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RESUMEN 

Se analizé la variacién y estructura genética de tres especies endémicas de 

Caesalpinia, de amplia distribucién (C. hintonii) y de distribucion restringida (C. 

macvaughii y C. melanadenia), con el fin de estimar sus niveles de diversidad y estructura 

genética, asi como analizar las relaciones genéticas entre poblaciones y especies. Se empleé 

el método de electroforesis enzimatica en geles de almidén. La variacién y estructura 

genética de C. hintonii se estudié con base en 19 loci (16 polimérficos) para 150 individuos 

en cinco poblaciones. Para el caso de C. macvaughii y C. melanadenia os anilisis se 

hicieron con 12 (6 polimérficos) y 15 (10 polimérficos) loci respectivamente para 30 

individuos en cada especie. La heterocigosidad promedio (H) por poblacién para C. hintonii 

fue de 0.249. Para el caso de C. macvaughii y C. melanadenia los valores de heterocigosis 

fueron de 0.260 y 0.268 respectivamente. El mayor porcentaje de polimorfismo (P) lo 

presenté C. hintonii (58.96%) y el menor C. macvaughii (50%). Las dos especies de 

distribuci6n restringida presentan mayor diversidad genética que el promedio encontrado 

para especies endémicas. El estadistico Fis revela indicios de endogamia en las poblaciones 

de C. hintonii, Fst (0.207) muestra que existe estructuracién y el N.m promedio (0.612) 

indica que existe escaso flujo génico; las poblaciones se comportan como unidades 

evolutivas independientes. El dendograma de distancias genéticas de Nei para C. hintonii 

no concordé con ta agrupacién de poblaciones propuesta en la literatura con caracteres 

morfoldgicos; el patrén de diferenciacién se correlaciona con la distribucion geografica. El 

dendograma para todas Jas poblaciones y especies muestra que C. macvaughii es la especie 

més relacionada con C. hintonii, esta especie forma dos grupos diferenciados genéticamente 

aunque el patron de diferenciacién no se correlaciona con su distribucién geografica. La 

distribucién de la variacién genética entre las poblaciones de C. hintonii no presenta un 

patrén de aislamiento por distancia; ta diferenciacién observada podria explicarse por el 

aislamiento geografico. Los tamajios poblacionales bajos en las poblaciones de C. hintonii 

y el aislamiento geografico, sobre todo de la poblacion El Infiernillo, hacen suponer que la 

deriva génica es probablemente la principal fuerza evolutiva que esta moldeando la 

estructura genética encontrada.



INTRODUCCION 
  

Genética de poblaciones. 

El andlisis genético de las poblaciones naturales de plantas asi como el 

conocimiento de las causas que determinan la variacién genética de éstas ha sido centro de 

atencién de genetistas y evolucionistas durante las ultimas tres décadas (Bradshaw, 1984; 

Nevo et al., 1986; Hamrick y Godt, 1989). 

Los niveles y patrones de variacién genética tienen un papel importante para 

determinar el potencial evolutivo de una especie. Dichos patrones estén determinados por 

los efectos de cinco procesos evolutivos fundamentales: 1) mutacién, 2) migracién, 3) 

seleccién, 4) deriva génica y 5) sistemas de apareamiento. De acuerdo con lo anterior, se ha 

determinado que para entender la biologia evolutiva de una especie, se debe tener 

conocimiento de la variacién genética de ésta (Lewontin, 1974; Endler, 1977; Hamrick y 

Godt, 1989). 

Un método empleado para la evaluacién de la variabilidad genética de las 

poblaciones naturales lo constituye el analisis de la variacion enzimatica (Chesser, 1983; 

Soltis y Soltis, 1991; Hoey y Parks, 1991; Hillis e¢ al., 1996). Con la técnica de 

electroforesis se estiman las frecuencias alélicas para cada locus y poblacién; a partir de 

éstas se calculan una serie de parametros como el numero de loci polimérficos, asi como 1a 

heterocigosis, que se refiere a la proporcién de genotipos diploides compuestos por alelos 

distintos (Lewontin, 1974; Hedrick, 1983; Hartl y Clark, 1989; Hamrick y Godt, 1989);



dichos parametros permiten evaluar la cantidad de variacién genética dentro y entre 

poblaciones. A esto ultimo se le denomina estructura genética (Loveless y Hamrick, 1984). 

La estructura genética es un rasgo combinado que incluye no sélo el arreglo espacial 

de los aletos y genotipos en un momento particular sino también los procesos 

deterministicos de multiplicacién y flujo génico que alteran su arreglo espacial, durante 

cada periodo reproductivo (Loveless y Hamrick, 1984). Existen factores que determinan de 

manera importante la estructura genética de las poblaciones como los sistemas 

reproductivos, la morfologia floral, los mecanismos de polinizacién, el tiempo de 

generacién, la distribucién geografica y la dispersién de semillas (Hamrick et al, 1979; 

Loveless y Hamrick, 1984; Karron, 1987; Hamrick y Godt, 1986b). 

Variacién genética. 

EI primer paso para ef entendimiento de la estructura genética de una poblacién 

consiste en describir la cantidad de variabilidad genética presente. La variacién genética, 

describe los niveles de cambio de las frecuencias alélicas y genotipicas en las poblaciones. 

