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RESUMEN

Malacomeles denticulata, es una especie arbustiva de amplia distribucion que
prospera en ambientes perturbados y en varios tipos de vegetacion nativa. En el
estado de Oaxaca se encuentra tanto en bosques templados y tropicales secos
asi como en matorrales. También tiene capacidad de desarrollarse en sitios
altamente erosionados donde contribuye a retener el suelo. En estudios anteriores
se determind mediante técnicas de genética cuantitativa, que en cuatro
poblaciones de Oaxaca, México, existen diferencias de variacion fenotipica con un
significativo componente genético. En el presente trabajo se estudid si dichas
variaciones fenotipicas mostraron patrones genéticos diferentes para esta especie,
y se incluy6 una poblacion mas caracterizada por su alto grado de erosion Para
analizar la variabilidad genética en Malacomeles denticulata utilizamos la técnica
electroforesis de proteinas y se analizaron las mismas poblaciones en las que se
hizo anteriormente el estudio de genética cuantitativa. Se encontraron cinco
enzimas polimérficas para el estudio genético de esta especie: PGl (fosfogluco
isomerasa), AAT (aspartato amino transferasa), MDH (Malato deshidrogenasa),
PGM (Fosfoglucomutasa), 6PGDH (fosfogluco deshidrogenasa). Las poblaciones
se encuentran diferenciadas genéticamente y se detectd un significativo exceso de
heterocigosis a nivel de individuos dentro de poblaciones. La poblacién del sitio
erosionado tuvo un nivel de heterocigosis elevado y similar a las de las otras
regiones y variacion genética elevada.

Palabras clave: isoenzimas polimorficas, aloenzimas, electroforesis, Malacomeles
denticulata, rosaceas, perturbacion.



ABSTRACT

Malacomeles denticulata, is a widely distributed shrub that thrives in disturbed
environments, and in several types of native vegetation. In the state of Oaxaca
grows in temperate and tropical dry forests, shrublands and in severely eroded
sites, where it contributes to soil retention

Previous studies determined by quantitative genetic techniques, in four populations
of Oaxaca, Mexico, showed that there are differences of phenotypic variation with
a significant genetic component. In this work, we studied whether these phenotypic
variations showed different genetic patterns for this species, and included a new
population (Yanhuitlan gullies) which, because of its high degree of erosion is of
great interest for this study. To analyze the genetic variability in Malacomeles
denticulate, the technique used was protein electrophoresis and analyzed the
same populations in which they did before the study of quantitative genetics.

We found five polymorphic enzymes for genetic studies of this species: PGI
(phosphooglucoisomerase), AAT (aspartate amino transferase), MDH (malate
dehydrogenase), PGM (Phosphoglucomutase),and 6PGDH (6 phosphogluco
dehydrogenase). The studied population is genetically differentiated, and exhibited
a significant excess of heterozygotes at population level probably caused by
heterosis. Of particular importance is the high level of heterozygosity detected in
the population of Yanhuitlan gullies and its high genetic variation observed.

Key words: isozymes, allozymes, starch electrophoresis, Rosaceae, Malacomeles,
disturbance.
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| Introduccioén

México, al igual que otros paises megadiversos, tiene una alta proporcion de
ecosistemas amenazados, siendo los mas afectados el bosque mesofilo de
montafia y la selva alta perennifolia (Toledo y Ordéfiez, 1998). Dentro de las
principales amenazas producidas por diversas actividades humanas como la
agricultura, los fuegos provocados, la tala inmoderada y en general, el crecimiento
demografico desmedido; se encuentran la fragmentacion del habitat, la
deforestacion, la pérdida o degradacion del suelo y la desertificacion (CONABIO,
2000).

La pérdida y fragmentacion del habitat esta considerada como una de las causas
principales de la actual crisis de biodiversidad, el humano ha alterado en su propio
beneficio la mayor parte de la tierra emergida (Loh y Wackernagel, 2004). Esto ha
provocado en las especies una transformacion de las distribuciones originales vy,
en muchos casos, la fragmentacién de sus poblaciones en subpoblaciones cada
vez més pequefias y aisladas, sometidas a problemas crecientes de viabilidad
genética y demografica (Frankham, 1995).

En el estado de Oaxaca, la Mixteca es una de las regiones que presenta mayor
deterioro de suelo en México (Ledn, 2007). studios recientes demuestran que los
procesos de erosion van en aumento Estimaciones recientes para esta region
revelan un 17% de terrenos con suelos con evidencia de erosion muy severa y

83% de terrenos con suelos con erosion ligera o moderada (Altieri et al., 2006).

Sin embargo, existen especies que han logrado permanecer en estas condiciones

adversas. Una de ellas es Malacomeles denticulata, una especie arbustiva que
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prospera en ambientes perturbados, y se encuentra presente en la Mixteca

Oaxaquefia (Rzedowski y Calderén, 2005).

Malacomeles denticulata es una especie que habita, ambientes con alto grado de
disturbio y zonas de vegetacion natural menos degradadas, Ramirez (2009),
determindé mediante técnicas de genética cuantitativa, que en cuatro poblaciones
de Oaxaca, México, existen diferencias de variacion genética entre poblaciones,.
En el presente trabajo se explorara la variacion aloenzimatica a fin de contrastarla
con el estudio anterior. Ademas, se incluira un sitio adicional ocupado por
carcavas generadas por la erosion, que, a diferencia de los cuatro anteriores que
no muestran evidencia de erosion, a fin de contrastar la variacion genética de los
individuos de éste con las otras poblaciones. Esperamos que la variacion genética
detectada en carcavas de las pautas para proponer hipoétesis sobre los posibles
mecanismos evolutivos que estan influyendo en la colonizacion de este sitio tan
adverso y generar recomendaciones para la restauracion de este tipo de sitios. Si
la capacidad de colonizacion esta determinada por heterosis y una alta variacion
genética, esperamos encontrar en este sitio un nivel de heterocigosidad y de
diversidad genética al menos similar al obtenido en las poblaciones de vegetacion
nativa. Si por el contrario, s6lo unos cuantos genes pueden habitar estas regiones
esperamos que la poblacion de carcavas muestre una variacion genética muy
restringida producto de la accién de la seleccion natural Este tipo de estudios esta
justificado en virtud de que la habilidad de las especies para adaptarse a los
cambios del ambiente a lo largo del tiempo depende del nivel de variabilidad
genética que contengan; es decir, mientras mas diferencias existan entre los
individuos, la poblacion en su conjunto tendra mas oportunidades de sobrevivir los
constantes cambios que ocurren en la naturaleza (Marcucci, s/f). Por tal motivo, la
pérdida de variabilidad genética en las especies es un tema preocupante ya que la
declinacién de la variacién genética puede disminuir la habilidad de una especie
para responder a la seleccion natural y por consiguiente limitar su potencial
evolutivo (Storfer, 1996). Para analizar la variabilidad genética en Malacomeles
denticulata se utilizd la técnica electroforesis de proteinas. Con ésta técnica es

posible evidenciar variaciones en la migracion electroforética de las enzimas al

10



ocurrir alguna mutacion en el locus que las codifica. Por consiguiente, con el
empleo de esta técnica es posible, identificar poblaciones evolutivamente distintas
y establecer prioridades de conservacion (Trujillo y del Castillo, 2003).
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Il Justificacidon

Malacomeles denticulata una especie con alto potencial para cobertura vegetal, ya
que presenta una gran capacidad de rebrote y sobrevivencia, es utilizada como
forraje, ya que es ramoneada por todo tipo de ganado, en especial por el caprino
(Cruz, 1992).

