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RESUMEN 

Sa raliz6 un es~udio de la variaci6n gene~ica isoenzima~ica 

sabre 12 procedencias del area de distribuci6n natural de los 

taxa Pi n:tJs ayct.cahll it~ Ehr. , p,· n1Jo:; a.yacahu.i te var. bracltypt Rra 

Shaw y Pinus ayac~•uito var. v~itcltii nn M~xlco y Conlroam~rica. 

Se us6 la tecnica de electroforesis con gelas de almid6n 

para estimar las frecucncias al~licas de 14 loci isoenzin~~icos~ 

Las frecuencias alelicas de los 14 loci isoenzimaticos 

diferenciaron los taxa de este estudio como independientes, 

habiendo mayor semejanza de las poblaciones de Pinus ayacahuite 

tipico y las de Pinus ayacahuite var. vei.tchii en comparaci6n con 

las de Pinus ayacahuite var. brachyptera. 

Las mediciones de diversidad genelica indicaron que los tres 

taxa esludiados luvieron niveles de variaci6n de media a alta y 

siendo las poblaciones: de P. ayacahuite var. veitchi.i las ~s 

variables. 

Los agrupamienlos genelicos formaron tres grupos bien 

marca.dos. El 

ayacal"'.ui. te var. 

primer grupo incluy6 las dos: pob.Laciones de Pinus 

vei.tchi.i. y las poblaciones de IxllAn y Nundaco, 

Oaxaca, M~xico de Pinus ayacahuite lipico. El segundo grupo 

incluy6 las seis poblaciones de P. ayacahuite tipico de Chiapas, 

Guatemala y Honduras. Par ~ltimo, el tercer grupo m~s distante 

geneticamenle lo formaron las dos poblaciones de P. ayacah.uite 

var. brachypt19ra de Durango, Meoxico. 

El analisis cladlstico mostr6 que ~ilogeneticamente el 

P. ayacahuite var. veitchi.i. esla en un linaje relacionado con 
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P. ayacahu.i.te t.ipico, a su vez, claramante dist.ant.e del 

P. var. brachyptera que t.iene ot.ro linaje de 

di versi :fi caci 6n. Ademas que el P. ayacahui.te t.ipico se irradi6 o 

se diversi:fic6 de norte a sur con una rut.a de diversi:ficaci6n 

desde Oaxaca. continuando con Chiapas. Gua.t.emala y Honduras. 



1. INTRODUCCION 

Mexico posee el mayor numero de especies de import..ancia 

maderable dent..ro del g~nero Pinus en comparaci6n con ot..ra 

para are;:~. do i gu;) l tamaf'lo en el mundo. Adem~s es un buen lugar 

la observaci6n e interpretaci6n de la variaci6n y evoluci6n de 

este genera (Little, 1962). 

Existen en la actualidad 79 taxa reconocidos, representados 

por 50 especies, 20 variedades y 9 !ormas, con!ormando mas 

del 40X de especies de este genera reconocidas a la !echa en 

todo el mt,.~ndo CEguiluz, 1984; 1989). Actualmente la presi6n 

producir m~s demogra!ica de la poblaci6n y la necesidad de 

alimento son la causa de la destrucci6n rapida de los bosques de 

con11eras 

ayacahui te 

cortas para 

C Dvorak y Egui 1 uz, 1 985) , tal es el caso del Pi nus 

cuyas poblaciones naturales se 

combustible, construcci6n y par 

han 

la 

reducido 

conversi6n 

par 

de 

areas forestales a uso agricola, ade~s que su madera se busca 

par su suavidad, trabajabilidad y buena calidad. 

Es preocupaci6n de los genetistas forestales que los 

majores genotipos estan siendo cortados, ade~s de que 

poblaciones enteras continuen desapareciendo en el fut.uro, 

privando asi, la opci6n de explotar el germoplasma para 

plantaciones comerciales y regeneraci6n de bosques naturales 

sanos. Est a especie es potencial mente recomendable para 

plantarse tanto en lugares templados como en las partes altas de 

clima tropical y subtropical de Mexico. 

La especie de Pinus ayacahuite es de amplia distribuci6n, 

por lo cual ~iene q~not.ipo~ acl~ptado~ a dlferentes condiciones 

1 



ambientales, p•:::-ro c•n la aclualidad no se conoca la variaci6n 

qenetica de las diferenles poblaciones naturales. lo cual es 

importante para establecer plantaciones en los sitios mas 

recomendables para oblener buena productividad, asi como para 

desarrollar programas de mejoramiento genetico. Esta informaci6n 

tambien se puede utilizar para establecer ~reas de conservaci6n 

en los sitios mas variables . 

Comunmente la variaci6n genetica se ha medido con base en 

observaciones morfol6gicas y fisiol6gicas. Actual mente es 

posible medir la variaci6n genetica con mas precisi6n a traves de 

tecnicas modernas como es la electroforesis. que permite la 

identificacion de la variaci6n isoenzim~tica. 

En este trabajo se utiliz6 la tecnica de electroforesis para 

conocer la variabilidad genetica de las poblaciones naturales de 

Pinus ayacahuite incluyendo la especie tipica y sus dos 

variedades con los siguientes objetivos: 

a) Determinar si la variaci6n genetica entre las poblaciones 

naturales de Pinus ayacahuite y sus dos variedades es 

significativamente diferente. 

b) Determinar la estructura y distancia genetica de 

poblaciones naturales de Pinus ayacah.uite y sus 

las 

dos 

variedades en Mexico y Centroamerica, tomando como base 

las procedencias muestreadas y sus distanc~as geneticas. 

c) Analizar las relaciones evolutivas entre los taxa. 

2 



2. REVISION DE LITERATURA 

2.1. Taxonomia de Pinus ayacahuite 

Marlin0z (1948) ubic6 al Pinus ayacahuite y sus dos 

variedades dentro del genera Pinus • secci6n Ayacahuite. Despues 

Loock (1977) clasific6 estos tras taxa dentro del g~nero Pinus. 

secci6n Hapl6xilon o pinos blandos. grupo AYACAHUITE o pinos 

blancos (con umbo terminal). Aunque, tambien pueden clasi~icarse 

siguiendo la modificaci6n de Eguiluz C1985a) a la clasif·icaci6n 

de Little y Critchfield dentro del genera Pinus L.. subgenera 

Strobus Lemm. secci6n strobus Lemm. Subsecci6n Strobi Loudon. 

2. 1. 1. Grupo AYACAHUITE 

Dentro del grupo AYACAHUITE se incluyen en Mexico los 

siguientes taxa: Pinus flexilis James, Pinus reflexa Engelm, 

3 

Pinus ayacahuite Ehr .• Pinus ayacahuite 

Shaw, Pinus ayacahuit.e var. vei tchi i Shaw. 

var. 

Pinus 

brachypt.era 

lambertiana 

Doug! .• Pinus chiapensis (Martinez) Andresen 

Andresen. 1964) 

C Martinez .1 948; 

El Pinus reflexa y el Pinus flexilis son similares, par lo 

cual segun Martinez C1948) algunos autores consideran al primero 

como variedad del segundo. Asimismo el Pinus reflexa tiene 

notable parecido con Pinus ayacahuit.e var. brachyptera. 

ligado a el por formas intermedias CMartinez, 1948). 

estando 

Aunque 

segun Eguiluz C1990) los nombres de Pinus flexilis James y Pinus 

reflexa Engelm. han sido usados erroneamente en Mexico. 

particularmente en las poblaciones del noresle. recomendando usar 

el nombre de Pi n11s ayacah1n: t If? var. brachyptera hasta que se 



desarrolle mas inves~igaci6n sobre el complejo P. refl.exa. 

P. fl.exil.is, P. strobiformis, P. ayacahuite var. brachyptera. 

El Pinus chiapensis se dis~ribuye en peque~os manchones 

en Chiapas, ll>-'t Guerrero. Veracruz. Puebla y Oaxaca, 

Lambert iana ~iene una dis~ribuci6n rGstringida en 

y el Pinus 

J.a Sierra 

de San Pedro Mar~ir. Baja Cali~ornia.CMar~inez, 1949; Andresen, 

1964; Eguiluz, 1990). 

2.1.2. El Pinus ayacahuite y sus dos variedades 

Segun Eguiluz (1979). Ehrenberg describi6 por primera vaz la 

especie ~ipica como originaria del sures~e de Mexico. 

Shaw (1909) consider6 dos variedades: brachyptera del 

nor~e del pais y la veitchii del cen~ro. 

El Pinus ayacahuite var. brachyptera Shaw !ue clasificado 

por G. Engelmann en 1949 como Ptnus· strobiformis an el nor~e de 

Mexico CE~uiluz, 1979), pero ~ue reducido a variedad del Pinus 

ayacahuite en 1909 por G. R. Shaw CShaw, 1909). Tiene mucho 

paren~esco con Pinus refl.exa y con el conocido Pinus strobiformis 

de las mon~a~as Rocallosas en los Es~ados Unidos, a ~al grado que 

se encuen~ran muchos ejemplares iden~i~icados en Mexico, pero que 

son de Pinus ayacahuite var. brachyptera. Eguiluz C1979) propuso 

que es necesario es~udiar mas es~a especie para poderla 

clasificar mejor. 

El Pinus ayacahuite var. veitchii fue descri~o por Roezl 

como Pinus veitchii en 1957 y como Pinus bonapartea en 1959 y 

pos~eriormen~e como Pinus l.oudoniana por Gordon en 1959, ~odos 

basados en mues~ras colec~adas en la zona cen~ro del pais 

CMarlinez. 1948; Eguiluz. 1978. 1990). 

4 



Segun Martinez C1948) la clasi~icaci6n de Shaw (1909) estuvo 

acert.ada al considerar la especie Pinus ayacahui te como 

tipica y sus dos variedades ueitchii y brachyptera, como taxa 

dependientes de la misma especie. Est.a opini6n se basa en que 

est.os pinos coinciden en l.a forma, t.amat"lo y estructura de las 

hojas, lo mismo que en caracteristicas de la vaina y el ala de 

la. somilla. Su difar~ncia s-e presenta en la longit.ud relaliva 

del ala, la forma y la consistencia de las escamas, as! 

como su color y ot.ros det.alles de menor 

1948). 

import.ancia CMartinez, 

La variedad uei tchi i parece poseer caract.eristicas 

int.ermedias ent.re el Pinus ayacahuite var. brachyptera Shaw 

y Pinus ayacahuite Ehrenb CMartinez, 1948). 

Carvajal (1986) basado en muest.ras procedent.es de la 

Sierra del Cuale, Jalisco y de El Salt.o , Pueblo Nuevo, Durango, 

sit.ios en donde parecen encontrarse los ejemplares mas tipicos 

de la variedad brachyptera, hizo un est.udio biometrico de 20 

variables, encont.rando diferencias marcadas en los 

Jalisco en comparaci6n con los de Durango, 

ejemplares de 

por lo cual 

recomendo elevar a nivel de especie el taxa de Jalisco como Pinus 

nouo-ealiciana CARVAJAL. Sin embargo, los dat.os de las variables 

medidas no han sido reportados. 

Segun Carvajal C1986) el Pinus nouo-ealiciana CARVAJAL, 

parece represent.ar un eslab6n que une geogra~icamente al 

ayacahuite var. ueitchii del centro de la Republica y el 

Pinus 

Pinus 

strobiformis o Pinus ayacahuite var. brachyptera de los est.ados 

del nort.e. 

5 



6. 

2.2. Descripci6n y comparaci6n morfol6gica de los taxa en estudio 

La descripci6n mor£o16gica y las comparaciones de los ~res 

~axa se resumen en el Cuadro 1, cuya elaboraci6n se hizo con base 

en los da~os repor~ados por Martinez C1948); Loock C1977) y 

Eguiluz C1978; 1985a). 

El Pinus ayacahuite ~1pico sa dis~ingue morfol6gicamen~e de 

sus dos variedades por: a) En general las aciculas son mas 

largas; b) las escamas de los conos son mAs cor~as C5 a 6 em) y 

mas angos~as C2.5 a 3.5 em); c) las semillas son mAs peque~as 

con longi~ud de 8 mm; d) el ala de la semilla as mAs larga Cde 

32 a 38 em) y mas angos~a C8 mm). 

El Pinus ayacahuite var. brachyptera se dis~ingue 

morfol6gicamen~e del Pinus ayacahuite ~1pico y su variedad 

veitchii por: a) la longi~ud de las aciculas es en general mas 

cor~a; b) 

corla; c) 

en general la longi~ud de los conos femeninos es mas 

la ap6fisis es larga, muy reflejada o enroscada; d) 

sus semillas son grandes C12 a 15 mm de largo) 

Cmaximo 10 mm) o casi siempre nula. 

El Pinus ayacahuite var. veitchii 

con ala carla 

se dislingue 

morfol6gicamenle del Pinus ayacahuite ~ipico y su variedad 

brachyptera por: a) los cones femeninos son en general mAs 

grandes C22 a 35.5 em); b) las escamas de los conos son en 

general mas largas C6 a 8 em) y mas anchas C2.8 a 6 em); c) con 

semillas grandes Clongilud de 12 a 13 mm) pero con ala 

desarrollada; d) el ala de la semilla es mas ancha C6 a 12 mm) 

con longi~ud mediana Cde 15 a 20 mm). 
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Cuadra 1. Caracteristicas dasom~tricas y morfolbgicas de los tres taxa 
estudiados <Esta informacibn fue recabada de las referencias 
siguientes: Martinez (1948), Louck (1977>. Eguiluz (1978; 1985a>. 

·----------------------------------------------------------------------------------
Cal~ acted sticas 

:Pit !?._Q m £:•. ~.r:.J .. t:; t_t_?.. 

f'rltura dc•l ~tl'bol 

Di~metro a altura de 
pecho 
Corteza en arboles 
maduros 

N~oero de aciculas 
pew fasciculo 
Longitud de acicula 
Color de acicula 

Estom<:1s de las 
aciculCis 

Canales resiniferos 
N~mero de canales 
resin'iferos 

Haz fibrovascular 
vain<:1S 

a) mascul inctS 

f>_ .§!.Y. a Cjt h _Ll.ti.~ 
tlP. .. i!;;_t~ 

20 i!t 4~; m 

90 ct 150 em 

qr·is cenicienta 

cinco 
7.5 a 20 em 
verde brill<H1te 

En lets Cctras 
internas 
e~·tternos 

2 a £1. rctr a vez 
5 () 6 

simple 
caedizas 

en grupos de 
2 ~~ 4 

E.!!.. 5!.~ .. €\..\;_,?.!hbt.i.t_~ 
Y.€!.1'.:-~-- ~X: . .?.!.!;.h.Y.J?..t!?..!:..S!. 

:~:o m 

60 "' 120 em 

qris cenicienta 

cinco 
9 ct 13 ~:m 

verde intenso. 
azuloso 

En lr.~s caras 
internas 
e>tternos 

de 2 C\ 5 

simple 
caedizas 

en grupos de 
2 i:-t 3 

!:.!.. £!.Y.?.I_<;i! bJ.!i..tg 
Y_?.!L!_ Y.~.li.£!:ti..:l 

20 a 30 m 

60 "' 70 em 

grisacea o cc:tf~ 

roj i;!~" 

cinco 
1() a 15 em 
verde obscure 

En las caras 
internas 
e:dernos 

cle 2 a 5 rara 
vez haslet 10 

simple 
caed izas 

en grupos de 
2 a :~ 



Cuadra 1. <Cont:Lnll<:tc ion) 

f:_._ .iii.Y€\.f_€\ .. bJ~~J.g_ 
tl~.t.f.Q 

e.! .. .S\_Y.~t!; . .?.! .. b .. !:! . .:i..t~. 
Y..?.!L'!.. !2.r. .. ~ .. !;b..Y.P. .. t?L£!. 

Forma de los conos subcillndricos subcilindricos 
Longitud de los cones 20 a 30 em 15 a 25 em 

<x=" :~o em> (l:'p:a 2:!. c:m) 
Color de los cones caf~ amarillento amarillo con tinte 

Ped~nculo del cono 
Longi tud de l<:ts 

escamas de los conos 
Ancho de las escamas 
de los conos 

Color de semilla 

Long itud de las 
semill<:tS 
Longitud del ala 
llncho del .:d a 

Color de la madera 

anaranjado u ocre 
1 ~'i mrn 

5 a 6 em 

2 Ct 2,. 5 em 

Obscuras con manchas 
<:tmr'lrillas 

8 mm 
32 a 38 mm 

8 mm 

20 ~~ 25 mm 

5 a 7 em 

cafe obsCLII"o 

1.2 "' 15 mm 
mk:imo 10 rnm 

ctmetr· ill en to 
lroj iza 

8 

f.:.!.. £t.Y..£1J;:.£tl• Ll i.!§' 
var_!.. Y.ei_t.f._~ i i_ 

subcilindri.cos 
'')'') ·:-·•:·· 
.c.:. a ·~· .. ! em 
<X,.,2B em) 

verde amarillento 
a ocre 

25 mm 

5 a 8 em 

2.8 a 5 em 

Ca+e obscuro 

12 a n mm 
15 a 20 mm 

6 a 12 mm 
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2.3. Caracterizaci6n geogra~ica y ecol6gica de los taxa en 

estudio 

La caracterizaci6n geogra~ica y ecol6gica se resume en el 

Cuadro 2, el cual ~ue elaborado con base en Critch~ield y Little 

C1966), Loock C1977), Eguiluz C1977~ 1978~ 1990), Styles y Hughes 

(1983). 

2.3.1. Caracterizaci6n geogra~ica 

Los tres taxa incluidos en este estudio se localizan en las 

partes montanosas tal y como lo indican las altitud0s reportadas 

mayores de 1800 msnm CCuadro 2 y Figura 1). 

El P. ayacahuite var. brachyptera se encuentra en la parte 

norte de Mexico, siendo la especie que se encuentra a latitudes 

mayores, de 22o 15'N a 31° 20'N en Mexico. 

El Pinus ayacahuite var. veitchii se encuentra distribuido 

en el eje neovolcanico (Cordillera transversal del centro de 

Mexico, donde se encuentran los volcanes mas altos del pais tal 

como el Pico de Orizaba (5,700 m) y el Popocatepetl C5,450 m)) 

dentro de las latitudes 18° 30'N a 21° 20'N. El P. ayacahuite 

tipico se localiza en la parte centro y sur de Mexico, 

continuandose hacia Centroamerica dentro de las latitudes de 14° 

15'N a 20° 55'N CCuadro 2). 

El P. ayacahuite var. brachyptera se encuentra mas al oeste 

con valores de longitud de 101° 00' a 110° 00'. El P. ayacahuite 

tipico se encuentra a una longitud de 87° 55' a 100o 50', en 

tanto que el range de longitud del P.ayacahuite var. veitchii se 

encuentra incluido dentro de la longitud de la especie tipica 

con valores de 97o 15' a 103° 50' CCuadro 2). 





Cuadra 2. Continuacibn 

Tipo de 
suelo 

Tipo de 
eli mas 

Periodo de 
lluvias 

Mes mas 
caliente 

E'..:i.Dl:L?.. -~-Y.A.f.~llttg 
tlpico 

Prospera mejor en 
suelos f6rtiles~ pro
fundos~ bien drenados 
ricos en materia org~ 
nic£1. 

Templado caliente 

Primavera y verano 
de abril a octubre~ 
con inviernos secas 
y frios. 

marzo y abFil 

Temperc1tlW ciS 

mlnimas extremas 

Temperaturas 
miximas extremas 

Temper.:dura 
promed io 

35 "C 

15 "C 

E..~m~?.. .€!.Y..a£.¥t h.h!.i .. t~. 
v i:1 r • t1.L£!.~JtY..P..l.~X.cJ. 

Supuestamente prospe
ra meJor en suelos 
profundos a lo largo 
de ca~adas~ pero se 
ha encontrado asociado 
con pinos de suelos 
m~s pobres como Pinus 
lumhollzii u Juniperus 
sp. 

Temp l<:1do frio 

A finales de la pri
mavera y principios 
de verano con invie~ 
nos con nieve o 
escarcha. 

c1br i1 y mayo 

r~.o "C 

13 "C 

ll 

E..~JH!.E. ~-Y-€!.f .. c.!.b!!.Lt.g 
v a r • Y. .. ~.;Lt!;l!..U. 