Los promedios encontrados en los niveles y patrones de variacién aloenzimatica yla 

gran variedad de caracteristicas de las especies, incluyendo, estatus taxondmico, 

distribucién, forma de vida, modo de reproduccién, sistemas de apareamiento, dispersion de 

semillas y estatus sucesional nos permite hacer predicciones sobre la variacién genética de 

las especies. 

La revisién de Hamrick ef al. (1979) asi como la de Loveless y Hamrick (1984) 

muestran que las especies que se autofecundan poseen niveles de variacién genética 

menores a los de especies que predominantemente se entrecruzan. Con respecto al



mecanismo de dispersion de semillas, se encontré una mayor heterocigosis promedio (H) en 

las especies cuyas semillas son ingeridas y dispersadas por animales, que en aquellas 

diseminadas por gravedad (Loveless y Hamrick, 1984, 1987). 

Las especies de plantas lefiosas mantienen mayor variacién genética dentro de sus 

poblaciones que las especies herbaceas (Hamrick ef al, 1979); las especies polinizadas por 

el viento presentan un indice de polimorfismo mayor que las polinizadas por animales 

(Hamrick y Godt, 1989). Las especies arbéreas son las que exhiben los mas altos niveles de 

variacién con respecto a otros grupos (Hedrick, 1983; Ledig y Conkle, 1983). 

Los niveles de variacién a nivel isoenzimatico se pueden correlacionar con patrones 

de distribucién geografica, agrupando a las especies en cuatro tipos: Lt) especies con 

distribucién continua, 2) especies con distribucién discontinua, 3) especies con distribucién 

discontinua pero en areas pequefias y 4) especies con distribucién testringida (Muller eg al., 

1992). 

Los dos tiltimos agrupamientos de especies caen dentro de lo que Rabinowitz et al. 

(1986) denominan especies raras. La rareza es un término relativo, en ocasiones es utilizado 

como sindnimo de endémico, el endemismo es un tipo de rareza y las especies raras son 

mas susceptibles a la extincién que las comunes. 

Los estudios comparativos sobre la distribucién geografica de las plantas muestran 

que Jas especies con distribucién geografica restringida (especies endémicas 0 raras) por lo 

general presentan bajos niveles de diversidad genética con relacién a las especies 

ampliamente distribuidas (Ledig y Conkle, 1983; Karron, 1987, 1997; Van Treuren er al., 

1991; Spencer et al, 1991; Bawa y Ashton, 1991). Sin embargo, no es posible saber si la 

especificidad en el habitat es una causa o consecuencia de los bajos niveles de diversidad



genética, aunque, la especificidad de éste puede ser independiente de la amplitud 

geografica. 

Una excepcién a los bajos niveles de variacion genética hallados en especies 

endémicas seria Pinus rzedowskii, donde se encontraron altos niveles de variacion, 

probablemente debida a las condiciones ecoldégicas del lugar, la historia de vida (especie 

longeva de crecimiento tardio) y al comportamiento teproductivo (Delgado, 1990). 

Las causas que determinan el endemismo y la rareza en especies de plantas 

vasculares pueden ser diferentes y deberse a diversos factores ecolégicos, de dinamica 

poblacional, genética del taxon, historia evolutiva, historia taxonomica y perturbaciones 

humanas (Fiedler, 1986; Fiedler y Ahouse, 1996). 

Desde una perspectiva genética, la rareza puede ser producida por et efecto 

fundador, deriva génica (Karron, 1987, 1997), tamafios poblacionales pequefios (Hedrick, 

1983; Hartt y Clark, 1989), eventos de cuello de botella o por ser especies nuevas (Foster, 

1991). Todos los factores se encuentran intimamente relacionados. 

El efecto fundador se define como el establecimiento de nuevas poblaciones por 

algunos individuos que llevan sélo una fraccién del total de fa variacién genética de los 

parentales. A la reduccién en el numero de individuos de una especie en un momento y 

lugar determinado se le denomina cuello de botella. Cuando la disminucién en ef nimero va 

acompafiada con una disminucién significativa de variacién genética se emplea el término 

cuello de botella genético (Fiedler, 1986). 

La disminuci6n en la variacién genética puede atribuirse a la ausencia o reduccién 

del nimero de aletos raros en el grupo fundador y a un cuello de botella posterior a la 

colonizacién (Ellstrand y Elam, 1993). La pérdida de alelos es mucho mas grande que la



disminucion de heterocigosidad y !a variacién genética per se. Si el tamafio poblacional se 

incrementa rapidamente la reduccién promedio de heterocigosidad es minima aunque el 

numero de fundadores sea pequefio (Cox, 1997). En contraste, la pérdida en el promedio del 

numero de alelos por locus es fundamentalmente afectado por el tamaiio del cuello de 

botella. La diferencia ocurre porque la deriva génica elimina algunos de los alelos con 

frecuencia baja (Fiedler y Ahouse, 1996). 

Aunque las especies endémicas presentan una disminucién de loci polimérficos y 

diversidad genética con respecto a los de mas amplia distribucién, es interesante notar que 

la diferenciacién entre poblaciones (Fst / Gst) en las especies endémicas es similar al de 

especies con amplia distribuctén (Hamrick y Godt, 1990). 

En conclusién, las especies con distribuciones geograficas testringidas, bajas 

densidades poblacionales y que crecen aisladas son mas propensas a experimentar los 

efectos de la deriva y presentar altos niveles de divergencia poblacional, en comparacién 

con aquellas especies con poblaciones grandes, ampliamente distribuidas y que se 

encuentran menos aisladas (Hamrick ef al, 1979; Godt y Hamrick, 1993; Karron, 1997). 