Ramirez (2009) reporta para Malacomeles denticulata variaciones genética entre
poblaciones asociadas con la denticién de las hojas y el area foliar. por lo que es
de gran interés comparar las diferencias fenotipicas reportadas con las

caracteristicas genéticas de ésta especie en las cuatro localidades de estudio

La técnica de Electroforesis de Proteinas, es una técnica molecular robusta para
determinar variabilidad genética, dado que es una técnica co-dominante., Con la
estandarizacion de las enzimas estudiadas en Malacomeles denticulata, se tendra

una base para futuros estudios genético ecoldgicos.
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[Il Objetivos e hipodtesis

3.1 Objetivo general

Determinar la variabilidad genética de Malacomeles denticulata en cuatro
poblaciones contrastantes de vegetacién nativa y una en terrenos severamente

erosionados identificadas como carcavas.

3.2 Objetivos especificos

a) Estandarizar la técnica electroforética para Malacomeles denticulata. Esto es,
extraccion de proteinas y determinacion de las isoenzimas polimorficas que mejor

estimen la variacion genética de Malacomeles denticulata.

b) Estimar la diversidad genética y la estructura genética de Malacomeles
denticulata en cuatro poblaciones, con diferente grado de perturbacién y tipo de

vegetacion.

3.3 Hipotesis

Debido a que se ha reportado que Malacomeles denticulata presenta diferencias
fenotipicas en sitios conservados con respecto a sitios contrastantes de
degradacion de bosque, se espera que exista un patron genético diferente en las
poblaciones contrastantes que habitan dichas localidades, si hay flujo genético

limitado.
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IV Revision de Literatura

En la actualidad existen varias técnicas genéticas utilizadas para estudiar las
similitudes y diferencias entre organismos de la misma especie, entre las técnicas
mAas importantes se encuentra la citogenética, la genética molecular y la

electroforesis de proteinas.
4.1 Genética molecular

Es una rama de la genética que cuantifica y estudia la variacién genética dentro y
entre poblaciones, determina la divergencia entre las mismas, investiga la
constitucién genética individual y trata de entender los procesos evolutivos que
generan la diversidad genética. Para ello, se emplean marcadores genéticos,
basados en proteinas o ADN. El uso de marcadores genéticos ha ayudado a
resolver problemas ecologicos y sistematicos, como son la paternidad, patrones
de diversidad, hibridacion, variacion, geografia, especiacion y filogenias, entre
otros. Estos marcadores se pueden explorar en cualquier gen o producto génico

de cualquier organismo (Gonzalez, 1998).
4.2 Electroforesis de proteinas

La electroforesis de proteinas es una técnica por medio de la cual es posible
detectar proteinas (enzimas) y se basa en la movilidad diferencial de las mismas a
través de un soporte en gel que puede ser de almidon, poliacrilamida, acetato de
celulosa y agarosa. Con excepcion del gel de poliacrilamida, ninguno es toxico y
su manejo es usualmente facil. La poliacrilamida, es una neurotoxina que debe ser

manejada con las precauciones de seguridad apropiadas para evitar la
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intoxicacion. El gel de almidén es el Unico con el que se puede obtener mas de

una rebanada por gel (Murphy et al., 1996).

Los estudios sobre electroforesis de aloenzimas (formas alternativas de una
enzima codificada por diferentes alelos del mismo locus) se basan en la movilidad
diferencial de las aloenzimas de acuerdo a su carga eléctrica neta y a su tamafio

mediante el empleo de corriente eléctrica (Lorenzo, et al, 2003).

Al colocar las proteinas en el gel y aplicar una corriente eléctrica, las moléculas se
mueven a traveés de la matriz a una velocidad diferente, determinada en gran

medida por su carga eléctrica total, su configuracion y su masa.

El uso de la electroforesis ha permitido ampliar el conocimiento que existe sobre
las relaciones de parentesco, la variabilidad y diversidad genética de las
poblaciones y la manera en que se relacionan filogenéticamente. Esto se realiza
mediante el uso de diversas tinciones diferenciales y especificas lo cual permite

reconocer las aloenzimas en el gel.

4.3 Variabilidad genética

La variabilidad genética se refiere a la variacidbn en el material genético de una

poblacion o especie, e incluye los genomas nuclear, mitocondrial y de cloroplasto.

La variabilidad genética nueva puede estar causada por mutaciones,
recombinaciones y alteraciones en el cariotipo (el nimero, forma, tamafio y
ordenacion interna de los cromosomas). O bien puede ocurrir en un segmento
determinado de ADN.

Los procesos que afectan la variabilidad genética son la seleccién natural y la
deriva genética y los factores que intervienen en la misma pueden ser
accidentales (mutaciones aleatorias), dirigidos (mejoramiento genético), y factores

ambientales (adaptacion).
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4.4 Técnicas para estudiar la variabilidad genética

Storfer (1996), menciona tres técnicas mediante las cuales se puede estudiar la
variabilidad genética:

4.4.1 Estudio a nivel molecular de ADN por medio de marcadores

moleculares.

Es el estudio de la variabilidad, y se utiliza para determinar progenitores ademas

de caracteres que se transmiten en forma estable a la progenie (Campos, 1995).

Un marcador molecular se puede definir a su vez como un marcador genético,
siempre y cuando se verifique su comportamiento de acuerdo con las leyes

bésicas de herencia mendeliana segregante (Leén, 1998).

4.4.2 Andlisis de Genética Cuantitativa de rasgos continuos mediante

marcadores morfoldgicos.

De acuerdo con Egger (1992), los marcadores morfolégicos en plantas pueden
ser: altura, diametro, formas o color, etc., y son aquellos que tienen un limitado
namero de alelos y que generalmente son afectados por las condiciones
ambientales, lo que los hace caracteres poco estables, ademas de que
generalmente presentan dominancia, es decir no se pueden inferir todos los
genotipos a partir del fenotipo, o epistasia (un gen puede enmascarar o modificar
la accion de otro gen de otro locus).

4.4.3 Estudio de isoenzimas y aloenzimas por medio de marcadores

bioguimicos.
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La utilidad de las isoenzimas y aloenzimas como marcador molecular esta bien
documentada y han sido de gran utilidad para determinar variabilidad genética en

un sin numero de especies.

Esta técnica es relativamente barata, accesible y no destructiva ya a que utiliza
pequefias cantidades de material. Ademas, el control genético de la mayoria de
las isoenzimas es bien conocido, por lo que es posible realizar inferencias
genéticas a partir de los patrones de bandas observados en los geles (Solis-
Ramos, 2005).

Por otro lado, las isoenzimas tienen una base genética co-dominante, (es decir,
gue en un individuo diploide es posible visualizar la expresion de ambos alelos);
son selectivamente neutrales y estan libres de efectos deletéreos (cuando los
alelos tienen efectos negativos que imposibilitan la reproduccién del genotipo que
los posee), efectos pleiotrépicos (cuando un gen controla la expresion de mas de

un caracter en un individuo) y/o epistaticos (dominancia de un gen sobre otro).
4.5 Electroforesis de proteinas en geles de almidon (Técnica).

La técnica de electroforesis de proteinas a grandes rasgos consiste en impregnatr,
pequefias tiras de papel filtro (pabilos), de 1.8cm x 2mm, con extractos proteicos
de las muestras a analizar en un soporte gel hecho de almidén, que se sometera
al campo eléctrico durante varias horas para que se separen las proteinas de

acuerdo a su tamafo y carga eléctrica.

Una vez concluida la migracion de las proteinas, el gel es colocado en una
solucion que contiene los compuestos quimicos necesarios (colorantes) para que
se lleve a cabo la reaccion (revelado) y se puedan observar posteriormente las

isoenzimas en forma de bandas de color en el soporte o gel.

Las diferencias en la movilidad electroforética de las isoenzimas son resultantes

de las diferencias en las secuencias del ADN que codifican tales enzimas
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4.6 |Isoenzimas

La mayoria de los organismos contiene diferentes formas de muchas de sus
enzimas activas, estas formas (isoenzimas) son enzimas que difieren en la
secuencia de aminoacidos, pero que comparten una misma actividad catalitica y
son especificas del estado de desarrollo del individuo y de la especie, en muchos
casos, son codificadas por genes homélogos que han divergido con el tiempo
(Egger, 1992).