F'refiere los 
suelos bien dre
nados y protegidos. 

Templado caliente 

En primavera y ve
rano~ desde abril 
a octubre con in 
viernos secos y 
fdos 

marzo y abril 

-14 "C 

14 oc 

Nota: Coah.= Coahuila; Col.= Colima; Chih.= Chihuahua; Chis.= Chiapas; D.F.= Dis-
trite Federal; Dgo.= Durango; Gro.= Guerrero; Hgo.= Hidalgo; Jal.= Jalisco; 
M~x.= M~xico; Mich.= Michoacln~ Oax.= Oaxaca; Pue.= Puebla; S.L.P.= San Luis 
Potosi; Son.= Sonora; Tamps.= Tamaulipas; Tlax.= Tlaxcala; Ver.= Veracruz; 
Zac.= Zacatecas 
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Figura 1. Mapa mostrando la distribucion geografica natural de los tres 
taxa estudiados. I
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El P. ayac~~uite var. brachyptera se localiza en los eslados 

de Chihuahua, Sonora, Durango. Coahuila. Sinaloa, San Luis 

Pelosi, Nuevo Le6n, Tamaulipas, Zacatecas, Jalisco. En 

Zacatecas y Jalisco parece inlermedio enlre la variedad 

veitchii y la variedad brachyptera, pero es mas semejanle 

a la variedad brachyptera. Aunque como se dijo en el aparlado 

de laxonomia, Carvajal C1986) propuso que las 

poblaciones de Jalisco son de Pinus novo-ealiciana CARVAJAL, por 

enconlrar diferencias marcadas enlre los individuos mueslreados 

en Jalisco y Durango CCuadro 2). 

El Pinus ayacahuite var. veitchii se localiza en la parle 

cenlral de Mexico en el Dislrilo Federal y los eslados de Mexico, 

Morelos, Hidalgo, Puebla. Tlaxcala, Jalisco, Veracruz, 

Gu~rr~ro, En t.ant.o qu!S' el Pfnus ayacahui te li pi co 

qug sG localiza Gn Gl 

eslados 

Hidalgo, 

de Colima, 

Puebla, 

cenlro 

Guerrero, 

Tlaxcala, 

y sur de Mexico en los 

Oaxaca. Chi apas. Mexico, 

Veracruz exlendiendose a 

Guatemala, El Salvador y Honduras CCuadro 2). 

Las dislribuciones de los laxa Pinus ayacahuite lipico y 

P. ayacahuite var. veitchii se lraslapan en los estados de 

Mexico, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala, Veracruz y Guerrero. En 

cambia, la dislribuci6n de la variedad brachyptera no se 

lraslapa con la especie lipica 

CCuadro 2 y Figura 1). 

ni con 1 a var i edad vei tchi i 

2.3.2. Caraclerizaci6n ecol6gica 

Las lres especies de esle esludio presenlan asociaciones con 

diferentes especie~. pero la especie lipica puede formar mas as 

puras Gn 6rsas paqug~as, Gn t,anto qug 1 a var. brachyptera no 
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forma masas puras extensas, y crece espaciado en las ca~adas de 

la Sierra. 

Las asociaciones arb6reas que presenLa P. ayacahuite var. 

brachyptera son diferenLes a las asociaciones arb6reas que 

presentan la especie Lipica y la var. "veitchii. habiendo mayor 

semejanza enLre las asociaciones de esLos ulLimos taxa ya 

que se distribuyen simp~tricamenLe CCuadro 2). 

En cuanto al tipo de suelo. las Lres especies prosperan 

major en los suelos ferLiles, profundos, bien drenados y ricos en 

materia organica, aunque la var. brachyptera prospera tambien en 

suelos pobres. donde sa asocia con Pinus 

Juniperus sp.CCuadro 2). 

lumholtzii 0 con 

El clima donda desarrolla el P. ayacahuite var. brachyptera 

es Lemplado frio, con temperaLuras medias anuales de 13 oC en 

tanLo que el P. ayacahuite Lipico y el P. ayacahuite var. 

veitchii son de clima templado caliente 

anuales de 13 y 16 oC respecLivamente 

1988). 

con LemperaLuras medias 

CLoock. 1977; Eguiluz, 

Las precipitaciones en los lugares donde se encuentran las 

Lres especies de esLe estudio son del orden de 700 a 1600 mm 

anuales, aunque la 

de precipitaci6n 

enconLrarse en 

especie Lipica suele 

de hasLa 1.200 

lugares subtropical as. 

presenLar cantidades 

mm anuales por 

en Lanto que el 

Pinus ayacahuite var. brachyptera Liane hasta 1,600 mm de 

precipiLaci6n por efecto de la lluvia estacional y la nieve de 

invierno CEguiluz, 1988). 

Los periodos de lluvias de las Lres especies se presenLan 

desde fines de primavera y en verano. con inviernos secos Y 
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frios aunque para el P. ayacahui te var. brachyptera el invierno 

es mas frio y con nieve o escarcha. 

El mas de mas alta temperatura sa presenta en los mesas 

de marzo y abril para la especie tipica y la var. veitchii, 

en tanto que para la var. brachyptera el mes mas caliente se 

presenta de abril a mayo CCuadro 2). 

Las temperaturas minimas extramas de los lugares de 

distribuci6n de la especie tlpica C-9oC) y la var. vei tchi i 

C-14oC) son menos severas que la temperatura minima extrema que 

resiste la especie Pinus ayacahuite var. brachyptera c- 23oC) 

CEgui 1 uz. 1 988). 

2.4. Importancia de las proteinas y enzimas 

Las proteinas sa def'inen como substancias de alto peso 

molecular, compuestas de subunidades molecular as llamadas 

polipeptidos. Las enzimas son proteinas de origAn natural que 

catalizan reacciones biol6gicas con un cierto grade de 

especif'icidad. En su ausencia, la mayoria de las reacciones 

quimicas en las celulas biol6gicamente activas tardarian mucho 

tiempo o simplernente nose ef'ectuarian CBadui, 1984). 

2.4.1. Forma molecular de proteinas y enzimas 

Los polipeptidos que componen las proteinas estan f'ormados 

por uni dades mas paquef'las 11 amadas ami noaci dos. uni dos por el 

grupo carboxilo de un acido y el grupo amino de otro. Cualquier 

proteina dada esta compuesta de una o mas cadenas polipeptidicas. 

La composici6n de una proteina determinada as unif'orme; cada 

molecula esta compues·La del mismo numero y tipo de cadenas 

polipeplidicas y cada un~ de estas cadenas polipeptidicas estan 
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osecuencia. e'Specifica d>? la mayoria de t,odos los 20 aminoacidos. 

si. los posibles tipos de proteinas que pueden existir dependen 

de los tipos de aminoacidos que contengan las proteinas, su orden 

respective, su relaci6n y su ~recuencia CSrb. Owen y Edgar. 1965; 

Feret y Bergmann, 1976; Strickberger, 1986). 

Segun Ferret y Bergmann C1976), La estructura de las 

proteinas y su con~iguraci6n molecular estan en ~unci6n de: 

a) Los tipos y ~recuencias de interacciones moleculares 

a~ectando la con~iguraci6n y asociaci6n polipeptidica. y 

b) El tama~o y el numero de asociaciones polipeptidicas con una 

proteina. 

Los distintos aminoacidos con~i~ren a las proteinas 

cualidades unicas, la secuencia de aminoacidos que constituyen la 

estructura de los polipeptidos que integran una proteina se 

denomina su estructura primaria. Un segundo aspecto de la 

estructura de las proteinas consiste en la con~iguraci6n que le 

viene impuesta por los enlaces peptidicos, llamada estructura 

secundaria que tiene la forma de una helice al~a. Si no se 

hallasen implicadas otras fuarzas, esta estructura haria que la 

proteina tuviese el aspecto de un largo ~ilamento enrollado. 

En realidad sin embargo. la mayoria de las proteinas 

son mas bien esfericas que ~ilamentosas, lo que indica que la 

helice al~a ha sido doblada y plegada en diversos puntas. dando 

lugar a una con!iguraci6n nueva denominada la estructura 

terciaria Muchas proteinas presenta~ 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 CStrickberger, 1987). 

En general la.s proteinas pueden clasificarse como: 
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1. Fibrosas CP. ejm. colagenos, queralinas, elc.), 2. globulares 

CP. ejm. al b(uni nas , globulinas, histonas, etc.) y 3. enzimas 

Ccualquier proteina activa cataliticamente) CFeret y Bergmann, 

1976). 

Las proteinas :fibrosas y globulares.no son objelo de estudio 

en esta investigaci6n, por lo cual s6lo se comentan. En tanto que 

las enzimas se abordaran mas ampliamente. 

Las enzimas son producidas por celulas vivas y tienen como 

principal :funci6n la de e:fectuar las di:ferentes reacciones 

biol6gicas propias de cada especie. Actualmente sa conoce la 

axistancia de mas de 2,000 enzimas. de las cuales mas de 150 han 

sido aisladas, puri:ficadas y algunas cristalizadas. La eslructura 

quimica de cada anzima as de caracter proteico globular y puede o 

no raquerir otra molecula llamada cofactor para desarrollar su 

actividad biol6gica; la parte proteica de la enzima sa llama 

apoenzima, que al unirse con el co:factor forma la holoenzima que 

actua propiamente como catalizador CBadui, 1984). 

los 

Proteina 
Capoenzima) 

+ No proteina 
(cofactor) 
vitaminas 
miner ales 

---> Holoenzima 

compuestos organicos 

Debido a su naturaleza proteica, a las enzimas las a:fectan 

mismos :factores que a las proteinas: temperatura, 

disolvantes, sales, pH, etc. que modi:fican su estructura quimica 

con la consecuente perdida de su actividad catali ti ca. 

Normalmente la :fracci6n no proteica as parte integral del centro 

activo de las enzimas: es una molecula de bajo peso, muy astable 

al calor, y sa encuentra libra o unida a la apoenzima. Entre los 

minerales m~s importantes que actuan como cof'actores sa 
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Molibdono, Zinc, Magnosaio, 

Hierro, Manganese y Calcio; la Tiamina. la Nicotinamida, el 

Piridoxal, el acido pantotenico y la rivo~lavina son algunas de 

1 as vi tami nas mas comunes C Badui • 1 984) . 

Para los invesligadores Feret y Bergmann (1976) y Badui 

(1984), las enzimas pueden ser clasificadas en varies grupos 

bas ados en las reacciones quimicas que catalizan. La 

clasificaci6n m~s general de las enzimas son: 

a. OXI DOREDUCT ASAS. Contiene oxidasas y deshidrogenasas, las 

cuales catalizan reacciones de oxido-reducci6n. 

b. TRANSFERASAS. Incluye transaminasas y otras enzimas 

transferasas que catalizan reacciones de transferencia de grupos. 

c. HIDROLASAS. Incluyen esterasas. ~os~atasas. glicosidasas y 

peplidasas, calalizan reacciones hidroliticas. 

d. LIASAS. Incluyen descarboxilasas, hidralasas y liasas. 

Rompen un enlace sin participaci6n de agua; se efeclua 
I 

por un 

rearreglo inlerno de las valencias disponibles. 

e. I SOMERASAS. Incluye varias racemasas. efimerasas. 

oxi dor educ las as y lrans~erasas intramoleculares catalizan 

reacciones que suponen isomerizaci6n. 

f. LIGASAS 0 SINTETASAS. Incluyen carboxilasas, catalizan 

reacciones que consislen en la uni6n de des moleculas, acopladas 

con la intervenci6n de un enlace piroros~ato de ATP o de un 
l• 

trifosfato similar. 

2. 4.2. Propiedades de las proteinas 

Como las proleinas estan compuestas de aminoacidos, much as 

propiedades quimicas de las proleinas son similares a las 

de los arninoacidos. Los aminoacidos pneden exislir como iones 

di polar· es. Si SE? colocan ~Pn nn amhiAntt:=o ~.-irln. lc>s aminoAcidos 
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cambian a cargas positivas, y en un ambiPn~e basi co los 

aminoacidos cambiaran a cargas nega~ivas. El grado de la carga 

asociado con un 

del numero de 

polipeptido a valores especi~icos de pH depende 

grupos ~uncionales -NH<+> y -COOH<-> sabre la 

superficie pep~idica CFeret y Bergmann, 1976). 

Si las proteinas sa colocan en un campo polarizado, la 

mayoria de las proteinas mig&aran hacia el anode en soluciones .de 

pH basico y hacia el catodo en soluciones de pH acido. Las ~asas 

relativas de migraci6n en soluci6n saran proporcionales a la 

carga de la proteina CFeret y Bergmann, 1976). 

La especificidad de las enzimas es una propiedad que la hace 

muy diferentes a muchos ca~alizadores no biol6gicos. La gran 

mayoria de las enzimas tiene la capacidad de ca~alizar reacciones 

especificas; 

deter mi nado 

es decir, su intervale de acci6n se limita a un 

~ipo de sustrato que debe reunir 

ca&ac~eristicas para que pueda ser utilizado como tal 

1984). 

cier~as 

CBadui. 

La enzima ~iene la capacidad de efectuar la reacci6n quimica 

a traves de una ruta que requiere de una menor energla de 

activaci6n que la necesaria cuando se efectua sin catalizador. 

Ademas a mayor concentraci6n de la enzima la reacci6n quimica es 

mas rapida CBadui, 1984). 

Las enzimas se van afectadas par el pH. dependiendo mucho de 

la concentraci6n de iones hidr6geno; 

deberse a cambios en los grados 

est a 

de 

dependencia puede 

ionizaci6n de los 

aminoacidos del sitio ac~ivo de la enzima, del sustrato o bien 

del complejo enzima sustrato, lo que afec~a la afinidad que ~iene 

la enzima par el sustrato. El pH tiene un efecto muy marcado en 

la estrur::t~•Jra r::onf'ormacional de los polipeptidos y esto puede ser 
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otra raz6n de la alt'="·raci6n de la a.ct...ividad de las enzimas. Todas 

las enzimas presentan una actividad catalitica maxima a un cierto 

valor 6ptimo de pH. La mayoria tiene una actividad maxima a un 

intervale de 5 a 8 CBadui, 1984). 

La velocida.d rle reacci6n enzimatica aumenta con la 

temperatura dentro del intervale en el que la enzima es astable y 

retiene su capacidad catalitica; a medida que aumenta la 

temperatura aumenta tambi~n la velocidad de reacci6n y la 

inactivaci6n de la enzima por un proceso de desnaturalizacion al 

que son sensibles la mayor parte de Qllas. La mayoria de las 

enzimas tiene su 6ptimo en el intervale de 30 a 40 oC 

inactivandose a mas de 50oC CBadui, 1984). 

El mismo autor se~ala que la estructura proteica de la 

enzima as a~ectada por la ~uerza i6nica, lo que trae consigo 

modi~icaciones del centro activo de estos catalizadores 

biol6gicos. 

Asimismo menciona que la mayoria de las enzimas requieren 

agua para desarrollar una con~ormaci6n astable con propiedades 

biol6gicamente activas; sin embargo, algunas enzimas pueden 

actuar en sistemas con un minima de agua, como los aceites que 

estan sujetos a reacciones enzimaticas por las lipasas. 

Tambien se~ala que los principales agentes inhibidores de 

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

por otra parte, los iones de Calcic, Magnesia, Sodio, Potasio, 

Manganese, Zinc y Hierro actuan como agentes activadores de 

muchas otras. El e~ecto activador de los iones se debe 

probablemen~e a que ~orman parte del sitio activo de la enzima, 

se requieren para la formaci6n del complejo enzima-sustrato o 

bien aytJdan a man+~ener su con~ormac.i 6n t.r i dimensional. 
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2.4.3. Carac~erizaci6n gene~ica de las pro~einas y enzimas. 

Una pro~eina puede ser conformada de dos. ~res 0 mas 

polipep~idos originados de dos o mas genes. En resumen. cualquier 

pro~eina dada puede represen~ar en su forma simple la informaci6n 

de un gene singular. o en su forma mas compleja. informaci6n 

originandose de varies genes CFere~ y Bergmann. 1976). 

Segun Ayala y Kiger C1984). se ha descubier~o que la 

informaci6n gen~~ica codificada en la secuencia de nucle6~idos 

del ADN de un gene es~ruc~ural. se ~raduce en una secuencia de 

aminoacidos que forman un polipep~ido. Podemos seleccionar para 

su es~udio una serie de pro~einas sin saber previamen~e si son 

variables en la poblaci6n; una serie de pro~einas que con 

respec~o a la variaci6n. represen~an una mues~ra no sesgada de 

~odes los genes es~ruc~urales del organismo. Si se encuen~ra una 

pro~eina que no varia en~re los individuos. se deduce que el gene 

que codifica la pro~eina ~ambien es invariable; si la pro~eina as 

variable, sabemos que el gen lo es ~ambien y podemos medir su 

variabilidad. 

El ADN ~iene el arreglo especifico para reproducir los pares 

de bases que codifican la informaci6n gene~ica. El ARN ~ransmi~e 

el c6digo a los si~ios donde las enzimas son producidas. Las 

enzimas son pro~einas con secuencias especiales de aminoacidos 

prescri~as por el ADN La secuencia de aminoacidos de~ermina la 

es~ruc~ura 

especifica. 

de las enzimas, impar~iendo as1 una funci6n 

Cada enzima ca~aliza un sus~ra~o especifico para la 

reacci6n produc~o. Tales reacciones son procesos fisiol6gicos. 

Es~os procesos producen ~ejidos. diferen~es 6rganos y ul~imamen~e 

promueve el fenoljpo (Conkle. 1974a). 



22 

La natura.le:;:a de las enzima.s ql.le pueden form;:u-sP1 ~;;on un 

organismo es~a de~erminada por la presencia de genes en sus 

cromosomas. Los 

per manen~emen +~e. 

genes no son 

sino que experimen~a~ 
~ 

en~idades 

cambios 

Cmu~aciones) persislenles. Las mulaciones pueden ser 

par cambios en las cara.c~E'1rlslicas ex~ernas do los 

invarian~es 

repen~inos 

reconocidas 

organismos, 

su "f'enolipo" Dif'erenlas formas del mismo gen ocupan la misma 

posici6n Clocus) en un cromosoma, se refiere a los "alelos". 

La presencia de varies alelos Calelos mul~iples) se reconocen 

como cambios de forma, apariencia o funci6n de los organismos o 

parte de es~os CDixon y Webb, 1964). 

En las calulas diploides ~lpicas hay dos series de 

cromosomas, una derivada del padre y la otra de la madre. Hay asi 

des genes correspondiendo a cada locus. De acuerdo con la teoria 

de la genetica Mendeliana, tres combinaciones son posibles para 

cada par de alelos. Si se deno~an las dos formas alelicas de 

los genes en cuesti6n, por las letras A y a, estas formas pueden 

escribirse AA, aa y Aa. Se puede esperar que estas tres 

combinaciones produzcan tres diferentes feno~ipos, pero eslo no 

siempre es asi. En muchos casas AA y Aa producen los mismos 

fenotipos; en estes casas se dice que A es dominan~e y a 

recesivo. Muy a menudo el caracter recesivo, el cual aparece 

en la forma de aa es meramen~e la ausencia de alguna 

cualidad, la cual esta presente en las otras dos for mas. Es~o 

permi~i6 a Bateson y Punnet sugerir la "t.eoria de la presencia 

ausencia" donde el caracter dominan~e es debido a la presencia 

del gene, mien~ras el caracter recesivo resulla de su ausencia. 

Sin embargo. a la luz del mas recien~e conocimiento, 

particularmPnle en relaci6n a las mu~aciones. los hechos son mas 

' 
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facilmen~e explicados por suponer que el carac~ar racasivo 

es debido no a la ausencia del gene, sino a su inac~ividad, en 

o~ras palabras, que el alelo A produce algo CPor ejmemplo una 
I 

enzima ac~iva) mien~ras que el alelo a no la produce CDixon y 

Webb, 1964). 

Las mu~aciones del pasado an el ma~erial cromos6mico dieron 

la variaci6n heradabla qua han permi~ido la diferenciacion de los 

~axa a ~raves de los procasos de evoluci6n, segun Conkle C1974a, 

con base en varies au~oras). 