No obstante, este patrén de estructura genética puede modificarse dependiendo de 

los niveles de flujo génico que ocurran entre las poblaciones y el sistema de cruzamiento 

predominante de la poblacién. 

Marcadores isoenzimaticos en sistematica, 

Los sistematicos se han concentrado en resolver problemas de especiacion, 

variacién geografica y filogenias (Hillis y Moritz, 1996).



Se ha presentado un debate sobre la validez de los caracteres moleculares y 

morfolégicos como principios de informacién para reconstruir filogenias (Patterson et al, 

1993). Algunos critican que los caracteres moleculares son relativamente débiles (e.g. 

Kluge, 1983), mientras que otros aducen que varios de los caracteres morfolégicos 

empleados son no informativos (e.g. Frelin y Vuilleumier, 1979; Sibley y Ahlquist, 1987). 

El establecer las relaciones filogenéticas para un grupo de especies, implica elaborar 

una hipdtesis evolutiva en base a los caracteres que comportan a los diferentes taxa. Para 

elaborar una filogenia, la informacién con la que se debe contar puede ser morfoldgica, 

ADN (hibridizacién, analisis de fragmentos de restriccién y secuenciacién) o de proteinas 

(inmunoldgicos y aloenziméaticos). En general, pueden agruparse dentro del siguiente 

esquema (Swofford y Olsen, 1990): 

D iscretos 

multiestados 

Cualitativos: caracteres 

(polarizados o no) 

DATOS 

\ 
La electroforesis de aloenzimas ha sido una herramienta util en la sistematica 

Continuos 

Cuaatitativos: Distancia/S im ilitud 

(Gottlieb, 1973, 1974; Buth, 1984a y b; Wendel y Weeden , 1989). La aplicacién ha 

generado controversias, pues no detecta todos los polimorfismos bioquimicos que existen 

en los organismos, debido a que el 90% del genoma es ADN que no codifica; hay 

diferencias en los nucledtidos que no se transcriben (intrones, secuencias flanqueantes), ni



se traducen (extremidades no codificantes de ARNm) y ademas, Porque las terceras bases 

de los codones rara vez son informativas debido a la redundancia del cédigo genético 

(Nevo, 1978; Hartl y Clark, 1989). 

Bush y Kito (1978, citado en Buth, 1984 a y b) asi como Lewontin (1985) 

concluyen que es sumamente confiable para estimar la variacién de aminodcidos en 

poblaciones naturales, para comparar razas, especies 0 géneros estrechamente relacionados 

y en algunos casos permite plantear hipdtesis acerca de la evolucién de especies 

intragenéricas. No existe una relacion clara entre las similitudes genéticas y los tiempos de 

divergencia desde el ancestro comin. Sin embargo, la divergencia promedio entre loci si 

puede reflejar una relacién funcional con el tiempo o el numero de generaciones 

particularmente cuando largos periodos de tiempo estdn involucrados ( Avise, 1974; 

Crawford, 1990). 

Si contamos con informacién de proteinas, podemos seguir dos procedimientos: a) 

elaborar una matriz de distancias genéticas ya sea como medida de identidad genética (Nei, 

1978) o de similitud (Rogers, 1972) y b) construir una matriz de presencia ausencia de 

alelos ( Swofford y Olsen, 1990). 

Conservacién y endemismo. 

México posee mds de 300 géneros de plantas vasculares endémicas (Rzedowski, 

1993). Dentro de fas leguminosas, Sousa y Delgado (1993) reportan tres tribus con 88 

géneros como endémicos (896 especies endémicas); el género Caesalpinia posee menos de 

31 especies bajo ese estatus, las cuales mayoritariamente se distribuyen en 1a costa del 

Pacifico y en la Depresién del Rio Balsas.



Conocer los niveles de variacién genética en especies representadas por poblaciones 

reducidas y/o fragmentadas es de suma importancia. Por un lado, la informacion es util para 

comparar la relacion entre la distribucién de la especie y su variacién genética y por otro, 

los estudios aloenzimaticos nos proveen de datos para establecer estrategias de 

conservacién, preservacién y manejo de fos recursos génicos (Hopper y Coates, 1989; 

Hamrick y Godt, 1990; Eguiarte y Pifiero, 1990; Eguiarte, 1990; Barrett y Kohn, 1991; 

Spencer et al, 1991; Wyatt, 1992). 

Los andlisis de la variacién enzimatica en las poblaciones naturales son necesarios 

para la conservacién y para cotejar con las evidencias encontradas que predicen una baja 

diversidad genética en las especies con distribucién geografica restringida o endémica (van 

Treuren ef al., 1991). Al poseer un mayor numero de registros sobre !a variacién y 

estructura genética de las especies endémicas se pueden hacer predicciones mas realistas de 

la variacion genética. 

Antecedentes, 

Dentro de fas plantas, las leguminosas son de las que mayor importancia econémica 

poseen, de ellas se extraen un gran numero de Compuestos empleados en la industria como 

tintes, gomas, resinas, madera, etcétera, también son empleadas como forraje y alimento 

para el hombre; pero sin duda una de las caracteristicas mas importantes es su capacidad de 

establecer simbiosis con bacterias (e.g. Rhizobium) y fijar nitrogeno atmosférico. Se sabe 

que un cultivo de leguminosas puede fijar 500 kg/ha/aiio de nitrégeno (NAS, 1977). 

