes del ARNm del ribosoma Cy

sus asociaciones en el caso de enzimas multiméricasd.
2.5. Teoria de la técnica electroforética

El uso de la técnica electroforética para separar formas
moleculares multiples de enzimas, con f; subsecuente tincidén de
isoenzimas ha sido exploradeo virtualmente en las ciencias
bioldgicas a partir de la decada de los 60s. Esta técnica tiene
amplia aplicabilidad en varias caracteristicas hereditarias Yy
tiene la capacidad de visualizar directamente las enzimas,
permitiendo la deteccién de productos génicos que catalizan la
mi sma reaccidn . Asi también permite la deteccion de la

variacién genética muy util en este tipo de investigacidn CBrewer

y Sing, 1970).

2.5.1. Electroforesis

El término electroforesis es usado para describir la
migracién de wuna particula cargada eléctricamente bajo la
influencia de un campo eléctrico CAndrews, 1986D.

Para Cheliak y Pitel (19840 electroforesis es un proceso por
medio del cual las proteinas introducidas dentro de un medio de
filtracién molecular, son forzadas a migrar a través de estos

filtros bajo 1la influencia de una corriente eléctrica. La

distanrcia total e una prrtefna recorre Aopenda  del pH, del
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sistema "buffer', la carga eléctrica neta de la proteina y su
estructura tridimensional.

‘Por otra parte, Conkle et al. €1982) define la
electroforesis como el movimiento de enzimas en un gel, bajo la
influencia de una corriente eléctrica. Las diferentes enzimas ¥y
las formas alternas de enzimas similares migran a diferentes
velocidades cuando se aplica corriente directa a muestras de
semilla macerada en un gel de almidén bufferizado. La migracidn
enzimatica en los geles y la separacidn de las enzimas con
diferente carga resulta de la interaccién de la corriente
eléctrica y el pH en la charola del electrodo (sistema del
geld. La direccién -anodal o catodal- y 1la velocidad de
migracién de la enzima depende del tipo de carga eléctrica
-positiva o negativa- y de la intensidad de la carga.

Para examinar la estructura genética de las poblacicnes, las
proteinas son absorbidas en pequefias tiras de papel de una
prepara¢ién homogénea cruda del tejido selecto, usualmente 1la
preparacién del homogeneizado crudo comprende la maceracidn del
tejido selecto en una apropiada extracecidn buffer. Después las
tiras de papel se insertan en los geles y se realiza la
electroforesis C(Cheliak y Pitel, 19845.

Se necesitan varios sistemas de gel para analizar un
nimero maAximo de enzimas. Después que los geles han sido
mantenidos por un tiempo suficiente en el campo eléctirico, se
rebanan los geles y rebanadas delgadas éel gel son tefildas para
las diferentes enzimas. Las soluciones para tefiir contienen
substratos especificos y las enzimas de las muestras de
semilla actuan sobre estas substancias para producir reacciones

producte de tal forma que las reacciones producto son tefiidas o
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son las ba

]

es de los procesos de tincidn. La localizacidédn de
bandas visibles sobre los geles marca la distancia de migracidn

de enzimas especificas (Conkle et al, 1982).

2.5.2. Soluciones buffer y geles

Los component.es mas importantes del procedimiento
electroforético son los sistemas buffer y los geles. Basandose en
la estructura molecular de los polipéptidos, el componente de las
moléculas de proteina durante la separacidén electroforética del
gel depende primeramente del pH, la fuerza idnica y los tipos de
buffers empleados (Feret y Bergmann, 1976).

Un gran ndamero de diferentes buffers han sido usados para
electroforesis en enzimas CHarris y Hopkinson, 1977).

En general el uso de buffers para sistemas
iscenzimiticos especificos han sido construidos empiricamente por
prueba y error. Los buffers de baja fuerza idénica permiten una
migracién rapida vy produce relativamente bajo desarrollo de
calor, mientras buffers de fuerza iénica mas alta dan, en general
zonas de separacién mis agudas (Brewer ¥ Sing, 1970D.

El pH ¢ptimo para los buffers varia de acuerdo a las
caracteristicas de las cargas de las proteinas a ser estudiadas.
La carga de una molécula de proteinaidepende de la proporcién de
sus grupos carboxilo y amino. Los grupos carboxilo desarrollan
una carga negativa y los grupos amino una carga positiva. Si el
pH disminuye, los grupos amino son ionizados progresivamente y la
proteina asume una carga positiva. A medida que el pH aumenta,
los grupos carboxilo son progresivamente ionizados dando a la
proteina una carga mAs negativa. La carga eléctrica neta de wuna
proteina a un pH dado dependerid del numere de grupos amino Yy

carboxilae  expuesios que se encuentran  ionizados. Ast que
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entre mas carga eléctrica tenga una proteina, mas rapideo se
movera en un campo eléctrico en la direccién del electrodo con la
5
carga opuesta (Brewer y Sing, 19703.
La principal funcién del buffer es neutralizar los cambios
de pH, los cuales ocurren durante la electroforesis en los
electrodos, dado que el Acido se produce en el 4nodo y la
alcalinidad se genera en el cAtodo. El grado en que este
cambio de pH ocurre estd directamente relacicnado a la duracién
de la electroforesis, el voltaje usado y la corrriente generada
en el circuito CHarris y Hopkinson, 18977).
Segun Feret Y Bergmann (1976) en general un sistema buffer
consiste de dos partes:
ad El buffer del electrodo o puente Cbridged el cual se coloca en
las ca&maras o charolas del slectrodo.

b> El buffer del gel wusado para la preparacién del gel de
almidédn. Usualmente el buffer del gel tiene 110 de 1la
molaridad del buffer del electrodo.

Para la mayoria de las enzimas los sistemas buffer son
"continuos", con los mismos iones buffer en la matriz de soporte
(geld y el comportamiento del electrodo CHarris y Hopkinson,
1977>.

La separacidén de las protefnas puede sér afectada también
por el tamiz molecular del medio electroforético. Esto es debido
a que ciertos medios electroforéticos, tal como almidén vy
acrilamida, tienen un tamafo de poro aproximado al de las
moléculas de proteina. Asi que el tamaffo y forma de las moléculas
de proteina afectan la velocidad de migracién CBrewer y Sing,

19700,
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En el gel, el paso de cualquier particula es impedido
por la estructura de la matriz, el alcance depende del tamaRo
relativo de las particulas y los poros éh el gel. Por lo tanto,
el témaﬁo molecular y la carga juegan un papel en el proceso de
separacién. En geles de agar el tamafio de los poros es drande,
asi la influencia del tamafo molecular es menos aparente para 1la
mayoria de las particulas que en los geles de almidédn y
poliacrilamida CAndrews, 1986).

Se cree que el gelrde almidén es el mejor medio general para
estudios isoenzimiticos. Se ha encontrado que tiene el poder mas
grande para las isoequmas que obLlros medi os, incluyendo
acrilamida, y ademi&s sirve efectivamente como tamiz para trabajar
a gran escala. Si se desea un tefiimiento multienzimatico en
un corrimiento electroforético simple con varias comparaciones
lado a lado, el gel de almidén es recomendable (Brewer y Sing,
1970). En el caso de estudios génicos de aArboles forestales, la
técnica de gel es mas practica (Conkle, 1972D.

El gel de almidén tiene algunas desventajas, tales como: 13
A no ser que el gel sea procesado en forma especial no es claro,
cgmparado con medios transparentes. 2) El gel de almidén es algo
friable y dificil de manipular. 3) En general, la electroforesis
con gel de almiddn requiere un.corrimiento electroforético mayor
que algunos otros métodos. No obstante, las limitaciones de los
otros métodos Cacrilamida, papel), son mas desventajosas para

electroforesis de isocenzimas (Brewer y Sing, 1970).

2.5.3. Teflido de geles

Después de sacar el gel del campo eléctrico, se trata con
una solucidn quimica que contiene un sustrato que es especifico

para la enzima gue va a ser ensayada y una sal que reaccinona  con
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el producto de la reaccidn catalizada por la enzima. En el punto
del gel a donde ha migrado la enzima especifica tiene lugar una

reaccidén que puede ser como sigue, segun Ayala y Kiger, C1984):

Sustrato -———~————- > producto + sal —-——-- > mancha coloreada

Un gran numero de mezclas de tinciédn se describen en 1la
literatura desde wuna tincién general hasta las altamente
especificas para 1la identificacién de una enzima particular
simple CAndrews, 1986).

Los reactivos en el fluido o© mezcla de tincién ~varian
de acuerdo a la enzima estudiada. Esta solucién es bufferizada
con un buffer prescrito a un pH especifico. El pH debe ser
optimo para las isoenzimas o dar una buena actividad. AdemaAs del
buffer, la solucién de tincidén contiene sustratos de la
enzima, algunas veces coenzimas Yy todos los cofactores
esenciales para la maxima actividad enzimiatica C(Brewer Yy Sing,
1970; Feret y Bergmann, 1976).

Segiin Harris y Hopkinson (1977) los métodos de tincisdn
pueden agruparse en seis tipos, los cuales son:

ad> Método de tefiimiento cromogénico. Estos métodos consisten
en que el sustrato de menor color se convierte en un producto
coloreado por accién de la enzima y asi se revelan las
isocenzimas.

Un ejemplo es el uso de fosfato fenolftaleina c¢como un
sustrato para la fosfatasa 4cida CACP1D, lo cual permite 1la
formacién de zonas rosas brillantes debido a la - formacién de

fenolftaleina en los sitios de la actividad de la fosfatasa.
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b) Método de teflimiento fluorogénico . Estos mét odos
dependen de la generacién de productos altamente fluorescentes
por la accidén de la enzima sobre el sustrato no fluorescente
Cllamado tefiimiento fluorescente "positivo"™); o de la generacién
de un producto no flucrescente Cllamado tefiimiento fluorescente
“"negativo'. El tefiimiento fluorescente positivo el cual empl ea
derivados del 4-metilumbeliferona C4-methylumbelliferoned como
sustratos se ha encontrado que es extremadamente sensible y de
especial valor para el estudio de las hidrolasas.

Los tefiidores fluorescentes 'negativos' son en general menos

sensibles y menos convenientes que los tefiidores "positivos™
porque las concentraciones de reactivos deben ajustarse
cuidadosamente para detectar el producto no fluorescente. Sin

embargo, estos teflidores son importantes para la deteccidn de
deshidrogenasas.

c) Métodos de tefiimiento radicactivo. Estos métodos dependen
de la deteccién de un producto radicactivo por radiografia
convencional con rayos x. El método radicvactivo puede ser
aplicado al anilisis de wuna variedad de enzimas pero  las
posibilidades no se han investigado ampliamente. La
susceptibilidad y la resolucién de estos métodos puede ser
altamente buena.

dd Métodos de tefiimiento de déteccién quimica. Estos
métodos de tefiimiento emplean reactivos quimicos que producen
compuestos coloreados en los sitios de actividad enzimatica. El
tefiidor puede ser "positivo" en el sentido que el color se forma
por una reaccidén con el producto de la actividad enzimiatica o

"negativo” si el color se forma por una reaccién con el sustrato.

Los teflidores "negativos*® son silempre usados en un procedimiento
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de dos etapas: primsro, el gel s2 incuba con &l sustrato por un
periodo dado de tiempo a 37C vy entoﬁﬁes el reactivo quimico
coloreado se aplica para producir una coloracién total con huecos
palidos en los sitios de actividad enzimiatica. Los tefiidores
pozitivos son  también usados en dos etapas de reaccidn con
coloracidn final.

Los teflidores "positivos', los cuales utilizan derivados de
naftol a y 3 com sales estables de diazolium han sido usados
extensamente en la examinacién de hidrolasas.

e) Métodos de tefiimiento por transferencia de electrones.
Estos métodos son los reactivos de tincidn mas ampliamente usados
para la deteccidén de iscenzimas. Hay dos colorantes en uso
general ; tetrazolio tiazolil de metilo Cmethyl thiazolyl
tetrazoliumd, usualmente conocido domo MTIT, el cual es receptor
de electrones en reacciones con deshidrogenasas C(Figura 1ad vy
carbazole 3-amino 9-etil el cual es un receptor en
reacciones con oxidasas y peroxidasas (Figura 1bd.

En las sales de tetrazolio, el MIT se reduce por donadores
de electrones para formar formazan insoluble de color azul
purpura obscuro. La reaccidn procede rapidamente en la presencia
de metasulfato de fenazina (PMS phenazine methosulphated, el cual
actua como un catalizador intermedio.

Otras sales de tetrazolio tales como Nitrate azul de
tetrazolio (NBTD (Cnitro blue tetrazoliod) pueden también ser
usados en lugar de MIT pero son en general menos sensibles.