Varies es~udios sobre una variedad de organismos muas~ran 

que las frecuencias genicas alelicas cambian a ~raves de los 

gradien~es geograficos; asi que asume que la diferenciaci6n se 

realiza por la presi6n de la selecci6n ejercida por el gradien~e 

ambien~al, lo cual se cumple ~ambien en arboles fores~ales de ~al 

manera que cier~os polimorfismos enzima~icos es~an influenciados 

por la selecci6n na~ural; ademas que en los sis~emas enzima~icos 

cier~os loci de genes son mas polim6rficos que o~ros y por lo 

~an~o son mas u~iles para moni~orear la herencia de la variaci6n 

enzima~ica CCor~le, 1974a). 

Las isoenzimas son convencionalmen~e definidas como formas 

moleculares mul~iples de una enzima dada ocurriendo ~an~o en 

individuos o miembros diferen~es de la misma especie. Las 

pro~einas que cons~i~uyen una serie de isoenzimas ~ienen 

propiedades similares pero no necesariamen~e iden~icas; pueden 

ca~alizar las mismas reacciones pero difieren en su velocidad 

de reacci6n. Pueden ocurrir jun~os en la misma celula, pero 

pueden ~ener isoenzimas de diferen~es pa~rones en~re celulas 

de diferen~e ~ejido o en diferen~es e~apas de desarrollo CHarris 

y Hopkinson. 1977). 
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Las i :soenzi mas en dondE· ::;e ha probado que segregan en 

proporciones Mendelianas y que se encuentra que son expresiones 

fenotipicas de alelos de un locus genetico simple se llaman 

aloenzimas CConkle et a~., 1982). 

Segun Harris y Hopkinson (1977) las causas de la existencia 

\ 

de isoenzimas sa pueden agrupar en : 

a) Loci multiples que determinan las isoenzimas. Se ha 

encontrado que dos y algunas veces tres o cuatro loci genicos 

participan en la determinaci6n de la estructura primaria de 

varias enzimas. Tales loci multiples codifican para cadenas 

polipeptidicas similares, pero estructuralmenle dislinlas, lo 

cual se atribuye a la ocurrencia de la duplicaci6n de genes los 

cuales se presentan en el curse de la evoluci6n 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 poblaci6n de individuos, en donde cada alelo 

codifica una versi6n eslructural distinta de una cadena 

polipeplidica. Consecuentemente la estructura primaria de las 

isoenzimas implicadas sera diferente de un individuo a otro de 

acuerdo a los alelos que lleven en el locus en cuesti6n. Los 

individuos heterocig6ticos transporlan dos alelos diferentes por 

lo cual en general mueslran un palr6n mas complejo de isoenzimas 

que los individuos homocig6licos. Si las isoenzimas son 

monomericas Csolamenle con una cadena de polipeptidos simple), 

enlonces las isoenzimas observadas en el heterocig6tico 

representara una mezcla simple de la o~servada separadamente en 

los dos correspondientes homocigolos. Sin embargo, si las 

isoenzimas son mult.lmeros Cconteniendo dos o mas cadenas de 
\ 



25 

polip§pt..idos) apareceran isoenzimas adicionales "hibridas" no 

present..es en los t..ipos de homocigot..os correspondient..es. 

c) La ocurrencia de la llamada formaci6n de isoenzimas 

"secundarias" debido a las modificaciones de post..-t..ranslbcaci6n 

de la est..ruct..ura de la enzima. La modificaci6n de la est..ruc~ura 

de las prot..e1nas ocurre despues de la sint..esis primaria de la 

cadena polipept..1dica en los templates del ARNm del ribosoma Cy 

sus asociaciones en el caso de enzimas mul~im~ricas). 

2.5. Teor1a de la tecnica electroforetica 

El usa de la t..ecnica elect..rofor~t..ica para separar formas 

"' 
moleculares multiples de enzimas, con la subsecuent..e ~inci6n de 

isoenzimas ha sido explorado vir~ualment..e en las ciencias 

biol6gicas a par~ir de la decada de los 60s. Est..a t..ecnica ~iene 

amplia aplicabilidad en varias carac~er1st..icas heredilarias y 

t..iene la capacidad de visualizar direclament..e las enzimas, 

permit..iendo la det..ecci6n de product..os genicos que cat..alizan la 

misma reacci6n . As1 ~ambien permi ~e la det..ecci6n de la 

variaci6n genet..lca muy ut..il en est..e t..ipo de invest..igaci6n CBrewer 

y Sing, 1970). 

2.6.1. Elect..roforesis 

El ~ermine elec~roforesis es usado para describir la 

migraci6n de una part..1cula cargada elect..ricament..e bajo la 

influencia de un campo elect..rico (Andrews, 1986). 

Para Cheliak y Pit..el C1984) elec~roforesis es un proceso par 

media del cual las prot..einas int..roducidas dent..ro de un media de 

filt..raci6n molecular, son forzadas a migrar a ~raves de es~os 

fillros bajo la influencia de una corriente elect..rica. La 

rlistanr.ia +.r>+ril del 
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:sistema "buffer"," ia carga elactrica neta de la proteina y su 

estructura tridimensional. 

'Por otra parte, Conkle et al.. C1982) def'ine la 

electrof'oresis como el movimiento de enzimas en un gel, bajo la 

inf'luencia de una corriente electrica. Las diferentes enzimas y 

1 as f'or mas alter nas de enzi mas simi 1 ares mi gran a di f'erentes 

velocidades cuando sa aplica corriente directa a muestras de 

semilla macerada en un gel de almid6n bufferizado. La migraci6n 

enzimAtica en los geles y la separaci6n de las enzimas con 

diferente carga resulta de la interacci6n de la corriente 

electrica y el pH en la charola del electrode (sistema del 

gel). La direcci6n -anodal o catodal- y la velocidad de 

migraci6n de la enzima depende del tipo de carga electrica 

-positiva o negativa- y de la intensidad de la carga. 

Para examinar la estructura genetica de las poblaciones, las 

proteinas son absorbidas en peque5as tiras de papel de una 

prepara~i6n homogenea cruda del tejido selecto, usualmente la 

preparaci6n del homogeneizado crude comprende la maceraci6n del 

lejido selecto en una apropiada exlracci6n buf'f'er. Despues las 

tiras de papel se insertan en los gales y se realiza la 

electrof'oresis· CCheliak y Pitel, 1984). 

Se necesilan varies sistemas de gel para analizar un 

numero mAximo de enzimas. Despues que los geles han side 

manlenidos por un tiempo suf'iciente en el campo electrico, se 

rebanan los geles y rebanadas delgadas qel gel son te5idas para 

las diferentes enzimas. Las soluciones para te5ir contienen 

substrates especif'icos y las enzimas de las muestras de 

semilla acluan sabre estas substancias para producir reacciones 

producto de tal f'orma que las reacciones producto son teflidas o 



son las bases de los procesos de t.inci6n. La localizaci6n de 

bandas visibles sobre los geles marca la disl.ancia de migraci6n 

de enzimas especi£icas (Conkle el. al. 1982). 

2.5.2. Soluciones bu££er y gales 

Los component as irnporl.anl.es del procadimiant.o 

elecl.ro£oret.ico son los sist.emas bu££ar y los gales. Basandose en 

la esl.ruct.ura molecular de los polipepl.idos, el componenl.e de las 

moleculas de prol.aina duranl.e la saparaci6n elacl.ro£orel.ica del 

gal dependa primarament.a del pH. la £uarza i6nica y los l.ipos de 

bu££ers empleados CFeret. y Bergmann. 1976). 

Un gran numero de di£arenl.as bu££ers han sido usados para 

elect.ro£oresis en enzimas CHarris y Hopkinson. 1977). 

En general el uso de bu££ers para sist.emas 

isoenzimat.icos especi£icos han sido const.ruidos empiricamenl.e por 

prueba y error. Los bu££ers de baja £uerza i6nica permil.en una 

migraci6n rapida y produce relat.ivamenl.e bajo desarrollo de 

calor. mient.ras bu££ers de £uerza i6nica mas alt.a dan. en general 

zonas de separaci6n mas agudas CBrewer y Sing. 1970). 

El pH 6pl.imo para los bu££ers varia de acuerdo a las 

caract.erisl.icas de las cargas de las prol.einas a ser esl.udiadas. 

La carga de una molecula de prol.eina depende de la proporci6n de 
I 

sus grupos carboxilo y amino. Los grupos carboxilo desarrollan 

una carga negat.iva y los grupos amino una carga posit.iva. Si el 

pH disminuya. los grupos amino son ionizados progresivament.e y la 

proteina asume una carga positiva. A medida que el pH aument.a. 

los grupos carboxilo son progresivamenl.e ionizados dando a la 

prol.eina una carga mas negat.iva. La carga elecl.rica net.a de una 

proteina a un pH dado depender~ del numaro de grupos amino y 

Asf que 
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entre mas carga electrica lenga una proteina, mas rapido sa 

movera en un campo electrico en la direcci6n del electrodo con la 
~ 

carga opuesta CBrewer y Sing, 1970). 

La principal runci6n del burrer es neutralizar los cambios 

de pH, los cuales ocurren durante la electrororesis en los 

electrodes, dado que el acido se produce en el anodo y la 

alcalinidad sa genera en el calodo. El grado en que esle 

cambia de pH ocurre est-a direclamenle relacionado a la duraci6n 

de la elect.rororesis, el voltaje usado y la corrriente generada 

en el circuito CHarris y Hopkinson, 1977). 

Segun Feral Y Bergmann C1976) en general un sistema burrer 

consist.e de dos partes: 

a) El burfer del elect.rodo o puente (bridge) el cual se coloca en 

las camaras o charolas del electrode. 

b) El burfer del gel usado para la preparaci6n del gel de 

almid6n. Usualmente el bufrer del gel tiene 1/10 de la 

molaridad del bufrer del electrode. 

Para la mayoria de las enzimas los sistemas buffer son 

"cont-inuos", con los mismos !ones bufrer en la mat.riz de soporte 

Cgel) y el comportamiento del electrode CHarris y Hopkinson, 

1977). 

La separaci6n de las proteinas puede ser arectada tambien 

por el tamiz molecular del medio electrororetico. Esto es debido 

a que ciertos medics elect.roforeticos, tal como almid6n y 

acri lamida, tienen un tama~o de pore aproximado al de las 

moleculas de proteina. Asi que el tama~o y forma de las moleculas 

de proteina arectan la velocidad de migraci6n CBrewer y Sing, 

1970). 
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En el gel. el paso de cualquier particula es impedido 

por la estructura de la matriz. el alcance depende del lama no 

relative de las parliculas y los pores en el gel. Por lo lanlo, 

el lamaf'io molecular y la carga juegan un papel en el proceso de 

separaci6n. En geles de agar el lamano de los pores as grande, 

asi la in:fluencia del lamaf'io molecular es meno::; aparenle para la 

mayoria de las parliculas que en los gales de almid6n y 

poliacrilamida (Andrews, 1986). 

Sa cree que el gel de almid6n es el major medic general para 

esludios isoenzimalicos. Sa ha enconlrado que liene el poder mAs 

grande para las isoe~zfmas que olros medias. incluyendo 

acrilamida, y ademas sirve e:feclivamenle como lamiz para lrabajar 

a gran escala. Si sa desea un lef'iimienlo mullienzimAlico en 

un corrimienlo eleclro:forelico simple con varias comparaciones 

lado a !ado. el gel de almid6n es recomendable (Brewer y Sing, 

1970). En el caso de estudios genicos de Arboles :forestales, la 

lecnica de gel as mas prActica (Conkle. 1972). 

El gel de almid6n tiene algunas desventajas, tales como: 1) 

A no ser que el gel sea procesado en :forma especial no es clara, 

comparado con medics transparentes. 2) El gel de almid6n es alga 

:friable y di:ficil de manipular. 3) En general. la electro:foresis 

con gel de almid6n requiere un corrimiento electro:foretico mayor 

que algunos otros metodos. No obstante, las limi~aciones de los 

otros melodos Cacrilamida. papel), son mAs desventajosas para 

eleclro:foresis de isoenzimas (Brewer y Sing. 1970). 

2.6.3. Tenido de gales 

Despues de sacar el gel del campo electrico. se trata con 

una soluci6n quimica que conliene un suslralo que es especi:fico 

para la enzirna que va ;:t sr.?r ensayada y una sal qtJ<? r<=>=lr.ri0na con 
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el produc~o de la reacci6n catalizada por !a enzima. En el pun~o 

del gel a donde ha migrado !a enzima especifica tiene lugar una 

reacci6n que puede ser como sigue, segun Ayala y Kiger, C1984): 

Enzima 
Sustrato ----------> producto + sal -----> ma.ncha coloreada 

Un gran numero de mezclas de tinci6n se describen en la 

li ~eratura desde una tinci6n general hast..a las 

especificas para la identificaci6n de una enzima particular 

simple (Andrews, 1986). 

Los reac~ivos en el fluido o mezcla de tinci6n varian 

de acuerdo a la enzima estudiada. Esta soluci6n es bufferizada 

con un buffer prescrito a un pH especifico. El pH debe ser 

6ptimo para las isoenzimas o dar una buena ac~ividad. AdemAs del 

buffer, la soluci6n de ~inci6n contiene sustratos de la 

enzima, algunas veces coenzimas y lodes los cofactores 

esenciales para la maxima actividad enzimatica CBrewer y Sing, 

1970; Feral y Bergmann, 1976). 

Segun Harris y Hopkinson C1977) los melodos de linci6n 

pueden agruparse en seis ~ipos, los cuales son: 

a) Me~odo de te~imiento cromogenico. Estes metodos consisten 

en que el sustrato de menor color se convierte en un producto 

coloreado por acci6n de la enzima y asi se revelan las 

isoenzimas. 

Un ejemplo es el uso de fosfato fenolftaleina como un 

sustrato para la fosfalasa acida CACP1), lo cual permite la 

formaci6n de zonas rosas brillantes debido a la · formaci6n de 

fenolflaleina en los sitios de la actividad de la fosfalasa. 



31 

bJ Metodo de te~imiento fluorogenico Estes metodos 

dependen de la generaci6n de productos altamente fluorescentes 

por la acci6n de la enzima sobre el sustrato no fluorescente 

Cllamado tef'iimiento fluorescente "positive"); ode la generaci6n 

de un producto no fluorescente Cllamado tef'iimiento fluorescenle 

"negative". El tef'iimiento fluorescenta posilivo el cual emplea 

derivados del 4-melilumbaliferona (4-melhylumbelliferone) como 

suslratos se ha anconlrado que es exlremadamenle sensible y de 

especial valor para el esludio de las hidrolasas. 

Los lef'iidores :fluorescenles "negalivos" son en general menos 

sensibles y menos convenienles que los tef'iidores "positives" 

porque las concenlraciones de reaclivos de ben ajuslarse 

cuidadosamenle para deteclar el producto no fluorescenle. Sin 

embargo, eslos tef'iidores son imporlanles para la delecci6n de 

deshidrogenasas. 

c) Melodos de lef'iimienlo radioactive. Eslos melodos dependen 

de la detecci6n de un produclo radioaclivo par radiografia 

convencional con rayos x. El melodo radioactive puede ser 

aplicado al analisis de una variedad de enzimas pero las 

posibilidades 

susceplibilidad 

allamenle buena. 

no 

y la 

se han invesli9ado 

resoluci6n de eslos 

ampl i amenle. 

melodos puede 

d) Melodos de lef'limienlo de delecci6n quimica. 

La 

ser 

Eslos 

melodos de lef'iimiento emplean reactivos quimicos que producen 

compuestos coloreados en los silios de aclividad enzimalica. El 

lef'iidor puede ser "posilivo" en el senlido que el color se forma 

por una reacci6n con el produclo de la actividad enzimatica o 

"neg;:,.tivo" si el color se forma por una reacci6n con al suslralo. 

Los t ei"li dor· E.>s "neqa L i vos" son s: 1 empr e us ado<; en un pr ocedi mi en+~o 
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de dos stapa~: primero, el gel se incuba con el suslra~o por un 

periodo dado de liempo a 37°C y en~onces el reac~ivo quimico 

coloreado se aplica para producir una coloraci6n ~o~al con huecos 

palidos en los silios de aclividad enzima~ica. Los ~erlidores 

"posi t..i vas" son tambir?n usa.dos en dos e~apas de reacci6n con 

coloraci6n final. 

Los ~ef'lidores "posi~ivos", los cuales u~ilizan derivados de 

naf~ol a y ~ com sales es~ables de diazolium han sido usados 

ex~ensamen~e en la examinaci6n de hidrolasas. 

e) Me~odos de ~ef'limien~o par ~ransferencia de elec~rones. 

Es~os me~odos son los reac~ivos de ~inci6n mas ampliamen~e usados 

para la de~ecci6n de isoenzimas. Hay dos coloran~es en uso 

general; ~e~razolio ~iazolil de me~ilo Cme~hyl ~hiazolyl 

~e~r azol i urn) • usualmen~e conocido domo MTT, el cual es recep~or 

de elec~rones en reacciones con deshidrogenasas CFigura 1a) y 

carbazole 3-amino 9-e~il el cual es un recep~or en 

reacciones con oxidasas y peroxidasas CFigura 1b). 

En las sales de ~e~razolio, el MTT se reduce par donadores 

de elec~rones para formar formazan insoluble de color azul 

purpura obscuro. La reacci6n procede rapidamen~e en la presencia 

de me~asulfa~o de fenazina CPMS phenazine me~hosulpha~e), el cual 

ac~ua como un ca~alizador in~ermedio. 

O~ras sales de ~e~razolio ~ales como Ni~ra~o azul de 

~e~razolio CNBTJ Cni~ro blue ~e~razolio) pueden ~ambien ser 

usados en lugar de MTT pero son en general menos sensibles. 

La mezcla de ~ef'limien~o ~e~razolio-PMS son ligeramen~e 

sensibles y par lo ~an~o la incubaci6n debe llevarse a cabo en la 

obscuridad. 



a) Oeshidrogenasas 

SUSTRATO NAD(P) 

deshldrogenasa 

Producto NAD(P)H 

FORMA ZAN 

(color purpura 

Insoluble) 

NTT 

(color amarillo 

soluble) 

b) Oxidasas y peroxldasas 

Sustra to 

Oxldaaa.a o 

Peroxldaaas 

Producto 

CARBAZOLE AMINOETIL 

(Color amarillo) 

CARBAZOLE ANINOETIL 

ox I DADO (color cafe) 

Figura 2. Diagrama mostrando los sistemao de teiHmiento par trannff'rencia 
de electrones; a) deshidrogenasas y b) oxidasns y peroxidasas. 
PMS= Metasulfato de fpnazina; NAD y NADP=coen?.bL~s. 

33 



En relaci6n al colorante 3 amino Q etilo carbazole, es de 

color amarillo, el cual puede ser oxidado en un compues~o 

insoluble cafe obscuro. Es un reactive uti! de prop6sito general 

para la detecci6n de oxidasas y peroxidasas. 

f) Me~odos de te~imiento por ligamiento enzima. Es~e 

grupo de metodos de te~imien~o dependen del uso de enzimas 

ex6genas 

producto 

en la mezcla de te~imiento para atrapar y 

de la reacci6n enzimatica bajo prueba en una 

cambiar al 

sustancia 

la cual puede ser detectada por su color o por sus propiedades 

fluorescen~es. 

El procedimiento mas comun consiste en emplear como una 

enzima de ligamien~o una deshidrogenasa ex6gena junto con su 

apropiada coenzima, para generar un precipitado de formazan en 

los si~ios de las isoenzimas, los cuales catalizan la primera 

reacci6n. Por ejemplo. para los ~e~idores hexokinasa, 

fosfoglucomutasa y glucosa fosfa~o isomerasa se usa glucosa 

6-fosfa~o deshidrogenasa CG6PD) como la enzima de ligamien~o 

y la especificidad de cada ~e~idor se de~ermina por el 

sustrato o sus~ratos utilizados. Asi se usa glucosa y ATP 

para la hexokinasa; glucosa y 1-fosfato para fosfoglucomu~asa; 

fructuosa 6-fosfato para glucosa fosfa~o isomerasa. 