La familia Leguminosae es una de las tres més diversas dentro de las 

Magnoliophyta, contiene aproximadamente 650 géneros y 18 000 especies (Polhill et al,



1981), agrupadas en tres subfamilias: Caesalpinioideae, con 150 géneros y 2800 especies 

(cinco tribus), Mimosoideae, con 60 géneros y 4200 especies (cuatro tribus) y 

Papilionoideae, con 440 géneros y 12 000 especies aproximadamente (= 47 tribus); cada 

una con caracteres florales definidos y con géneros que se consideran de transicién entre 

ellas (Contreras, 1991). 

La taxonomia en las leguminosas se ha visto modificada continuamente (Tucker y 

Douglas, 1994), debido a la gran diversidad del grupo y a la gran variabilidad de estructuras 

(e.g. florales y vegetativas). Ademas, de que los estudios actuales se basan en caracteres 

morfolégicos, los que al parecer son insuficientes para dilucidar las relaciones taxonémicas 

del grupo; por lo tanto se requiere de herramientas adicionales, diferentes a las 

morfolégicas, para establecer con mayor precisién las relaciones filogenéticas de tas 

especies. 

Estudios recientes sobre el desarrolio floral (Kantz y Tucker, 1994), ontogenia 

(Tucker y Douglas, 1994), quimiotaxonomia (Kite y Lewis, 1994; Contreras et al. 1995) y 

marcadores moleculares (Doyle, 1995; Liston, 1995; Simpson y Miao, 1997) han generado 

hipotesis sobre la radiacion adaptativa del grupo y géneros relacionados. 

La subfamilia Caesaipinioideae es considerada el grupo basal del que derivan las 

otras dos subfamilias; sus especies estan agrupadas en cinco tribus: Caesalpinieae, 

Cassieae, Cercideae, Detarieae y Amherstieae (Cowan, 1981). Muchos de los géneros son 

monotipicos o contienen pocas especies y estén restringidos principalmente a regiones 

tropicales de Africa, Asia y Sudamérica. 

La tribu Caesalpinieae, es considerada como la base de toda fa subfamilia 

constituida por 47 géneros, divididos en ocho grupos fenéticos (Polhill y Vidal, 1981), sin



asignacién taxonémica determinada, que indican distintas direcciones de divergencia a 

partir de lo que parece ser la organizacion floral mas simple (Contreras, 1991). 

El grupo fenético Caesalpinia sensu Polhill y Vidal (1981), en el que se ubica el 

género Caesalpinia, contiene 16 géneros distinguibles por el sépalo abaxial modificado y 

Por presentar estructuras de defensa (aguijones, glandulas y tricomas glandulares) en hojas, 

tallos y frutos. Los miembros del grupo son arboles o arbustos predominantemente de 

selvas secas y desiertos de trépicos y subtrépicos del viejo y nuevo mundo (Kantz y Tucker, 

1994). 

Caesalpinia sensu lato contiene aproximadamente 150 especies (menos de 45 en 

México), siendo el género mds grande dentro del grupo. Las Caesalpinieae son 

aparentemente una mezcla de relictos y complejos de especiacién reciente; algunos de los 

grupos de leguminosas superiores son transiciones de Caesalpinieae (Lewis y Schrire, 1995; 

Lewis, 1998). 

Las flores de Caesalpinia y de géneros relacionados presentan una gran diversidad 

de formas en sus estructuras y se deben considerar entre las mas especializadas de la 

subfamilia, en algunos casos son mas especializadas que algunas Mimosoideae (Contreras, 

1991). Se reporta que las flores son tipicamente melitdfilas, visitadas por abejas de los 

géneros Centris y Xylocopa ( Lewis, 1994). Para el caso de C. hintonii se han observado 

colibries visitando activamente sus flores (Lewis, 1994, 1998; J. L. Contreras, com. pers.). 

La gran variacién morfolégica que presentan las estructuras florales, frutos y partes 

vegetativas de las especies de Caesalpinia, han propiciado que las relaciones entre éstas ain 

sean confusas; algunos autores las consideran como un solo género en tanto que otros lo



han segregado en varios géneros. Se sugiere que el género es polifilético y que pueden 

reconocerse grupos distintivos dentro de este (Polhill y Vidal, 1981; Lewis y Schrire 1995). 

Hasta la fecha no existen estudios con marcadores isoenzimaticos para las especies 

del género Caesalpinia, la mayor parte de los trabajos realizados se centran en la 

descripcién morfolégica (Contreras, 1991), desarrollo floral (Tucker et al, 1985), sindrome 

floral (Cocucci et al, 1992), en el numero cromosémico y cariotipo de las especies (Zhao, 

1996; M. Ibarra-Gonzdlez en prep.), aminodcidos no protéicos (Nageshwar et al., 1984; 

Kite y Lewis, 1994; Contreras ef al., 1995) y sistematica (Lewis, 1994; 1998). 

Todos los trabajos, exceptuando los de numero cromosémico y cariotipo, han 

pretendido dilucidar las relaciones filogen¢ticas del grupo Caesalpinia sensu lato y géneros 

relacionados como Brassilettia, Hoffmannseggia y Haematoxylum. Las afinidades quimicas 

encontradas por Kite y Lewis (1994) asi como Jos estudios moleculares (Simpson y Miao, 

1997) apoyan la idea de redefinir el grupo Caesalpinia sensu lato. 