Es importante mencionar que éstas proteinas pueden ser producidas tanto en el

nacleo, como en los organelos.
4.7 Aloenzimas

Las isoenzimas pueden presentar varias formas alélicas (aloenzimas) que pueden
dar idea de las variacion genética entre poblaciones. La diferente de movilidad en
las aloenzimas en un gel sometido a un campo eléctrico da lugar a un patrén de
bandeo que se conoce como zimograma. Aunque, con esta técnica solo se
detectan diferencias en la composicién de aminoacidos que implican cambio de
carga. (Trujillo y Del Castillo, 2003).

4.8 Zimogramas

Para observar la actividad de las enzimas, se utiliza la zimografia o zimograma la
cual es una técnica electroforética, ya que las enzimas se pueden presentar en
varios compartimentos celulares (mitocondrias, cloroplastos, citoplasma,
peroxisomas) y esto puede influir en el nimero de loci esperados. Pueden
encontrarse loci carentes de variacion (monomorficos) o loci con variacion
(polimdérficos); estos ultimos son los mas importantes para estudios comparativos

en genética de poblaciones.

De acuerdo con la estructura que presenten las isoenzimas sera el patron de

bandeo en los zimogramas. Si son mondmeras se obtendran dos bandas en los
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organismos heterocigotos, si son dimeras tres bandas, y asi sucesivamente, de

acuerdo con las combinaciones de las subunidades (Gottlieb, 1981).

4.9 Endogamia

La endogamia es el resultado de apareamientos entre individuos emparentados.
Matematicamente puede definirse como la probabilidad de que dos alelos en un
locus sean idénticos por descendencia y se cuantifica por el coeficiente de
endogamia. La endogamia tiende a tener efectos mayores en poblaciones
pequefias ya que aumenta la probabilidad de cruzas entre individuos
emparentados, esto a su vez disminuye la heterocigosidad y aumenta la
homocigosidad, lo cual aumenta el riesgo de que las poblaciones estén expuestas

a la extincion (Frankham et al.,2002).

4.10 Malacomeles denticulata

Malacomeles denticulata o tlaxistle, un arbusto que se distribuye ampliamente en
las cadenas montafiosas de México, Texas (Estados Unidos) y Guatemala, en
bosques de pino-encino y bosque tropical seco, a altitudes que van de los 1350 a

3000 msnm en climas templados a frios y preferentemente en suelos alcalinos.

En México se han encontrado poblaciones de esta especie en los estados de
Aguascalientes, San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Jalisco, México
D.F., Puebla, Tlaxcala, Veracruz, Oaxaca y Chiapas (Rzedowski y Calderon,
2005).

En la Mixteca Oaxaquefa se le halla en bosque de Juniperus, bosques de pino,
bosque de encino, con sus diversos grados de alteracion, como bosque de encino-
vegetacion secundaria arbustiva, en la que forma el principal estrato arbustivo y

chaparral usualmente (INEGI, 1985).

Los nombres comunes en espafiol son duraznillo, membrillo cimarron, madronillo,

membirillo, membrillo silvestre, manzanita y mimbre. En idiomas indigenas de
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México son “tlaxisqui”, “tomistlacatli’, “tlaxioqui”, “clasisle”, “tlachistle”, “yagalpan”,
“claldurazno”, “tlaxistle” (Rzedowski y Calderon, 2005); a éste ultimo es como se le
conoce en la Mixteca. Su nombre comun en inglés es Southern false serviceberry

0 Big bend serviceberry (Hanan et al.,2006).

Descripciones de la vegetacién realizadas por Blanco y Martinez (2001),
consideraron que este arbusto tiene caracteristicas para considerarla como una
especie potencial para el enriquecimiento de la cobertura vegetal en estratos de
vegetacion con arbolado denso y ralo ya que puede convivir con especies
existentes o crecer bajo laderas de terrenos marginales. En estas condiciones

puede encontrase importantes poblaciones.

De acuerdo con Cruz (1992), en estratos geoldgicos de la Formacién Yanhuitlan
con vegetacion dominante por matorral, escaza cobertura, sobrepastoreo y
erosion grave, esta planta se mantiene sobre monticulos a manera de manchones,
donde puede observarse acumulacion de materia organica bajo la cubierta de sus
tallos. Por lo que se le ha considerado util para programas de reforestacion y
practicas de conservaciéon de ambientes deteriorados (Flores y Linding, 2005),
debido a que prospera en ambientes perturbados y no se le considera en ningdn

estatus de conservacion (Rzedowski y Calderén, 2005).

También se le reconocen algunos usos medicinales, sus frutos se consideran
comestibles y la madera es utlizada para elaboracibn de artesanias y

construcciones (Rzedowski y Calderén, 2005).

20



4.10.1 Taxonomia

El género Malacomeles es un género de taxonomia sumamente complicada, se
calculan entre 20 y 23 especies de zonas de clima templado del Hemisferio Norte,
principalmente de Norteamérica, en su mayoria de Estados Unidos, unas cuantas

se extienden a México y Centroamérica (Rzedowski y Calderén, 2005).

Pertenece al Reino: Plantae; Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares);
Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas); Division: Magnoliophyta
(plantas con flor); Clase: Magnoliopsida (dicotileddéneas); Subclase: Rosidae;
Orden: Rosales; Familia: Rosaceae; Subfamilia: Maloideae; Género: Malacomeles;
Especie: Malacomeles denticualta (Kunth) Engelm. (Hanan, Et al, 2006; Evans et
al, 2002).

4.10.2 Descripcion botanica

Malacomeles denticulata, antes Amelanchier denticulata (Campbell, et al, 2007) es
una planta arbustiva que crece en formaciones cerradas o en manchones, mide de
1 a 3m de alto, por lo general gris 0 blanco tomentosa, sobre todo hacia las
porciones jovenes, a veces glabra; tallos muy ramificados y entrecruzados, de
color grisaceo o café. Hojas alternas, elipticas o obovadas o casi circulares de
apice truncado o redondeado y terminado en una diminuta puntilla, regularmente
denticulado, entonces a menudo con una glandula oscura en la punta del diente,
con pelillos blancos y erguidos sobre la cara inferior, sin pelillos y brillante en la
cara superior. Sus racimos son de pocas flores en los 4pices de las ramas. Las
flores de alrededor de 1cm de diametro con una base acampanada llamada
hipando, en cuyo apice se disponen 5 sépalos anchamente triangulares, de hasta
2mm de largo; 5 pétalos, de hasta 4mm de largo, blancos, mas o menos
circulares; estambres numerosos de filamentos cortos; estilos 2.5; ovario infero o
semi-infero. Los frutos carnosos como “manzanitas”, son elipsoides a mas o

menos globosos, de aproximadamente 1cm de largo, de color rojo, cubierto de
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pelillos erguidos (Rzedowski y Calderén, 2005). En el estado de Oaxaca, se
distribuye en las regiones Norte, Valles Centrales y Mixteca Oaxaqueia (Cruz,
2005).

4.11 Estudios genéticos en la familia Maloideae.

Raspe, et al (1998), trabajaron con la técnica de electroforesis de proteinas con
siete enzimas polimorficas: AAT, ADH, IDH, MDH, PRX, 6PGD y PGM, en Sorbus
aucuparia L, debido a que ésta especie pertenece a la misma familia (Rosaceae)
que Malacomeles denticulata se probaron dichos sistemas enzimaticos en

Malacémeles denticulata.

Chevreau, et al (1997), mencionan haber obtenido buenos resultados con: ADH,
DIA, PGD, PGI, PGM, en Pera (Pyrus communis L.). También se analizaron estas

enzimas en Malacémeles denticualta.

Evans, Et al (2002), menciona que en la familia Maloideae ocurre aneuploidia la
cual se produce cuando un individuo presenta accidentalmente algin cromosoma
de mas o de menos en relaciébn con su condicion de diploide, pero sin que se

llegue a alcanzar la dotacion de un juego completo de cromosomas.