La mezcla de tefimiento tetrazolio-PMS son ligeramente
sensibles y por lo tanto la incubacién debe llevarse a cabo en la

obscuridad.



a) Deshidrogenasas

SUSTRATO NAD(P) FORMAZAN
(color purpura
insoluble)
deshidrogenasa PMS
Producto NAD(P)H MTT
(color amariilo
soluble)

b) Oxidasas y peroxidasas

Sustrato CARBAZOLE AMINOETIL
(Color amarillo)

Oxidasas o

Peroxidasas

Producto CARBAZOLE AMINOETIL
OXIDADO (color café)

Figura 2. Diagrama mostrando los sistemas de teiiimiento por transferencia
de electrones; a) deshidrogenasas y b) oxidasas y peroxidasas.
PMS= Metasulfato de fenazina; NAD y NADP=coenzimas.
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En relacién al colorante 3 amino 9 etilo carbazole, es de
color amarillo, el cual puede ser oxidade en un compuesto
insoluble café obscuro. Es un reactivo util de propdsito general
para la deteccidén de oxidasas y'peroxidasas.

f> Métodos de tefiimiento por ligamiento - enzima. Este
grupo de métodos de tefiimiento dependen del uso de enzimas
exdgenas en la mezcla de teRimiento para atrapar y cambiar el
producto de la reaccién enzimatica bajo prueba en una sustancia
la cual puede ser detectada por su color o por sus propiedades
fluorescentes.

El procedimiento mAs comiun consiste en emplear como una
enzima de ligamiento una deshidrogenasa exdgena junto con  su
apropiada coenzima, para generar un precipitado de formazan en
los sitios de las iscenzimas, los cuales catalizan la primera
reaccién. Por ejemplo. para los tefiidores hexokinasa,
fosfoglucomutasa y glucosa fosfato isomerasa se usa glucosa
6-fosfato deshidrogenasa C(GBPD) como }a enzima de ligamiento

Y la especificidad de cada teflidor se determina por el
sustrato o sustratos utilizados. Asi se usa glucosa y ATP
para la hexokinasa; glucosa y 1-fosfato para fosfoglucomutasa;
fructuosa 6-fosfato para glucosa fosfato isomerasa.

Asi la isoenzima de la mayoria de cualquier enzima puede en
principio ser detectada por el uso de la apropiada enzima de
ligamiento. La dUnica limitacién es la disponibilidad de enzimas
puras con alta actividad especifica y sustratos apropiados para

las enzimas a ser utilizadas.
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S.0. Aplicaciodn de la electroforesis en la investigacién forestal

Los estudios isoenzimaticos son dtiles en la descripcidédn de
diferencias genéticas dentro y entre taxa y para verificar 1la
herencia, por lo cual la informacidén de estos estudios
tanto en poblaciones naturales como en huertos semilleros ayuda
a aumentar la eficiencia de programas de mejoramiento genético de
arboles (Conkle, 18974a y Adams, 1981)D.

La aplicacién de los estudios iscenzimaticos han servido en
la investigacidén forestal para los siguientes estudios:

ad) Estudios ontogénicos. La electroforesis se utiliza
para hacer estudios ontogénicos, habiendose demostrado en varias
especies de plantas que los perfiles isoenzimaticos de un
individuo singular puede variar por érgano, tejido y por tiempo
(etapa de desarrollod. La variabilidad en expresidén isoenzimatica
en el tiempo y tejido puede ser debida a factores genéticos. Tal
variabilidad puede usarse para controlar los procesos en el
desarrollo de un individuo CFeret y Bergmann, 19786).

Como ejemplo de 1o anterior expuesto, se han analizado
diferencias en isocenzimas en diferentes etapas de la germinacidén
de semillas y crecimiento de embriones de Pinus attenuata
. CConkle, 1974bD.

b Analisis de variabilidad genética. La variabilidad
isoenzimética puede directamente igualarse con la variabilidad
alélica, 1lo cual hace posible definir polimorfismos genéticos
por analisis de polimorfismos isoenzimaticos (Feret y Bergmann,
1976D.

Los analisis de polimorfismos de proteinas proveen bases de
datos para cuantificar el ni vel de variacidén geogrifica en

caracteres qgenéticos y hacer estimarjonss ~uantitativas de 1la
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cantidad de wvariacién genética dentro de una especie. La
electroforesis es usada comunmente para estimar la
proporci®n de loci polimérficos y el nivel promedio de
heterocigocidad en todos 1los loci. Ademas, estos estudios

ayudan a estimar la cantidad relativa de variacién en diferentes
partes del Area de distribucién natural de una especie o para
comparar diferentes especies (Mitton, 1983).

El estudio de 1la variacién genética dentro vy entre
poblaciones wutilizande un nimero elevado de loci isocenzimaticos
es una manera de generar considerable informacién genética, en
un tiempo limitado y con recursos limitados, por lo que la
informacién derivada de estos estudios puede ser de bastante
valor para tomar decisiones de cuales especies se deben comenzar
a desarrollar en un programa de mejoramiento genético en una area
determinada . El disefic de las estrategias eficientes de
conservacién génica también requiere informacion sobre la
distribucién de la diversidad genética dentro y entre poblaciones
CAdams, 1983D.

Brown y Moran (19810 dan un ejemplo de como los datos
isocenzimiAticos pueden usarse para la seleccién del numero vy
distribucién de reservas in situ o colecciones de semilla.

c) Estudio de movimiento de genes. Los estudios de
variacién en las frecuencias génicas a través de sistemas
iscenzimiticos de control genético en Aarboles forestales de
regiones fisiograficas diferentes, procedencias y poblaciones,
amplia grandemente el conocimiento de la relacidn genética
entre ellas. La direccidn, velocidad vy distancia de migracién

de genss en poblaciones conti{inuas, discontinuas y aisladas
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pusden =mer estimadas mediante el analisis de frecuencias génicas
isocenzimaticas C(Feret y Bergmann, 19785).

Una manera de poder medir el flujo génico es identificar
un individuo con un - gene Unico para un rodal de Arboles y
muestrear la semilla de Arboles adyacentes y mads distantes para
mapear el éxito del viaje de polen que transperta el unico alelo.
Otra forma de medir el flujo de genes es estimando la frecuencia
de polinizacicones que presentan genes que deben haberse
originado en una parte determinada del rodal o bosque Cen el
caso de huertos semilleros, polen proveniente de fuera del

huertod (Mitton, 1983).

d) Estudios de estructura genética de 1la poblacién. Las
coniferas son uno de los grupos de especies mas variables
genéticamente, pero son caracterizados por niveles
relativamente bajos de variacién isocenzimatica geografica. Una
generalizacidn para las coniferas es que la mayoria de 1la
variacidén genética de una especie, se encuentra dentro de la
pobl acidn. Esto es, si una poblacién se muestrea aleatoriamente

en el rango de distribucién de una especie, con una muestra de S0
a 100 arboles de esa poblacién, revelara la mayoria de los alelos
a ser - encontrados a través del Area completa de
distribucidénde la especie C(Mitton, 1983).

El nivel relativamente bajo de diferenciacién isocenzimatica
de las poblaciones de especies forestales ha sido atribuido
en parte al sistema de apareamiento de las coniferas, que son
polinizadas por el viento, con polinizacidn cruzada y las
semillas son dispersadas por el viento CMitton, 1983D.

A pesar de que la diferenciacién isoenzimatica de las

poblaciones forestales es relativamente baja, hay patrones de



variacidn de proteinas asociado con la variacion ambiental y la
distancia geografica. Asi, el anilisis de la distribucién de
frecuencias de varios marcadores genéticos Cisoenzimas) a lo
largo del Area de distribucién de una especie confirmari o
refutarsd la informacién actual sobre los patrones geogrificos
de variabilidad genética CMitton, 1983; Feret y Bergmann,
1976 .

Un amplio entendimiento de la estructura genética de las
poblaciones de 4arboles forestales ayudari en la planeacién de
estrategias optimas para el mejoramiento genético de arboles y su

domesticacién (Feret y Bergmann, 19786).

ed Identificacion de individuos y poblacionss. Cada
individuo de wuna poblacién posee un genotipo dUnico, asi
también éste tendri una Unica serie de isoenzimas CFeret vy

Bergmann, 1976).

El analisis isocenzimitico se usa para certificar la fuente
de semilla, con base en la composicién genética Calélicad) de 1a
poblacién. Asi cualquier analisis de semilla de origen no
conocido puede hacerse rapidamente y no requiere gran demanda de
afios de plantacién para su evaluacién (Feret y Bergmann, 1976).

Por medio de los perfiles iscenzimaticos también se pueden
identificar c¢lones cuando se desconoce su identidad CFeret y
Bergmann,1976).

£ Mejoramiento genético de Arboles. La investigacién
isoenzimatica se utiliza para certificar la identidad de Arboles
parentales en programas de mejoramiento de Arboles y para la
certificacién comercial de clones usados en reforestacién. Tal

uso es posible porque un gran numero de diferentes genotipos
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izoenzimbticos pueden s=r generados con solamente pocos loci
segregantes C(Adams, 1983,

En el caso de la certificacién de lotes de semilla. Los
clones individuales o arboles parentales pueden ser unicamente
identificadozs con base en sus genotipos multilocus. A=zi, las
iscenzimas tienen gran valor para identificar errores en el
movimiento de semillas o progenie en plantulas, o para
certificaciédn comercial de lotes de semillas de Arboles
parentales individuales o© de un numero limitado de padres.
Las isoenzimas son uUtiles también para identificar hibridos
CAdams, 1983D.

Para determinar el éxito en cruzas controladas, se puede
hacer una estimacién comparando los genotipos iscenzimaticos en
semillas producidas por la cruza, con los esperados en base a los
genotipos de los supuestos padres C(Adams, 1983D.

El estudio de la eficiencia genética de huertos semilleros
se puede hacer por medico de los marcadores genéticos de
iscenzimas, con los cuales se puede conocer el grado con el cual
influyen los diferentes factores que disminuyen la eficiencia
genética. Considerando que los factores que disminuyen la
eficiencia genética son: ad altos niveles de autofecundacidn; bd
contaminacién de polen por fuentes de fu;ra del huerto semillero;
c) apareamiento no aleatorio entre clones, resultando en menos
fertilizacién cruzada y por lo tanto, menos variabilidad genética
en la cosecha de semilla (CAdams, 1983).

Para determinar la efectividad de 1la polinizacién masal
suplementaria C(que aumenta la fertilizacion cruzada , reduce la
endogamia y la contaminacién de"polen no deseado) se aplica

polen suplementarioc que contiene marcadores isocenzimaticos

39



40

unicos. Posteriormente, las semillas resultantes se analizan
electroforéticamente para determinar la frecuencia de marcadores
iscenzimiticos en la mezcla de polen CAdams, 1983D.

Otra aplicacién de las isoenzimas en la genotecnia es como
ayuda en la seleccién de caracteristicas de importancia
econdémica ya que estudios en Arboles forestales han demostrado
recientemente correlaciones entre mediciocnes de la velocidad de
crecimiento y los niveles de heterocigocidad en los loci
isoenzimaticos. Sin embargo la relacién no ha sido consistente en
las especies investigadas CAdams, 1983).

Quizas un uso potencial prometedor de las iscenzimas como
una ayuda en la seleccidn es como marcador de bloques ligados
que transportan genes o© grupos de genes que controlan
caracteristicas cuantitativas de importancia econémica CAdams,
1883).

g2 Inferencias filogenéticas. Las coniferas se han
dispersado con ligera diversificacién. La tasa de evolucién
cromosémica en pinaceas es alrededor de 1% de la velocidad en
mamiferos de placenta CPrager, Fowler y Wilson, 1976). Dadas
estas bajas tasas de evolucidn se produce una serie
relativamente pequefia de caracteristicas Gtiles en estudios de
sistematica. En contraste a los bajos porcentajes de evolucién
morfolégica y cariotipica, las proteinas de coniferas han
evolucionado a tasas comparables a las de las anglospermas y
animales. As1t, las diferencias de proteinas entre especies de
coniferas son substancialmente mas grandes que las diferencias
cariotipicas y morfoldgicas, y ellas pueden por lo tanto tener

un valeor importante en los estudios de relaciones

filogenélicas CMitton, 1993).
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2.7. Electroforesis en coniferas

Los estudios empleando polimorfismo de proteinas mediante
la electroforesis han contribuido substancialmente al
conocimiento de muchos grupos de plantas Y animales,
particularmente en el estudio de las coniferas C(Mitton, 1983).

Con la electroforesis se investigaron protefnas en polen
de pinos a inicios de 10864. Después las proteinas solubles de
gametofitos femeninos y embriones fueron analizados en dos
especies de pino y una de picea. En 1966, los genetistas de
poblaciones usaron el potencial de la técnica de separacién de
enzimas y demostraron su aplicabilidad al anaAlisis de poblaciones
naturales C(Conkle, 1972). Pero en si, el aniAlisis genético de las
enzimas de las coniferas no fueron reportados hasta 1los inicios
de los 70's CConkle, 1974aD.

Las técnicas isoenzimaticas pueden actualmente dar

resolucién de un gran nimero de loci isocenzimiticos en muchas

especies de Aarboles vy muchas de ellas pueden ser ensayadas
simultaneamente . Ademas, la mayoria de los arboles forestales
han mostrade altos niveles de \variacién en los loci

isocenzimaticos CAdams, 1983D.

Antes de 1la aplicacién de la electroforesis, los analisis
genélicos de arboles forestales de coniferas se utilizaban las
mediciones de caracteristicas poligénicas, tales como la altura y
diametro, después de unos pocos affios © décadas de crecimiento.
Pero como las caracteristicas poligénicas tiene influencia
ambiental, es necesario hacer estudios de procedencias para
observar todo el gradiente ambiental, los cuales son caros Yy
consumen tiempo y esfuerzo. Una vez que la variacién de proteinas

muestran tener patrones simples de  herencia, 1os estudieos



genéticos se pusden realizar con coleccignes de campo de material
de plantas, con 1lo cual se elimina el problema de la larga
duracién de las generaciones de las especies arbéreas y se
expanden las colecciones de datos CMitton, 1985).