Por otro lado, Kite y Lewis (1994) realizaron un anilisis cladistico de aminoacidos 

no protéicos en Caesalpinia s./. encontrando correlaciones con los grupos 

macromorfolégicos de las especies apoyando también la idea de redefinicion del género. 

Algunos de los grupos informales poseen afinidades quimicas estrechas con otros géneros 

como Brasilettia. En el mismo anilisis, se encontré divergencia entre las especies de 

México y Centroamérica dentro del grupo Poicianella basada en la presencia de dcido 4- 

metilglutamico; las diferencias quimicas observadas en los segregados geograficos tal vez 

tengan importancia ecoldgica y/o taxonémica. 

Kantz y Tucker (1994) encontraron que Caesalpinia es grupo hermano de 

Haematoxylum y Hoffmannseggia. La especie Haematoxylum brasiletto y el grupo



infragenérico Poincianella de Caesalpinia s. |. son afines segun los estudios morfoldégicos, 

de quimica de semillas y ontogenia floral. Los mismos autores sugieren afinidades 

estrechas entre los taxa, pero los anilisis filogenéticos no apoyan dicha hipotesis. Ha 

resultado dificil caracterizar en términos de sinapomorfias a los taxa basales de la tribu 

Caesalpiniae-Haematoxylon, ya que la tribu incluye taxa con estructuras florales no 

especializadas. 

Lewis y Schrire (1995) encontraron que el grupo de Caesalpinia es polifilético, 

aunque reconocen que las relaciones que proponen entre los taxa son altamente 

especulativas por no involucrar a todas las especies. 

Respecto a los estudios cromosémicos se ha postulado que el numero cromosémico 

basico en Caesalpinia sensu lato es de x=12 (Goldblatt, 1981; Lewis, 1994). Guerra (citado 

en Lewis, 1994) reporta poliploidia en Caesalpinia ferrea (grupo Libidibia) con 2n= 24, 48 

y C. bracteosa (grupo Poincianella) con 2n= 48. 

Ptanteamiento del problema y justificacién. 

En ciertas especies del género Caesalpinia (e.g., C. exostemma, C. epifanioi, C. 

velutina) se ha observado gran variabilidad morfolégica en las estructuras florales y 

vegetativas (Contreras, 1991; Kantz y Tucker, 1994). 

En C. hintonii, Contreras (1991) encontré tres variantes morfologicas, a Jo largo de 

la Depresién del Rio Balsas. La primera corresponde a la porcion oriental de la depresién, 

que incluye a las poblaciones que se localizan entre Acatlan de Osorio, Puebla y Valerio 

Trujano, Guerrero; la segunda forma corresponde a la porcién media en donde se ubica la



localidad tipo de esta especie; la ultima se focaliza en la porcién occidental en los 

alrededores de Infiernillo entre los estados de Guerrero y Michoacan. 

Las tres variedades no pueden considerarse como especies distintas aunque se 

encuentren aisladas geograficamente, por lo que son necesarios mas estudios para decidir si 

las variaciones tienen una base genética, se deben a plasticidad fenotipica (Contreras, 1991; 

J.L. Contreras en prep.) o a una combinacién de ambas. 

Por otro lado, considerando que una poblacién grande no es panmictica sobre toda 

su drea de distribucién es de esperarse que la poblacién total de C. hintonii se encuentre 

estructurada genéticamente debido a la dispersion limitada de la progenie. De esta manera, 

se pueden esperar ciertos niveles de variacién y divergencia entre las poblaciones en virtud 

del aislamiento geografico. 

La mayoria de los intentos por caracterizar la variacién genética en las poblaciones 

naturales se han realizado a una escala local, o en poblaciones que se encuentran muy 

cercanas entre si (Sytsma y Schaal, 1985; Hamrick y Loveless, 1986a; Hamrick y Godt, 

1989). El hecho de incrementar la amplitud de la escala geografica permite de alguna 

manera analizar Ja relacién existente entre los caracteres gencticos observados y los 

parametros ambientales (Chase et al, 1995). 

Las tres especies de Caesalpinia ofrecen una excelente oportunidad para evaluar la 

variacién genética y la distribucién geogrdfica. C. hintonii Presenta una distribucién 

geografica amplia; C. melanadenia solo se encuentra en las partes bajas de la Cuenca del 

Valle de Tehuacan-Cuicatlan y a C. macvaughii inicamente se le encuentra en la region de 

Infiernillo, Michoacan.



En cuanto al tipo de habitat, las especies tropicales de selvas secas han sido menos 

estudiadas que las de trépicos hamedos y son escasos los estudios enfocados a evaluar 

cémo el conocimiento de la variacién genética encontrada en poblaciones naturales puede 

ser utilizado en la conservacién (Oyama, 1993). 

Finalmente, para la biologia de la conservacién el estudio y andlisis de las especies 

Taras o endémicas como Caesalpinia hintonii, C. melanadenia y C. macvaughii es 

fundamental por ser éstas las mas vulnerables y con mayor riesgo (potencial) a desaparecer. 

Objetivos: 

* Analizar y comparar la variacién genética de tres especies endémicas de Caesalpinia (C. 

hintonii, C. macvaughii y C. melanadenia) relacionandola con su distribucién 

geografica. 

© Describir la estructura genética de Caesalpinia hintonii y evaluar si la distancia genética 

de las poblaciones se ajusta al modelo de aislamiento por distancia. 