Evans (1999) concluy6 lo anterior, al presentar evidencia morfolégica y demostrar
gue un género con x = 9, en Gillenia, especie hermana de Maloideae. El supuso
que el antepasado de Gillenia era también x = 9, el evento de poliploidizacion
originario habria producido una x = 18 en la que la pérdida de un par de
cromosomas homologos dio lugar a x = 17 en Maloideae, aproximadamente al

mismo tiempo.

Al igual que con otros alopoliploides, este hijo habria sido fértil y ya que no se
pudo cruzar con los padres, debido a incompatibilidades en la constitucion
cromosomica dio como resultado, un linaje de plantas de gran éxito (Campbell et
al, 2007).
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A pesar de la gran afinidad de la Gillenia con Maloideae, la derivacion de la
supuesta Maloideae, de los antepasados de Gillenia estuvo acompafada
probablemente por importantes cambios morfologicos. Gillenia es herbéacea, y
todos los miembros de Maloideae son lefiosas. Las hojas son compuestas en
Gillenia, pero so6lo una minoria de Maloideae (Cormus, Osteomeles y Sorbus)

tiene hojas compuestas (Campbell et al, 2007).

4.11.1 Estudios genéticos recientes en Malacomeles denticulata.

Ramirez (2009), determind que las poblaciones de Huitzo, Teotitlan del Valle y
Yanhuitlan, que se incluiran en este estudio son genéticamente variables, no asi
las poblaciones de Diaz Ordaz para éarea foliar. Para denticién foliar, solo la
poblaciéon de TeotitlAn del Valle resulto sin variacion genética detectada.
Finalmente, para la tasa relativa de crecimiento solo se detect6 variacion genética
en San Pablo Huitzo.Ramirez (2009) también reporta resultados, obtenidos
mediante técnicas de genética cuantitativa, que indican que existen diferencias
genéticas dentro y entre poblaciones y que los valores mas altos de heredabilidad

se obtuvieron para area foliar media y denticion.

En éste mismo estudio se concluye que las cuatro poblaciones estudiadas poseen
un alto grado de diferenciacion genética en las variables: area foliar media y
denticion. En la tasa relativa de crecimiento (TRC), el grado de diferenciacién no

fue detectable.

Los valores de heredabilidad en las poblaciones de San Pablo Huitzo y Yanhuitlan
indican la existencia de una alta varianza aditiva y por ende, alta habilidad para
responder a la seleccion natural y a la artificial (por programas de mejoramiento
genético) (Ramirez, 2009). Esto podria ser debido a un alto grado de adaptacion a

las condiciones ambientales adversas que enfrenta Malacomeles denticulata.
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V Materiales y Métodos

Los analisis genéticos se realizaron en el Laboratorio de Genética y Ecologia

Vegetal del Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral

Regional (CIIDIR) Unidad Oaxaca, ubicado en la poblacibn de Santa Cruz

Xoxocotlan, Oaxaca.

5.1 Electroforesis de proteinas (Procedimiento)

Para el caso particular de Malacomeles denticulata, a continuacién se detalla el

procedimiento realizado (Diagrama 1):

Diagrama 1. Procedimiento de estandarizacibn para Malacomeles

denticulata.
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5.1.1 Obtencidn de muestras.

Se colectaron muestras en cuatro localidades, ubicadas en la Region de Valles
Centrales, del Estado de Oaxaca, en las cuales se encuentra presente

Malacomeles denticulata:

- Teotitlan del Valle, y Diaz Ordaz (Distrito de Tlacolula).

- Yanhuitlan, (Distrito de Nochixtlan).(vegetacion natural)

- Yanhuitlan, (Distrito de Nochixtlan).(carcavas, terreno severamente
erosionado)

- Huitzo, (Distrito de Etla).

Se eligieron las hojas mas tiernas, ya que es donde hay mayor actividad
enzimatica, se cortaron con tijeras de podar y se resguardaron en hojas de

plastico con cierre hermético.

Todas las muestras se etiquetaron con el nimero de individuo y la clave de la
localidad y se introdujeron en una hielera para conservarlas frescas durante el
traslado al laboratorio de Genética y Ecologia Vegetal del CIIDIR-OAXACA.

Las muestras se mantuvieron a -20°C ya que de acuerdo a la literatura, es la

temperatura necesaria para conservar la actividad isoenzimatica (Perfectti y
Pascual 1996).

5.1.2 Extraccidon enzimaticay homogenizacién.

Aproximadamente 2g de hojas fueron trituradas en un mortero de porcelana con
nitrégeno liquido para facilitar el molimiento. Posteriormente se afadi6 dos
mililitros del tampdn megabuffer (Soltis et al 1983., modificado por Kelly y Adams,

1977) citado en Werth (1985). Puesto que cuando se probaron varios buffers de
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extraccion, fue el que ofrecié mejores resultados. La extraccion se colocé en micro
tubos Eppendorf de 2ml de capacidad y se centrifugd por 5 minutos a 4°C y 13
rpm. Una vez centrifugadas las muestras se impregnaron pequefas tiras de papel
filtro (18mmx3mm), del sobrenadante obtenido en los microtubos. Las enzimas
fueron sometidas a electroforesis en geles de almidén al 13% en un sistema
continuo de histidina y en un sistema discontinuo de borato de litio a una corriente
de 50mA y 75mA (Conkle et al 1982). Todo el proceso se realizé dentro de un

refrigerador a 4 °C.

5.1.3 Elaboracién del gel de almidén.

Se empled almidén de papa hidrolizado para electroforesis (Sigma Chemical Co.).
Los geles fueron preparados de acuerdo con Wendel y Weeden (1989), con una
modificacion al porcentaje de almidén, ya que para Malacomeles denticulata, se
elevd a 13.5%. Esta fue una modificacion a las recetas originales que se han
mencionado, ya que se busco el porcentaje adecuado de almidén hidrolizado para

obtener geles con buena consistencia y que ofrecieran mejores resultados.

Los componentes del gel, contenidos en un matraz, se calentaron en horno de
microondas por ciclos de 30 segundos, seis ciclos para el gel de histidina y 9 para
el de Borato de Litio, agitando perfectamente la mezcla antes de cada ciclo, hasta
alcanzar la ebullicion, posteriormente se aspiré con una bomba, el aire para evitar
que el gel tuviera burbujas ya que podrian dificultar la migracién de proteinas,
inmediatamente después se agregoé la mezcla sobre el molde para la elaboracion

del gel, previamente engrasado con aceite.

Como moldes de gelificacion se emplearon marcos de metacrilato transparente;
luego de wuna hora se almacenaron en el refrigeracion por 18 horas

aproximadamente, para su utilizacién al dia siguiente.
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5.1.4 Carga de muestras.

Previo a la colocaciéon de las muestras en el gel se efectué un corte transversal a
dos centimetros del extremo catodal; se colocaron los pabilos, impregnados con
los extractos y se colocaron a lo largo del corte realizado en el gel. Después se
inserto al inicio del extremo derecho del gel un recorte de papel filtro con azul de

bromofenol que sirvio como indicador del desarrollo del corrimiento electroforético.

5.1.5 Desarrollo del corrimiento.

Se emple6 como fuente de poder el modelo Sigma P500B. Los geles se situaron
sobre cubas de plastico conectadas a la fuente de poder, y todo el corrimiento se
realizé en refrigeracion a una temperatura de 4 °C; a los 15 minutos de iniciarse el
corrimiento, se retiraron del gel los papeles filtro y se restablecieron las
condiciones eléctricas preliminares durante cinco horas en promedio para ambos
geles, en cada caso se detuvo el corrimiento cuando el indicador alcanzé 1 6 2 cm
del extremo anodal. El gel fue inmediatamente cortado en rebanadas horizontales
de 2mm a 3mm de grosor aproximadamente, las rebanadas fueron colocadas en

recipientes rectangulares, para su tincion.