Las isoenzimas pueden ser identificadas en una variedad de
tejidos, incluyendo hojas juveniles y adultas, yemas de invierno,
polen y semillas. Generalmente la resolucidén es mejor en tejidos
de semillas C(Adams, 1983). Aunque los diferentes tejidos de las
plantas difieren en los patrones de bandeo de cada sistema
enzimatico CConkle, 1974a).

Las aciculas maduras de especies de coniferas son
probablemente los tejidos mas dificiles de analizar por
electroforesis porque en general, los tejidos vegetativos maduros
de especies perennes son ricos en taninos, quinonas, fenoles,
flavonoides, etc. Estos compuestos se unen a los sitios actives
de la mayoria de las enzimas e impiden hacer investigacién con
varios tipos de sistemas enzimaticos C(Cheliak y Pitel, 1984D.

Las semillas de las coniferas son de utilidad especial para
el analisis isocenzimiatico porque contienen el megagametofito
Ctejido nutritived haploide (nd rico en diversidad de enzimas,
con una actividad relativamente alta . Ademas, un

megagametofito puede ser considerado como una muestra aleatoria

del producto gamético de un 1individuo, y las aloenzimas

Cisocenzimas alélicas) de Arboles madre heterocigédticos se

espera que se segregen en la relacidn 1:1. Analizando los
t

patrones de segregacion de megagametofitos de Arboles
parentales individuales, se puede determinar el control genético

de las isoenzimas vy sus relaciones de ligamiento sin 1la

42



43

necezidad de hacer cruzas vy estudios de plantulas de la
progenie C(CAdams, 1983; Mitton, 1983D.

La segregacidén de las isoenzimas en megagametofitos de
drboles individuales también pueden usarse para determinar los
genotipos de las fuentes parentales. La ventaja de este método
es que con una muestra de seis semillas, la probabilidad de
identificar correctamente un genotipo de un aArbol en cualquier

locus es muy alta (p>0.98; Adams, 1983D.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Procedencias muestreadas

Se muestrearon 12 procedencias a lo largo del area de
distribucién de los tres taxa de estudio, desde Centroamérica
hasta el eztado de Durango en México.

Los &rboles colectados fueron 314 en total, con un promedio
de 26 Aarboles por procedencia. Las procedencias de San Juan
Tetla, Puebla, México y de San Rafael, Méx., fueron ejemplares de
la variedad weitchii. Las procedencias de Laguna del Progreso

y la Victoria, Durango, México, fueron ejemplares de la variedad

brachyptera. Las ocho procedencias restantes desde Nundaco,
Oaxaca, México hasta Las Trancas, Honduras fueron colectas de
Pinus ayacahulite tipico. Para mayor informacién sobre la

localizacién y numero de Arboles colectados por procedencia ver
el Cuadro 3 y la Figura 3.

Las colectas de las procedencias de las variedades vettchil
y brachyptera fueron hechas por el Centro de Genética Forestal,
A.C. de agosto 1988 a septiembre de 1987. L.as procedencias
restantes fueron colectadas por la Cooperativa de Recursos de
Coniferas de México y Centroamérica CCAMCORED de agosto 1982 a
septiembre de 198%.

La semilla se colecté® por arbol individual y la identidad de

cada arbol se mantuvo a través del estudio.

3.2. Trabajo de laboratorio

El trabajo de laboratorio se realizé en dos periodos. En el
primer perfiocdo de mayo a Junio de 1987, se analizaron las

somillas correspondientes a las poblaciones de Pinus ayocahuite
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Cuadro 3. Localizacidn geogrdfica de las procedencias
muestreadas.
NP PROCEDENCIA ALTITUD LATITUD LONGITUD NA
(msnm) NORTE OESTE
1 San Juan Tetla., Puebla.
México. .. o v i i i v 2.900-3,400 19° 10 98° 35' 25
2 San Rafael, México.
México...... v viivv v 2.500-2,600 19° 13 99° 46" 25
3 Nundaco, Oaxaca, México. 2.,840-2,940 17" 09' 97° 38° 9
4 Ixtlan, Oaxaca, México.. 2,330-2,920 17° 24° 96° 29° 26
5 San Cristobal de las Casas.
Chiapas, Méx. ......... 2,250-2,375 16° 37 92° 22' 26
6 El Porvenir. Chiapas.
México......vovi v, 2.645-2,760 15° 25° g2° 20' 30
7 Palestina. Quetzaltenan-—
go, Guatemala........... 2.580-2,730 14° 56' 91° 43" 14
8 Chuipachec, Totonicapan,
Guatemala.........cc.... 2.500-2,730 14° 56 91° 21' 40
9 Ocotepeque, Ocotepeque,
Honduras................ 2,730 14° 25 89° 08' 39
10 Las Trancas. La Paz,
Honduras.......... ... 2.120-2,400 14° 07! B7° 49' 30
11 El progreso,
Durango, México......... 1,800-2,000 24° 38°' 104° 08" 21
12 La Victoria, Durango, .
MéXico. ... iii i 1,600-1,700 25° 31' 105° 03 29

NOTA : NP=Numero de procedencia. NA= Numero de arboles colectados.

msnm=metros sobre el nivel del mar
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tipico y P. ayacahuite var. vetitchii. En el segundo periodo de
mayc a junio de 1989, se analizaron las semillas de P. ayacahuite

var. brachyptera.

3.2.1. Preparacién de las semillas

e analizaron seis semillas por cada arbol individual de
todas las procedencias muestreadas. En si, se ensayd el tejido de
los megagametofitos haploides de seis 'semillas por cada arbol.
La probabilidad de perder un heterocigoto parental con este
tamafio de muestra es de aproximadamente 3% (Fins y Seeb, 1986
Ademas la ventaja de usar el tejido haploide del megagametofito
es que permite el anadlisis directo de la diferente
mobilidad enzimiatica determinada genéticamente CYeh y
O’Malley, 1980D.

Los andlisis se hicieron en las semillas secas, sin haberlas
hidratado o puestoc a germinar, ya que segun la literatutra, en
este estado las enzimas se encuentran presentes en el gametofito
(Conkle et al, 1982D.

Para preparar la semilla, se removié la testa, se extirpd el
embridn y se colocéd parte del megagametofito en una microcelda de
una placa de acrilico. Las placas con microceldas se colocaron
sobre hielo para mantener las muestras en frio, para impedir que
las enzimas se degeneraran. Al mismo tiempo de colocar las
muestras en las microcelda se anoté en una hoja de registro
la identidad del material.

Posteriormente se agregd a cada microcelda dos gotas de
extraccidn buffer, la cual fue especial para activar las enzimas.
Su formulacién se encuentra en Conkle et al. (1982).

Una vez aplicadas las gotas de extraccién buffer, se

procedid a macerar cada una de las muestras contenidas en las
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microceldas con una varilla cilindrica de +vidrio, teniendo
cuidado de limpiarla al finalizar de macerar cada muestra.

A continuacién de la maceracidén, a cada microcelda
conteniendo el homogeneizado se introdujeron tiras de papel
CWhatman chromatography No. 3> de dimensicnes 12 x 3.8 mm
para que absorbieran las enzimas. Por Ultimo, se metieron al
refrigerador las placas con microceldas con las muestiras

debidamente preparadas.

3.2.2. Preparacién de los geles

Para hacer los geles, se utilizaron en este trabajo cuatro
sistemas buffer CA,B,D, Y E), con diferente pPH y formulacidén
quimica, de forma similar como se indica en Conkle et al. (1982,
Cver Cuadro 1A y Cuadro 2A del Apéndice)d.

Previo a la preparacién de los geles, se ensamblaron los
moldes, los cuales consistieron en una base de vidrio Cde
dimensién 20.2 cm x 23 cm) y barras de acrilico que unidas entre
si y sujetas sobre el vidrio con ligas conformaron un molde con
dimensién interior de 18.22 cm x 15.8 ¢cm y un grosor de 1.2. cm
CFigura 4>.

Para preparar los geles primeramente se pesé la cantidad
apropiada de almidén y se midié con una probeta la cantidad
respectiva de solucién buffer. Aproximadamente 1.5 parte de 1la
solucién buffer se depositd en un vaso de precipitado de 250 ml
CPYREXD>, el cual se le agregd el almidén seco para hacer una
solucidn en suspensién, libre de grumos, en tanto que la solucién
buffer sobrante, se virtid en un matraz de cuello largo y se

calenld con un mechero de Bunsen hasta el punto de ebullicién.
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La suspensién con almidén se vaci® en un matraz kitazato de
2,000 ml , manteniendolo bajo agitacién con sélo el giro de la
mufieca de la mano, no permitiendoc que se precipitara el almiddn.

Por otra parte, el buffer que se puso a calentar en un
matraz de cuello largo al momento en que estaba hirviendo, se
virti® dentro del matraz kitazato que contenia la suspensidn con
almidén y se agitéd fuertemente. A continuacién este matraz
kitazato se metid al horno de microondas por un minuto y quince
segundos, para hacer un postcocimiento a toda la mezcla Yy que
tuvieran un aspecto semitransparente.

Una vez cocida la mezcla, se le aplicdé un vacio o
eliminacién de gases con una aspiradora para extraerle las
burbujas grandes hasta que sdlo queéaron burbujas pequefias.
Después se virtié la mezcla en el molde previamente preparado. La
cantidad de mezcla preparada alcanzé para llenar dos moldes.

Al cabo de 20 minutos la mezcla adquirié su consistencia de
gel, fue entonces cuando se cubridé con plastico envolvente para
prevenir su deshidratacion, se etiquetdé y se metid al

refrigerador para enfriarlo aproximadamente a 4 °C.

3.2.3. Montaje de muestras y electroforesis

Una vez que los geles se enfriaron se procedidé a hacer el
montaje de muestras.

Primeramente se sacaron los geles del refrigerador y se les
hizé un corte sobre lo ancho, este corte denominado origen, se
realizé a 4.5 cm a partir del extremo del gel.

Se removieron las ligas que sujetaban las barras del molde y
se desplazé la porcién mas pequefia cortada del gel hacia el

final del vidrio, dejando una abertura de aproximadamente un

centimebro. En gequj da se Eﬁrhr‘@[Ea (st ~ar las tiras de papel
IBLIOTECA CENTRAL U. A. CR.
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para electroforesis empapadas con el macerado de las muestras
Cexplicado en el apartado 3.2.1.) en la cara de corte del origen,
con una separacion entre unas y otras de apoximadamente 2 mm. Se
hace notar que dentro de las muestras se hizé el disefio de tal
forma que dos muestras testigo fueran de Pinus resinosa, el
cual por tener poca heterogeneidad genética C(Fowler y Morris,
19775, presentd el mismo patrén de desplazamiento de las
enzimas, lo cual fue Util para el registro de la informacién.
Cada gel contenia 36 tiras con muestras de macerado de
megagametofitos de semillas diferentes.

Al terminar de colocar las muestiras sobre el gel, se volvié
a colocar en su lugar la porcién de gel mas pequefia, de tal forma
que las tiras con las muestras de macerado quedaron presionadas
en el origen. A continuacién se colocaron en su lugar las barras
del molde y se sujetaron nuevamente con las ligas.

Una vez hecho el montaje de las muestras se colocaron los
geles con las muestras sobre las estructuras especiales para
corrimientos electroforéticos que consisten en una base de
acrilico con una charola en ambos extremos conteniendo electrodos
C(Figura 9).

La charolas conteniendo los electrodos se llenaron con la
solucién buffer correspondiente a cada sistema gel.

Al colocar el gel con las muestras sobre la estructura para
corrimientos electroforéticos, se desprendi® un poco el plastico
envolvente que cubria el gel para descubrir una porcién de éste y
con esponjas especlales para electroforesis se cerréd el circuito,
uni endo la solucién buffer de la charola conteniendo el
electrodo con el gel portando las muestras, haciendo lo mismo en

ambos extremos del gel. Se hace notar que los geles siempre se
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colocaron de tal manera que el origen que contenia las muestras
quadara en el lado catodal, para que las isoenzimas se
desplazaran hacia el &anodo.

Cuando las estructuras para corrimientos electroforéticos
que soportaban los geles portadores de las muestras estuvieron
debidamente preparados C Figura 6 ), se metieron al refrigerador
especial para corrimientos electroforéticos, en donde se
realizaron las debidas conecciones eléctricas, se colocd una
bolsa con agua fria sobre la parte superior de los geles y se
procedi® a encender las fuentes de poder con diferente corriente
eléctirica en miliamperes para los diferentes sistemas buffer. La

corriente eléctrica utilizada fue:

Sistema buffer miliamperes
- 78
B ..., 70
D ......... s]o)
E ......... 60

Después de 15 minutos de funcionamiento de las fuentes de
poder, se sacaron del refrigérador las estructuras para
corrimientos electroforéticos y se removieron las tiras de papel
de los geles. A continuacién se volvieron a colocar las esponjas
en su lugar, se metieron las estructuras para corrimientos
electroforéticos al refrigerador, se hicieron las conecciones
eléctricas respectivas y se hicieron funcionar nuevamente las
fuentes de poder.