© Analizar las relaciones genéticas entre poblaciones y especies de Caesalpinia.
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AREA DE ESTUDIO 
  

La selva baja caducifolia cubre el 2% del territorio de! pais (Ramirez, 1994), posee 

alrededor de 6000 especies de fanerégamas, de las que el 40% son endémicas a México 

(Rzedowski, 1992 a y b). El mismo autor considera que la mayor proporcién de 

endemismos se concentran en la Cuenca del Rio Balsas, Peninsula de Yucatan y noroeste 

de México. 

Para el caso de las Caesalpinioideas la mayor concentracién de especies se da en la 

costa del Pacifico y en la Depresién del Rio Balsas, siendo ésta la que posee una mayor 

heterogeneidad ambiental (Toledo, 1982), lo que genera alta diversidad de especies, razas y 

variantes clinales. Debido a la conexién que mantuvieron en el pasado la Cuenca del Balsas 

y el Vaile de Tehuacan-Cuicatlan un gran numero de especies de ambas zonas se 

encuentran estrechamente relacionadas (Contreras com. pers.). 

Valle de Tehuacan-Cuicatlan. 

Fisiografia y geologia. 

El valle se localiza entre los estados de Puebla y Oaxaca, mide 10, 000 Km?. La 

historia geolégica comprende cuatro fases: 1) la formacién del complejo basal que data del 

Paleozoico-Mesozoico, 2) Una inmersién de la cuenca a principios del Cretacico Inferior, la 

cual formé el porta! del Balsas y el aislamiento del Valle de Tehuacan respecto del Golfo de



México con una depositacién de sedimentos marinos ricos en material salino, 3) Una serie 

de movimientos orogénicos aislan la cuenca y por tanto, el Valle de Tehuacén-Cuicatlan 

pierde conexién con la Depresién del Rio Balsas dando origen a un lago endorréico que 

data del Cretacico Inferior a finales del Terciario, 4) la captacién por parte del Rio Santo 

Domingo, afluente del Papaloapan, del Rio Salado y sus tributarios por erosién remontante 

(Berinstain, et al., 1996). Estos procesos formaron cerros de cimas planas con rocas calizas 

como roca madre, zonas de ladera con lutitas, zonas de depositacién aluvial a lo largo del 

Rio Salado, asi como dreas de material igneo (Toledo, 1982; Ferrusquia-Villafranca, 1996). 

Clima. 

Calido, temperatura media anual de 21°C presentando canicula bien definida a mitad 

del periodo de fluvias, precipitacién media anual de 400- 450 mm (Valiente, 1991). 

Vegetacién. 

La zona ha sido estudiada desde hace 60 afios desde el punto de vista floristico y 

fitogeografico (Villasefior et al., 1990; Garcia, 1991; Davila et al, 1993). El namero de 

especies encontradas oscila alrededor de las 2 800 (1% de la flora a nivel mundial); existe 

un elevado grado de endemismo (Toledo, 1982; Davila, et al, 1993) y tiene una gran 

afinidad floristica con el Desierto Sonorense, lo cual indica que hubo una conexién tiempo 

atras. 

En la regién pueden distinguirse los siguientes tipos de vegetacién: matorral 

espinoso, tetechera de Neobuxbaumia tetetzo, selva baja espinosa perenifolia, tetechera



cardonal, cardonal de Stenocereus stellatus, cardonal de Cephalocereus columna-trajani y 

selva baja caducifolia (Berinstain ef al, 1996). 

En el matorral espinoso Neobuxbaumia tetetzo es la especie dominante y en menor 

Proporcién se encuentran Mimosa luisana, Cordia curassavica, Caesalpinia melanadenia, 

Bursera aloexylon, Fouguiera formosa e Ipomea arborescens; también se encuentran 

suculentas y roset6filas como Mammillaria carnea, Opuntia Jillifera, Coryphantha pallida 

y Ferocactus flaviovirens (Berinstain et al., 1996). 

Depresi6n del Rio Balsas. 

Ubicacién. 

La cuenca esta comprendida entre los meridianos 97°30" y 103°1S’ de longitud oeste 

y los paralelos 17° y 20° latitud norte; la limitan al norte el Eje Neovolcanico desde los 

limites de Michoacan y Jalisco hasta el cerro de la Malinche, al este la Sierra Madre de 

Oaxaca; al sur y al oeste se encuentra la Sierra Madre del Sur. 

Fisiografia, Hidrologia y Geomorfologia. 

La Depresién de Rio Balsas mide 105 900 Km? se encuentra en la parte central de la 

Republica; el Rio Balsas tiene un curso de 840 Km, con un escurrimiento medio anual de 

15 mil millones de metros cubicos. Lo forman tres corrientes principales: el Atoyac que 

nace en la Sierra Nevada, en los estados de Puebla y Zahuapan; el Mixteco, que nace en



Oaxaca, y el Tlapaneco, que se origina en las montafias limitrofes de esta entidad con 

Guerrero. El Mixteco y el Atoyac se unen en las proximidades del poblado de San Juan del 

Rio Oaxaca; y mas adelante, por la margen izquierda, confluye el Tlapaneco. Hasta la 

poblacién del Balsas el rio lleva el nombre de Mezcala. Desemboca en las Bocas de 

Zacatula y marca el limite entre los estados de Michoacan y Guerrero. Sus principales 

afluentes, por la margen derecha, son los rios Nexapa Amacuzac, Cutzmala, de la montafia 

0 Poliutla, Tacémbaro y Tepalcatepec; y por la izquierda, los de Ajuchitlan y el Oro. 

La hidrografia pertenece a la vertiente del Océano Pacifico, en ella se reconoce una 

cuenca interior denominada del Balsas cuyo eje de avenamiento es el rio del mismo 

nombre. En la cuenca ocurre una precipitacién media anual de 978 mm; 1050 mm en las 

partes altas y 810 mm en la central. Las mayores precipitaciones (2317 mm) se han 

registrado en Tetela del Volcan. 