5.1.6 Tincién.

Las tinciones se llevaron a cabo en bandejas rectangulares de plastico. El tiempo
de incubacion para las enzimas fue de aproximadamente 2 horas, a una
temperatura constante que va de acuerdo a los requerimientos que indica cada
receta. Una vez obtenido el revelado, y cuando los resultados fueron satisfactorios
los geles fueron fotografiados y almacenados en refrigeracibn para su

conservacion y posible consulta.
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5.1.7 Lectura de bandas y anélisis

La interpretacion genética de los zimogramas se realizé en el laboratorio de
Genética, y en todos los casos las bandas se apreciaron a simple vista por lo que

no fue necesario utilizar algan otro recurso para la lectura de las bandas.

Se analizaron los datos de los genotipos hallados en los individuos con el
programa FSTAT version 2.9.3 de Gaudet (1995).

5.2 Variables a estudiar

Para determinar la diversidad genética, o bien la variaciobn genética de las

poblaciones a muestrear, se determino:

a) Porcentaje de polimorfismo de la poblacion (P). Numero de loci polimorficos
dentro del total de los loci muestreados.

b) Numero de alelos por locus (A).

c) Numero de alelos por locus polimorfico (Ap).

d) Riqueza alélica (Rt).

e) Heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada (He)

f) Coeficiente de endogamia (F). Podra variar de cero (no hay endogamia) a

uno (endogamia perfecta)

5.3 Sitios de estudio

Para el estudio genético de Malacomeles denticulata, se trabajé con las siguientes

cuatro poblaciones:

1) Sto. Domingo Yanhuitlan. 17°30°54.4” N, 97°17°47.6” O, Matorrales, lugar con

fuerte erosion del suelo.
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2) Sto. Domingo Yanhuitlan carcavas 17°30°54.4” N, 97°17°47.6” O, Matorrales,

Cércavas muy pronunciadas, lugar con fuerte erosion del suelo
3) Sn. Pablo Huitzo, 17°19°25.9” N, 96°52°34.9” O, Bosque de Encino.

4) Teotitlan del Valle, 17°3" N, 96°31" O, Selva Baja Caducifolia y chaparrales,

lugar con poca perturbacion.

5) Villa de Diaz Ordaz, 16°1" N 96° 43" 46" O Selva Baja Caducifolia.
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VI Resultados

6.1 Buffer de extraccion
El buffer de extraccion de proteinas que mostré mejores resultados fue el

“‘megabuffer” de Werth, (1985) modificado de Soltis (1983) por lo fue el que se
utiliz6 para todas las extracciones realizadas en las hojas de Malacomeles
denticulata.

6.2 Isoenzimas

De las 14 enzimas probadas (Cuadro 1), cinco se tifieron y mostraron polimorfismo
genético: PGI, AAT, MDH, PGM y 6GPDH. Se registro diferente niumero de alelos
totales en cada poblacion estudiada (Cuadro 2). Para Diaz Ordaz se encontraron
15 alelos, para Teotitlan del Valle 17 alelos, para Yanhuitlan 14 alelos, para
Yanhuitlan Cércavas 17 alelos y para Huitzo 17 alelos. Todas las bandas de las

isoenzimas migraron anodalmente.
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Cuadro 1. Enzimas probadas en Malacomeles denticulata. Se probaron en total catorce enzimas y veinticinco
protocolos de revelado.

Phosphoglucomutase (PGM; E.C.5.4.2.2 Modificado de Wendel y Weeden,1989).
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH; E.C.1.1.1.49) Soltis et al 1983.
Peroxidasa (PER; E.C.1.11.1.7) Murphy et al 1996.

Peroxidasa (PER; E.C.1.11.1.7 Wendel & Weeden, 1989)

Isotrato deshidrogenasa IDH; E.C. 1.1.42 + Fosfoglucomutasa PGM E.C.2.7.5.1
(Cheliak & Pitel 1984)

Isotrato deshidrogenasa (IDH; E.C.1.1.1.42 Soltis et al 1983)

Malato desidrogenasa (MDH; E.C. 1.1.1.37) (Soltis et al 1983)

Malato desidrogenasa (MDH; E.C. 1.1.1.37) (del Castillo 1992)
Fosfogluconato deshidrogenasa (PGD; E.C. 1.1.1.44) (Soltis et al 1983)
Fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD E.C. 1.1.1.44 del Castillo 1992)
Fosfogluconato deshidrogenasa (PGD E.C. 1.1.1.44 Wendel y Weeden)
Diaforasa (DIA; E.C.1.6.99) Wendel y Weeden, 1989)

Esterasa (EST E.C.3.1.1.) (Wendel y Weeden, 1989)

Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (G3PDH; E.C. 1.2.1.9) (Wendel & Weeden
1989).

Alcohol deshidrogenasa (ADH; E.C.1.1.1.1.) (Murphy et al 1996)

Fosfato Glucomerasa (PGM; E.C. 2.7.5.1) (Conkle et al 1982)

Fosfato Glucomerasa (PGM; E.C. 5.4.2.2) Wendel y Weeden 1989.

Fosfato Glucomerasa (PGM; E.C.5.4.2.2 Modificado de Wendel y Weeden (1989)
Fosfato Glucomerasa (PGM; E.C. 2.7.5.1) (Soltis et al 1983).

Aspartato amino transferasa (AAT) E.C. 2.6.1.1. (Modificado de Shaw y Prasad, 1970)
Aspartato amino transferasa (AAT; E:C: 2.6.1.1) (Wendel y Weeden 1989)

Fosfato glucoisomerasa (PGI; E.C. 5.3.1.9) Modificado de Wendel y Weeden (1989)
Diaforasa (DIA E.C.1.6.99, Wendel y Weeden, 1989), Método |

Diaforasa (DIA; E.C.1.6.4.3 Wendel y Weeden, 1989), Método I

Esterasa (EST E.C.3.1.1.) (Wendel y Weeden, 1989)



Cuadro 2. Enzimas que mostraron polimorfismo genético, en Malacomeles denticulata, en las poblaciones de
estudio Diaz Ordaz, Teotitlan del Valle, Yanhuitlan, Yanhuitlan-Cércavas y Huitzo, en la regién de Valles centrales,

Oaxaca, México.
ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN Malacomeles denticulata.

ENZIMAS QUE MOSTRARON POLIMORFISMO GENETICO

TOTAL DE ALELOS
LOCALIDADES INDIVIDUOS  ENCONTRADOS PGH PGH-I AAT-| AAT-II MDH PGM-II 6PGDH
COLECTADOS  pOR LOCALIDAD
] ] v v 2 alelos 3 alelos 2 alelos 2 alelos 2 alelos 2 alelos 2 alelos
Diaz Ordz 27 15 (11,1222) (224445) (11,1222)  (11,12)  (11,12,22)  (1222)  (11,12,22)
5 alelos
Teotitlan del Valle a1 17 2 alelos (11,22,33,45, 2 alelos 2 alelos 2 alelos 2 alelos 2 alelos
(11,12,22) 55) (11,12) (11,12,22) (11,12,22)  (12,22)  (11,12,22)
. 2 alelos 2 alelos 2 alelos 2 alelos 2 alelos 2 alelos 2 alelos
Yanhuitlan 34 14 (11,12,22)  (4555)  (11,1222) (11,12,22) (11,1222) (11,12,22) (11,12,22)
. ] 2 alelos 5 alelos 2 alelos 2 alelos 2 alelos 2 alelos 2 alelos
Yanhuitlan Carcavas 39 17 (11,12,22) (11,22,3345) (11,12,22) (11,12,22) (11,12,22) (11,12,22)  (11,12)
5 alelos
Huitzo 36 17 2 alelos (11,22,33,44, 2 alelos 2 alelos 2 alelos 2 alelos 2 alelos
(11,12,12) 45) (11,12,22) (12,22) (11,12,22)  (11,12)  (11,12,22)
L4 5 alelos
TOTALES 177 17 2 alelos (11,22,33,44, 2 alelos 2 alelos 2 alelos 2 alelos 2
(11,12,22)  45,55) (11,12,22)  (11,12,22) (11,12,22) (11,12,22) (11,12,22)

Se contabilizaron los genotipos encontrados en las enzimas analizadas por

localidad. PGI-I, presentd tres genotipos, PGI-II; seis genotipos. AAT-I,

MDH, PGM y 6PGDH, tres genotipos (Cuadro 3).