El tiempo de corrimiento fue variable para los diferentes
sistemas buffer. En el caso de los sistemas A y B, se dié un
tiempo de corrimiento hasta que el frente de avance alcanzd 8 cm
a partir del corte de origen. En el céso de los sistemas D y E el

tiempo de corrimiento fue de 4.5 horas.
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3.2.4. Rebanado y tincién de geles

Al finalizar 1la electroforesis, las fuentes de poder se
apagaron, las estructuras para electroforesis que estaban
sopor tando el gel se desconectaron y se retiraron del
refrigerador uno por uno.

Se removié el plastico envolvente del gel y se corté la
parte del gel mas lejana al lado anodal que no contenia enzimas.

El rebanado se hizo usando guias de plastico ¢ de 200 x 28 x
1.0 mm 3, hilo transparente y dos broches mariposa grandes. Para
efectuar el rebanado primeramente se colocaron las reglas guia en
ambos lados del gel y se sujetaron con los broches grandes al
vidrio, y utilizando los dedos indices de cada mano se tenso el
hilo y se hizo pasar a travéz del gel, al nivel de las
reglas guia.

Una vez realizado el primer corte, se colocd en ambos lados

del gel otra regla guia socbre las reglas guia puestas
anteriormente, para hacer otro corte en la misma forma
indicada anteriormente. Esta secuencia de cortes se repitio

hasta rebanar todo el gel.

Al finalizar el rebanado de todo el gel se metiéd al
refrigerador para evitar la degeneraracién de las enzimas.

Después de rebanado el gel se procedidé al tefiimiento. El
cual consistid en colocar cada rebanada del gel en una charola
pPara tefiimiento que contenia una solucién de tefiimiento diferente
para cada enzima ensayada.

La solucidén de tenimiento consistié en general de tres
partes: una solucidén buffer, una parte quimica seca y otros
reactivos adicionales Centre ellos enzimas y cofactores), de

hecho los reactivos en =1 fluido de teRimiento variaron de
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acuerdo a la enzima estudiada como lo indic® Brewer Y Sing
C1970>. Las férmulas de las diferentes soluciones de teRimiento
para las enzimas analizadas en este estudio pueden consultarse en
Conkle et al. Cl19382D.

Una vez transferidas las rebanadas del gel a la charola para
tefiimiento, se cubrieron las charolas con plastico envolvente y
en caso de que la solucidén de tefiimiento lo requiriera se
metieron a la incubadora Ca temperatura de 37°CD.

Cuando se did la coloracidén de las bandas y su resolucisén
fue clara, se retiréd la solucidn de tincién de la charola Yy se
lavaron los geles con agua destilada.

Se ensayaron un total de 7 sistemas enzimidticos que dieron

resolucidn a 14 loci iscenzimaticos CCuadro 4D

3.2.5 Registro de informacién de geles

Una vez coloreadas las bandas de las isoenzimas en los geles
para las diferentes enzimas estudiadas, se procedid a registrar
la informacién.

Para cada enzima, se realizé un esbozo de las diferentes
bandas formadas, en una tar jeta de cartulina Cdimensiones 20 x 12
centimetros), en la cual se marcd la distancia al origen en
centimetros, para cada una de las bandas.

Se did el nimero uno a la banda mas frecuente del gel del
primer corrimiento electroforético y las bandas nuevas que fueron
apareciendo en los siguientes corrimientos electroforéticos se
les asigné un numero progresivo en orden ascendente.

Con los siete sistemas enzimidticos utilizados, se obtuvo
informaci®n para catorce loci isoenzimaticos, los cuales se
registraron en los zimogramas respectivos para cada enzima

C Figura LA bl Apwavlics, Cradro 40 .



Cuadro 4. Sistemas enzimaticos ensayados,
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sus abreviaciones vy

los sistemas buffer del gel usado para los corrimientos

electroforéticos

Sistema
Gel . Buffer

Aconitasa ACO

Fosfoglucomutasa PGy

6- Fosfogluconato deshidrogenasa 6PGD

Glutamato oxalacetato transaminasa GOT

Leucina aminopeptidasa LAP

Menadiona reductasa MNR

Shikimato deshidrogenasa SKDH

No de loci = Namero de loci por sietema oneimsticos A.B.D.5 = Son

las diferentes formul aciones de
Conkle et al. C1982).

sistemas

A,B,D,E

§

dados por
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Entre las muestras puestas en el gel del corrimiento
electroforético, se pusieron dos muestras de macerado de semillas
de Pinus resinosa, el cual fue un estandar, que siempre en
todos los corrimientos electroforéticos presentd la misma
distancia de migracién por tener poca variabilidad C(Fowler vy
Morris, 1977).

El estandar fue util para tener mayor exactitud al momento
de pre;entarse problemas para asignarle un numero a una variente
isocenzimatica, wutilizando para ésto la distancia de migracidén

relativa CRmD (Cheliak Yy Pitel, 1984D.

distancia de migracién de la variante Cmmd

distancia de migracién del estandar ¢mmd

El calculo se realizé tanto en el esbozo de la cartulina
comc directamente en el gel. De tal manera que se discriminé
entre un numeroc y otro Calelos diferentes) con el valor de 1la
distancia de migracién relativa que mas se aproximaba entre el
medido en el esbozo de la cartulina Y @l medido directamente en
el gel.

Para almacenar los geles, se quité el agua a la charola para
teflimiento y se reemplazé® con una solucidén fijadora, consistiendo
en una mezcla de metanol, agua y Acido acético glacial en la
relacién 6:5:1 respectivamente, dejandola toda 1la noche. Al
siguiente dia se colocaron sobre servilletas de papel para
eliminar el exceso de la mezcla fijadora, se envolvieron con

Plastico ultradelgado y se metieron al refrigerador.
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3.3 Evaluacién de la informacién

La evaluacidn de la informacién se realizd por medio del
programa escrito en lenguaje FORTRAN para datos electroforéticos
llamado BIOSIS-1 (Swofford y Selander, 198la; 1981bD.

El programa permitié obtener la siguiente informacién:

ad) Calculo de frecuencias alélicas. Para los 14 loci génicos
se calcularon las frecuencias alélicas que son las frecuencias
de individuos homocigéticos para un alelo, mas la mitad de las
frecuencias de los heterocigéticos para el alelo CAyala y Kiger,
1984>. El programa trabajé los datos para cada individuo, dando
el genotipo para cada locus para el cual fue registrado,
especificando todos los genotipos obser vados Y sus
correspondientes frecuencias. Estas frecuencias alélicas se
utilizaron para las subsiguientes etapas del programa.

b)) Medicién de la variabilidad genética. El programa calculd
para cada poblacién muestreada las siguientes mediciones
de variabilidad genética: ndamero promed;o de alelos por locus,
porcentaje de loci polimérficos Cen donde cada locus fue
considerado polimérfico cuando se detectd mas de un alelod y 1la
heterocigocidad promedio observada y esperada de acuerdo a la
ley de Hardy-Weinberg, se calculd utilizande la estimacidn
insesgada de Nei (1978>, en donde la estimaciédn insesgada de la
heterocigocidad poblacional en un locus estd dada por:

h=2n (1 - &£ x f) s C&n - 1); mientras que la heterocigosidad

A r

promedio estimada insesgada es H = ¢ f“/ r ; dondekh = valor
k=1

de h para el késimo locus; la n = ndmero de individuos por locus;

x = es la correspondiente frecuencia alélica en una muestra.
cd) Cllculo de las distancias genéticas. La distancia

genética se calculé por el métode de Cavalli-Sforza y Edwards
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C1as7>. Este m&todo utiliza las frecuencias alélicas
transformadas por medio de 1la raiz cuadrada, para que estas
variables +transformadas se comporten con una distribucidn
aproximadamente Normal. Una poblacién con frecuencias alélicas
P1, P2, ..., PA se representa por el vector Cvéz.V£;.....V£: p)
"donde A es el numerc de alelos en el iésimo locus. Un vector
siempre:, sera de longitud wunitaria, y todas las poblaciones

posibles estaran incluidas en la porcidén de la hiperesfesra
unitaria de A dimensiones para las cuales todas las coordenadas
son positivas. La distancia angular entre dos poblaciones con

frecuencias p1,Pz2,...,PA Y P1‘, P2°,..., PA°- esti dado por:

cos 8 = [ PL P’

La circunferencia de wuna hiperesfera unitaria es 2n, la

174 parte de esta circunferencia corresponde a una sustitucion

alélica completa con un arco de n/2 . Es conveniente trabajar en

términos de 267 , donde @ estid en radianes, para la distancia

unitaria es entonces la sustitucién de un alelo C(Cavalli~ Sforza
y Edwards, 1887; Rogers, 1972)

Cavalli~-Sforza y Edwards (1967) usaron como la distancia

entre dos poblaciones un arco 28/t y aparte, la longitud de 1la

cuerda que los junta, el cual es 2¥ 2 ~ n ¥ 1-cos 6. Asi para

calcular las distancias arco y cuerda entre dos poblaciones se
utilizé la hiperesfera, la cual esta contenida dentro de un
espacio Euclidiano. Estos espacios Euclidianos para los loci
separados Casumiendo no semejanza) pueden entonces ser unidos y
las distancias son dadas por el teorema de PitAgoras en varias
dimensiones, asf{ que el cuadrado de 1la distancia entre dos

prblacimnes ectas rade por 12 suma rdes las dist sneciag al cuadrado
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para cada locus. De esta manera los datos son representados en un
espacio Euclidiano, con escala igual a la wunidad, por
substitucidn de un gene (Cavalli-Sforza y Edwards, 1967).

En este trabajo se calculé la distancia genética Carco
26-n), entre las poblaciones muestreadas. Esta distancia toma
valeres de O a 1, siendo de O cuando no hay alelos diferentes
entre las dos poblaciones comparadas o sea dque las dos
poblaciones son iguales genéticamente y 1 cuando todos los alelos
son diferentes entre las dos poblaciones comparadas.

En esta representacién una poblacién puede considerarse
como siguiendo un movimiento aleatorioc en un espaclo curvo.

De las principales fuerzas evolutivas de mutacidn,
migracidén, seleccidén y deriva genética, el modelo de Cavalli-

Sforza y Edwards (1967) no incorpora las dos primeras fuerzas

evolutivas. Se asume que la presién de mutaciédn es usualmente
pequefia en relacién con otras presiones y que la tasa de
migracién es usualmente pequefia. No se toma en cuenta la
migracién y se Jjustifica por una parte porque las tasas de
migracién pequefias actuaran esencialmente como disturbios casi
aleatorios particularmente amortiguando la variacién debido a la
deriva aaleatoria; por otra parte grandes tasas de migracidn
aparecen solamente como accidentes raros. La deriva genética
aleatoria que es el nombre dado a la variacién en frecuencias
génicas las cuales inevitablemente acompafian la formacidén de la
siguiente generacién; la tasa de cambio aleatorio dependera del
tamafio de la poblacidén en cuestiédn Ctamafio de cruzamiento
efectivod y la estructura de apareamiento. Si la poblacidn es
mas pequefia la variacidédn aleatoria es mas grande y asi el

movimiento aleatorio es mas rAapido. La seleccidédn puede ser



constante © puede variar tanto eon el espacio como en el tiempo.
Si la seleccién es constante en el espacio, origina un cambio en
las frecuencias génicas de todas las poblaciones estudiadas
tendiendo hacia la seleccién direcciénal. La seleccidn es
probablemente el factor principal que causa la di vergencia. Si
la seleccién es de tipo estabilizante tal como la ventaja
heterocigética causara una reduccién en la varianza de
frecuencias génicas y sus efectos seridn mas o menos confundidos

con la deriva genética aleatoria.

d> Analisis de agrupamientos. El anAlisis de agrupamientos
comprende técnicas que siguiendo reglas mas o menos arbitrarias,
forman grupos de Unidades taxonémicas operacionales (UTOD, que
Se asocian por el grado de similitud CCrisci y Loppez, 1983D.
En este estudio las poblaciones muestreadas son consideradas como
UTO’s.

El analisis de agrupamiento se desarrollo usando la matriz
de distancias genéticas C(distancia arco 2670 de Cavalli-Sforza
y Edwards (1967) previamente calculada, utilizando el método de
pares de grupos no ponderados con recalculo de los coeficientes
por promedios aritméticos CUPGMAY CSwofford Y Selander, 1981aD.

La estructura taxonémica obtenida de la matriz de similitud
con las técnicas de anAlisis de agrupamientos se representd
graficamente por medioc de un dendrograma, en donde segun Crisci y
Lépez C1983) las UTO’'s se colocan en el ext.remo derecho y dan
origen cada una a un eje horizontal, que sé uniradn mediante ejes
verticales que expresan, en relacién con la escala, el valor

existente entre las UTO o conjunto de UTO. Podria decirse que un

grupo cualquiera se constituye por las paralelas a la escala que
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nacen de un mismo eje vertical y las ramificaciones que
contienen.