Asi la isoenzima de la mayoria de cualquier enzima puede en 

principia ser detectada por el uso de la apropiada enzima de 

ligamiento. La unica limitaci6n es la disponibilidad de enzimas 

puras con alta actividad especifica y sustratos apropiados para 

las enzimas a ser utilizadas. 
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2.5. Aplicaci6n de la electroforesis en la investigaci6n forestal 

Los estudios isoenzimaticos son utiles en la descripci6n de 

diferencias geneticas dentro y entre taxa y para verificar la 

herencia. por lo cual la informaci6n de estes est.udios 

tanto en poblacion•?s natw·c:ll•?s como en hue·rtos semilleros ayuda 

a aumentar la eficiencia de programas de mejoramiento genetico de 

arboles CConkle, 1974a y Adams, 1981). 

La aplicaci6n de los estudios isoenzimaticos han servido en 

la investigaci6n forestal para los siguientes estudios: 

a) Estudios ontogenicos. La electroforesis se utiliza 

para hacer estudios ontogenicos. habiendosa demostrado en varias 

especies de plantas que los perfiles isoenzimaticos de un 

individuo singular puada variar por 6rgano. tejido y por tiampo 

Cet.apa de desarrollo). La variabilidad en expresi6n isoenzimatica 

an el tiempo y t.ejido puede ser debida a fact-ores geneticos. Tal 

variabilidad puede usarse para cont.rolar los procesos en el 

desarrollo de un individuo CFeret y Bergmann, 1976). 

Como ejemplo de lo anterior expuesto, sa han analizado 

diferancias en isoanzimas an diferenles etapas de la germinaci6n 

de semillas y crecimient.o de 

(Conkle, 1974b). 

embriones de Pinus attenuata 

b) Anal isis de variabilidad genelica. La variabilidad 

isoenzimatica puede directamenle igualarse con la variabilidad 

alelica. lo cual hace posible definir polimorfismos genelicos 

por analisis de polimorfismos isoenzimaticos CFarel y Bergmann, 

1976). 

Los analisis de polimorfismos de proleinas proveen bases de 

datos para cuanlificar el ni vel de variaci6n geografica en 

caract.eras qent?+.icns y hacar E>c:::t.im~ri0n""'c::: r-Trrn+i+~tiv~c::: de la 



36 

cantidad de variaci6n genetica dentro de una especie. La 

es us ada comunmente para estimar la electro:foresis 

proporci6n de 

heterocigocidad 

loci polim6r:ficos y 

en todos los loci. 

el nivel 

Ademas, 

promedio de 

estes est.udios 

ayudan a estimar la cantlr:::lad relativa de variaci6n en di:ferentes 

partes del area de distribuci6n natural de una especie o para 

comparar di:ferentes especies (Mitton, 1983). 

El estudio de la variaci6n genetica dentro y ent.re 

poblaciones ut.ilizando un numero elevado de loci isoenzimaticos 

es una manera de generar considerable in:formaci6n genetica, en 

un tiempo limitado y con recursos limitados, por lo que la 

informaci6n derivada de estes estudios puede ser de bastant.e 

valor para tomar decisiones de cuales especies se deben comenzar 

a desarrollar en un programa de mejoramiento genetico en una area 

deter mi nada . El dise~o de las estrategias e:ficientes 

conservaci6n genica tambien requiere informacion sabre 

de 

la 

distribuci6n de la diversidad genetica dentro y entre poblaciones 

C Adams • 1 983) . 

Brown y Moran (1981) dan un ejemplo de como los datos 

isoenzimaticos pueden usarse para la selecci6n del numero y 

distribuci6n de reservas in situ o colecciones de semilla. 

c) Estudio de movimiento de genes. Los estudios de 

variaci6n en las :frecuencias genicas a traves de sistemas 

isoenzimaticos de control genetico en ar·boles :forestales de 

regiones :fisiograficas di:ferent.es, procedencias y pobl~ciones, 

amplia grandemente el conocimiento de la relaci6n genet.ica 

entre ellas. La direcci6n, velocidad y distancia de migraci6n 

de genes en poblaciones cont.inuas, disconlinuas y aisladas 
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pueden ser eslimadas medianlP el anAlisis de frecuencias g6nicas 

isoenzima~icas CFere~ y Bergmann. 1976). 

Una manera de poder medir el flujo genico es iden~ificar 

un individuo con un gene unico para un rodal de arboles y 

mues~rear la semilla de arboles adyacen~es y mas dis~an~es para 

mapear el exi~o del viaje de polen que ~ranspor~a el unico alelo. 

~ra forma de medir el flujo de genes es es~imando la frecuencia 

de polinizacionas qua prasen~an genes que deben haberse 

originado en una par~e de~erminada del rodal o bosque Cen el 

case de huer~os semilleros. polen provenien~e de fuera del 

huer~o) CMi~~on. 1983). 

d) Es~udios de eslruc~ura gene~ica de la poblaci6n. Las 

coniferas son uno de los grupos de especies mas variables 

gene~icaman~a. perc 

rela~ivamen~e bajos 

generalizaci6n para 

son carac~erizados por nivales 

de variaci6n isoanzima~ica geografica. Una 

las coniferas es que la mayoria de la 

variaci6n gene~ica de una especia. sa ancuan~ra den~ro de la 

poblaci6n. Es~o es. si una poblaci6n se mues~rea alea~oriamen~e 

en el range de dis~ribuci6n de una especie. con una mueslra de 60 

a 100 arboles de esa poblaci6n. revelara la mayoria de los alelos 

a ser . encon~rados a ~raves del area comple~a de 

dis~ribuci6nde la especie CMi~~on. 1983). 

El nivel rela~ivamen~e bajo de diferenciaci6n isoenzima~ica 

de las poblaciones de especies fores~ales ha side a~ribuido 

en par~e al sis~ama de apareamien~o de las coniferas. que son 

polinizadas por el vien~o. con polinizaci6n cruzada y las 

semillas son dispersadas por el vien~o CMi~~on. 1983). 

A pesar de que la diferenciaci6n isoenzimatica de las 

poblaciones ror0s~Rles es relativamente baja, hay patrones de 
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variaci6n de proteinas asociado con la variaci6n ambiental y la 

dislancia geogr•rica. Asi. el an~lisis de la distribuci6n de 

rrecuencias de varios marcadores gen~ticos Cisoenzimas) a lo 

largo del •rea de distribuci6n de una especie conrirmara o 

rerutara la inrormaci6n actual sobre los patrones geograricos 

de variabilidad genotica 

1976). 

CMi tton, 1983; Fer0t y Bergmann, 

Un amplio entendimiento de la estructura gen~tica de las 

poblaciones de arboles rorestales ayudara en la planeaci6n de 

estralegias 6plimas para el mejoramiento gen~tico de arboles y su 

domeslicaci6n CFeret y Bergmann. 1976). 

e) Identiricaci6n de individuos y poblaciones. Cad a 

individuo de una poblaci6n posee 

tambien ~ste tendra una unica serie 

Ber· gmann , 1 976) . 

un 

de 

genotipo unico. asi 

isoenzimas CFerel y 

El an•lisis isoenzimatico se usa para certiricar la ruenle 

de semilla, con base en la composici6n genetica Cal~lica) de la 

poblaci6n. Asi cualquier analisis de semilla de origen no 

conocido puede hacerse rapidamente y no requiere gran demanda de 

a~os de plantaci6n para su evaluaci6n CFeret y Bergmann. 1976). 

Por medio de los perriles isoenzimaticos tambien se pueden 

identiricar clones cuando se desconoce su idenlidad CFeret y 

Bargmann • 1 976) . 

r) Mejoramiento 

isoenzimatica se utiliza 

genetico de arboles. La invesligaci6n 

para certiricar la identidad de arboles 

parentales en programas de mejoramienlo de arboles y para la 

certiricaci6n comercial de c1ones usados en rerorestaci6n. Tal 

uso es posible porque un gran numero de direrentes genotipos 



isoenzim~licos pueden ser generados 

segreganles CAdams, 1983). 

con solamenle pecos loci 

En el caso de la cerli~icaci6n de loles de semilla. Los 

clones individuales 0 arboles parenlales pueden ser unicamenle 

idenli!icados con base en sus genolipos mullilocus. Asi, las 

isoenzimas lienen gran valor para identi~icar errores en el 

movimienlo de semillas 

cerli~icaci6n comercial 

o progenie 

de lot..es de 

en plAnlulas, 

semillas de 

o para 

Arboles 

parenlales individuales 0 de un numero limilado de padres. 

Las isoenzimas son uliles lambian para idenlificar hibridos 

C Adams , 1 983) . 

Para delerminar el exile en cruzas conlroladas, se puede 

hacer una eslimaci6n comparando los genolipos isoenzimAlicos en 

semillas producidas por la cruza, con los esperados en base a los 

genolipos de los supueslos padres (Adams, 1983). 

El esludio de la eficiencia genelica de huerlos semill'eros 

se puede hacer por medic de los marcadores genelicos de 

isoenzimas, con los cuales se puede conocer el grade con el cual 

in!luyen los di!erenles !aclores que disminuyen la eficiencia 

genelica. Considerando que los ~aclores que disminuyen la 

ericiencia genelica son: a) altos niveles de aulo!ecundaci6n; b) 

conlaminaci6n de polen por ~uenles de ~uera del huerlo semillero; 

c) apareamienlo no aleatoric entre clones, resullando en menos 

1erlilizaci6n cruzada y por lo tanto, menos variabilidad genelica 

en la cosecha de semilla (Adams, 1983). 

Para delerminar la e!eclividad de la polinizaci6n masal 

suplemenlaria Cque aumenla la !erlilizacion cruzada , reduce la 

endogamia y la contaminaci6n de·polen no deseado) se aplica 

pol en suplemenlario que cnntiene marcador~s isoenzimaticos 
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unicos. Posteriormente, las semillas resultantes se analizan 

electroforeticamente para determinar la frecuencia de marcadores 

isoenzimaticos en la mezcla de polen CAdams, 1983). 

Otra aplicaci6n de las isoenzimas en la genotecnia es como 

ayuda en .la selecci6n de caracteristic~s de importancia 

econ6mica ya que estudios en fl.rboles ·forr;.s:t.:\lt<l's hal'l demostrado 

recientemente correlaciones entre mediciones de la velocidad de 

crecimiento y los nivele? de heterocigocidad en los loci 

isoenzimaticos. Sin embargo la relaci6n no ha side consistente en 

las especies investigadas CAdams. 1983). 

Quizas un uso potencial prometedor de las isoenzimas como 

una ayuda en la selecci6n es como marcador de bloques ligados 

que transportan genes o grupos de genes que control an 

caracteristicas cuantitativas de importancia econ6mica CAdams. 

1983). 

g) Inferencias filogeneticas. Las conifer as se han 

dispersado con ligera diversificaci6n. La tasa de evoluci6n 

cromos6mica en pinaceas es alrededor de 1% de la velocidad en 

mamiferos de placenta CPrager. Fowler y Wilson. 1976). Dad as 

est as bajas tasas de evoluci6n se produce una serie 

relativamente peque~a de caracteristicas utiles en estudios de 

sistematica. En contraste a los bajos porcentajes de evoluci6n 

morfol6gica y cariotipica. las proteinas de coniferas han 

evolucionado a tasas comparables a las de las angiospermas y 

ani males. Asi. las diferencias de proteinas entre especies de 

coniferas son substancialmente mas grandes que las diferencias 
' 

cariotipicas y morfol6gicas. y elias pueden por lo tanto tener 

un valor import.<~.nte en los estudios de relaciones 

filogen~ticas (Mitton. 1983). 



Z.7. Electroforesis en coniferas 

Los estudios empleando polimorfismo de proteinas mediante 

la elect.roforesis han cont.ribuido substancialmente al 

conocimient.o de muchos grupos de plantas y animales, 

part.icularmente en el estudio de las conifer-as CMitton, 1983). 

Con la elect.roforesis se investigaron proteinas en polen 

de pinos a inicios de 1964. Despues las proteinas solubles de 

gametofitos femeninos y embriones fueron 

especies de pino y una de picea. En 1966, 

analizados en dos 

los genetistas de 

poblaciones usaron el potencial de !a tecnica de separaci6n de 

enzimas y demostraron su aplicabilidad al anAlisis de poblaciones 

naturales (Conkle, 1972). Pero en s1, el anAlisis genetico de las 

enzimas de las coniferas no fueron report.ados hasta los inicios 

de los 70's CConkle, 1974a). 

Las tecnicas isoenzim.iticas pueden actual mente dar 

resoluci6n de un gran numero de loci isoenzimAticos en muchas 

especies de Arboles y muchas de elias pueden ser ensayadas 

simultaneamente . Adem.is, la mayoria de los arboles forestales 

han mostrado altos niveles de 

isoenzimaticos CAdams, 1983). 

'· 
variaci6n en 

Antes de la aplicaci6n de la electroforesis, 

los loci 

los analisis 
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geneticos de arboles forestales de coniferas se utilizaban las 

mediciones de caracteristicas poligenicas, tales como la altura y 

diametro, despues de unos pocos a~os o decadas de crecimiento. 

Pero como las caracteristicas poligenicas tiene influencia 

ambiental, es necesario hacer estudios de procedencias para 

observar t.odo el gradient.e ambiental, los cuales son caros y 

consumen t.iempo y esfuerzo. Una vez que la variaci6n de proteinas 

muP.stran tener 1 n~ ~st udi oo:;; 
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geneticos se pueden reali.zar con colecciones de campo d~ material 
I 

de plantas. con lo cual se elimina el problema de la larga 

duraci6n de las generaciones de las especies arb6reas y se 

expanden las colecciones de datos CMitton, 1983). 

Las isoenzimas pueden ser identi~icadas en una variedad de 

tejidos, incluyando hojas juveniles y adultas. yemas de invierno. 

polen y semillas. Generalmanta la resoluci6n es major en tejidos 

de semillas CAdams. 1983). Aunque los diferentes tajidos de las 

plantas di~ieren en los patrones de bandeo de cada sistema 

enzimatico (Conkle. 1974a). 

Las aciculas maduras de especies de coni~eras son 

probablemente los tejidos mas di~iciles de analizar par 

electro~oresis porque en general, los lejidos vagelalivos maduros 

de especies perennes son ricos en laninos, quinonas. fenoles. 

flavonoides. etc. Estos compuestos sa unan a los sitios activos 

de la mayoria de las enzimas e impiden hacer investigaci6n con 

varios tipos de sistemas enzimaticos CCheliak y Pilal. 1984). 

Las semillas de las coni~eras son de utilidad especial para 

el analisis isoenzimatico porque contienen el megagamelo~ito 

Clejido nutritive) haploide Cn) rico en diversidad de enzimas. 

con una acti vi dad relativamenle alta Ademas. un 

megagametofito pueda ser considerado como una muestra aleatoria 

del product a gametico de un individuo, y las aloenzimas 

Cisoenzimas alelicas) de arboles madre heterocig6ticos sa 

aspera que sa segragen an la relaci6n 1:1. Analizando los 

patrones de segregacion de megagametofitos de arboles 

parentales individuales. se puede determinar el control genetico 

de las isoenzimas y sus relaciones de ligamiento sin la 



necesidad de hacer cruzas y esludios de planlulas de la 

progenie CAd.ams, 1983; Millon, 1983). 

La segregaci6n de las isoenzimas en megagamelo£ilos de 

arboles individuales lambien pueden usarse para delerminar los 

genotipos de las fuenles parenlales. La venlaja de esle melodo 

es que con una mueslra de seis semillas, la probabilidad de 

idenlificar correclamenle un genolipo de un arbol en cualquier 

locus es muy alta Cp>0.96; Adams, 1983). 

43 



3. MATERIALES Y METODOS 

3.1. Procedencias muestreadas 

Se mues~rearon 12 procedencias a lo largo del area de 

distribuci6n de los tres ~axa de estudio, 

hasla •E?l es:t.ado de Durango en M~xico. 

desde Centroamerica 
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Los arboles colectados ~ueron 314 en total. con un promedio 

de 26 arboles por procedencia. Las procedencias de San Juan 

Tetla, Puebla, Mexico y de San Ra~ael, Max .• ~ueron ejemplares de 

la variedad veitchii. Las procedencias de Laguna del Progreso 

y la Vic~oria, Durango, Mexico, ~ueron ejemplares de la variedad 

brachyptera. Las ocho procedencias restantes desde Nundaco, 

Oaxaca, Mexico hasta Las Trancas, Honduras ~ueron colectas de 

Pinus ayacahuite tipico. Para mayor inrormaci6n sabre la 

localizaci6n y numero de arboles colectados par procedencia ver 

el Cuadra 3 y la Figura 3. 

Las colectas de las procedencias de las variedades veitchii 

y brachyptera rueron hechas par el Centro de Genetica Forestal, 

A.C. de agosto 1986 a septiembre de 1987. Las procedencias 

restantes rueron colectadas par la Cooperativa de Recursos de 

Coni~eras de Mexico y Centroamerica CCAMCORE) 

septiembre de 1986. 

de agosto 1982 a 

La semilla se colect6 par arbol individual y la identidad de 

cada arbol se mantuvo a traves del estudio. 

3.2. Trabajo de laboratorio 

El trabajo de laboratorio se realiz6 en des periodos. En el 

primer periodo de mayo a junio de 1987, se analizaron las 

semillas corrc;;.spondlentes a las poblaciones da Pinus ayacahuite 



Cuadro 3. Localizacion geogrAfica 
muestreadas. 

de 
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las procedencias 

NP PROCEDENCIA ALTITUD 
Cmsnm) 

LATITUD LONGITUD NA 
NORTE OESTE 

1 San Juan Tetla. Puebla. 
Mexico .................. 2.900-3,400 19° 10' 98° 35' 

2 San Rafae 1, Mexico. 
Mexico .................. 2.500-2.600 19° 13' 99o 46' 

3 Nundaco. Oaxaca. Mexico. 2.840-2.940 17° 09' 97° 38' 

4 Ixtlan. Oaxaca. Mexico .. 2.330-2,920 17° 24' 96° 29' 

5 San Cristobal de las Casas. 
Chiapas. Mex. ......... 2.250-2,375 16° 37' 92° 22' 

6 El Porvenir. Chiapas. 
Mexico .................. 2.645-2.760 15° 25' 92° 20' 

7 Palest ina. Quetzaltenan-
go. Guatemala ........... 2,580-2,730 14° 56' 91° 43' 

8 Chuipachec, Totonicapan, 
Guatemala ............... 2.500-2.730 14° 56' 91° 21' 

9 Ocotepeque, Ocotepeque, 
Honduras ................ 2,730 14° 25' 89° 08' 

10 Las Trancas. La Paz. 
Honduras ................ 2.120-2.400 14° 07' 87° 49' 

11 El progreso, 
Durango, Mexico ......... 1.800-2,000 24° 38' 104° 08' 

12 La Victoria, Durango, 
Mexico .................. 1,600-1,700 25° 31' 105° 03' 

NOTA : NP-Numero de procedencia. NA= Numero de arboles colectados. 
msnm~metros sobre el nivel del mar 
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lipico y P. ayacahuite var. veitchii. En el segundo periodo de 

mayo a junio de 1989, se analizaron las semillas de P. ayacahuite 

var. brachyptera. 

3.2.1. Preparaci6n de las samillas 

Se analizaron seis semillas par cada arbol individual de 

todas las proc(.,.dencias muastreadas. En si, sa ensay6 el tejido de 

los megagameto~itos haploides de seis semillas par cada arbo1. 

La probabilidad de perder un heterocigoto parental con este 

tama~o de muestra as de aproximadamente 3% CFins y Seeb, 1986) 

Adamas la ventaja de usar el tejido haploide del megagameto~ito 

es que permita el analisis directo de la dif'erente 

mobilidad enzimatica determinada genaticamente CYeh y 

0' Mall ay, 1 980). 

Los analisis sa hicieron en las semillas secas, sin haberlas 

hidratado o puesto a germinar, ya que segun la 1iteratutra, en 

este astado las enzimas sa encuentran presentes en el gametof'ito 

CConkle et al, 1982). 

Para preparar la semi11a, se removi6 la testa, sa extirp6 el 

embri6n y se coloc6 parte del megagameto~ito en una microcelda de 

una placa da acr11ico. Las placas con microceldas se colocaron 

sabre hielo para mantener las muestras en f'rio, para impedir que 

las enzimas se degeneraran. Al mismo tiempo de colocar las 

muestras en las microcelda sa anot6 en una hoja de registro 

la identidad del material. 