AAT-II,

Cuadro 3. Resumen de genotipos encontrados, en Malacomeles denticulata. en las poblaciones de estudio Diaz
Ordaz, Teotitlan del Valle, Yanhuitlan, Yanhuitlan-Carcavas y Huitzo) en laregién de Valles centrales, Oaxaca,

México.
LOoCus
PG PGHIl AAT-| AAT-Il MDH PGM 6PGDH
Genotipos| Individuos | Genotipos | Individuos | Genotipos | Individuos | Genotipos | Individuos | Genotipos | Individuos | Genotipos | Individuos | Genotipos | Individuos
11 69 11 7 11 19 11 16 11 38 11 21 31
86 22 6 65 85 75 39 21
22 15 33 6 22 22 22 8 22 18 22 30 22 17
44 3

| s [

Genotipo menos
frecuente
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En el cuadro 4, se muestra con detalle, el nimero obtenido de individuos por

locus y numero de individuos por genotipo, en cada una de

poblaciones estudiadas.

las diferentes

Cuadro 4. Total de individuos observados por locus y por genotipo en Malacomeles denticulata. en cada una de las

poblaciones estudiadas.

PG PGI-Il AAT- AAT-Il MDH PGM 6PGDH
LOCALIDADES genotipo 11 genotipo 11 genotipo 11 genotipo 11 genotipo 11 genotipo 11 genotipo 11
Diaz ORDAZ 19 0 3 3 7 0 2
TEOT. DEL VALLE 10 4 8 3 2 0 3
YANHUITLAN 8 0 4 7 16 6 4
vﬁiﬂf\tﬁg : 15 2 3 3 7 5 7
HUITZO 17 1 1 0 6 10 15
total 69 7 19 16 38 21 31
genotipo 12 genotipo 22 genotipo 12 genotipo 12 genotipo 12 genotipo 12 genotipo 12
Diaz ORDAZ 6 1 9 15 4 7 1
TEOT. DEL VALLE 25 3 5 20 30 14 6
YANHUITLAN 20 0 16 19 10 8 8
Vi’nﬁ:\ig ) 22 1 24 14 11 2 5
HUITZO 13 1 11 17 20 8 1
total 86 6 65 85 75 39 21
genotipo 22 genotipo 33 genotipo 22 genotipo 22 genotipo 22 genotipo 22 alelo 22
Diaz ORDAZ 1 0 7 0 9 5 7
TEOT. DEL VALLE 6 4 0 5 3 4 7
YANHUITLAN 3 0 9 1 3 12 2
VA&Z%'/I\E’:;\‘ : 2 1 4 1 1 9 0
HUITZO 3 1 2 1 2 0 1
total 15 6 22 8 18 30 17
genotipo 44
Diaz ORDAZ 1
TEOT. DEL VALLE 0
YANHUITLAN 0
YANHUITLAN - 0
CARCAVAS
HUITZO 2
total 3
genotipo 45
Diaz ORDAZ 23
TEOT. DEL VALLE 6
YANHUITLAN 27
YANHUITLAN - 34
CARCAVAS
HUITZO 28
total 118
genotipo 55
Diaz ORDAZ 0
TEOT. DEL VALLE 22
YANHUITLAN 3
YANHUITLAN - 0
CARCAVAS
HUITZO 0
total 25
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6.3 Zimogramas de las enzimas analizadas

6.3.1 Glucosa 6 fosfato isomerasa (PGI; E.C. 5.3.1.9)

La enzima PGI, es una enzima dimérica (dos subunidades). Se observaron dos
loci polimorficos (isoenzimas) con siete alelos (aloenzimas) en total (Figura 1).
PGI-I presentd dos alelos y tres genotipos en cada localidad estudiada. El
genotipo 12 fue el mas comun para el loci PGI-I, con un porcentaje de 50% de los

genotipos observados. (Figura 1).

Para el locus PGI-Il, se encontraron, cinco alelos, el genotipo 45 fue el mas
comun, ya que alcanzé un total de 72% del total de genotipos. El genotipo 44, fue
el menos comun con un 2%, ya que solo se detect6 un individuo en Diaz Ordaz y

dos individuos en la poblacion de Huitzo.

PGI
B 11 1

PGI-1 ] 2 22

— 11

22

PGI-II 33

44 4
5 55

Figura 1. Zimograma de la enzima PGI. Dos loci encontrados (PGI-1, PGI-2) con las combinaciones alélicas
observadas (11,12,22,33,44,45 y 55) en Malacomeles denticulata en las poblaciones de estudio.
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6.3.2 Aspartato transaminasa (AAT, EC 2.6.1.1)

La enzima AAT, dimérica, presento dos loci polimérficos con tres alelos cada uno
(Figura 2). El genotipo 12 fue el mas comun en ambos loci, con un total de 61% en
AAT-l y 78% en AAT-Il,. AAT-I presentd tres alelos en Diaz Ordaz, dos alelos en
Teotitlan del Valle, tres alelos en Yanhuitlan, tres alelos en Yanhuitlan-Céarcavas y

tres alelos en Huitzo. Para AAT-Il, no se detectaron alelos exclusivos ni Ginicos.

AAT-II presentd dos alelos en las poblaciones muestreadas, con dos genotipos en
Diaz Ordaz, tres genotipos en Teotitlan del Valle, Yanhuitlan, y Yanhuitlan-
Cércavas y dos genotipos en Huitzo. Tampoco se detectaron alelos exclusivos ni

Unicos en éste loci.

AAT
11 1

AAT-1 { > 22
11 a1

AAT-11 2 22

Figura 2. Zimograma correspondiente a la enzima AAT. Dos loci encontrados (AAT-1, AAT-2) con las
combinaciones alélicas observadas (11,12, y 22) para Malacomeles denticulata en las poblaciones de estudio.
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6.3.3 Malato deshidrogenasa (MDH; E.C. 1.1.1.37)

La enzima MDH es dimérica. Se observaron dos alelos en el uUnico locus
observado (Figura 3). El genotipo 12 fue el mas comun (57%), y el genotipo 22 fue
el menos comun (14%), en Teotitlan del Valle, Unicamente se observdé en un
individuo. Se observaron los tres alelos en cada localidad estudiada, no hubo

alelos Unicos ni exclusivos para ninguna localidad.

MDH

MDH 2 22

Figura 3. Zimograma correspondiente a la enzima MDH. Un locus encontrado, con las combinaciones alélicas
observadas (11,12, y 22en Malacomeles denticulata en las poblaciones de estudio.

6.3.4 Fosfoglucomutasa (PGM; E.C.5.4.2.2)

La enzima PGM fue la Unica enzima monomérica (una unidad en su configuracion
terciaria) analizada. Se registraron dos alelos en el Unico locus observado (figura
4). El genotipo 12 fue el mas comun (43%). Se observaron dos genotipos en Diaz

Ordaz, y Teaotitlan del Valle, tres genotipos en Yanhuitlan, y Yanhuitlan-Carcavas y
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dos genotipos en Huitzo. Huitzo fue la Unica localidad en donde no se observo el

genotipo 22.

PGM

11 1

PGM 2 22

Figura 4. Zimograma correspondiente a la enzima PGM. Un locus encontrado, con las combinaciones alélicas
observadas 11,12, y 22 para Malacomeles denticulata en las poblaciones de estudio (Diaz Ordaz, Teotitlan del Valle,
Yanhuitlan, Yanhuitlan-Carcavas y Huitzo) en la region de Valles centrales, Oaxaca, México.