2) Distancia del procedimiento Wagner. Se utilizd el
método de Farris (1972) para construir la red de Wagner,
estimando el 4arbol filogenético a partir de 1la matriz de
distancias genéticas (distancia arco 28-n) de Cavalli-Sforza y
Edwards (1967). Se usd el criterio de adicidén multiple para
determinar la secuencia de adicién de las ramas al arbol total.
La raiz del arbol se colocd en el punto medio de 1la distancia
patristica mas grande que separé un par de poblaciones. En donde
la distancia patristica es la suma de las longitudes de las ramas
que conectan dos nodos C(Unidades Taxondémicas Operacionales COTWD
© Unidades Taxondmicas Hipotéticas CUTHDD sobre el Arbol
(Swofford y Selander, 1981ad. '

La técnica del arbol Wagner utiliza como principal supuesto
el postulado de simplicidad Cparsimonia segun Duncan y Stuessy,
19840 que sostiene que los cambios evolutivos se realizan de 1la
forma més econdmica posible, desde el punto de vista de los
sucesos genélticos requeridos. La evolucidn organica se efectua
con la maxima eficiencia y en todos los cambios de un estado de
un caracter a otro recorre el camino mas directo entre ellos. En
otras palabras se asume que la evolucidn sigue siempre el camino

camino mas corto (Crisci y Lépez, 1983D.

Farris (1972) utiliza para estimar el arbol filogenético una
modificacién de la técnica de construccidén del aArbol Wagner de
Kluge y Farris, cuyo procedimiento opera con wuna matriz
UTO x UTO. La ventaja de este procedimiento es que no tiene 1la
suposicidédn de homogeneidad de tasas evolutivas sobre las lineas

filéticas.
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SZegin Farris (1970, citado por Sneath y Sckal, 1973) las
' unidades taxondmicas operacionales son puntos en el hiperespacio
que se tratan de conectar en alguna manera éptima definida. Las
lineas conectando estos puntos son hipotéticas como también
lo son la mayoria de los puntos de los ramales CUTHD. Asi que
las Unidades Taxondmicas Hipotéticas CUTHD son nodos en el Arbol
Wagner que no son Unidades Taxondmicas Operacicnales CUTOD. Se
llaman asi{ porque estan en lugar de un ancestro hipotético de un
grupo del Unidades Taxonémicas operacionales dentro del Aarbol
evolutivo estimado CFarris, 1973), Ademas que con la finalidad de
acortar la longitud del Arbol estimado, la técnica de Wagner
construye estos taxones intermedios hipotéticos entre las UTO,
siendo taxones artificiales que son representados por puntos en
la ramificacién del arbol evolutivo (Crisci y Lépez, 1883D.

Este procedimiento une primeramente las UTOs (Por ejemplo A
Yy B cuyas distancias en la matriz UTQ x UTQ s la mAs peqguela:
Después se selecciona la siguiente UTO CPor ejemplo C), que sera
adicionada al arbol, siendo esta la mas préxima a las dos UTOs
que se unieron primeramente, para lo cual se crea una UTH ( Por

ejemplo x >. La longitud de la rama de C,X se calcula con la

siguiente férmula:

L CC,XO>= 1,2 [ L cC A +L CCB -~L CAB ] 1o

Una vez que la L CC,XD es conocida se calcula la L CA,XD,

D (B,X> como sigue:

L CA,XD= L CA,CO - L CG,XD cad

L (B,X>=L CB,C> ~ L CC,XD 3
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Después se calcula la distancia entre X y las UIOs aun no
conectadas al arbol.

Para seleccionar la siguiente UTO a ser adicionada al arbol,
se deben primero establecer las diferencias entre cada una de las
UTO y cada rama del arbol, a travéz de 1la ecuacidén (1. La
distancia que sea menor indica a cual rama se debe unir 1la
siguiente UTO, por medio de otra UTH. Para mayor detalle en los

cllculos se recomienda ver Farris (1972D.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Frecuencias alélicas

Las frecuencias alélicas se calcularon para los 14 loci
génicos por poblacidén muestreada, condensandose esta informacién
en el Cuadro S.

Los loci que mostraron una frecuencia alélica monomérfica o
tendientes al monomorfismo en la mayoria de las poblaciones
muestreadas son: GOT2, LAP1,LAP2, MNR2, PGM1, SKDH1 y SKDH2. En
los otros 7 loci se observéd un mayor polimorfismo entre y dentro
de poblaciones. En el 1locus GOTI2 todas las poblaciones
muestreadas presentaron altas frecuencias Cmayores a 0.92), en el
alelo GOT2-1. Este locus presentd cuatro alelos, pero 3 de ellos
con frecuencias menores al 5%, lo cual es insignificante. En el
locus LAP1 se observaron 5 poblaciones monomérficas para el
alelo 1, en tanto que en el locus LAP2 el aleloc 1 presentd

altas frecuencias alélicas mayores de ©0.894 en todas las

pobl aciones muestreadas, exepto en la poblacidédn 1. El locus MNR=2
presentd una fijacidn del alelo MNR2-1. El locus PGM1 mostré
altas frecuencias alélicas en el alelo PGMi-1, siendo este
monomérfico en B8 de las poblaciones muestreadas. El locus SKDHi
tuvo alta frecuencia en el alelo SKDHi-1, con 9 poblaciones
monomérficas para .este alelo. El1 locus SKDHZ2, presentd alta

frecuencia en el alelo SKDHZ2-1 C(mayor de 0.94> en todas las

poblaciones, siendo monomérfico en 10 de ellas.
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En el locus ACO, con cuatro alelos, las poblacicnes de
Dur ango mostraron altas frecuencias en los alelos ACO-1,
mientras que en las poblaciones del centro de México y de
Oaxaca las altas frecuencias se presentaron en el alelo ACO-2 ¥y
ACO-3. En lo que respecta a las poblaciones del sur de

México vy Centroamérica las altas frecuencias se presentaron en

el alelo ACO-3. Las dos poblaciocnes de P. ayacahut te var.
veltchitd tuvieron cuatro alelos, dos de ellos con mayores
frecuencias, pero el alelo ACO4 fue finico para estas dos

pobl aciones.

En el locus GOTi, las poblaciones de Durango presentaron
altas frecuencias en el alelo GOT1-2, en tanto que todas las
poblaciones restantes presentaron sSu mayor frecuencia en 1 alelo
GOT1 -1.

En el locus GOT3, las poblaciones de Durango muestran altas
frecuencias en el alelo GOT3-2, a diferencia de las demas
poblaciones que presentaron sSus mayores frecuencias en el alelo
GOT3-1, con excepcidn de la poblacidén =z que presentd alta
frecuencia en el alelo GOT3-2, al igual que las poblaciocnes de
Dur ango.

El locus LAP3, presentd en las poblaciones de Durango altas
frecuencias en el alelo LAP3-3, mientras que las Qemés
poblaciones presentaron altas frecuencias en los alelos LAP3-1 vy
LAP3-2.

En el locus MNR1, las poblaciones de Durango tuvieron mas
altas frecuencias en el alelo MNR1-2, en comparacion con las

demas pobl aciones muestreadas, en donde solamente las



poblaciones 1,2,3,4, y 8 tuvieron la presencia de éste alelo,
pero en muy baja frecuencia.

En el locus MNRZ2, las poblaciones desde la 1 hasta l1a 10
presentéron altas frecuencias en el alelo MNR3-1, mientras que en
las poblaciones de Durango se presento el alelo monomérfico
MNRZ-3 que fue diferente al de las demas poblaciones muestreadas.
Las poblaciones 1 y 2 del centro de la Republica Mexicana, del
Eje Neovolcanico presentaron el alelo unico MNR3-2.

En el locus BPGI, las mayores frecuencias alélicas en las
poblaciones de Durango, se presentaron en el alelo 6PGI -3, en
tanto que en las demas poblaciones las mayores frecuencias
alélicas se presentaron en el alelo 6PGI-1 y BPGI -2.

Las poblaciones 1 y 2 presentaron alelos unicos en los locus
ACO-4, MNR3-2 y presentaron alelos con alta frecuencia, tal como
cOoT3-2, FPGML-2.

De las pobl aciones 5 a la 10 mostraron mayor numero de
alelos préximos a su fijacidn, ademas de presentar locus
monomérficos en: GOTL-1, GOT2-1, GOT3-1, LAP1~1, LAP2-1, MNR1-1,
MNE3-1, PGMi-1, SKDH1—1, SKDHz2"1. Lo cual es indicador de que
las poblaciones de Chiapas, Guatemala y Honduras tienen problemas
para mantener alta diversidad genética. Esto puede deberse a que
han sido cortados varios individuos de ;a especie tipica, tal y
como lo reporta CAMCORE en las descripciones de los sitios
colectados. Asi, al disminuir las poblaciones hay mayor efecto
de fijacién de alelos debido a la deriva genética. Por otra
parte pueden haber problemas con la polinizacidn cruzada al
encontrarse pocos individuos en los sitios colectados ya que es

muy posible que esten tan distantes que no sea posible que el
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Cuadro 5. Frecuencias alélicas de 1las poblaciones estudiadas.
POBLACIONES
Locus Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ACO
{(n) 24 25 9 26 25 3I0 14 40 39 30 21 27
1 -29 .34 .00 .02 .00 .00 .04..09 .00 .00 .62 .39
2 35 .36 .56 .35 .18 .33 .00 .11 .04 .05 .31 .50
3 <23 .22 .44 .63 .B2 .67 .96 .BO .96 .95 .07 .11
4 15 .08 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00
6OT1
(n) 25 25 9 26 26 30 14 40 39 30 21 29
1 -98 1.0 .94 .96 1.0 .97 1.0 .94 1.0 1.0 .07 .05
2 02 .00 .06 .00 .00 .02 .00 .02 .00 .00 .93 .95
3 00 .00 .00 .02 .00 .00 .00 .02 .00 .00 .00 .00
4 .00 .00 .00 .02 .00 .02 .00 .01 .00 .00 .00 .00
GOT2
(n) 25 25 9 26 26 30 i4 40 39 30 21 29
1 .98 1.0 .94 .92 1.0 .97 1.0 .99 1.0 1.0 .93 .98
2 02 .00 .06 .04 .00 .00 .00 .01 .00 .00 .00 .00
3 .00 .00 .00 .02 .00 .03 .00 .00 .00 .00 .00 .00
4 00 .00 .00 .02 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .07 .02
GOTZ
(n) 25 25 9 26 26 30 14 40 39 30 21 29
1 .66 .26 .78 .71 .96 .78 .82 .84 1.0 .98 .26 .05
2 -34 .74 .22 .28 .04 .03 .18 .15 .00 .00 .74 .95
3 .00 .00 .00 .00 .00 .18 .00 .00 .00 .00 .00 .00
4 00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .01 .00 .00 .00 .00
5 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .02 .00 .00
LAF1
(n) 25 25 g 26 25 18 14 40 39 30 2 29
1 -84 .68 .94 .52 .80 .83 1.0 1.0 1.0 1.0 .29 1.0
2 16 .32 .06 .48 .20 .17 .00 .00 .00 .00 .71 .00
LAP2
(n) 25 25 26 26 IO 14 40 3% 30 21 29
1 82 .94 .94 .96 .96 .97 .96 .99 1.0 .97 1.0 1.0
2 .18 .06 .06 .04 .00 .03 .04 .01 .00 .03 .00 .00
3 .00 .00 .00 .00 .04 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00
LAPE
{n) 2B 25 ? 26 26 I i4 40 39 X0 21 29
1 .64 .58 .50 .27 .60 .81 .36 .B6 .97 .88 .00 .00
2 =34 .36 .03 .62 .F1 .15 .64 .12 .00 .10 .09 .10
3 =02 .06 .00 .02 .10 .00 .00 .01 .00 .00 .90 .88
4 .00 .00 .17 .02 .00 .03 .00 .00 .03 .02 .00 .00
9 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00
6 00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00
7 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .02
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Cuadro 5. (Continuacidn)

POBLACIONES
Locus Alelo 1 2 3 4 3 ) 7 8 g 10 11 12
MHR1
(n) 25 25 9 26 26 30 14 40 32 30 21 29
1 -88 .90 .94 .98 1.0 .98 1.0 .95 1.0 1.0 .76 .71
2 08 .10 .06 .02 .00 .00 .00 .05 .00 .00 .24 .28
3 .04 .00 .00 .00 .00 .02 .00 .00 .00 .00 .00 .01
MHR2
(n) 2 25 ? 26 25 30 14 40 3% 30 21 29
1 1.0 1.0 1.0 .86 .98 .93 .89 .75 1.0 1.0 1.0 1.0
2 00 .00 .00 .11 .00 .05 .11 .21 .00 .00 .00 .00
3 .00 .00 .00 .03 .02 .02 .00 .04 .00 .00 .00 .00
MMRI
(n) 24 23 7 26 13 15 14 24 39 30 21 29
1 -?28 .93 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 .00 .00
2 .02 .06 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00
3 00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 1.0 1.0
FEM1
(n) 25 25 9 26 26 0 14 40 Z8 15 21 29
1 20 .60 1.0 .90 1.0 1.0 .96 .99 .97 1.0 1.0 .95
2 «10 .40 .00 .10 .00 .00 .04 .00 .03 .00 .00 .03
z 00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .01 .00 .00 .00 .02
6FG1
(n) 25 25 ? 26 26 3 14 40 39 30 21 29
1 32 .20 .61 .21 .06 .07 .07 .06 .00 .02 .14 .41
2 -44 .46 .28 .63 .86 .87 .B? .91 .94 .80 .00 .07
3 <24 .34 .11 .13 .08 .06 .04 .03 .06 .18 .B6 .52
4 00 .00 .00 .02 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00
SKDH1
(n) 25 16 7 24 18 7 14 I O30 21 29
1 1.0 1.0 1.0 .96 1.0 1.0 .96 1.0 1.0 1.0 1.0 .90
2 00 .00 .00 .00 .00 .00 .04 .00 .00 .00 .00 .10
3 00 .00 .00 .04 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00
SEDHZ
{n) 25 16 I 10 18 7 14 A 30 21 29
-94 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 .98 1.0 1.0
2 06 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .02 .00 .00
NOTA: Poblacién 1 (Fob. 1) = San Juan Tetla, Fuebla, Méxs Fob., 2 = San
Rafael, Meéxico, Méx.i Fob. 3 = Nundaco, Oamaca, Méx.: Fob. 4 = Iuxtlan,
Oaxaca, Méx.3 Pob. 5 = San Cristobal de 1las Casas, Chiapas, Méx.:
FPob. &6 = ElPorvenir, Chiapas, Méx.: Fob. 7 = Falestina, Obuatemalasj
Fob. 8 = Chuipachec, Guatemala; Fob. ¢ = Ocotepeque, Honduras; Pob.
10 = Las Trancas, Honduras; Pob. 11 = El1 progreso, Durango, Méx.; Pob.
12 = La Victoria, Durango, Méxicos n = tamafo de muestra.
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polen pueda viajar de unos Aarboles a otros favoreciendose la
endogamia, ademas de que puede ser que se presente variabilidad
en la fenologia de la floracién tanto masculina como femenina.
Otro factor a considerar es la migracién, la cual ha disminuido
debido a que es difiéil que se establesca la regeneracidén (segdn
reporte de CAMCORED.