Posteriormenta se agreg6 a cada microcelda dos galas de 

extracci6n bu~~er, la cua1 ~ue especial para activar las anzimas. 

Su f'ormulaci6n se encuentra en Conkle et a~. C1982). 

Una vez aplicadas las gotas de extracci6n bu~f'er, se 

procedi6 a maco?rar cada una d~ las mu.,~tr·as contt?nidas en las 
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microceldas con una varilla cilindrica de vidrio, ~eniendo 

cuidado de limpiarla al finalizar de macerar cada mues~ra. 

A con~inuaci6n de la maceraci6n, a cada microcelda 

conteniendo el homogeneizado se introdujeron tiras de papal 

CWhatman chroma~ography No. 3) de dimensiones 12 x 3.5 nun 

para que absorbieran las enzimas. Por ultimo. se metieron al 

refrigerador las placas con microceldas con las mues~ras 

debidamente preparadas. 

3.2.2. Preparaci6n de los gales 

Para hacer los gales. se u~ilizaron en este ~rabajo cuatro 

sistemas buffer CA.B.D. Y E). con di!erente pH y formulaci6n 

quimica. de forma similar como se indica en Conkle &t al. C1982), 

Cver Cuadra 1A y Cuadra 2A del Apendice). 

Previo a la preparaci6n de los gales. se ensamblaron los 

moldes. los cuales consistieron en una base de vidrio Cde 

dimensi6n 20.2 em x 23 em) y barras de acrilico que unidas en~re 

si y suje~as sabre el vidrio con ligas con!ormaron un molde con 

dimensi6n interior de 18.22 em x 15.6 em y un grosor de 1.2. em 

CFigura 4). 

Para preparar los geles primeramente se pes6 la cantidad 

apropiada de almid6n y se midi6 con una probata la can~idad 

respectiva de soluci6n buffer. Aproximadamenle 1/5 parte de la 

soluci6n bu!!er sa deposil6 en un vaso de precipilado de 250 ml 

CPYREX). el cual se le agreg6 el almid6n seco para hacer una 

soluci6n en suspensi6n. libra de grumos. en ~an~o que la soluci6n 

buffer sobrante, se virli6 en un matraz de cuello largo y sa 

calenl6 con un mechPro de Bunsen hasta el punlo de ebullici6n. 
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La :su:spen:si6n con alrnid6n :se vaci6 en un mat-raz kit-azat-o de 

2,000 ml • mant-eniendolo bajo agit-aci6n con s6lo el giro de la 

mu~eca de la mana, no perrnit-iendo que se precipit-ara el almid6n. 

Par ot-ra part-e, el buffer que se puso a calent-ar en un 

mat-r~z de cuello largo al moment-a en que est-aba hirviendo, sa 

virt-16 denLro del matraz kit-azat-o que cont-ania la suspensi6n con 

almid6n y sa agit6 fuertement-e. A continuaci6n est-a matraz 

kit-azat-o se met-i6 al horne de microondas par un minut-e y quince 

segundos, para hacer un post,cocimient-o a t-oda la mezcla y qua 

t-uvieran un aspect-a semit-ransparent-e. 

Una vez cocida la mezcla, sa le ap1ic6 un vacio 0 

eliminaci6n de gases con una aspiradora para ext-raerle las 

burbujas grandes hast-a que s61o quedaron burbujas peque~as. 

Despues se virti6 la mezcla en el molde previament-e preparado. La 

cantidad de mezcla preparada alcanz6 para 11enar dos moldes. 

Al cabo de 20 minut-es la mezcla adquiri6 su consist-encia de 

gel, fue ent-onces cuando se cubri6 con plastico envolvent-e para 

prevenir su deshidrat-acion, se et,iquet-6 y sa met-i6 al 

refrigerador para enfriarlo aproximadamente a 4 oC. 

3.2.3. Mont-aje de muest-ras y elect-roforesis 

Una vez que los gales se enfriaron se procedi6 a hacer el 

mont-aje de muest-ras. 

50 

Primerament-e sa sacaron los gales del refrigerador y sa les 

hiz6 un cort-e sabre 1o ancho, est,e cort-e denominado origen, se 

rea1iz6 a 4.5 em a part-ir del ext-rema del gel. 

Se removieron las 1igas que sujet-aban las barras del molde y 

se desplaz6 la porci6n mas peque~a cart-ada del gel hacia el 

final del vidr·io, dejando una abert-ura de aproximadament-e un 

centi metro. l.:1s tjr~c:: de papel 
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para elec~ro~oresis empapadas con el macerado de las mues~ras 

Cexplicado en el apar~ado 3.8.1.) en la cara de cor~e del origen, 

con una separaci6n en~re unas y o~ras de apoximadamen~e 8 mm. Se 

hace no~ar que den~ro de las mues~ras sa hiz6 el dise~o de ~al 

~erma que dos muas~ras ~estigo ~ueran de Pinus resinosa, al 

cual por lener poca he~erogeneidad gen~lica CFowler y Morris. 

1977), presen~6 el mismo palr6n de desplazamienlo de las 

enzimas. lo cual ~ue u~il para el regis~ro de la in~ormaci6n. 

Cad a gel con~enia 36 liras con mues~ras de macerado de 

megagame~o~i~os de semillas di~erenles. 

Al ~erminar de colocar las mueslras sobre el gel. se volvi6 

a colocar en su lugar la porci6n de gel mAs peque~a. de ~al £orma 

que las ~iras con las mues~ras de macerado quedaron presionadas 

en el origen. A con~inuaci6n sa colocaron en su lugar las barras 

del molde y sa suje~aron nuevamen~e con las ligas. 

Una vez heche el mon~aje de las mues~ras sa colocaron los 

gales con las mues~ras sobre las es~ruc~uras especiales para 

corrimien~os elec~ro~ore~icos que consis~en en una base de 

acrilico con una charola an ambos ex~remos con~eniendo elec~rodos 

CFigura 6). 

La charolas con~eniendo los elec~rodos se llenaron con la 

soluci6n bu~~er correspondien~e a cada sis~ema gel. 

Al colocar el gel con las mues~ras sobra la eslruclura para 

corrimienlos eleclro~ore~icos. se desprendi6 un poco el plAs~ico 

envolvenle que cubria el gel para descubrir una porci6n de esle y 

con esponjas especiales para elec~ro~oresis se cerr6 el circui~o. 

uniendo la soluci6n bu~~er de la charola con~eniendo el 

electrode con el gel por~ando las mueslras. haciendo lo mismo en 

ambos e~~remos del gel. Se hace no~ar que los gales siempre sa 
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colocaron de tal manera que el origen que contenia las muestras 

quedara en el lade catodal, para que las isoenzimas sa 

desplazaran hacia el anode. 

Cuando las estructuras para corrimientos alectro~oreticos 

que soportaban los gelcos portadores de las muastras estuvieron 

debidamente preparados C Figura 6 ), se metieron al refrigerador 

especial para corrimientos electro~oreticos, en donde se 

realizaron las debidas conecciones electricas, se coloc6 una 

balsa con agua ~ria sabre la parte superior de los gales y sa 

procedi6 a encender las ~uantes de poder con di~erente corriente 

electrica en miliamperas para los di~erantes sistemas bu~~er. La 

corrianta electrica utilizada ~ue: 

Sistema bu~~er 

A 
B 
D 
E 

miliamperes 

76 
70 
60 
60 

Despues de 16 minutes de funcionamiento de las ~uentes de 

poder, se sacaron del re~rigerador las estructuras para 

corrimientos electro~oreticos y sa removieron las tiras de papal 

de los gales. A continuaci6n se volvieron a colocar las asponjas 

en su lugar, se metieron las estructuras para corrimientos 

electro~oreticos al re~rigerador, sa hicieron las coneccionas 

electricas respectivas y sa hicieron ~uncionar nuevamenta las 

fuentas de poder. 

El tiempo de corrimiento ~ue variable para los di~arentes 

sistemas buf~er. En el caso de los sistemas A y B, sa di6 un 

~iempo de corrimien~o hasta que el ~rente de avance alcanz6 8 em 

a par~ir del corte de origen. En el caso de los sistemas D y E el 

liempo de corrimienlo fue de 4.5 horas. 



Uneo de orlgen y espon'o cubierto de pldstlco envolvente 

Linea de doblez del phis llco 
envoi vente 

Soluclon buffer de 
lo chorolo 

Malde para gel Vidrio 

Linea de corrimlenlo ( 8cm) y 
linea de Ia esponjo , 

Linea de doblez del plostico 
envolvente 

Esponjo anodal 

Base de Ia charola 
con electrodos 

Figura 6. Esquema que muestra una vista en seccion lateral de lao estruc 

turas para corrimientos electroforeticos con los geles portan= 

do las muestras de semfllas. esponjas y el plastico envolvente 

en su lugar debido (Conkle et al •• 1982). 
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3.2.4. Rebanado y ~inci6n de gales 

Al ~inalizar la elec~ro~oresis, las ~uen~es de poder se 

apagaron, 

sopor~ando 

las es~ruc~uras para elec~ro£oresis que es~aban 

el g~ se desconec~aron y se re~iraron del 

re~rigerador uno por uno. 

Se removi6 el plAs~ico envolven~e del gel y se cor~6 la 

par~e del gel mAs lejana al lado anodal que no con~enia enzimas. 

El rebanado se hizo usando guias de plas~ico C de 200 x 26 x 

1.0 mm ), hilo lransparenle y dos broches mariposa grandes. Para 

e£ec~uar el rebanado primeramen~e se colocaron las reglas guia en 

ambos !ados del gel y se suje~aron con los broches grandes al 

vidrio, y u~ilizando los dedos indices de cada mana se ~enso el 

hilo y se hizo pasar a ~rav~z del 

reglas guia. 

gel, al nivel de las 

Una vez realizado el primer cor~e. se coloc6 en ambos !ados 

del gel o~ra 

an~eriormenle, 

regla guia sobre las reglas 

para hacer o~ro cor~e en la 

guia pues~as 

misma £orma 

indicada an~eriormen~e. Es~a secuencia de cor~es se repi~i6 

has~a rebanar lodo el gel. 

Al ~inalizar el rebanado de ~odo el g~ se me~i6 al 

refrigerador para evi~ar la degeneraraci6n de las enzimas. 

Despu~s de rebanado el gel se procedi6 al ~eNimien~o. El 

cual consis~i6 en colocar cada rebanada del gel en una charola 

para ~eNimien~o que con~enia una soluci6n de ~e~imien~o di£eren~e 

para cada enzima ensayada. 

La soluci6n de ~enimien~o consis~i6 en general de ~res 

partes: una soluci6n bu£fer, una par~e quimica seca y o~ros 

reaclivos adicionales Cen~re ellos enzimas y co£ac~ores), de 

hecho los reaclivos en el £luido de ~eRimienlo variaron de 
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acuerdo a la enzima estudiada como lo indic6 Brewer y Sing 

C1970J. La.s r6rmulas de las direrentes soluciones de teflimiento 

para las enzimas analizadas en aste estudio pueden consultarse en 

Conkle et aL. Cl982). 

Una vez transf'er'l das 1 as rebanadas del gel a 1 a charol a para 

tel'H mi ento. se cubrieron las charola-s con plast.ico envolvente y 

en case de que la soluci6n de tenimiento lo requiriera se 

metieron a la incubadora Ca temperatura de 37oC). 

Cuando se di6 la coloraci6n de las bandas y su resoluci6n 

fue clara. sa retir6 la soluci6n de tinci6n de la charola 

lavaron los gales con agua destilada. 

y se 

Se ensayaron un total de 7 sistemas enzimaticos que dieron 

resoluci6n a 14 loci isoenzimalicos CCuadro 4) 

3.2.6 Registro de informaci6n de gales 

Una vez coloreadas las bandas de las isoenzimas en los geles 

para las dif'erentes enzimas esludiadas. se procedi6 a registrar 

la i nformaci6n. 

Para cada enzima. se realiz6 un esbozo de las diferenles 

bandas formadas. en una tarjeta de cartulina Cdimensiones 20 x 12 

centimetres). en la cual se marc6 la distancia al origen en 

centimetres. para cada una de las bandas. 

Se di6 el numero uno a la banda mas frecuente del gel del 

primer corrimienlo electroforelico y las bandas nuevas que fueron 

apareciendo en los siguientes corrimientos electroforeticos se 

las asign6 un numero progresivo en arden ascendente. 

Con los siete sistemas enzimaticos utilizados. se obluvo 

inf'ormaci6n para calorce loci isoenzimaticos. los cuales se 

regislraron Qn los zimogramas respectivos para cada enzima 

<.:•r:-.dr-o 4). 
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Cuadro 4. Sistemas enzimaticos ensayados, sus abreviaciones y 
los sistemas bu~~er del gel usado para los corrimientos 
electro~oreticos 

Sistema enzimatico Abraviaci6n 

Aconitasa ACO 

Fos~oglucomutasa PGM 

6- Fos~ogluconato deshidrogenasa 6PGD 

Glutamate oxalacetato transaminasa GOT 

Leucina aminopeptidasa LAP 

Menadiona reductasa MNR 

Shikimato deshidrogenasa SKDH 

No de 
loci 

1 

1 

1 

3 

3 

3 

2 

Sistema 
Gel/ Bu~f'er 

E 

A 

E 

8 

A 

A 

D 

No de loci = Numero de loci por sistema enzimatico; A.B.D,E = Son las di~erentes ~ormulaciones de sistemas bu~~er dados por Conkle et al. C1982). 
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Entre las muestras puestas en el gel del cor r i mi ent.o 

electro~oretico, se pusieron dos muestras de macerado de semillas 

de Pinus resinosa. el cual ~ue un estandar. que siempre en 

todos los corrimientos electro~oreticos present6 la misma 

distancia de migraci6n por tener poca variabilidad CFowler y 

Mor r i s • 1 977) . 

El est~ndar ~ue util para tener mayor exactitud al memento 

de presentarse problemas para asignarle un numero a una variante 

isoenzimatica, utilizando para ~sto la distancia de migraci6n 

relativa CRm) CChaliak y Pitel, 1984). 

distancia de migraci6n de la varianta Cmm) 
Rm = ----------------------------------------------

distancia de migraci6n del estandar Cmm) 

El calculo sa realiz6 tanto en el esbozo de la cartulina 

como directamente en el gel. De tal manera que se discrimin6 

entre un numero y otro Calelos di~erentes) con el valor de la 

distancia de migraci6n relativa que ~s se aproximaba entre el 

medido en el esbozo de la cartulina y el medido directament.e en 

al gel. 

Para almacenar los gales. se quit6 el agua a la charola para 

te~imianto y sa reemplaz6 con una soluci6n £ijadora. consistiendo 

en una mezcla de metana!. agua y acido acetico glacial en la 

relaci6n 6: 6: 1 respectivamente. dejandola toda la neche. Al 

siguiente dia se colocaron sabre servilletas de papal para 

eliminar el exceso de la mezcla £ijad~ra, se envolvieron con 

plastico ultradelgado y se metieron al re~rigerador. 
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3.3 Evaluaci6n de la in£ormaci6n 

La evaluaci6n de la informaci6n se realiz6 por media del 

programa escri~o en lenguaje FORTRAN para da~os elec~rofore~icos 

llamado BIOSIS-1 CSwofford y Selander. 1981a; 1981b). 

El programa permi~i6 ob~ener la siguien~a informaci6n: 

a) C~lculo de fracuencias alalicas. Para los 14 loci genicos 

se calcularon las fracuencias alelicas que son las frecuencias 

de individuos homocig6ticos para un alelo, mas la mitad de las 

frecuencias de los he~erocig6~icos para el alelo CAyala y Kiger. 

1984). El programa ~rabaj6 los da~os para cada individuo, dando 

el geno~ipo para cada locus para el cual fue registrado, 

especificando todos los geno~ipos observados y sus 

correspondientes frecuencias. Es~as frecuencias alelicas se 

u~ilizaron para las subsiguien~es e~apas del programa. 

b) Medici6n de la variabilidad gene~ica. El programa calcul6 

para cada poblaci6n mues~reada las siguientes mediciones 

de variabilidad genatica: numero promedio de alelos por locus. 

porcen~aje de loci polim6rficos Cen donde cada locus fue 

considerado polim6rfico cuando se de~ec~6 mas de un alelo) y la 

he~erocigocidad promedio observada y esperada de acuerdo a la 

ley de Hardy-Weinberg. sa calcul6 utilizando la estimaci6n 

insesgada de Nei C1978). en donde la es~imaci6n insesgada de la 

he~erocigocidad poblacional en un locus esta dada por: 

h= 2n C1 - I: x 2
) / C2n - 1)· mien~ras 

i • 
que la heterocigosidad 

A r 

promedio es~imada insesgada es H = E donde k h = val or 

de h para el kesimo locus; la n = numero de individuos por locus; 

x l es la correspondien~e frecuencia alelica en una muestra. 

c) CAlculo de las dis~ancias gene~icas. La distancia 

genet.i.c.;!J. se calcul6 par el met.odo de Cavalli-Sforza. y Edwards 
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(1957). E::ste m~todo utiliza 1 as frecuencias alelicas 

transformadas por media de la raiz cuadrada, para que estas 

variables transformadas se comporten con una distribuci6n 

aproximadamente Normal. Una poblaci6n con frecuencias alelicas 

Pi, P2, .•. , PA se representa por el vector c-t:.~ ..... -t: ) 
donde A es al numaro de alelos en el i~simo locus. Un vector 

siempre,,,,. sera de longitud unitaria. y todas las poblaciones 

posibles estaran incluidas en la porci6n de la hiparesfera 

unitaria de A dimensiones para las cuales todas las coordenadas 

son positivas. La distancia angular entre dos poblaciones con 

frecuenci as Pt,P2, .•• ,PA y Pi', P2', ..• , PA' esta dado par: 

cos e = E /Pi. Pi.' 

La circunferencia de una hiperesfera unitaria es 2n. la 

1/4 parte de esta circunferancia corresponde a una sustituci6n 

alelica completa con un area de n/2 . Es conveniente trabajar en 

terminos de 28/n • donde 8 esta en radianes, para la distancia 

unitaria es entonces la sustituci6n de un alelo CCavalli- Sforza 

y Edwards. 1967; Rogers, 1972) 

Cavalli-Sforza y Edwards C1967) usaron como la distancia 

entre dos poblaciones un arco 28/n y aparte. la longitud de la 

cuerda que los junta. el cual es 

calcular las distancias arco y cuerda entre dos 

I 
e. Asi para 

poblaciones se 

utiliz6 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 

dimen!Siones, asi que el cuadrado de la distancia entre dos 

;"I cuadrado 



61 

para cada locus. De esta manera los datos son representados en un 

espacio Euclidiano, con escala igual a la unidad, por 

subslituci6n de un gene (Cavalli-Sforza y Edwards, 1967). 

En este lrabajo se calcul6 la distancia gen~tica Carco 

entre las poblaciones muestreadas. Esla distancia lema 

valores de 0 a 1, siendo de 0 cuando no hay alelos diferentes 

entre las dos poblaciones comparadas o sea que las dos 

poblaciones son iguales gen~licamente y 1 cuando todos los alelos 

son diferenles entre las dos poblaciones comparadas. 

En esta represenlaci6n una poblaci6n puede considerarse 

como siguiendo un movimienlo aleatoric en un espacio curve. 

De las principales fuerzas evolutivas de mutaci6n. 

migraci6n, selecci6n y deriva genetica, el modele de Cavalli-

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

evolutivas. Se asume que la presi6n de mulaci6n es usualmente 

peque~a en relaci6n con otras presiones y que la tasa de 

migraci6n as usualmente peque~a. No se toma en cuenta la 

migraci6n y se justifica por una parte porque las tasas de 

migraci6n peque~as actuarAn esencialmente como disturbios cflsi 

aleatorios particularmente amortiguando la variaci6n debido a la 

deriva .aleatoria; por otra parte grandes tasas de migraci6n 
" 

aparecen solamente como accidentes raros. La der iva geneti ca 

aleatoria que es el nombre dado a la variaci6n en frecuencias 

genicas las cuales inevitablemente acompaflan la formaci6n de la 

siguiente generaci6n; la tasa de cambia aleatoric dependerA del 

tama~o de la poblaci6n en cuesti6n Ctamaflo de cruzamiento 

efectivo) y la estructura de apareamiento. Si la poblaci6n es 

mas pequefla la variaci6n aleatoria es mas grande y asi el 

movimientJo aleatoric es mas rApido. La sel ecci 6n puede ser 



cons~an~e o puede variar ~an~o an al aspacio como an el ~iempo. 