6.3.5 Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH; E.C.1.1.1.49)

En la enzima G6PDH, dimérica, se notaron dos alelos en el tnico locus observado
(figura 5). El genotipo 11 fue el mas comun (45%). Se observaron tres genotipos
en Diaz Ordaz, Teotitlan del Valle, Yanhuitlan y en Huitzo, y dos alelos en
Yanhuitlan-Carcavas. Yanhuitlan-Cércavas fue la Unica localidad en donde no se

observo el genotipo 22.
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6PGDH

6PGDH 2 22

Figura 5. Zimograma correspondiente a la enzima 6PGDH. Un loci encontrado, con las combinaciones alélicas
observadas (11,12, y 22) para Malacomeles denticulata en las poblaciones de estudio (Diaz Ordaz, Teotitlan del
Valle, Yanhuitlan, Yanhuitlan-Carcavas y Huitzo) en la region de Valles centrales, Oaxaca, México.

6.4 Analisis Genéticos

6.4.1 Polimorfismo, niumero de alelos por locus y nimero de
alelos por locus polimaorfico.

Debido a que los 7 loci analizados fueron polimorficos, el porcentaje de
polimorfismo fue del 100% y los valores del nimero de alelos por locus (A) y
namero de alelos por locus polimorfico (Ap) fueron iguales. Estos parametros
genéticos se presentan en el Cuadro 5. El locus PGI-2, fue el que mostr6 mayor
namero de alelos con hasta 5 alelos observados en las poblaciones de Teotitlan

del Valle, Yanhuitlan carcavas y Huitzo.
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Cuadro 5. Namero de alelos por locus (A) y numero de alelos por locus polimérfico (Ap), obtenidos en
Malacomeles denticulata en las poblaciones de estudio, (Diaz Ordaz, Teotitlan del Valle, Yanhuitlan, Yanhuitlan-
Carcavas y Huitzo) en laregion de Valles centrales, Oaxaca, México.

PGI-1 2 2 2 2 2
PGI-2 3 5 2 5 5
AAT-1 2 2 2 2 2
AAT-2 2 2 2 2 2
MDH-1 2 2 2 2 2
PGM-1 2 2 2 2 2
PGD-1 2 2 2 2 2
Promedio 2.143 2.429 2.000 2.429 2.429

6.4.2 Riqueza alélica.

Para la Riqueza alélica (Rt) por locus y por poblacion, los resultados, se basaron
en un tamafio de muestra minima de 10 individuos diploides (Cuadro 6). En
general el valor de la Riqueza alélica tuvo un valor promedio de 2 con excepcién
de la poblacién de Teotitlan del Valle, en la que se observo en el locus PGI-II, un

valor mas elevado (4.521), que el resto de las poblaciones y loci estudiados.

Cuadro 6. Riqueza alélica por locus y poblacién, basada en una muestra minima de 10 individuos diploides, para
Malacomeles denticulata en las poblaciones de estudio, (Diaz Ordaz, Teotitlan del Valle, Yanhuitlan, Yanhuitlan-
Carcavas y Huitzo) en laregion de Valles centrales, Oaxaca, México.

PGI - | 1.986 2 2 2 2
PGl - 1 2.645 4.521 2 3.633 3.552
AAT - | 2 2 2 2 2
AAT - 1 2 2 2 2 2
MDH 2 2 2 2 2
PGM 2 2 2 2 2
PGD 2 2 2 2 1.939
Promedio 2.090 2.360 2.000 2.233 2.213
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6.4.3 Heterocigosidad

Los valores de la heterocigosidad observada (Ho) asi como la heterocigosidad

esperada bajo un equilibrio Hardy-Weinberg (He) obtenidas

poblaciones estudiadas, se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Heterocigosidad observada (Ho), y heterocigosidad esperada (He) bajo un equilibrio Hardy-Weinberg,

en todas

para Malacomeles denticulata en las poblaciones de estudio, (Diaz Ordaz, Teotitlan del Valle, Yanhuitlan,

Yanhuitlan-Céarcavas y Huitzo) en laregion de Valles centrales, Oaxaca, México.

POBLACIONES

DIAZ TEOT. DEL YANHUITLAN
YANHUITLAN HUITZO
ORDAZ VALLE CARCAVAS
LOCUS Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He
PGI-1| 0.231 | 0.266 0.610 0.500 0.645 0.492 0.564 0.449 |0.394|0.417
PGI-II| 0.920 | 0.540 0.154 0.569 0.900 0.497 0.895 0.600 |0.848 | 0.587
AAT-1| 0.474 | 0.491 0.385 0.321 0.552 0.493 0.774 0.503 |0.786 | 0.505
AAT-II'| 0.833 | 0.490 0.714 0.503 0.704 0.480 0.778 0.500 |0.888 | 0.500
MDH | 0.200 | 0.516 0.857 0.502 0.345 0.408 0.579 0.459 |0.714 | 0.495
PGM | 0.583 | 0.424 0.778 0.480 0.308 0.486 0.409 0.496 |0.444|0.353
PGD | 0.100 | 0.411 0.375 0.488 0.571 0.505 0.417 0.341 |0.059 | 0.169
PROMEDIO | 0.477 0.448 0.553 0.480 0.575 0.480 0.631 0.478 |10.590 0.432
DESV.EST.| 0.320  0.093 0.255 0.076 0.205 0.033 0.261 0.078 |0.337 0.138

las
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6.5 Estadistica F de Wright

Los analisis realizados con la prueba estadistica F de Wright, mostraron con un
intervalo de confianza del 95%, valores negativos en la endogamia total (Fit= -
0.290) y en la endogamia dentro de poblaciones (fis= - 0.355). No obstante, en el
calculo de la endogamia entre poblaciones, se detectd un valor positivo (Fst=
0.087) que indica que las cinco poblaciones estudiadas, se encuentran
genéticamente diferenciadas. En el cuadro 8, se muestran los valores de la

estadistica F de Wright obtenidos en cada locus estudiado.

Cuadro 8. Estadistica F de Wright obtenida en siete loci polimérficos de Malacomeles denticulata en las
poblaciones de estudio, (Diaz Ordaz, Teotitlan del Valle, Yanhuitlan, Yanhuitlan-Carcavas y Huitzo) en la regién de
Valles centrales, Oaxaca, México. Fit=coeficiente de endogamia total de las poblaciones, Fst= coeficiente de
endogamia entre poblaciones, Fis=coeficiente de endogamia dentro de las poblaciones obtenidos con un intervalo
de confianza al 0.95 % por medio de la técnica de bootstrapping.

Loci fit fst fis

PGI-| -0.113 0.043 -0.163

PGI-II -0.182 0.07 -0.271

AAT-| -0.206 0.063 -0.288

AAT-I| -0.562 0.01 -0.577

MDH -0.159 0.039 -0.206

PGM 0.15 0.112 0.042

PGD 0.404 0.264 0.19

Promedios -0.096 0.087 -0.2
Intervalo de confianza al 95%, por el método bootstrapping

-0.29 0.04 -0.355

0.118 0.151 -0.034
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VIl Discusion

7.1 Isoenzimas

Con base en uno de los objetivos especificos, se logré estandarizar la técnica
electroforética para Malacomeles denticulata. De los buffers probados para ésta
especie, el buffer de extraccién que mostré6 mejores resultados fue el “megabuffer

de Werth (1985).