Las poblacicones 11 y 12 presentaren mayor semejanza la una
con la otra en relacién con las demésapoblaciones. presentando
alelos con alta frecuencia tal como ACO-1, GOT1-2, GOT2-4,
cOT3-2, LAP3-3, y 6PGI-3. Ademas estas dos pobl aci ones
presentaron el alelo MNR3-3 monomér f£ico. Asi también
presentaron el alelo LAP3-3 con alta frecuencia Cmayor de .S88).

La informacién sobre frecuencias alélicas para los 14
loci isoenzimaticos permitié diferenciar a las poblaciones como
pertenecientes a taxa independientes, habiendo mayor semejanza de
las poblaciones de Pinus ayacahuite tipico y las de Pinus
ayacahuite var. veiltchii en comparacidédn con las poblaciocnes de

Pinus ayacchuite var. brachyptera.
4.2. Diversidad genética

El numero de alelos promedio por locus de todas las
poblaciones muestreadas varié de 1.3 a 2.5 correspondiendo estos
valores extremos a las poblaciones de Ocotepeque, Honduras e
Ixtlan, Oaxaca, México, respectivamente. El ndimero de alelos
promedio para todas las pobl aciones muestreadas fue de
1.87. El promedio por taxa fue de 2.085 para las dos

poblaciones de P. ayacachuite var. veitchii, 1.84 para las ocho
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Cuadro &, Medidas de wvariabilidad genética de las

poblaciones de los tres taxa estudiados.

taxa: Pinus ayacahuite tipico

Nundaco, Oax. Méx.(3D 8.4 1.8 64.3 .1851 .190
Ixtlan, Oax.,Méx. (4D 24.7 2.8 57.4 .193 . 2832
San Cristobal, de las

Casas, Chis., Méx. (B 23.7 1.8 8.6 . 089 .118
El Porvenir,

Chis., Méx. (6D 24.8 2.1 42.9 .110 .144
Palestina, Guat. (7D 14.0 1.6 28.6 . 087 .108
Chuil pachec, Guat.C(8 35.9 2.2 50. 0 .109 .123
Ocotepeque, Hon. (9D 38.9 1.3 7.1 . 022 . 021
Las Trancas,

HondurasC10D 28.9 1.6 21.4 . 057 . 055
Promedio .........cci0eteuunn 1.8 37.8 .102 .12
taxa: Pinus ayacahuite var. broachyptera

El Progreso

Dgo., Méx. (11D 21.0 1.6 57.1 .118 .172
lLLa Victoria,

Dgo., Méx.C12D 28. 0 2.0 57.1 . 094 .167
Promedio ...............c... 1.8 B57.1 .106 .17
taxa: Pinus ayacahuite var. vetittchii

San Juan Tetla,

Pue., Méx. (1D 24.9 2.2 64.3 .213 . e85

San Rafael, Méx. (2D 23.6 i.9 654.3 . 349 . eb1
Promedio .................... 2.0 64.3 281 26

Nota: % Los loci fueron considerados polfmérficos si la frecuencia
del alelo mAs comin no excedia 0.95; TMPPL = Tamafio de muestra
promedic por locus; NPAL = Numero promedio de alelos por locus;
PLP= Porcentaje de loci polimérficos; HETERO PROM = Heterocigosi-—--
dad promedio; OBS = observada; HDYWBG = Estimacién insesgada de la
hetocigosidad CNei, 1978), de acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg;
(102-C12> = Numero de procedencia (ver Cuadro 1D.



poblaciones de P. ayacachuite tipico y de 1.8 para las dos
poblaciones de P. ayacchuite var. brachyptera.

Los valores encontrados en este estudio estuvieron
ligeramente abajo de 2.7 que es el valor promedio reportado por

Hamrick et al. (1981> para Gimnospermas. Pero entran dentro del

rango encontrado por el mismo autor de 1.0 a 3.87, que

corresponde respectivamente a Pinus resinosa y Pinus taeda.

El polimorfismo en las 12 poblaciones muestradas vari? de
7.1% (Ocotepeque, Honduras)? a B64.3% (San Juan Tetla, Pue., San
Rafael, Méx. y Nundaco, Oaxacad.

En el caso de Pinus ayacchuite tipico, las poblaciones de
Nundaco e Ixtldn, Oaxaca, México; Chuipachec, Guatemala y El
Porvenir, Chis., Méx. presentaron los valores mias altos de
polimorfismo con valores de 64. 3%, 57.4?. 50.0% y 42.9%.

Las poblaciones que presentaron los porcentajes mas bajos
de polimorfismo fueron las poblciones de Ocotepeque, Honduras
C7.120 y Las Trancas, Honduras (21.420. Esto 1indica que
estas poblaciones tienen bajos niveles de deversidad genética, lo
cual puede deberse a gque se han cortado varios genotipos
aumentando la endogamia y los efectos de fijaciédn de alelos via
deriva genética, como se discutié anteriormente en relacién con
las frecuencias alélicas. También es posible que estas
poblaciones, por estar en el extremo marginal de la especie
tipica, presenten aislamiento y restricciones del flujo
genético. Ademas las poblaciones marginales como lo indica Ledig
(19860 sufren los efectos de pocos individuos fundadores. Aunque

es posible que las tres causas esten actuando para dar como

resultado baja diversidad genética.



Conziderando el porcentaje de polimorfismo promedio, las
poblaciones de Finus ayacahuite var. veit;chii tuvieron mayores
porcentajes de polimorfismo CB4. 3%, continuando en orden
descendente las poblaciones de P. ayacahuite var. brachyptera
(57.12%0 y finalmente el P. ayacahutte tipico (37.5%. En el caso
de las dos variedades debe considerarse que solamente se
muestrearon dos poblaciocnes, las cuales pueden haber sido las mas
variables, lo cual esta alterando la informacién. En el caso de
P. ayacahuite tipico se muestrearon variés poblaciones, pero
Puede ser que debido 5 que las poblaciones naturales han sido
degradadas, esto este causando que sus valores de diversidad
genética sean menocres.

Ledig C1986) reportd una tabla de trabajos isoenzimaticos
en pinos, en donde el porcentaje de polimorfismo promedic Ccon el
criterio de 85% fue de 83%, con valores extremos de 0% para el
Pinus resinosa Y 80% para el Pinus taeda. En este estudio, los
valores promedio de Polimorfismo tanto para la variedad veltchitd
(B84.3% como para la variedad brachyptera (57.1% estan por
arriba del valor promedio reportado poé.Ledig 19860 de 53%? lo
cual indica que tienen alta variabilidad. Esta alta diversidad
genética puede deberse a que estas poblaciones no han sido
fuertemente impactadas por el hombre presentando polinizacién
cruzada y flujo genético entre sus poblaciones naturales.

El hecho de que 1la variedad brachyptera present®d menores
valores de polimorfismo en relacién con la variedad wveitchizt
puede deberse a que el ambiente donde crece naturalmente la

variedad brachyptera tiene climas mas frios, con mAs wvariaciédn en
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las temperaturas (23 °C a 40 °C) por lo cual el efecto de la
seleccidn natural es mas marcado.

En el caso del porcentaje de polimorfismo promedio del
Pinus ayacahuite tipico (37.5%) esta por debajo del porcentaje
de polimorfismo promedio reportado por fedig €1986) de 53%. Esto
indica que la especie tipica tiene bajos niveles de variabilidad
genética. No obstante, considerando las poblaciones de Nundaco e
Ixtlan, Oaxaca, Méx., presentaron valores altos de polimorfismo
arriba del promedioc reportado por Ledig C(1986). Esto puede
deberse a que las poblaciones de Oaxaca han sido menos impactadas
por el hombre y es mas abundante el numero de individuos de 1la
especie tipica Ccomo lo reporta CAMCORE en su registro de
caracteristicas del sitiod. Otras dos poblaciones con altos
valores de polimorfismo son las de El1l Porvenir, Chis., Méx.
C(42.9%) y Chuipachec, Guatemala (50.0%), las cuales aunque han
sido perturbadas por el hombre por medico de cortas, continuan
manteniendo su diversidad genética via polinizacidén cruzada,
flujo genético, ademds que el efecto de la deriva genética de
fijacidén de alelos no ha sido muy pronunciado.

En lo que respecta a la heterocigosidad C(H), o sea, la
frecuencia promedio de individuos heterocigéticos por locus
CAyala y Kiger, 1984), se encontré una variacidén de 0.022 a 0.26,
valores que corresponden a las poblaciones Ocotepeque, Honduras
y San Rafael, México, respectivamente, con un valor promedio
para todas las poblaciones muestreadas de 0.13. Las dos
poblaciones de Pinus ayacchuite var. veltchii tuvieron un valor
Pinus ayacahuite tipico presentaron un valor de heterocigosidad

promedio de 0.12, asi también las dos poblaciones de
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FPinus ayacahuite var. brachyptera presentaron un valor de
hetrocigosidad esperada promedio de 0.17. En si, los valores
de Heterocigosidad esperada promedio tuvieron un comportamiento
similar a los valores de polimorfismo, en donde la variedad
veltchil presentd el wvalor mas alto, continuando en orden
descendente la variedad brachyptera y finalmente la especie
tipica. Es importante considerar que las poblaciones muestreadas
de las varieaades veltchit y brachyptera fueron solamente dos,
por lo cual estos resultados debgp considerarse c¢con sus
respectivas precauciones, dado que, *tal vez las poblaciones
consideradas en este estudio pudieron ser las mas variables.

Dentro de 1la especie tipica las poblaciones de Ixtlan,
Oax., Nundaco, Oax., El Porvenir, Chis. y Chiupachec, Guat.
presentaron los niveles mAs altos de variabilidad con una
Heterocigosidad promedio esperada de 0.23, 0.19, 0.14 y 0.12
respectivamente, En tanto que las poblaciones de Ocotepeque y
Las Trancas, Honduras fueron las que presentaron los valores mas
bajos de Heterocigosidad esperada promedio, con valores de 0.0z21
y 0.048, lo cual indica que hay problemas de baja diversidad
genética de igual forma como lo indicéd el porcentaje de
polimorfismo. Esta baja diversidad genética se debe posiblemente
a: a) la destruccidn o degradacidn de las poblaciones; b lo
restringido del flujo genético o «¢) al reducido numero de
individuos fundadores debido a que son poblaciones situadas
en el extremo de la distribucidén natural.

La heterocigosidad promedio registrada por Mitton (1983D
para las coniferas fue 0.270 valor dque es parecido al maximo

encontrado en este estudio (0.26). En el escrito de Ledig C(1986)



en base a 37 investigaciones de isoenzimas en pinos, se obtuvo
una heterocigosidad esperada promedio de 0.173, con un rango de O
a 0.362 que corresponden a Pinus torreyana y Pinus taeda.
Asi considerando el escrito de Ledig (19863, los valores
encontrados en este estudio se ubican dentro del rango
definido para el género Pinus y el valor promedioc es muy cercano
al valor promedio reportado por el utltimo autor.