La Depresién del Rio Balsas se encuentra dividida en la Depresién Oriental y 

Occidental por un estrechamiento ocasionado por la Sierra de Taxco-Telotoapan. Es un 

gran sinclomnio que comenzé a levantarse en el periodo Mesozoico (Cretacico) y se plegs 

posteriormente para formar la depresién (durante el Terciario y Cuaternario) en el periodo 

Cenozoico. 

Por algun tiempo esta depresién se formé como una meseta de rellenamiento 

cerrado, debido a los movimientos tecténicos y por fa presencia de numerosas fallas por 

donde salieron corrientes de lava que la cubrieron parcialmente. La meseta contenia una 

serie de lagos internos, pero los movimientos orogénicos que afectaron la Sierra Madre del 

Sur originaron fracturamientos en la cuenca, conviertiéndose en una meseta de denudacién.



E] relieve esta caracterizado por un sistema montafioso, con altitudes desde los 900 a los 

1800 msnm, de pendientes abruptas (entre 20° y 40°) y numerosas cafiadas (Lépez, 1984). 

Geologia. 

Se divide en dos cuencas sedimentarias Separadas por una lengiteta de esquistos 

pertenecientes al complejo basal, que se desprende del macizo de la Sierra Madre det Sur, 

atravesando la parte oriental del estado de Guerrero extendiéndose hasta el estado de 

Puebla. Fisiograficamente se distinguen las formas de origen volcanico; en adicién a las 

Tocas y cuerpos estrictamente volcanicos se encuentran algunas rocas de tipo sedimentario 

(e.g. arenisca, conglomerado) del Terciario y Cuaternario con algunos restos fésiles 

(Ferrusquia-Villafranca, 1996). 

En el estado de Michoacan se encuentran esquistos, gneiss y calizas del Paleozoico- 

Mesozoico, en el estado de Guerrero se encuentran esquistos con biotita, gneiss y calizas. 

El grado de metamorfismo en la zona es elevado, con cuerpos de intrusién graniticos, 

granodioriticos y pluténicos dioriticos de diferentes edades. Por ejemplo, las de Guerrero- 

Oaxaca pertenecen al Paleozoico y las de Michoacan al Cenozoico temprano. En general las 

unidades Paleozoicas en ja region son predominantemente de tipo metamérfico (e.g. Rio 

Tacambaro). Las formaciones del Jurdsico se encuentran en el estado de Guerrero y el 

sureste de Michoacan (e.g. area de Huetamo) mientras que las pertenecientes al Cretacico, 

predominantemente medio sedimentario marino, se les encuentran en el estado de Guerrero 

(e.g. Tetela del rio) (Toledo, 1982).



Vegetacién. 

La vegetacion caracteristica se define como bosque tropical caducifolio (Rzedowski, 

1978). De acuerdo con Rzedowski (1978) Pertenece a la regién fitogeografica Caribea 

incluida en el reino floristico Neotropical; la depresién se encuentra considerada como un 

ramal de la provincia de Ia costa de! Pacifico. El numero de endemismos, sobre todo a nivel 

de especie, es alto (Rzedowski, 1978; Toledo, 1982). 

Las familias dominantes del paisaje Corresponden a Burseraceae, Fabaceae y 

Moraceae. En cuanto a las cactaceas columnares candelabriformes, los géneros mas 

comunes son: Stenocereus, Neobuxbaumia, Pachycereus y Cephalocereus (Jiménez, 1977). 

La Cuenca det Balsas constituye ei area de maxima concentracién de especies de 

Bursera. Las asociaciones se encuentran dominadas Por este género. Por ejemplo, en la 

parte oriental se conocen Bursera morelensis, B. longipes, B. lancifolia, B. schlechtendali, 

B. chemopodicta, B. aptera, B. boliviari, 8. xochipalensis, B. aleoxylon, B. rzedowski 

(Toledo, 1982; Contreras, 1991). 

Clima. 

La temperatura media anual més cdlida se encuentra en el fondo de la Depresion, 

cerca de la desembocadura del Rio Balsas (30°C) y las més frias se encuentran en Ia Sierra 

Madre (12°C). La Depresién del Balsas es mds seca que la costa, debido a que los vientos 

pasan por ahi después de haber hecho una primera descarga de humedad en la Sierra Madre. 

Existe una menor precipitacién en las zonas mas bajas (partes cercanas al cauce del Rio 

Balsas); ademas de ser las mas calidas, son también las mas secas. 
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La variaci6n altitudinal de la cresta de fa Sierra Madre influye significativamente en 

ja distribucién longitudinal de la humedad (Toledo, 1982), por lo que la parte mas seca de 

la Depresién se encuentra cerca de la desembocadura del Rio, donde la Sierra tiene un 

minimo de altitud, a su vez Ja parte mas humeda se localiza a la misma longitud (100°) que 

es el filo mas alto de la Sierra de Taxco. 