Se encontraron cinco enzimas polimorficas y siete loci: PGI-I, PGI-Il, AAT-I, AAT-
I, PGM, PGD y MDH. Debido a la inexistencia de trabajos realizados con
aloenzimas en M. denticulata, se realizaron comparaciones con especies
cercanas. En Pyrus communis (pera), la cual también pertenece a la subfamilia
Maloideae, Chevreau et al (1997), reportan once enzimas polimorficas en distintas
variedades de pera. Entre éstas, AAT, PGI, PGM y PGD que coinciden con las
enzimas polimérficas halladas en M. denticulata. En otra rosaceae, Sorbus
aucuparia L. (azarrollo), Raspe et al (1998) encontraron, siete enzimas
polimorficas, de las cuales AAT, 6PGD, PGM y MDH coinciden con el presente

estudio.
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En Pyrus communis L., en la enzima AAT, se reportan tres loci, en Sorbus
aucuparia L., se reportan dos loci en AAT al igual que lo observado en M.
denticulata, en la cual predominaron los individuos heterocigotos. El genotipo 12

fue el mas comun en ambos loci, con un total de 61% en AAT-ly 78% en AAT-II

En Pyrus communis L., Chevreau et al (1997), reportan en la enzima PGD, un
locus y dos alelos, lo cual también fue observado en Malacomeles denticulata. No
obstante, en S. aucuparia L. se reportan cinco locus de los cuales, mencionan que
el tercer loci constdé de un patron de bandeo que evidencié tres genotipos. Esto
concuerda con lo que se reporta en este estudio para M. denticulata, tanto en el

loci observado y los patrones de bandeo.

Para PGI, en Pyrus communis L., se encontraron hasta 6 patrones de bandeo, y
fueron identificados cinco alelos activos, (a,b,c,d y e) lo cual también ocurrié con
ésta enzima en Malacomeles denticulata, (1,2,3,4, y 5). Los patrones de bandeo
gue mostré PGI en este estudio son de gran importancia, ya que en el loci PGI-II,
se observé la variabilidad genética mas alta de las poblaciones estudiadas. En
PGI-2 registramos cinco alelos con cuatro genotipos. El genotipo 45 fue el mas
comun, con 72% de frecuencia genotipica. El genotipo 44, fue el menos comun
con 2%, sélo fue observado un individuo en Diaz Ordaz y dos individuos en la

poblacién de Huitzo.

La evidencia de que el genotipo homocigoto se encuentre presente en éstas
poblaciones, en un porcentaje tan bajo (2%), y que exista predominio de

heterocigotos (72%), puede indicar que la planta ante factores ambientales
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estresantes, presenta heterosis como estrategia de sobrevivencia, es decir, debido
a su amplio acervo genético, su genoma se adapta a las necesidades presentes,

lo que le permite subsistir ante éstas condiciones.

En PGM, para Sorbus aucuparia L, Raspe et al (1998) reportan tres zonas de
actividad, con un patron de bandeo monomeérico, y dos genotipos, los cuales se
reportan también para Pyrus communis L., y coincide con el bandeo que se

observé en M. denticulata.

Raspe et al (1998) mencionan que la presencia de isoenzimas en un organelo es
la consecuencia de cada una de las duplicaciones de genes o de la adicion del
genoma en especies poliploides. Las numerosas isoenzimas observadas en M.
denticulata posiblemente obedezcan a la poliploidia que caracteriza a la subfamilia
Maloideae. Evans et al (2002) en un estudio realizado en la secuencia del gen de
la sintesis del almidén (GBSSI) en esta subfamilia, proponen que el numero
cromosémico de 17 hallado en este grupo taxondmico, obedece a un evento de

aneuploidia, a partir de un numero cromosémico de 18.
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7.2 Analisis Genéticos

7.2.1 Polimorfismo, niumero de alelos por locus y nimero de alelos por locus
polimorfico.

De acuerdo con los valores promedio obtenidos en el porcentaje de polimorfismo,
riqueza alélica, numero de alelos por locus, asi como la heterocigocidad
observada en Malacomeles denticulata, se evidencia una elevada variabilidad

genética en las poblaciones estudiadas.

Aunque no existen estudios aloenziméticos previos para ésta especie, que
reporten parametros genéticos que puedan ser comparables a los observados en
éste estudio, se han realizado trabajos de variabilidad morfoldgica. Hernandez et
al (2011), al estudiar la variabilidad en las semillas de M. denticulata, en seis
poblaciones pertenecientes al estado de Guanajuato, encontraron una elevada
variabilidad intrapoblacional, (se reportan valores obtenidos por el indice de
varianza interna, en un rango de 0.2659 a 0.8196). Distinguieron las poblaciones
del oriente del estado de Guanajuato de las del occidente, y hacen mencion de
que éstas regiones presentan climas diferentes (semicélido, templado y estepa
seca) Hernandez et al, (2011) suponen que las variaciones de tamafio de semilla
observadas pudieran tener una base genética y por consiguiente tener al menos

dos diferentes acervos genéticos dentro del estado de Guanajuato.
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Ramirez (2009), quien realizé un estudio de genética cuantitativa en M. denticulata
con caracteres morfologicos de &rea foliar, denticion de la hoja y taza relativa de
crecimiento, en las mismas poblaciones aqui estudiadas (con excepcion de las
carcavas de Yanhuitlan), observé que la poblaciéon de Huitzo y Yanhuitlan
mostraron mayor variacion genética, asi como los valores mas altos de
heredabilidad para los tres caracteres foliares que él analizé (area foliar, TCR y
denticion: 0.65, 0.34, y 0.73 respectivamente). Concluye que estos valores
muestran variacion y presume que dichos valores sugieren la existencia de
variabilidad genética entre poblaciones. Resultados que concuerdan con el estudio
aloenzimético en M. denticulata, donde Yanhuitlan carcavas es la poblacion que

muestra el valor mas alto de heterocigosidad promedio observada (0.631).

7.2.2 Estadistica F de Wright

La estadistica F de Wright obtenida muestra un valor de Fis negativo (-0.355) y
significativo, lo que indica exceso de heterocigotos dentro de las cinco poblaciones
estudiadas de Malacomeles denticulata. La heterosis parece ser un mecanismo
importante en esta rosacea silvestre que le permite subsistir en los ambientes mas
erosionados y degradados como lo es en las carcavas de Yanhuitlan, donde se
observé la heterocigosidad mas elevada. Por consiguiente, es una especie que
puede ser considerada en procesos de restauracion y reforestacion en zonas

degradadas, dada la elevada variacién genética que posee esta especie en sus
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poblaciones lo que le puede conferir una gran capacidad para adaptarse a

diversas condiciones ambientales.

El valor de Fst (0.087) fue positivo, o cual muestra evidencia de que existe

diferenciacion genética entre las poblaciones estudiadas.

47



VIIlI Conclusiones

Los resultados obtenidos de la estandarizacion, muestran que la actividad
isoenzimatica en el extracto protéico de Malacomeles denticualta, puede ser

analizada por medio de técnicas electroforéticas.

Las enzimas polimérficas encontradas en este estudio, son similares a las
reportadas en otras rosaceas de la subfamilia Maloideae como lo son Pyrus

communis L., y Sorbus aucuparia L.,

El locus PGI-II, mostré la variabilidad més alta en todas las poblaciones, con cinco
alelos, (cuatro genotipos) donde el genotipo heterocigoto 45 fue el mas comaun,
(72%). La diversidad genética estimada en Malacomeles denticulata, mediante el
porcentaje de polimorfismo (P), nimero de alelos por locus (A), nimero de alelos
por loci polimérfico (Ap), riqueza alélica (Rt), asi como el grado de heterocigosidad
resulté elevada. Se encontré6 evidencia de una alta heterocigosidad en

practicamente todos los loci estudiados.

Se encontrd evidencia genética de diferenciacion entre poblaciones, con base en
estadistico F de Wright, asi como evidencia de exceso de heterocigotos en todas

las poblaciones lo que sugiere la posibilidad de heterosis.
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IX Recomendaciones

Este estudio es el primero en determinar variabilidad genética en poblaciones de
Malacomeles denticulata, por medio de isoenzimas, por lo tanto sus resultados

son de gran valor para la toma de decisiones, en cuanto a su manejo y proteccion.

Los resultados encontrados en las cinco poblaciones de Malacomeles denticulata
sugieren continuar con los estudios genéticos, aln escasos para ésta especie, con
el fin de conocerla mejor y tener herramientas suficientes para determinar
estrategias de conservacion y programas de restauracion tanto de suelo, como de

cobertura vegetal.
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