Los valores de heterocigosidad esperada promedio para Pinus
ayacchuite tipico tendieron a disminuir del Centro de la
Republica Mexicana hacia Centroamérica. De tal forma, que los
mayores valores se encontraron en las poblacicnes de Ixtlan
€0.232> y Nundaco (0.19), Oaxaca, México Yy los menores valores se
encontraron en Ocotepeque (0.021) y Las trancas (0.05%) ,
Honduras. Estos valores de baja heterocigosidad Cver Cuadro 5),
se encuentran en el extremo de la distribucién de la especie y
como indica Ledig C1986), 1la baja heterocigosidad se debe al
aislamiento ¥y a lo restringido del .flujo genético en las
poblaciones marginales que deben sﬁ origen a eventos de
colonizacién y sufren los efectos de pocos individuos fundadores.
Esta misma tendencia de decremento de la variabilidad genética en
los margenes de la distribucién se presentd en Pinus contorta spp
latifolia (Yeh y Layton, 1979). Ademas, otras causas de la baja
Heterocigosidad puede ser que las poblaciones fueron fuertemente
degradadas por cortas, lo que ha acentuado el efecto negativo de
la deriva genética y la endogamia.

Ademas, se encontraron poblaciones que a latitudes
semejantes a otras, tuvieron mayores valores de heterocigosidad,

]
tal es el caso de las poblaciones de El Porvenir, Chis.,

17
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Mexico (0.1442, Chuipachec, Guatemala €0.123), lo cual indica
lugares regionales de mayor variabilidad genética.

La prueba de ®? mostroé que los valores observados en todas
las poblaciones son similares (no estadisticamente diferentes) a
los valores esperados por la ley de equilibrio de Hardy-Weinberg
por 1o tanto las poblaciones se encuentran en equilibrio
genctltico con frecuencias genotipicas esperadas con polinizacién
aleatoria y sobrevivencia aleatoria dentro de cada poblacidn.
Sin embargo, en la mayoria de los casos los valores observados
de Heterocigosidad fueron numericamente menores a los valores
esper ados, lo cual indica que hay una tendencia hacia la
reduccidén de 1la variabilidad genética y un aumento de la

endogamia en la mayoria de las poblaciones muestreadas.
4.3 Distancias genéticas

Con la matriz de distancias genéticas Carco & o/ de
Cavalli-Sforza y Edwards (1967)), (Cuadreo 7) para todas las
combinaciones de las poblaciones, se construyd un fenograma de
agrupamiento CFigura 7).

Primeramente las poblaciones con las distancias genéticas
mas pequefias o sea las poblaciones mis parecidas se colocaron en
la misma rama, asi la poblacién 1 con la 2, la poblacidn 3
con la 4, la poblacién 5 con la 8, la poblacidén 9 con 1la
10, la poblacién 7 con la 8 y la poblacidén 11 con la 12. Las
frecuencias de cada par de poblaciones fueron éromediadas Yy se
generd una nueva matriz con valores de distancias genéticas. Las
peblaciones con las menores distancias fueron agregadas a la

rama apropiada. Este proceso con promedio de pares de grupos no
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Cuadro 7. Distancias arco de Cavalli- Sforza y Edwards (1967) calculadas para
todas las combinaciones entre poblaciones de Pinus ayacahwite tipi-
co y sus variedades brachyptera y veitchil. Las distancias parea--
das estidn bajo la diagonal y las medias por grupo de comparacion es

tan arriba.

POBLACIONES

MUESTREADAS

1) ) (3) @) (5) (6) (7) (8) (9) (10)

ESPECIES/POBLACIONES 1) Q2
Pinus ayacahuite var. vedltchil

San Juan Tetla, Pue., Méx. (1) -— .249 453
San Rafael, Méx., Méx. (2) .13 —

Pinus ayacahuwite tipico

Nundaco, Oax., Méx. (3) .18 .24 -

Ixtl&n, Oax., Méx. (4) .19 .20 .18 —

San Cristobal de las Casas,

Chis., Méx. (5) .22 .26 .20 ,17 —

EL Porvenir, Chis., Méx. (6) .22 .27 .19 .19 ,13 — .530
Palestina, Quetzal, Guat. (7) .24 9,27 .23 .20 .17 19 —

Chuipachec, Totoni., Guat. (8) .22 .27 .21 .21 .16 .16 .15 =

Ocotepec, Ocot., Hond. (9) .29 .33 .26 .28 .16 .17 .20 .17 —=

Las Trancas, La Paz, Hond.(10) .25 .31 .22 .25 .14 .15 .17 .16 .08 —
Pinus ayacahwite var. brachyptera

El Progreso, Dgo., Méx. (11) 46 .45 49 .49 .52 54 %6 .54 .60 .57 —_—
La Victoria, Dgo., Méx. (12) 45 .45 .47 49 .52 .53 .52 .80 .57 .56 21 —
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DISTANCIA GENETICA

Figura 7. Fenograma de las poblaciones de Pinus ayacahuite, desarrollado usando la téc-
nica de ligamiento promedio (UPGMA) con las distancias arco de Cavalli-Sforza
y Edwards (1967). PAV=Pinus ayacahuite var. veitchii; PAA=Pinus ayacahuite ti
pico y PAB=Pinus ayacahuite var. brachyptera.
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ponderados o técnica de ligamiento promedio, se continud hasta
que todas las ramas se unieron.

La poblacidén 1 y 2 (de P. ayacchuite var. vettchiid y las
poblacicnes 3 y 4 (de Pinus ayacahuite tipicod formaron un primer
grupo con un nivel de agrupamiento de 0.204. Es importante hacer
notar, que la poblacién 1 y & fueron muy parecidas, formando un
grupo con un nivel de agrupamiento de 0.129 y las poblaciones 3
Y 4 formaron un grupo con nivel de agrupamiento de 0.184, por lo
tanto, son mas semejantes genéticamente las poblaciones de
P. ayacahuite var. vetitchii. Este primer grupo indica que las
poblaciones 3 y 4 tienen caracteristicas genéticas intermedias
entre la especie tipica y la variedad veitchii, representando tal
vez la transiciédn entre ambos taxa. Esto se puede ver en las
frecuencias alélicas semejantes que presentan estas poblaciones
en los alelos ACO-2, GOT3-1, GOT3-2, LAP2-2, MNRl1-2, 6PCGI-1,
BPCI-2 y 6PGI-3. Ademias de tener los valores mas altos de
heterocigosidad observada como esperada de todas las
poblaciones muestreadas en este estudio.

Un segundo grupo con las poblaciones 95,6,7,8,9 y 10 fueron
genéticamente seme jantes asociandose con la localizacidn
geografica, puesto que todas estas poblaciones se encuentran en
Chiapas, Guatemal a Y Honduras. éste grupo formd tres
subagrupamientos que se unieron geograficamente, asi se unieron
las poblaciones B y 6 de Chiapas, México Cnivel de agrupamiento
0.133>, las poblaciones o] y 10 de Honduras (nivel de agrupamiento
0.085> y las poblaciones 7 y 8 de Guatemala Cnivel de
agrupamiento 0.148). Los bajos valores de las distancias

genéticas entre estas poblaciones muestreadas se apoyan en las
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frecuencias alélicas de estas poblacinnes, que se caracterizaron
por presentar varios locus monomorficos o tendientes a ser
monomorficos como es =l caso de: GOT1, GOTe, LAPL, MNR1, MNR3,
PGMI, SKDH1, y SKDHZ2. Ademas, la semejanza genética que
presentaron las poblaciones 5, 6, 7 8, 9 y 10 puede
deberze a qgue estas poblaciones estan adaptadas a crecer en
las partes altas o zonas montafosas de lugares con clima tropical
Yy subtropical. Ademas estas poblaciones se encuentran en las
Sierras del sureste de México que se contindan con las Sierras
de Centroamérica por lo que puede o pudo haber en el pasado un
flujo genético entre estas poblaciones.

Una hipdtesis para explicar 1la similaridad genética de
las poblaciones de P. ayacahuite de Chiapas y Centroamérica es
que en el pasado durante el pleistoceno, época en que el género

Pinus dominaba en muchos segmentos del perfil de vegetacién de

México, © sea que existia wuna gran abundancia de plantas
pertenecientes a este género (Rzedowski et al., 19771, las
poblaciones de P. ayacahuite estuvieron mas ampliamente

e )
distribuidas por lo que podian considerarse como un continuo en

el cual habfa un flujo genético. Esta hipédtesis también se
respalda por Daubenmire (1978) quien sostiene que en la epoca
del Pleistoceno durante las glaciaciones, al darse un
enfriamiento global que llegd a las montaflas de México vy

la regidén tropical, las coniferas se desplazaron hacia el sur

hasta el Golfo de México. Fue entonces cuando los pinos
se expandieron hacia Centroamérica C(Mirev, 1967; Mirov y
Hasbrouck, 1976D. Al elevarse la temperatura en la Epoca del

Holoceno, las poblaciones que se encontraban en lugares
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tropicales fueron subil endo hacia altitudes mayor es
CDaubenmire, 1978), razdn por la cual en la actualidad solamente
se encuentran poblaciones de P. avocchuile en las partes
altas de las montafias, en donde han quedado aisladas
formando pobl aciones con diferentes lineas de

divergencias tanto en Chiapas., Guatemala y Honduras C(Figura 7).
Asi, una explicacién de porque las poblaciones de Chiapas ¥y
Honduras tuvieron menor distancia genética en relacidén a 1la
distancia genética con las poblaciones de Guatemala puede ser que
en el Holoceno las poblaciones de Guatemala se aislaron primero
de las poblaciones de Chiapas y Honduras que formaban una gran
poblacién en la cual se presentd un mayor flujo genético entre
sus poblaciones. Aunque la mayor semejanza de las poblaciones de
Chiapas y Honduras puede deberse solamente a que los ambientes
de Chiapas y Honduras son maAs parecidos.

Un tercer grupo lo constituyeron l;s poblaciones 11 ¥y 12 de
Pinus ayacahuite var. brachyptera del norte de la Republica
Mexicana que se unieron con un nivel de agrupamiento de 0.213.
Este grupo presentd las distancias genéticas mas grandes con las
demas poblaciones muestreadas Cver Cuadro 7 y Figura 7). Estas
dos poblaciones presentaron frecuencias alélicas mas altas en
diferentes alelos en relacidn con las demas poblaciones
muestreadas. Los locus en que se observéd lo anterior fueron:
ACO, GOT1, GOT3, LAP3, y 6PCI1; ademas, presentaron el alelo
tunico MNR3-3.

Es importante hacer notar que las poblaciones de Pinus
ayacahuite var. brachyptera fusron mas semejantes genéticamente a

las pcblaciones de Pinus ayacahuite var. wveitchii (ver Cuadro 7D,
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1o cual apoya la idesa de Martinez (1948) que la variedad
o
vellchitl parecia intermedia entre el P. ayacahut te var.
brachyptera y el P. ayacahuite tipico.
En general las asociaciones genéticas aproximadamente
correspondieron a las asociaciones geogriaficas. LLas poblaciones

1 vy 2 del centro de la Republica Mexicana formaron un grupo con

dos poblaciones de Oaxaca, las cuales fueron mAs cercanas

geograficamente que las demAds poblaciones muestreadas. Las
poblacicnes 5, 6, 7, 8, 9 y 10 de Chiapas, Guatemala y Honduras
formaron otro grupo y cada subgrupo ‘tambi én se asocid
geograficamente dado que se unieron las poblaciones 5 y 6 de
Chiapas, México, la 9 y la 10 de Honduras y la 7 y 8 de
Guatemala. Las poblaciones 11 y 12 de Durango, México formaron
un grupo semejante genéticamente, ubicado geogriaficamente en la

parte norte de la Repdblica Mexicana.

4.4. Relaciones filogenéticas

Las distancias arco de Cavalli-Sforza y Edwards (1967
fueron usadas en conjuncién con la distancia del procedimiento
Wagner (Farris, 1972) para estimar las relaciones filogenéticas.
El 4&rbol filogenético resultante se construydé usando analisis
multivariado para proyectar un ancestro hipotético con
caracteristicas genéticas que pudieran explicar la variacidn
entre los taxa de este estudio. El punto medio de la distancia
algebraica mas larga entre los taxa fue usado como la.raiz del
arbol filogenético; la raiz se puede considerar como un taxén
hipotético teniendo las caracteristicas genéticas de un

progenitor. Las uni dades taxondmicas operacionales con
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distancias genéticas que estuvieron cercanas a la raiz, fueron
unidas al primer arbol v aquellas mas distantes se agregaron
después (Niebling y Conkle, 1957D.

La primera subdivisién del Arbol filogenético (Figura 83,
formé dos ramas. La rama mas baja representd a la especie Pinus
ayacohuitle var. brachyptera v la rama de arriba incluyé, tanto a
la especie Pinus ayacahuite tipico como al Pinus ayacchutite var.

vertchidl.

La rama que incluyd al P. ayacchuite var. brachyptera
presentd una ruta genética larga, lo cual presume que las
poblaciones de La Victoria y Laguna del Progreso, Dgo., México,

tuvieron una evoluciédn substancial a partir de la raiz y dié la
tendencia de divergencia de norte a sur, en base a las dos
poblaciones muestreadas de esta especie. Pero faltd incluir en el
muestreo, poblaciones de otras aAreas de distribucidén natural para
tener mas claridad en lo que respecta a la irradiacidn o
diversificacién de este complejo taxondmico.