Si la selecci6n es cons~an~e en el espacio. origina un cambia en 

las !recuencias genicas de ~odas las poblaciones es~udiadas 

~endiendo hacia la selecci6n direcci6nal. La selecci6n es 

probablemen~e el !ac~or principal que causa la divergencia. Si 

la selecci6n es de ~ipo es~abilizan~e tal como la ventaja 

heterocig6~ica causara una reducci6n en la varianza de 

!recuencias genicas y sus e!ec~os saran mas o menos con!undidos 

con la deriva gene~ica alea~oria. 

d) Analisis de agrupamien~os. El analisis de agrupamien~os 

comprende tecnicas que siguiendo reglas mas o menos arbi~rarias. 

lorman grupos de Unidades ~axon6micas operacionales CUTO). que 

sa asocian par el grado de similitud (Crisci y Loppez. 1983). 

En as~e es~udio las poblaciones mues~readas son consideradas como 

UTO"s. 

El analisis de agrupamiento se desarrollo usando la ma~riz 

de dis~ancias gene~icas Cdis~ancia area 28/n) de Cavalli-S!orza 

y Edwards C1967) previamen~e calculada. utilizando el me~odo de 

pares de grupos no ponderados con recalculo de los coe!icien~es 

par promedios ari~meticos CUPGMA) CSwo!!ord y Selander. 1991a). 

La estructura ~axon6mica ob~enida de la ma~riz de similitud 

con las tecnicas de analisis de agrupamien~os se represent6 

gra!icamente por media de un dendrograma. en donde segun Crisci y 

L6pez (1993) las UTO"s sa colocan en el extrema derecho y dan 
. origen cada una a un eje horizon~al. que se uniran mediante ejes 

verticales qua expresan. en relaci6n con la escala. el valor 

exis~en~a entre las UTO o conjunto de UTO. Podria decirse que un 

grupo cualquiera se constituye par las paralelas a la escala que 
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nacen de un rnismo eje vertical y las ramificaciones que 

contienen. 

e) Distancia del procedimiento Wagner. Se utiliz6 el 

metodo de Farris C1972) para construir la red de Wagner, 

estimando el Arbol filogenetico a partir de la matriz de 

distancias gen~ticas Cdistancia arco 29/rr) de Cavalli-Sforza y 

Edwards (1967). Se us6 el criteria d~ adici6n 

determinar la secuencia de adici6n de las ramas al 

multiple para 

arbol total. 

La raiz del arbol sa coloc6 en el punto media de la distancia 

patristica mAs grande qua sapar6 un par de poblaciones. En donde 

la distancia patristica es la suma de las longitudes de las ramas 

qua conactan dos nodos CUnidades Taxon6micas Operacionales COTU) 

o Unidades Taxon6micas Hipoteticas CUTH)) 

(Swofford y Selander, 1981a). 

sabra el arbol 

La tecnica del arbol Wagner utiliza como principal supuesto 

al postulado de simplicidad Cparsimonia sagun Duncan y Stuassy. 

1984) qua sostiene que los cambios avolutivos sa raalizan de la 

forma mas econ6mica posible, desde el punto de vista de los 

sucesos geneticos requeridos. La evoluci6n organica sa efectua 

con la maxima eficiencia y en todos los cambios de un estado de 

un caracter a otro recorre al camino mAs directo entre ellos. En 

otras palabras sa asume que la evoluci6n sigue siempra el camino 

camino mas corto (Crisci y L6paz, 1983). 

Farris C1972) utiliza para astimar al arbol filogenetico una 

modificaci6n de la tecnica de construcci6n del arbol Wagner de 

Kluge y Farris, cuyo procedimiento opera con una matriz 

UTO x UTO. La ventaja de aste procedimiento as qua no tiena la 

suposici6n de homogeneidad de tasas evolutivas sobre las lineas 

fileticas. 



Segun Farris (1970, ci tado por Sneath y Sakal, 1973) las 

unidades taxon6micas operacionales son puntas en el hiperespacio 

que se tratan da conectar en alguna manera 6ptima deCinida. Las 

lineas conectando estos puntas son hipotaticas como tambian 

lo son la mayoria de los puntas da los ramales CUTH). Asi que 

las UnidadE.'~'> Taxon6mi.c::as Hipot~tic::1s CUTH) son nodos en el Arbol 

Wagner que no son Unidades Taxon6micas Operacionales CUTO). Se 

llaman asi porque estan en lugar de un ancestro hipot.etico de un 

grupo de Unidades Taxon6micas operacionales dentro del arbol 

evolutivo estimado CFarris. 1972), Ademas que con la linalidad de 

acortar la longitud del arbol estimado, la tacnica de Wagner 

construye estos taxones intarmedios hipoteticos entre las UTO, 

siendo taxones artiliciales que son representados por puntas an 

la ramilicaci6n del arbol evolutivo (Crisci y L6pez, 1983). 

Este procedimiento une primeramente las UTOs CPor ejemplo A 

y B cuyas distancias en la matriz UTO .x UTO t?-s la mas pt:?q'.f~~E"fia: 

Despues se selecciona la siguiente UTO CPor ejemplo C), qua sera 

adicionada al arbol, siendo esta lamas pr6xima a las dos UTOs 

que se unieron primeramente, para lo cual sa crea una UTH C Par 

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

siguiente C6rmula: 

L C C, X) = 1 /2 [ L C C A) + L C C B) - L C A B) ] C 1) 

64 

Una vez que la L CC,X) as conocida se calcula la L CA,X), 

D CB,X) como sigue: 

L CA,X)= L CA,C) 

L CB,X)= L CB,C) 

L CC,X) 

L CC.X) 

(2) 

(3) 
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Despues se calcula la distancia entre X y las UTOs aun no 

conectadas al arbol. 

Para seleccionar la siguiente UTO a ser adicionada al arbol. 

se deben primero establecer las di£eren~ias entre cada una de las 

UTO y cada rama del arbol. a travez de la ecuaci6n C1). La 

dislancia que sea manor indica a cual rama se debe unir la 

siguienle UTO. por medic de olra UTH. Para mayor delalle en los 

calculos se recomienda ver Farris C1972). 



4. RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1. Frecuencias alelicas 

Las frecuencias alelicas se calcularon para los 14 loci 

genicos par poblaci6n muestreada, condansandosa asta informaci6n 

an el Cuadra !3. 

Los loci que mostraron una frecuencia alelica monom6rf'ica 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 observ6 un mayor polimorfismo entre y dentro 

de poblaciones. En el locus GOT2 todas las poblaciones 

muestreadas presentaron altas rrecuencias Cmayores a 0.92), en el 

alelo GOT2-1. Este locus present6 cuatro alelos, perc 3 de ellos 

con frecuencias menores al !3%, lo cual es insignificante. En el 

locus LAP1 se observaron !3 pob1aciones monom6rficas para el 

alelo 1, en tanto que en el locus LAP2 el a1elo 1 present6 

altas frecuencias alelicas mayores de O.Q4 en todas las 

poblaciones muestreadas, exepto en la poblaci6n 1. E1 locus MNR2 

present6 una fijaci6n del alelo MNR2-1. El locus PGM1 mostr6 

altas frecuencias alelicas en el alelo PGM1-1. siendo este 

monom6rfico en !3 de las poblaciones muestreadas. El 1 oc us SKDH1 

tuvo alta f'recuenci a en el al el o SI<DH1 -1 , con g pobl aci ones 

monom6rficas para .este alelo. El locus SKDH2, present6 alta 

frecuencia en el alelo SKDH2-1 (mayor de 0. Q4) en todas las 

poblaciones, siendo monom6rfico en 10 de ellas. 
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En el locus ACO, con cuatro alelos, las poblaciones de 

Durango mostraron al tas f'recuencias en los alelos AC0-1. 

mientras que en las poblaciones del centro de Mexico y de 

Oaxaca las altas f'recuencias se presentaron en el alelo AC0-2 y 

AC0-3. En lo que respecta a las poblaciones del sur de 

Mexico y Centroamerica las altas f'recuencias se presentaron en 

el alelo AC0-3. Las dos poblaciones de P. ayacah:u.i. te var. 

vei tchi. i. tuvieron 

frecuencias, 

poblaciones. 

pero el 

cuatro alelos, dos de ellos con mayores 

alelo AC04 f'ue unico para estas dos 

En el locus GOT1, las poblaciones de Durango presentaron 

altas frecuencias en el alelo GOT1-2, en tanto que todas las 

poblaciones restantes presentaron su mayor f'recuencia en el alelo 

GOT1-1. 

En el locus GOT3, las poblaciones de Durango muestran altas 

frecuencias en el alelo GOT3-2, a dif'erencia de las demas 

poblaciones que presentaron sus mayores f'recuencias en el alelo 

GOT3-1, con excepci6n de la poblaci6n 2 que present6 alta 

frecuencia en el alelo GOT3-2, al igual que las poblaciones de 

Durango. 

El locus LAP3, present6 en las poblaciones de Durango altas 

frecuencias en el alelo LAP3-3, mientras que las de mas 

poblaciones presentaron altas f'recuencias en los alelos LAP3-1 y 

LAP3-2. 

altas 

demas 

En el locus MNR1, las poblaciones de Durango tuvieron mas 

f'r ecuenci as en el al el o MNR1 -2, en compar aci 6n con 1 as 

poblaciones muestreadas, en donde solamente las 



poblaciones 1,2,3,4, y 8 ~uvieron la presencia de es~e alelo. 

pero en muy baja 1recuencia. 

En el locus MNR3. 1 as pobl aci ones des de 1 a 1 has~a 1 a 1 0 

presenlaron al~as frecuencias en el alelo MNR3-1. mien~ras que en 

las poblaciones de Durango se presen~6 el alelo monom6r1ico 

MNR3-3 que fue difer0nlG al de las dem~s poblacione~ mues~readas. 

Las poblaciones 1 y 2 del cen~ro de la Rep6blica Mexicana, del 

Eje Neovolcanico presen~aron el alelo unico MNR3-2. 

En el locus 6PGI. las mayores 1recuencias alelicas en las 

poblaciones de Durango, sa presen~aron en el alelo 6PGI-3, en 

~an~o que en las demas poblaciones las mayores xrecuencias 

alelicas sa presen~aron en el alelo 6PGI-1 y 6PGI-2. 

Las poblaciones 1 y 2 presen~aron alelos 6nicos en los locus 

AC0-4. MNR3-2 y presen~aron alelos con al~a 1recuencia, ~al como 

GOT3-2, PGM1-2. 

De las poblaciones 6 a la 10 mos~raron mayor numero de 

alelos pr6ximos a su 1ijaci6n, ademas de presen~ar locus 

monom6r1icos en: GOT1-1, GOT2-1, GOT3-1, LAP1-1. LAP2-1, MNR1-1, 

MNR3-1 • PGM1 -1 , SKDH1 -1. • SKDH2-1 . Lo cual as i ndi cador de que 

las poblaciones de Chiapas. Gua~emala y Honduras ~ienen problemas 

para man~ener al~a diversidad genelica. Es~o puede deberse a que 

han sido cor~ados varies individuos de ~a especie ~ipica, ~al y 

como lo repor~a CAMCORE en las descripciones de los si ~ios 

colec~ados. Asi, al disminuir las poblaciones hay mayor exec~o 

de fijaci6n de alelos debido a la deriva gene~ica. Por o~ra 

par~e pueden haber problemas con la polinizaci6n cruzada al 

encon~rarse pocos individuos en los si~ios colec~ados ya que es 

muy posible que es~en lan dislanles que no sea posible que el 
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Cuadra 5. Fr-ecuencias al~licas de las poblaciones estudiadas. 

---------------------------------------------------------------------------
POBLACIONES 

------------------------------------------------------------
Locus Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
---------------------------------------------------------------------------

ACO 
(n) 24 25 9 26 25 30 14 40 39 30 21 27 

1 .29 .34 .oo .02 .00 .oo • 04 ., • 09 .00 .00 .62 .39 
2 .33 .36 .56 .35 .18 .33 .00 .11 .04 .05 .31 .50 
3 .23 .22 .44 .63 .82 .67 .96 .BO .96 .95 .07 .11 
4 .15 .08 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 

GOTl 
<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 .oo .06 .oo .00 .02 .00 .02 .00 .00 .93 .95 
3 .oo .00 .00 .02 .00 .00 .00 .02 .00 .00 .00 .00 
4 .00 .00 .00 .02 .00 .02 .oo .01 .00 .oo .oo .oo 

GOT2 
<n> 25 25 9 26 26 30 14 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 .oo .06 .04 .oo .00 .00 • 01 .00 .oo .00 .oo 
3 .oo .oo .00 .02 .00 .03 .00 .oo .00 .00 .00 .oo 
4 .00 .00 .00 .02 .00 .00 .00 .oo .oo .oo .07 .02 

GOT3 
(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 .,.. ._, .00 .oo .00 .00 .00 .18 .00 .00 .00 .00 .00 .00 
4 .00 .00 .oo .00 .00 .oo .00 .01 .00 .oo .oo .oo 
5 .00 .00 .oo .00 .oo .00 .00 .oo .00 .02 .00 .oo 

LAP1 
<n> 25 25 9 26 25 18 14 40 39 30 21 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 .oo .00 .00 .71 .00 

LAIP2 
<n> 25 25 9 26 26 30 14 40 39 30 21 29 

1 .82 .94 .94 .96 .96 .97 .96 .99 1. 0 .97 1.0 1.0 
2 .18 .06 .06 .04 .oo .03 .04 .01 .00 .03 .00 .00 
3 .oo .00 .00 .00 .04 .00 .00 .oo .oo .00 .00 .oo 

LAP3 
<n> 25 25 9 26 26 30 14 40 39 30 21 29 

1 .64 .58 .50 .27 .60 .81 .36 .86 .97 .88 .00 .00 
2 .34 .36 .03 .69 .31 .15 .64 .12 .00 .10 .09 .10 
3 .02 .06 .00 .02 .10 .00 .oo .01 .00 .00 .90 .88 
4 .00 .00 .17 .02 .oo .03 .00 .oo .03 .02 .00 .oo 
5 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .oo .00 .00 .00 .00 
6 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .oo .oo .00 .00 .oo .00 
7 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .oo .oo .00 .oo .00 ,.02 



Cuadra 5. <Continuacion> 

locus Alelo 

l'tHRl 
<n> 

Mt!IR2 
<n> 

Mti!IR3 
<n> 

f'GHl 
<n> 

6PG1 
(n) 

SIKDH1 
<n> 

Slti:DH2 
<n> 

1 
2 

1 
2 

1 
2 
3 

1 
2 
3 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 

1 
2 

1 

25 
.88 
.08 
.04 

25 
1. 0 
.00 
.00 

24 
.98 
.02 
.00 

25 
.90 
.10 
.00 

2 

25 
.90 
.10 
.00 

25 
1. 0 
.00 
.00 

.93 

.06 

.00 

25 
.60 
.40 
.00 

9 
• 94 
.06 
.oo 

9 
1.0 
.00 
.oo 

9 
1. 0 
.00 
.00 

9 
1.0 
.00 
.00 

4 

26 
.98 
.02 
.oo 

26 
.86 
.11 
.03 

26 
1.0 
.oo 
.oo 

26 
.90 
.10 
.oo 

POBLACIONES 

5 

26 
1. 0 
.00 
.00 

25 
.98 
.00 
.02 

13 
1.0 
.00 
.00 

26 
1. 0 
.00 
.00 

6 

30 
.98 
.00 
.02 

30 
.93 
.05 
.02 

15 
1. 0 
.00 
.00 

30 
1.0 
.00 
.00 

25 25 9 26 26 30 
.32 .20 .61 .21 .06 .07 
• 44 • 46 • 28 • 63 • 86 • 87 
.24 .34 .11 .13 .08 .06 
• 00 • 00 • 00 • 02 • 00 • 00 

25 16 7 24 18 7 
1.0 1.0 1.0 .96 1.0 1.0 
• 00 • 00 • 00 • 00 • 00 • 00 
• 00 • 00 • 00 • 04 • 00 • 00 

25 16 
• 94 1.0 
.06 .00 

3 10 
1.0 1.0 
• 00 • 00 

18 7 
1.0 1.0 
• 00 • 00 

7 8 

14 40 
1. 0 • 95 
• 00 • 05 
• 00 • 00 

14 40 
• 89 .75 
.11 • 21 
• 00 • 04 

14 24 
1.0 1.0 
• 00 • 00 
• 00 • 00 

14 40 
• 96 • 99 
.04 • 00 
• 00 • 01 

14 40 
• 07 • 06 
• 89 • 91 
• 04 • 03 
• 00 • 00 

9 10 11 12 

39 30 21 29 
1.0 1.0 .76 .71 
• 00 • 00 • 24 • 28 
• 00 • 00 • 00 • 01 

39 30 21 29 
1.0 1.0 1.0 1.0 
.00 .00 .00 .00 
• 00 • 00 • 00 • 00 

39 30 21 29 
1.0 1.0 .oo .oo 
• 00 • 00 • 00 • 00 
.00 .00 1.0 1.0 

38 15 21 29 
.97 1.0 1.0 .95 
• 03 • 00 • 00 • 03 
• 00 • 00 • 00 • 02 

39 30 21 
.00 .02 .14 
.94 .80 .00 
.06 .18 .86 
• 00 • 00 • 00 

29 
.41 
.07 
.52 
.oo 

14 35 39 30 21 
.96 1.0 1.0 1.0 1.0 

29 
.90 
.10 
.00 

• 04 • 00 • 00 • 00 • 00 
• 00 • 00 • 00 • 00 • 00 

14 
1.0 
.00 

7 
• .Jo 

1.0 
.00 

39 
1.0 
• 00 

30 
.98 
.02 

21 
1.0 
.00 

29 
1.0 
.00 

NOTA: f'oblacibn 1 <Pob. 1) = San Juan Tetla~ Puebla~ M~x; Pob. 
Rafael, M~xico, M~x.; Pob. 3 = Nundaco~ Oaxaca~ M~x.; Pob. 4 

2 = San 
= 1:-:t lttn !I 

Oaxaca~ Mex.; Pob. 5 = San Cristobal de las Casas~ Chiapas~ Mex.; 
Pob. 6 = ElPorvenir, Chiapas~ Mex.; Pob. 7 = f'alestina~ Guatemala; 
Pob. B = Chuipachec, Guatemala; f'ob. 9 = Ocotepeque~ Honduras; Pob. 
10 = Las Trancas, Honduras; Pob. 11 = El progreso, Durango, Hex.; Pob. 
12 = La Victoria~ Durango, Mexico; n = tama~o de muestra. 
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polen pueda viajar de unos arboles a ol.ros f'avoreciendose la 

endogamia, ademas de que puede ser que se presenl.e variabilidad 

en la f'enologia de la f'loraci6n ~an~o masculina como f'emenina. 

Ol.ro f'ac~or a considerar es la migraci6n, la cual ha disminuido 

debido a que es dif'icil que se es~ablesca la regeneraci6n Csegun 

repor~e de CAMCORE). 

Las poblaciones 11 y 12 presentaron mayor semejanza la una 
~ 

con la ol.ra en relaci6n con las demas poblaciones, presentando 

alelos con alta f'recuencia tal como AC0-1, GOT1-2, GOT2-4, 

GOT3-2, LAP3-3, y 6PGI -3. Ademas est as dos poblaciones 

presentaron el alelo MNR3-3 monom6rf'ico. Asi ~ambiem 

presentaron el alelo LAP3-3 con alta f'recuencia (mayor de .88). 

La inf'ormaci6n sabre f'recuencias alelicas para los 14 

loci isoenzimaticos permi~i6 dif'erenciar a las poblaciones como 

per~enecientes a taxa independientes, habiendo mayor semejanza de 

las poblaciones de Pinus ayacahuite ~ipico y las de Pinus 

ayacahuite var. ueitchii en comparaci6n con las poblaciones de 

Pin1~ ayacahuite var. brachyptera. 