Una subdivisién de la rama superjior colocd en diferentes
subramas tanto a la especie P. ayacahuite var. veltchiti como a
la especie P. ayacchuite tipico. Estas dos subramas tienen rutas
genéticas cortas a partir de la raiz, lo cual supone que estas
especies tienen alto parecido al progenitor comiun de ¢éllas.
Estos resultados no concuerdan con la hipétesis de que el Pinus
ayacahul te var. brachyptera es el mAs parecido al ancestro
comin de los tres taxa, puesto que se cree que los pinos entraron
a México procedentes de Norteamérica a través de la Sierra Madre
Occidental y Sierra Madre Oriental a inicios y mediados del

periodo terciario CMirov, 19687:; Mirov y Hasbrouck, 1976).
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Ademéds, a nivel de la semilla, se considera qus semillas
sin ala es una caracteristica menos evolucionada en relacidn
a la semilla con ala bien desarrollada CEguiluz, 1985b). Por 1lo
tanto el Pinus ayacahuite var. brachyptera se considera mas
primitivo que la variedad vettchtd y la ezpecie tipica, la
cual deberia ser menos parecida al ancestro comiun de los tres
taxa, debido a que su semilla es la que tiene el ala
mas desarrollada.

Por otra par£e, se considera que el ancestro del Pinus
ayacchuite var. bdrachyptera es ol Pinus strobiformis de las
Montafias Rocallosas de los Estados Unidos de Norteamérica
CEguilu=z, comunicacién personald, de tal forma que es
recomendable incluir en este Lipo de estudios muestras de la
especie Pinus strobiformis para analizar con mayor profundidad
las relaciones filogenéticas de todos estos taxa.

Dentro de la subrama de P. ayacahuite tipico, la siguiente
subdivisién de divergencia se dié hacia la poblacién de Ixtlan,
Oaxaca, México. La subsecuente linea de divergencia fue hacia la
poblacién de Nundaco, Oax., Méx., cuyo progenitor hipotético did
también origen al progenitor hipotético de las poblaciones de El
Porvenir, Chis., Méx. por una parte y por otra parte a otro
ancestro hipotético de las poblacién de San Cristobal de las
Casas, Chis., México. Por ultimo, el ancestro de la poblacién de
San Cristobal de las Casas, Chis. ,Méx., dié origen a otro
progenitor hipotético que se diversificd hacia Centroamérica,
Primero hacia la poblacién de Chuipachec, Guatemala, terminando
en la poblacién de Palestina, Guatemala y despugs por otra parte

hacia las poblaciones de las trancas, Honduras, terminandc en la
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poblacién de Ocotepeque, Honduras. Lo anterior ,mostrdé que el
Pinus ayacahuite tipico se irradi$é o se diversificéd en forma
clinal de norte a sur, siguiendo la ruta de Oaxaca, Chiapas,
Guatemala y Honduras. No obstante, lasz distancias genéticas
fueron mencres entre las poblaciones de Chiapas y Honduras. Esta
ruta de diversificacidén de la especie tipica concuerda con la
apreciacién de Little C1962) en la cual discutid que la actual
distribucidén del género Pinus en México indica la migracidén hacia
el sur, desde las zonas templadas hacia los trépicos.

Se encontré a partir de los datos isocenzimiticos de este
estudio, que el Pinus ayacahuite var. vettchii, estad en un
linaje relaciocnado a Pinus ayoacahuite tipico y estia claramente
distante del Pinus ayacahuite var. brachyptera. Este resultado se
funda en que la var. brachyptera tiene diferentes frecuencias
alélicas en comparacidén con la especie tipica y la var. velitchiti,
tal como lo indicd el analisis de frecusncias alélicas. Ademas
que las distancias genéticas que separan al Pinus ayacahuite
tipico del Pinus ayacchuite var. brachyptera fue aproximadamente
dos veces la distancia que separa a P. ayacchuite tipico de P.
ayacahuite var. vettchii CCuadro 7).

Los datos isocenzimAticos respaldan la hipdtesis que el
Pinus ayacahuite tipico tiene parecido genético cercano al
Pinus ayacahuite var. veiltchii, especialmente con las poblaciones
de Ixtlan y Nundaco Oaxaca, México.

Nei en 1976 (citado por Niebling y Conkle, 19873 presentd
una escala generalizada de distancias genéticas basadas sobre
datos electroforéticos de wvarios estudios y reportéd que las

especies SOn caracterizadas por dis*ancias desde 0.1 a 1.0;
-«
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las zubespecies y variedades por distancias de 0.02 a 0.2 y las
razas por distancias de 0.01 a 0.08 . Con base en este estudio,
se encontré gque la distancia genética entre Pinus ayacahuite
¥
tipico y Pinus ayucahuite var. veilchii fue de 0.249, por 1lo
cual es acephtable seguir considerando este taxdén come variedad.
En relacidn al Pinus ayacahuite var. brachyptera se encontraron
distancias genéticas de 0.453 y 0.530 con Pinus ayacchuite
var. vettichii y Pinus avacahuite tipico, respectivamente. Por
lo tanto esta variedad deberia elevarse a nivel de especie, y
tal vez seria convenliente llamarla Pinus brachyptera. No
obstante, debido a que las poblaciones muestreadas de la var.
brachyptera solamente fueron dos, es rvecomendable seguir
utilizando el nombre de Pinus ayacahuite var. brachyptera hasta
que se realice un muestreo mas completo para tener mayor claridad
del nivel taxondmico de este taxédn.

Segun Daubenmire €1978), y Humphries y Pareti (1986) una
supocsicidn que guia a localizar el "centro geografico de origen”
es el 4rea en donde se encuentra la forma mas primitiva o el 4rea
en la cual el grupo de organismos despliega la mayor
diversidad. Considerando lo anterior, el "centro geografico de
origen' del Pinus ayacahuite tipico se supone localizado em el
Sistema Montafioso del norte de Qaxaca, México. En el caso de
Pinus ayacahul te var. veltchil Y Pinus ayacahuli te var.
brachyptera es dificil definir el 'centre geogrAfico de origen"
debido a lo reducido de las pobl aciones muestreadas Yy
especialmente porque las muestras fueron tomadas sobre los mismos

Sistemas Montafiosos. En el caso de las muestras de Pinus

ayacchnite var. broachyptera, ambas fueron de la Sierra Madre
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Coccidental del eostsdso de Durange, y en el caso de las muestiras de
Pinus ayacahuite var. veitchii ambas fueron de la parte central
del Eje Neovolcanico. Por lo tanto, para definir el "centro
geografico de origen" con mids presiciédn, se recomienda incluir
muestras de los diferentes Sistemas monbtafiosos en los cuales

crecen naturalmente eslozs taxa.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

ad Las frecuencias alélicas de los 14 loci
isoenzimaticos diferenciaron los taxa como  independientes,
habi'endo mayor semejanza de las poblaciones de Pinus ayacahutte
Lipico y las de Pinus ayacahuite var. veiltchit en comparacidn
con las de Pinus ayacahuite var. brachyptera.

b)> Las mediciones de diversidad genética indicaron que los
tres taxa estudiados tuvieron nivel;s de variacidén de media
a alta, siendo las poblaciones de Pinus ayacachuite var. veiltchit
las mas variables.

c) En general para Pinus ayacahuite tipico los valores de
heterocigosidad esperada promedio tendieron a disminuir de norte
a sur, desde Oaxaca hasta Honduras.

d> Las poblaciones de los tres taxa de este estudio se
encuentran en equilibrio genético, de acuerdo a la ley de
Hardy-Weinberg para los 1loci considerados, por lo que las
poblaciones se encuentran en equilibrio genétice, con frecuencias
genotipicas esperadas con polinizacién aleatoria y sobrevivencia
aleatoria dentro de cada poblacidén.

e) Las poblaciones de Pinus ayacahulte var. veiltchii fueron
mas seme jantes gendticamente a las pobl aciones de Pinus
ayacahuite tipico y estos dos taxa fueron genéticamente
diferentes a las poblaci dnes de Pinus ayacahuite var.
brachyptera. Ademas, las poblaciones de Ixtlan y Nundaco, Oaxaca,

Méx. fueron intermedias genéticamente y aparentemente son 1la
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transicidn entre el Finus ayacahuite var. veitchii‘ y la espocie
tipica Pinus ayacahuite.

£ Los agrupamientos genéticos correspondi eron
aproxi madamente a los agrupamientos geograficos, formandose tres

grupos geograficos bien marcados: 1) el primer grupo incluyendo

las dos poblaciones de Pinus ayacahuite var. wveitchiil Yy las
poblaciones de Ixtlan y Nundaco, Oax., Méx.; 20 el segundo grupo
incluyd las seis poblaciones de Pinus ayacahutte tipico de
Chiapas, Guatemala y Honduras; 3D el tercer grupo mas distante

genéticamente lo formaron las dos poblaciones de Pinus ayocchuite
var. brachyptera de Durango, Méx.

g> Filogenéticamente el Pinus ayacchuite var. vettchiil esta
en un linaje relaéionado a Pinus ayacahuite tipico y esta
claramente distante del Pinus ayacahuite var. brachyptera.

h) El Pinus ayacahuite tipico se irradid o se diversificd
durante el pleistoceno de norte a sur, con la ruta de
diversificacién de Oaxaca, Chiapas, Guatemala y Honduras.

i> El "“centro geografico de origen" del Pinus ayacahuite
tipico, tomando en cuenta el lugar donde se encontrd la
forma mas primitiva y su mayor variabilidad, fue el Sistema
Montafioso del norte de Oaxaca.

J2 Para realizar los programas de mejoramiento genético y
conservaclion de estos taxa, se recomiendan incluir las siguientes
poblaciones, debido a que presentaron niveles altos de variacidn
dentro de los taxa y dentro de los grupos genéticos formados por
el fenograma de distancias genéticas : las poblaciones de
P. ayacahuite var. veltchii de San Rafael, Méx. , Méx. . Las

pobl acliones de P. ayacahuite tipico de Ixtlan Yy Nundaco,



Oax., M&x.: El Forvenir, Chis., Mé&x.: Chuipachec, Totonicapan,
Guat.; y en Honduras la poblacién de Las Trancas, La Paz. Aunque
para conservacién de este ultimo taxa es importante considerar
las poblaciones de Palestina, Gual.; San Cristobal de las

Casas, Chis., Méx, que no obstante que presentan baja

heterocigosidad tienen 'alelos econ alta frecuencia en relacidn

con otraz poblaciones con latitudes semejantes. Finalmente en
el caso de Pinus ayecahuite var. brachyptera se recomienda
trabajar con 1la poblacién de El progreso, Durango, Méx.

kD Se recomienda estudiar la estructura genética y las
relaciones filogenéticas en toda el Area de distribucidn faltante
de los taxa de este estudio, especialmente las poblaciones de
los estados de Guerrero y Jalisco gque se encuentran en las
conecciones de los Sistemas Montafiosos de 1la Sierra Madre
Occidental, La Sierra Madre del Sur y el Eje Neovolcénico. Esto
permitiria tener mayor claridad de la variacién y evolucidn de
los taxa P. ayoacchuite var. vetitchiit y P. ayacchutte tipico.
También es importante considerar en el %uestreo. las poblaciones
simpatricas de la especie tipica y la variedad wveitchil para
analizar sus relaciones filogenéticas con mayor profundidad.
En relacién al taxa P. ayacahuite var. brachyptera se recomienda
muestrear las poblaciones de los estados de Jalisco, Zacatecas,
Chihuahua, Sonora, Nuevo Ledén, Coahuila. Tamaullipas y San Luis

Potosi para ubicar con mayor presicién a este grupo taxondmico.
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Cuadro 1A. Férmulas de los buffers para los geles y para

las charolas de los electrodos.

U O 9000 ST et ek G4 S 40 S0in Souke Saes brort S e foeve So0eh Geeen SR Sreed e Beeed Fems Gorm S0t F0IRe AN bemre e bebes Vit Soetl FERS FHe%H 9844S Sried Site SO FHITY HMere SHrE PBm oStk SR Srese BOree 150ms $70% S Te4m Sebed SHive Sr1m Fieas S e S e Anbs $0eet e ey Frben Seim e eae

Sistema Buffer Volumen Quwimico Cantidad R Tituwlar
(1) {a) final

B R T POV U PR O VO e e et s i

A E1=3) 10 Trizma base 2.0 8.5 Ninguno
Aocido cltrico 14,6
Charola 10 LiOH (monohid.) 12.0 8.3 Ninguno
Acido BSrico 118.9

B Gel 10 Trizma Dbase 121.1 2.8 1.0 M
Charola 10 Acido drico 185.5 8.0 4 N

MaOH 20,0

D Charola S Acido cftrico bl.6 6.1 N~ ()

(anhi dro) MAF

E Charola 3 Acido cf trico 61.6 8.1 N~ (Z)
(amnhi dro) MAF

Nota: Ac. Co.= Acido citrico, monohid = monohidratado,
N—(Z)YMAOP = Nf(H) Morfolina de Amino-propilo.

[
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Cuadro 2A. Preparacion de los buffers para hacer los geles.

Sistema Formulaciédn de los Formulacioén del buffer
buffer para geles para la charola
h 10% buffer de charola

100% buffer charola
90% buffer del gel

B 100% buffer del gel 100% buffer charola

D 5% buffer charola 100% buffer charola

95% agua destilada

E ' 5% buffer charola 100% buffer charola

95% agua destilada

Nota: buffer gel = Dbuffer especial para hacer los geles;
‘buffer charola = buffer para las charolas de los electrodos
en las estructuras especiales de corrimientos
electroforéticos.
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— Continuacidn Figura lA.
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