4.2. Diversidad genetica 

El numero de alelos promedio por locus de todas las 

poblaciones mues~readas vari6 de 1.3 a 2.6 correspondiendo es~os 

valores extremes a las poblaciones de Ocotepeque, Honduras e 

Ix~lan, Oaxaca, Mexico, respect! vamente. El numero de alelos 

promedio para todas las poblaciones muestreadas f'ue de 

1. 87. El promedi o por taxa f'ue de 2. 06 para las dos 

poblaciones de P. ayacahuite var. ueitchii, 1.84 par a 1 as ocho 



Cuadro 6. Medidas de variabilidad ganetica da las 

poblacionas da los tras taxa estudiados. 

POBLACIONES TMPPL 

taxa: Pinus ayacahuite tipico 

Nundaco. Oax. Mex.C3) 8.4 

Ixtlan. Oax .• Max.C4) 24.7 

San Cristobal. da las 
Casas. Chis .• Mex.C6) 23.7 

El Porvanir, 
Chis .• Mex.C6) 24.8 

Palastina, Guat.C7) 14.0 

Chuipachac, Guat.C8) 36.9 

Ocotapeque, Hon.C9) 38.9 

Las Trancas, 
HondurasC10) 28.9 

Promadio ................... . 

NPAL 

1.8 

2.6 

1.6 

2.1 

1.6 

2.2 

1.3 

1.6 

1.8 

taxa: Pinus ayacahuite var. brachyptera 

El Progreso 
Dgo .• Mex.C11) 

La Victoria, 
Dgo .• M9x. C12) 

21.0 

28.9 

Promadio ................... . 

1.6 

2.0 

1.8 

taxa: Pinus ayacahuite var. veitchii 

San Juan Tatla, 
Pue .• Mex.C1) 

San Ra~ael, Mex.C2) 

24.9 

23.6 

Promadio ................... . 

2.2 

1. 9 

2.0 

PLP 

* 

64.3 

67.4 

28.6 

42.9 

28.6 

60.0 

7.1 

21.4 

37.6 

67.1 

67.1 

67.1 

64.3 

64.3 

64.3 

HETERO PROM 

OBS HDYWBG 

.161 .190 

.193 .232 

.089 .116 

.110 .144 

.087 .106 

.109 .123 

.022 .021 

.067 .066 

.102 . 12 

.119 .172 

.094 .167 

.106 .17 

. 213 . 266 

. 349 . 261 

. 281 .26 
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Nota: * Los loci ~ueron considerados polf'm6r~icos si la ~recuancia 
del alelo mas comun no excedia 0.96; TMPPL = Tama~o de muestra 
promedio par locus; NPAL = Numero promedio de alelos par locus; 
PLP= Porcentaje de loci polim6r~icos; HETERO PROM = Heterocigosi-
dad promedio; OBS = observada; HDYWBG = Estimaci6n insesgada de la 
hetocigosidad CNei, 1978), de acuerdo ala ley de Hardy-Weinberg; 
C 1) -C 12) = NT.Jmer o de pr· ocedenc i a C ver Cuadr o 1) . 



poblaciones de P. ayacahui te tipico y de 1.8 para las dos 

poblaciones de P. ayacahuite var. brachyptera. 

Los val ores encontrados en este estudio estuvieron 

ligeramente abajo de 2.7 que es el valor promedio reportado por 

Hamrick at al. (1981) para Gimnospermas. Pero entr-an 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 vari6 de 

7.1% COcotepeque. Honduras) a 64.3% CSan Juan Tetla. Pue .• San 

Rafael. Mex. y Nundaco. Oaxaca). 

En el caso de Pinus ayacahui te tlpico, las poblaciones de 

Nundaco e Ixtlan. Oaxaca. Mexico; Chuipachec. Guatemala y El 

Porvenir. Chis.. Max. presentaron los valores mas altos de 

polimorfismo con valores de 64.3%. 57.4%. 50.0% y 42.9%. 
•f 

Las poblacionas que presantaron los porcantajes mas bajos 

de polimorfismo fueron las poblciones de Ocotapeque. Honduras 

(7. 1%) y Las Trancas. Honduras (21.4~~- Esto indica que 

estas poblaciones tienen bajos niveles de deversidad genetica, lo 

cual puede debarse a que se han cortado varios genotipos 

aumentando la endogamia y los efectos de fijaci6n de alelos via 

deriva genetica. como sa discuti6 anleriormente en r'elaci6n con 

las frecuencias alalicas. Tambian as posible que est as 

poblacionas. par estar en el extrema marginal de la especie 

tlpica. present en aislamiento y restricciones del flujo 

genetico. Ademas las poblaciones marginales como lo indica Ledig 

C1986) sufren los efectos de pocos individuos fundadores. Aunque 

as posible que las tres causas esten actuando para dar como 

resultado baja diversidad genetica. 



Considerando el porcentaje de polimorfismo promedio. las 

poblaciones de Pinus ayacah:u.ite var. ueitchii tuvieron mayores 
porcentajes de polimorfismo (64. 3%). continuando en or den 
descendente las poblaciones de P. aya.cah:u.ite var. brachyptera 

C57.1YJ y finalmente el P. aya.cahuite tipico C37.5YJ. En el case 
de las dos variedades d~be considerarse que solamente se 
muestrearon dos poblaciones. las cuales pueden haber sido las mas 
variables. lo cual esta alterando la informaci6n. En el caso de 
P. ayacahuite tipico se muestrearon varias poblaciones. perc 
puede ser que debi do a que 1 as pobl aci ones naturales han si do 
degradadas. esto este causando que sus val ores de di versi dad 
genatica sean menores. 

Ledig C1986) report6 una tabla de trabajos isoenzimaticos 
en pinos. en donde el porcentaje de polimorfismo promedio Ccon el 
criteria de 95%) fue de 63%. con valores extremes de 0% para el 

Pinus resinosa. y 90% para el Pinus taeda. En este estudio. los 
valores promedio de polimorfismo tanto para la variedad veitchii 

C64. 3%) como para la variedad brachyptera C57.1%) estan por 
arriba del valor promedio reportado por.,_ Ledig C1986) de 63%, lo 

cual indica que tienen alta variabil idad. Est..a alta di versidad 
genetica puede deberse a que estas poblaciones no han side 

fuertemente impactadas por el hombre presentando polinizaci6n 
cruzada y flujo genetico entre sus poblaciones naturales. 

El hecho de que la variedad brachyptera. present6 menores 
val ores de pol i morfi smo en rel aci 6n con 1 a var i edad vei tchi i 

puede deberse a que el ambiente donde crece naturalmente la 
variedad brachyptera tiene climas mas frios. con mas variaci6n en 
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las temperaturas c-23 <>C a 40 oC) por lo cual el e:fecto de la 

selecci6n natural es mas marcado. 

En el case del porcentaje de polimor:fismo promedio del 

Pinus ayacahuite tipico (37.6%) esta par debajo del porcentaje 

de polimor:fismo promedio reportado par tedig C1986) de 63%. Est. a 

indica que la especie tipica tiene bajos niveles de variabilidad 

genalica. No obstante, considerando las poblaciones de Nundaco e 

Ixtlan, Oaxaca, Max., presantaron valores altos de polimor:fismo 

ar r i ba del- pr omedi o report ado por Ledi g C 1 986) . Esto puede 

deberse a que las poblaciones de Oaxaca han sido menos impactadas 

por el hombre y es mas abundante el numero de indi vi duos de la 

especie tipica (como lo reporta CAMCORE en su registro de 

caracleristicas del sitio). Otras dos poblaciones con altos 

val ores de pol i mor :f i smo son 1 as de El Por veni r , Chis. , Max. 

C42. 9%) y Chuipachec, Guatemala C60. 0%), las cuales aunque han 

sido perturbadas par el hombre par media de cortas, cont.inuan 

manteni~ndo su diversidad genetica via polinizaci6n cruzada. 

:flujo genetico, ademas que el e:fecto de la deriva genatica de 

:fijaci6n de alelos no ha side muy pronunciado. 

En lo que respecta a la heterocigosidad CH), o sea, la 

:frecuencia promedio de individuos heterocig6ticos par locus 

CAyala y Kiger, 1984), se encontr6 una variaci6n de 0.022 a 0.26, 

valores que corresponden a las poblaciones Ocotepeque, Honduras 

y San Ra:fael, Mexico, respectivamente, con un valor promedio 

para t.odas 1 as pobl aci ones muestr·eadas de 0. 13. Las dos 

poblaciones de Pinus ayacahuite var. veitchii tuvieron un valor 

Pinus ayacahuite tipico presentaron un valor de heterocigosidad 

promedio de 0.12, asi tambien las dos poblaciones de 
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Ptnl~s ayacah:ui te 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 

veitchii present6 el valor mas alto, continuando en or den 

descendente la variedad brachyptera y finalmente la especie 

tipica. Es importante considerar que las poblaciones muestreadas 

de las var iedades vei tchi i y brachyptera fueron sol amente dos, 

por lo cual estes resultados debEljp considerarse con sus 

respectivas precauciones, dado que, ... tal vez las poblaciones 

consideradas en este estudio pudieron ser las mas variables. 

Dentro de la 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 

respecti vamente. 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 0.021 

y 0. 045, lo cual indica que hay problemas de baja diversidad 

genetica de igual forma como lo indic6 el porcentaje de 

pol i mor f is mo. Esta baja diversidad genetica se debe posiblemente 

a: a) la destrucci6n o degradaci6n de las poblaciones; b) 1o 

restringido del flujo genetico o c) al reducido numero de 

individuos fundadores debido a que son poblaciones situadas 

en el extrema de la distribuci6n natural. 

La heterocigosidad promedio registrada por Mitton C1983) 

para las coniferas fue 0.270 valor 

encontrado en este estudio C0.26). 

que es parecido al maximo 

En el escrito de Ledig (1986) 
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en base a 37 investigaciones de isoenzimas en pinos, se ob~uvo 

~na heterocigosidad esperada promedio de 0.173, con un rango de 0 

a 0.362 que corresponden a Pinus torreyana y Pinus taeda. 

Asi considerando el escri~o de Ledig C1986), los valores 

encon~rados en es~e es~udio se ubican den~ro del rango 

definido para el genera Pinus y el valor promedio es muy cercano 

al valor promedio repor~ado por el ul~imo au~or. 

Los valores de he~erocigosidad esperada promedio para Pinus 

ayacahuite ~ipico ~endieron a disminuir del Cen~ro de la 

Republica Mexicana hacia Cen~roamerica. De ~al forma, que los 

mayores valores se encon~raron en las poblaciones de Ix~lan 

(0.232) y Nundaco (0.19), Oaxaca, Mexico y los menores valores se 

encon~raron en Oco~epeque C0.021) y Las ~rancas (0.055) 

Honduras. Es~os valores de baja he~erocigosidad Cver Cuadra 5), 

se encuen~ran en el ex~remo de la dis~ribuci6n de la especie y 

como indica Ledig (1986), la baja he~erocigosidad se debe al 

aislamien~o y a lo res~ringido del flujo gene~ico en las 

poblaciones marginales que deben su origen a even~os de 

colonizaci6n y sufren los efec~os de pocos individuos fundadores. 

Es~a misma ~endencia de decremen~o de la variabilidad gene~ica en 

los margenes de la dis~ribuci6n se presen~6 en Pinus contorta spp 

tatifotia CYeh y Lay~on, 1979). Ademas, o~ras causas de la baja 

He~erocigosidad puede ser que las poblaciones fueron fuertemen~e 

degradadas por cor~as, lo que ha acentuado el efec~o nega~ivo de 

la deriva gene~ica y la endogamia. 

Ademas, se encon~raron poblaciones que a la~i~udes 

semejan~es a o~ras, ~uvieron mayores valores de he~erocigosidad. 
l 

tal es el caso de las poblaciones de El Porvenir. Chis., 
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Mexico (0.144), Chuipachec, Guatemala Cb.123), lo cual indica 

lugares regionales de mayor variabilidad genetica. 

La prueba de 2 
~ mostr6 que los valores observados en todas 

las poblaciones son similares Cno estadisticamente di~erentes) a 

los valores esperados par la ley de equilibria de Hardy-Weinberg 

par lo tanto las poblaciow;;os se encuentran en equilibria 

gen6lico con ~recuencias genntlpicas esperadas con polinizaci6n 

aleatoria y sobrevi vencia aleatoria dentro de cada poblaci6n. 

Sin embargo. en la mayoria de los casas los valores observados 

de Heterocigosidad ~ueron numericamente menores a los valores 

esperados. lo cual indica que hay una tendenci a haci a 1 a 

reducci6n de la variabilidad gP.netica y un aumento de la 

endogamia en la mayoria de las poblaciones muestreadas. 

4.3 Distancias geneticas 

Con la matriz de distancias geneticas Carco 2 9/y de 

Cavalli-Sf'orza y Edwards C1967)), CCuadro 7) para todas las 

combinaciones de las poblaciones. se construy6 un f'enograma de 

agrupamiento CFigura 7). 

Primeramente las poblaciones con las distancias geneticas 

mas peque~as 0 sea las poblaciones mas parecidas se colocaron en 

la misma rama, asi la poblaci6n 1 con la 2. la poblaci6n 3 

con la 4. la poblaci6n 6 con la 6. la poblaci6n g con la 

10, la poblaci6n 7 con la 8 y la poblaci6n 11 con la 12. Las 

~recuencias de cada par de poblaciones f'ueron promediadas y se 

gener6 una nueva matriz con valores de distancias geneticas. Las 

poblaciones con las menores distancias f'ueron agregadas a la 

rama apropi ada. 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 Pin.IL6 a.ya.cahu.ile. t1pi

co y sus variedades b4a.chypt~ y veitchi£. Las distancias parea-

das estan bajo la diagonal y las medias por grupo de comparaci6n es 

tan arriba. -

POBLACIONES MUESTREADAS 

ESPECIESjroBLACIONES (1) (2) (3) (4) {5) (6) (7) (8) (9) (1.0) (11.) (12) 

P btu..6 a.ya.ca.hu.ile. var. v eitchli 

~I IG San Juan Tetla, Pue., Mex. (1) • 249 

San Rafael, Mex., Mex. (2) 

P ,(nru, a.ya.cahu.ile. t tp ico 

Nundaco, Oax., Mex. (3) .18 .24 --' 

Ixtlan, Oax., Mex. (4) .19 .20 .18 --J 

San Cristobal de las Casas, 
Chis., Mex. (5) .22 .26 • 20 .17 ---' 

E1 Porvenir, Chis., Mex. (6) .22 .27 .19 .19 .13 __. .530 

Palestina, Quetzal, Guat. (7) .24 .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.(lO) .25 .31 .22 .25 .14 .15 .17 .16 .08 _.J 

Pmru, a.ya ca.luLUe. var. bJta.chypteJLa. 

El Progreso, Dgo., Mex. (11) .46 .45 .49 .49 • 52 .54 .!Xi .54 .fD .57 I .21-J La Victoria, Dgo., Mex. (12) .45 .45 .47 .49 • 52 • 53 .52 .ED .57 .!Xi 
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S. JUAN TETLA, PUE., MEX.W 

S. RAFAEL, MEX., MEX.(2J 

NUNDACO, OAX., MEX.(3J 

IXTLAN, OAX., MEX.(4) 

S. CRISTOBAL DE LAS C.,CHIS., MEX.l5J 

EL PORVENIR, CHIS., MEX.(6) 

OCOTEPEQUE, OCOT., HON.(9) 

LAS TRANCAS, LA PAZ, HON.CIOJ 

PALESTINA, QUETZAL., GUAT.l7J 

CHUIPACHEC, TOTON., GUAT.C8) 

EL PROGRESO, DGO., MEX.CIU 

LA VICTORIA, DGO., MEX.U2J 

.54 .48 .42 .36 .30 .24 .18 .12 .06 .00 

DISTANCIA GENETICA 

Figura 7. Fenograma de lao poblaciones de Pinu~ ayacahuite, desarrollado usando la tec

nica de ligamiento promedio (UPCMA) con las distancias arco de Cavalli-Sforza 

y Edwards (1967). PAV=Pinus ayacahuite var. veitchii; PAA=Pinus ayacahuite t! 

pico y PAB=Pinus ayacahuite var. brachzPtera. 
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ponderados o t&cnica de ligamienlo promedio, se continu6 hasta 

que todas las ramas se unieron. 

La poblaci6n 1 y 2 Cde P. ayacahuite var. veitchii) y las 

poblaciones 3 y 4 Cde Pinus ayacahuite tipico) formaron un primer 

grupo con un nivel de agrupamiento de 0.204. Es importante hacer 

notar, que la poblaci6n 1 y 2 fueron muy parecidas, formando un 

grupo con un nivel de agrupamionto 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 geneti camente 1 as pobl aci ones de 

P. ayacahuite var. veitchii. Este primer grupo indica que las 

poblaciones 3 y 4 tienen caracteristicas geneticas intermedias 

entre la especie tipica y la variedad veitchii, representando tal 

vez la transici6n entre ambos taxa. Esto se puede ver en las 

frecuencias alelicas semejantes que presentan eslas poblaciones 

en los alelos AC0-2, GOT3-1 , GOT3-2, LAP2-·2, MNR1 -2, 6PGI -1 , 

6PGI-2 y 6PGI-3. Ademas de tener los val ores mas altos de 

helerocigosidad observada como esperada de todas las 

poblaciones muestreadas en este estudio. 

Un segundo grupo con las poblaciones 5,6,7,8,9 y 10 fueron 

geneticamente semejanles asociandose con la localizaci6n 

geografica, puesto que lodas estas poblaciones se encuenlran en 

Chiapas, Guatemala y Honduras. C:sle grupo £orm6 tres 

subagrupamientos que se unieron geograficamente, asi se unieron 

las poblaciones 6 y 6 de Chiapas, Mexico Cnivel de agrupamiento 

0.133), las poblaciones Q y 10 de Honduras Cnivel de agrupamiento 

0.085) y las poblaciones 7 y 8 de Guatemala Cnivel de 

agrupamienlo 0.148). Los bajos valores de las dislancias 

geneticas entre eslas poblaciones mueslreadas se apoyan en las 
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frecuencias al~licas de estas poblacion~s. que se caracterizaron 

por pr esentar var i os 1 ocus monom6r f' i cos o tendi entes a ser 

monom6rf'icos como es el caso de: GOT1, GOT2, LAP1, MNR1, MNR3, 

PGNI. SKDH1, y SKDH2. Ade-mas, 1 a semej anza genetica que 

presentaron las poblaciones 6, 6, 7, s. 9 y 10 puede 

deberse a q'Je estas poblaciones estan adapladas a crecer en 

las partes altas o zonas mont.:..=lf'los."'l.S de lugares con clima tropical 

y subtropical. Ademas estas poblaciones se encuentran en las 

Sierras del sureste de Mexico que se continuan con las Sierras 

de Centroamerica por lo que puede o pudo haber en el pasado un 

f'lujo genetico entre estas poblaciones. 

Una hip6tesis para explicar la similaridad genetica de 

las poblaciones de P. ayacahuite de Chiapas y Centroamerica es 

que en el pasado durante el pleistocene, epoca en que el genera 

Pi nus dominaba en muchos segmentos del perfil de vegetaci6n de 

Mexico, o sea que existia una gran abundancia de plantas 

pertenecientes a este genera CRzedowski et al., 1977). las 

poblaciones de P. ayacahui te estuvieron mas ampliamente 

distribuidas por lo que podian considerarse como un continuo en 

el cual habia un flujo genetico. Esta hip6tesis tambien se 

respalda por Daubenmire (1978) quien sostiene que en la epoca 

del Pleistocene durante las glaciaciones, al darse un 

enf'riamiento global que 11 eg6 a 1 as montaflas de Mexico y 

la regi6n tropical, las coniferas se desplazaron hacia el sur 

hasta el Golfo de Mexico. Fue entonces cuando los pinos 

se expandieron hacia Centroamerica CMirov, 1967; Mirov y 

Hasbrouck, 1976). Al elevarse la temperatura en la Epoca del 

Hol oceno, 1 as pobl ac i ones que se encontraban en 1 ugares 



tropicales fueron subiendo ha.cia altitudes mayor as 

CDaubenmire, 1978), raz6n por la cual en la actualidad solamen~e 

se encuenlran poblaciones de P. ayacah:ui te en las partes 

alt.as de las mont.anas, en donde han quedado aisladas 

formando poblaciones con diferent.es lineas de 

divergencias lanlo en Chiapas, Guatemala y Honduras CFigura 7). 

Asi. una expl.icaci6n de porque las poblaciones de Chiapas y 

Honduras t.uvieron menor dist.ancia genetica en relaci6n a la 

dislancia genetica con las poblaciones de Guatemala puede ser qua 

en el Holocene las poblaciones de Guatemala se aislaron primero 

de 1 as pobl aci ones de Chi apas y Honduras que for maban una gran 

poblaci6n en la cual se present6 un mayor flujo genetico ent.re 

sus poblaciones. Aunqua la mayor semejanza de las poblaciones de 

Chi a pas y Honduras puede debar se sol amente a que 1 os ambi antes 

de Chiapas y Honduras son mas parecidos. 

Un ~ercer grupo lo consli~uyeron las poblaciones 11 y 12 de 

Pinus ayacahuite var. brachyptera del nor~e de la Republica 

Mexicana que se unieron con un nivel de agrupamien~o de 0.213. 

Est.e grupo present6 las dist.ancias geneticas m~s grandes con las 

dem~s poblaciones mueslreadas Cver Cuadra 7 y Figura 7). Est as 

dos poblaciones presenlaron frecuencias alelicas m~s altas en 

diferentes alelos en relaci6n con las dem~s poblaciones 

muestreadas. Los locus en que se observ6 lo an~erior fueron: 
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ACO, GOT1, GOT3, LAP3, y 6PGI1; 

unico MNR3-3. 

adem~s. presentaron el alelo 

Es i mpor lante hacer notar que 1 as pobl aci ones de Pi nus 

ayacahuite var. brachyptera fueron mas semejantes geneticamente a 

las poblacion~s de Pinus ayacahuit~ var. veit~hii Cver Cuadra 7), 
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lo cual apoya la. idea de Martinez C1948) que la variedad 
<I 

vei tchi i parecia inter media entre el P. ayacahui te var. 

brachyptera y el P. ayacahuite tipico. 

En general las asociaciones geneticas aproximadamenle 

correspondieron a las ~sociaciones geogra~icas. Las pobl ac i ones 

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

dos poblaciones de Oaxaca, las cuales ~ueron mas cercanas 

geogra~icamente que las de mas poblaciones muestreadas. Las 

poblaciones 5, 6, 7, 8. 9 y 10 de Chiapas. Guatemala y Honduras 

~or mar on otro grupo y cada subgrupo ·tambi€m se asoci6 

geogra~icamente dado que se unieron las poblaciones 5 y 6 de 

Chiapas, Mexico. la 9 y la 10 de Honduras y la 7 y 8 de 

Guatemala. Las poblaciones 11 y 12 de Durango. Mexico formaron 

un grupo semejante geneticamente. ubicado geograficamente en la 

parte norte de la Republica Mexicana. 

4.4. Relaciones filogeneticas 

Las distancias area de Cavalli-Sforza y Edwards C1967) 

fueron usadas en conjunci6n con la distancia del procedimiento 

Wagner (Farris. 1972) para estimar las relaciones filogeneticas. 

El arbol ~ilogGne~ico result.ant.e se const.ruy6 usando analisis 

multivariado para proyectar un ancestro hipotetico con 

caract.erist.icas geneticas que pudieran explicar la variaci6n 

entre los taxa de este estudio. El punta media de la distancia 

algebraica mas larga entre los taxa fue usado como la raiz del 

arbol filogenetico; la raiz se puede considerar como un tax6n 

hipotetico teniendo las caracteristicas geneticas de un 

progenitor. Las unidades t.axon6micao::: operacionales con 
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distancias geneticas que esluvieron cercanas a la raiz, f'ueron 

unidas al primer arbol y aquellas mas distantes sa agregaron 

despu~s (Niebling y Conkle, 1987). 

La prdmera subdivisi6n del arbol f'ilogen6tico CFigura SJ, 

form6 dos ramas. La rama mt!s baja repr.;:osent6 a la especie Pinus 

ayaca.hui. te var. brachyptera y la rama de arriba incluy6, tanto a 

la especie Pinus ayacahui.te tipico como al Pinus ayacahuite var. 

vei tchi. i. 

La rama que incluy6 al P. ayacahuite var. brachyptera 

present6 una ruta gen6tica larga, lo cual presume qua las 

poblaciones de La Victoria y Laguna del Progreso, Dgo. , M6xico, 

tuvieron una evoluci6n subslancial a partir de la raiz y di6 la 

tendencia de divergencia de norle a sur, en base a las dos 

poblaciones muestreadas de asla especia. Perc f'all6 incluir en el 

muestreo, poblaciones de olras areas de dislribuci6n natural para 

taner mas claridad en lo que raspecla a la irradiaci6n o 

diversificaci6n de asle complejo laxon6mico. 

Una subdivisi6n de la rama superior coloc6 en diferenles ,,. 

subramas tanlo a la especie P. ayacahuite var. veitchii como a 

la aspecie P. ayacahuite lipico. Eslas dos subramas lienen rulas 

genelicas corlas a partir de la raiz, lo cual supone que eslas 

especies lienen allo parecido al progeni lor comun de 611 as. 

Estos resultados no concuerdan con la hip6tesis de que el Pinus 

ayacahui te var. brachyptera es el mas pareci do al ancestro 

comun de los lres laxa, pueslo que se cree que los pinos enlraron 

a Mexico procedentes de Norteam6rica a lrav6s de la Sierra Madre 

Occidental y Sierra Madre Ori~ntal a inicios y mediados del 

perlodo ~erriario CMirov, 1q67; Mlrov y Ha~brouck, 1976). 
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Ademd.S, a nivel de la semilla, se considera que semillas 

sin ala es una caracterislica menos evolucionada en relaci6n 

a la semilla con ala bien desarrollada CEguiluz. 1985b). Par lo 

lanlo el Pin-us ayacahuite var. br-achyptera se considera m~s 

primi li VO que 1 a var· i edad vei tchi i y 1 a especi e t-i pica, 1 a 

cual deberia ser menos p:-.o~recida al ancestro comun de los tres 

taxa, debido a que su s0milla es 1~ que tiene el ala 

m~s desarrollada. 

Par ot-ra part-e, se considera que el ancestro del Pinus 

ayacahuite var. brachyptera e-;.; c•l Pinus strobiform.is de las 

Montaf'ias Roc.od 1 osas de los Est. ados Unidos de Nort-eam~rica 

CEguil uz, comunicaci6n personal), de t-al :forma que es 

recomendable incluir en este tlpo de est.udios muest-ras de la 

especie Pinus strobiformis para analizar con mayor pro:fundidad 

las relaciones :filogen~ticas de t-odos estos taxa. 

Dentro de la subrama de P. ayacahuite t-ipico, la siguient.e 

subdivisi6n de divergencia se di6 hacia la poblaci6n de Ixt.lan, 

Oaxaca, M~xico. La subsecuent.e linea de divergencia :fue hacia la 

poblaci6n de Nundaco, Oax., M~x., cuyo progenitor hipol~tico di6 

tambi~n origen al progenit-or hipot.~t.ico de las poblaciones de El 

Porvenir, Chis. , M~x. por una parte y por ot-ra parte a ot-ro 

ancestro hipotet-ico de las poblaci6n de San Crist.obal de las 

Casas, Chis., Mexico. Por ultimo, el ancest.ro de la poblaci6n de 

San Cristobal de 1 as Casas, Chis .• Mex. , di6 origen a ot.ro 

progenit-or hipot~tico que se diversi:fic6 hacia Centroam~rica, 

Primero hacia la poblaci6n de Chuipachec, Guatemala, terminando 

en la poblaci6n de Palest-ina, Guat-emala y despues por otra part.e 

hacia las poblaciones de las lrancas. Honduras. lerminando en la 



poblaci6n de Ocotepeque, Honduras. Lo anterior ,mostr6 que el 

Pinus ayacahui te tipico se irradi6 o se di versif'ic6 en f'orma 

clinal de norte a sur, siguiendo la ruta de Oaxaca, Chiapas, 

Guatemala y Honduras. No obstante, las distancias gen6ticas 

f'ueron menores entre las poblaciones de Chi;::..pas y Honduras. Est a 

ruta de diversif'icaci6n de la E'Specie tipica concuerda con la 

apreciaci6n de Little C1962) en !a cual discuti6 que la actual 

distribuci6n del genero Pinus en M6xico indica la migraci6n hacia 

el sur, desde las zonas templadas hacia los tr6picos. 

Se encontr6 a partir de los datos isoenzimaticos de este 

estudio, que el Pinus ayacahui te var. vei tchi i. esta en un 

linaje relacionado a Pinus ayacahuite tipico y esta claramente 

distante del Pinus ayacahuite var. brachyptera. Este resultado se 

f'unda en que !a var. brachyptera tiene dif'erentes f'recuencias 

alelicas en comparaci6n con la especie tipica y !a var. veitchii, 

tal como lo indic6 el analisis de f'recuencias alelicas. Ademas 

que las distancias geneticas que separan al Pinus ayacahui te 

tipico del Pinus ayacahuite var. brachyptera f'ue aproximadamente 

des veces la distancia que separa a P. ayacahui te tipico de P. 

ayacahuite var. veitchii CCuadro 7). 

Los datos isoenzimaticos respaldan la hip6tesis que el 

Pinus ayacahuite tipico tiene parecido gen6tico cercano al 

Pinus ayacahuite var. veitchii, especialmente con las poblaciones 

de Ixtlan y Nundaco Oaxaca, Mexico. 

Nei en 1976 Ccitado por Niebling y Conkle, 1997) present6 

una escala generalizada de distancias geneticas basadas sobre 

datos electrof'oreticos de varies estudios y report6 que las 

especies son caracterizadas por dis~ anci as desde 0. 1 a 1. 0; 
.... 
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las suLespecies y variedades por dlslancias de 0.02 a 0.2 y las 

razas por distancias de 0.01 a 0.05 . Con base en este est~dio, 

se encontr6 que la distancia genetica entre Pinus ayacah.uite ., 
ti pi co y Pi nus ayacahui te var. vei tchi i fue de 0. 249, por 1 o 

cual es acep+~able seguir considerando este tax6n como variedad. 

En relaci6n al Pinus ayacahuite var. brachyptera se encontraron 

distancias geneticas de 0.453 y 0.530 con Pinus ayacah.uite 

var. 1.1ei tchi i y Pi nus ayacahui te tipico, respectivamente. Par 

lo tanto esta variedad deberia elevarse a nivel de especie, y 

tal vez seria conveniente llamarla Pinus brachyptera. No 

obstante, debido a que las poblaciones muestreadas de la var. 

brachyptera solamente fueron dos. es \"'ecomendabl e segui r 

utilizando el nombre de Pinus ayacahuite var. brachyptera hasta 

que se realice un muestreo mas complete para tener mayor claridad 

del nivel taxon6mico de este tax6n. 

Segun Daubenmire C1979), y Humphries y Pareti (1986) una 

suposici6n que guia a localizar el "centro geograf'ico de origen" 

es el area en donde se encuentra la forma mas primitiva o el area 

en la cual el grupo de organismos despliega la mayor 

diversidad. Considerando lo anterior, el "centro geograf'ico de 

origen" del Pinus ayacahuite tipico se supone localizado em el 

Sistema Mont...aJ'ioso del norte de Oaxaca. Mexico. En el case de 

Pinus ayacah:ui te var. ve1: tchi i y Pinus ayacahuite var. 

brachyptera es dificil def'inir el "cent...ro geografico de origen" 

debido a lo reducido de las poblaciones muestreadas y 

especialmente porque las muestras fueron tomadas sabre los mismos 

Sistemas Monta~osos. En el caso de 1 as muest...ras de Pi nus 

ayacarndte var. brachyptera. ambas rueron de la Sierra Madre 



Occidental del ostado de Durango, y en el caso de las muest~r-as dl? 

Pinus ayacahuite var-. veitchii ambas !uer-on de la parte central 

del Eje Neovol cani co. lo tanto, para de!inir el "centro 

geogra:fico de origen" con ma.s presici6n, se recomienda incluir 

muestras de lo<; diferpntes Sist,.m;:.s mont.af'losos en los cuales 

crecen r1atural mr:>·ntc• esto:s taxa. 
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

a) Las frecuencias alelicas de los 14 loci 

isoenzima'Licos di ferenci aron 1 os 'Laxa como independien'Les, 

habi'os,ndo rnayor sem•-::Jjan:~a de la<; poblaciones de Pinus ayacahui. te 

'Lipico y las de Pinus ayacahuite var. veitchii en comparaci6n 

con las de Pinus ayacahuite var. brachyp'Lera. 

b) Las mediciones de diversidad gene'Lica indicaron que los 

lres 'Laxa es'Ludiados 'Luvieron 
,. 

niveles de variaci6n de media 

a al'La, siendo las poblaciones de Pinus ayacahuite var. veitchii 

las mas variables. 

c) En general para Pinus ayacahuite 'Lipico los valores de 

he'Lerocigosidad esperada promedio lendieron a disminuir de norle 

a sur, desde Oaxaca hasla Honduras. 

d) Las poblaciones de los lres laxa de esle esludio se 

encuenlran en equilibria genelico, de acuerdo a la ley de 

Hardy-Weinberg para los loci considerados, por lo que las 

poblaciones se encuenlran en equilibria genelico. con frecuencias 

genolipicas esperadas con polinizaci6n alealoria y sobrevivencia 

alealoria denlro de cada poblaci6n. 

e) Las poblaciones de Pinus ayacahuite var. veitchii fueron 

mas semejan'Les genelicamenle a las poblaciones de Pin-u.s 

ayacahuite lipico y eslos dos 'Laxa fueron genelicamenle 

diferenles a las poblaci6nes de Pinus ayacahui te var. 

brachyptera. Ademas. las poblaciones de Ix'Llan y Nundaco, Oaxaca. 

Mex. fueron inlermedias genelicamenle y aparenlemenle son la 
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tr.ansici6n entre el Pinus ayacahui te var. vei tchi. i y la esl'''cie 

~ipica Pinus ayacahuite. 

f) Los agrupamien~os gene~icos correspondieron 

aproximadamen~e a los agrupamien~os geogrAficos. formandose tres 

grupos geograficos bien marcados: 1) el primer grupo incluyendo 

las des poblaciones de Pinus ayacahui te 

poblaciones de Ix~lAn y Nundaco. Oax .• Mex. 

1 ncl uy6 1 as sei s pobl aci ones de Pi nus 

var. vei tchi i y las 

2) al segundo grupo 

ayacahui te 'li pi co de 

Chiapas. Guatemala y Honduras; 3) el tercer grupo mas distan'le 

geneticamente lo formaron las dos poblaciones de Pinus ayacahuite 

var. brachyptera de Durango. Mex. 

g) Filogene~icamente el Pinus ayacahuite var. veitchii es~a 

en un linaje rela~donado a Pinus ayacahui te ~ipico y es'la 

claramante distan'le del Pinus ayacahuite var. brachyptera. 

h) El Pinus ayacahuite tipico sa irradi6 o sa diversific6 

durante al pleistocene de nor~e a sur. con la ruta de 

diversificaci6n de Oaxaca. Chiapas. Guatemala y Honduras. 

i) El .. centro geografico de origen .. del Pinus ayacahui te 

tipico. tomando en cuen~a el lugar donda se encon'lr6 1 a 

forma mas primi~iva y su mayor variabilidad. fue 

Montafioso del nor~e de Oaxaca. 

el Sis~ema 

j) Para realizar los programas de mejoramiento genetico y 

conservaci6n de as'los taxa. se recomiendan incluir las siguien~es 

poblaciones. debido a qua presentaron niveles altos de variaci6n 

dentro de los taxa y dentro de los grupos gene~icos formados por 

el fanograma de dis~ancias geneticas : las poblaciones de 

P. ayacahuite var. veitchii de San Rafael. Max .• Mex .. Las 

poblaciones de P. ayacahuite tipico de Ixtlan y Nundaco. 



Oa:;{., El Porveni r, Chis. • H>&x. ~ Chui pach•?C. Totoni capan, 

Guat. y en Honduras la poblaci6n de Las Trancas, La Paz. Aunque 

para conservaci6n de este ultimo taxa es importante considerar 

las poblaciones de Palestina, Gual.; San Cristobal de las 

Casas. Chis .• Mex. que no obstante que presentan baja 

heterocigosidad tienen ~alelos ron alta £recuencia en relaci6n 

con olras poblacion0s con latitudes semejantes. Finalment.e en 

el caso de Pi nus ayacahu i t e var. brachyptera se recomienda 

trabajar con la poblaci6n de El progreso, Our ango. Me:x:. 

k) Se recomienda estudiar la estructura genetica y las 

relaciones £ilogeneticas en toda el area de distribuci6n £altant.e 

de los taxa de este estudio, especialmente las poblaciones de 

los estados de Guerrero yJalisco que se encuentran en las 

conecciones de los Sist.emas Monta~osos de la Sierra Madre 

Occident-al, La Sierra Madre del Sur y el Eje Neovolcanico. Esto 

permit.iria 

los taxa 

tener mayor claridad de la variaci6n y evoluci6n de 

P. ayacahui te var. vei tchi i y P. ayacahui te t.ipico. 

Tambien as importante considerar en el ~uest.rao, las poblaciones 

simpatricas de la especie t.lpica y la variedad veitchii para 

analizar sus relaciones filogenet.icas con mayor profundidad. 

En relaci6n al taxa P. ayacahuite var. brachyptera sa recomienda 

muestrear las poblaciones de los astados de Jalisco, Zacat.ecas, 

Chihuahua, Sonora, Nuevo Le6n, Coahuila. Tamaulipas y San Luis 

Potosi para ubicar con mayor presici6n a est.e grupo taxon6mico. 
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Cuadro 1A. F6rmulas de los buffers para los geles y para 

las charolas de los electrodes. 

Sistema Bu·F·Fet- Volumf.?n Qui mic:o 
(].) 

Cani:idad 
(g) 

pl···l 
final 

Titula1· 

A Gel 10 Tt" i zma ba<::;e 62.0 8.:.::. Ni.nguno 

fk i do c:i t J·" 'i. co :1.4.6 

Chat·ol a 10 LiOH <monohid.) 12.0 8.3 Ninquno 

Ac i do 1:::6 t" i co 118.9 

---------------------------------------~--------------------------

B 10 

Chat·ola 10 

D ChanJ J. a 8 

E. Chat-ol a 8 

T1·· i Zlllc:\ basr: 

Acido I::Ot·:ico 

NaOH 

Ac i do ci tt- ico 

(anhi dt·n) 

?kido ci tJ·-ico 

(anhi dt·CJ) 

121. 1 El.B 

18~5. 5 8.0 

20.0 

61.6 6. 1 

61.6 8. 1 

Nota: Ac. C.= Acido citrico. monohid - monohidratado~ 
N-<3>MAP = N-(3) Morfolina de Amino-propilCJ. 

1. 0 1"1 

Ac. C. 

4 N 

I'JaUH 

N- (3) 

Mf.iP 

N .... <3) 

I"IAP 



Cuadro 2A. Preparaci6n de los buffers para hacer los geles. 

Sistema 

B 

D 

E 

Formulaci6n de los 
buffer para geles 

10% buffer de charola 

90% buffer del gel 

100% buffer del gel 

5% buffer charola 

95% agua destilada 

5% buffer charola 

95% agua destilada 

Formulaci6n del buffer 
para la charola 

100% buffer charola 

100% buffer charola 

~ 

100% buffer charola 

100% buffer charola 

Nota: buffer gel - buffer especial para hacer los geles: 
'buffer charola = buffer para las charolas de los electrodes 
en las estructuras especiales de corrimientos 
electrofor~ticos. 
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Figura lA. Diagram."! de los zimogramas de las enzimns mostr:mdo el patron de bnndeo 
..e..ara cada uno de los ale los (1,. 2,. ••• ,. 7) en cada uno de los loci ((I),~. 
Q)) analizados RP= representa el patron observado en Pinus resinosa para 
cada enzima; 0 representa la ausencia de la isoemdma para ese locus en 
particular. - · 



C~ntinuacion Figura lA. 
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