La Depresién Oriental de la Depresién (Puebla y Oaxaca) presenta una tercera zona 

de poca humedad que est separada del cajién del Zopilote por una franja relativamente mas 

himeda (Jiménez, 1980). 

Los climas del Balsas pueden agruparse en dos tipos, el estepario Bs y el cdlido 

subhimedo Aw. Los climas de tipo estepario existen en las tres zonas de escasa humedad 

referidas anteriormente; en la zona de Infiernillo se localizan dos subtipos, el Bs, y el Bs,, 

es decir el menos seco y el mas seco de los esteparios; la segunda zona se encuentra en el 

cafién del Zopilote, donde existe un Bs,. La tercera zona se encuentra en los alrededores de 

Huamuxtitlin, donde se presenta un Bs,, que difiere de los anteriores por presentar 

temperaturas mas bajas (Toledo, 1982). 

Del tipo Aw, existen dos subtipos, el Aw, que es el m4s ampliamente distribuido; el 

Aw, lo encontramos en una franja que corre por la Depresién Occidental del Balsas en las 

estribaciones de la Sierra de Taxco y la Sierra Madre del Sur, a lo largo de la costa, 

generalmente junto al litoral y en zonas de mediana altitud hacia el lado occidental. 
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DESCRIPCIONES MORFOLOGICAS 
  

Caesalpinia hintonii Sandwith, en Kew Bull. 5: 303-304. (1937) Tipo: México, 

Guerrero (Michoacan): Coyuca, municipio de San Lucas, Cuajilote, 9 de mayo de 

1935, Hinton 7746 (holotipo Kt, isotipos, A!, F!, GH!, MEXU) Cuenca Media. Figura 

1A. 

Arboles 0 arbustos de 2-4 m de alto. Hojas de 5.7-22.5 cm de largo, terminando en 

una pinna; estipulas glandular-ciliadas; peciolo glandular-setoso o glabro; raquis de 2.5- 

15.7 cm de largo; con 3-13 pinnas, de 1-7.7 cm de largo, puberulentas o glabras; foliolos 3- 

10 yugados, obovados, elipticos u oblongo elipticos, de 0.6-2.5 cm de largo y 0.3-1.3 cm de 

ancho, apice obtuso o redondeado, margen entero con puntos glandulares negros, base 

oblicua adpresamente pubescentes o glabros en la madurez. Inflorescencias axilares o 

terminales, arqueadas o erectas, densamente pubescentes o pilosas, bracteas rojas, ovado- 

acuminadas; pedicelos casi horizontales, graciles articulados en 4 0 menos de su longitud, 

en ocasiones torcidos y las flores resupinadas; caliz rojo purpura; el tubo calicino obcénico, 

comprimido lateralmente, de 4.3-6.5 mm de largo; sépalos ovados u oblongo-ovados, de 

5.4-9 mm de largo y 2.5-4.5 mm de ancho; el abaxial cimbiforme, agudos y glandular 

ciliados; pétalos rojo salmén, de 5.2-8.7 mm de largo y de 3.5-5.5 mm ancho, unguiculados 

con androceo de filamentos curvados, de 6.5-11 mm de largo, densamente vellosos hasta 

1/2-3/4 de su longitud, et resto con glindulas estipitadas verde limén; pistilo sésil o 

estipitado, ovario densamente sericeo y cubierto por glandulas cupuliformes rojas. 
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Legumbre plana, falcada, de 3-5.7 cm de largo y 1-1.7 cm de ancho, valvas cartaceas, la 

superficie pilosa con abundantes glandulas estipitadas cupuliformes rojas, eldsticamente 

dehiscentes. Semillas 1-3, planas, anchamente ovadas, de 9-11 mm de largo, de color 

castafio claro, con margen rojo. 

Habitat: En laderas rocosas en el bosque tropical caducifolio, frecuente en vegetacion 

secundaria, a lo largo de los caminos, en suelos aluviales cerca de arroyos estacionales o 

permanentes; 150 a 750 msnm. 

Floracién y fructificacién: De diciembre a abril 

Nombre comin y usos: Trompetilla, Juancanchire, usado como cerca viva. 

Distribucién: Conocida tnicamente en la Depresién media del Rio Balsas en los estados de 

Guerrero y Michoacan. 

Notas: Especie caracteristica por sus pedicelos graciles, casi horizontales o en ocasiones 

reclinados, con indumento de tricomas simples y glandulas; pedicelos articulados en o cerca 

de la base del tubo calicino, flores escarlata, fruto con glandulas estipitadas cupuliformes 

rojas. 

Caesalpinia aff hintonii, Cuenca alta. Figura 1B. 

Arboles 0 arbustos de 2-6 m de alto. Hojas de 7.5 -22.5 cm de largo, terminando en 

una pinna; raquis de 3-15.7 cm de largo; folioios 3-10 yugados, ovados, elipticos u oblongo 

etiptico con margen entero generalmente con puntos glandulares negros, base redondeada. 

Inflorescencias axilares 0 terminales, paniculadas o racemosas, de 6-36 cm de largo; 

brdcteas rojas, generalmente con glindulas en el margen; caliz rojo oscuro, sépalos 
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adaxiales ovados u oblongo ovados, de 5.5-7 mm de largo y 2.5-4.1 mm de anchos, 

figeramente concavo, margen glandular ciliado; pétalos de color rojo salmon con gtandulas 

en la superficie; androceo con Ios filamentos curvados, con glandulas estipitadas de color 

verde lim6n en el tercio superior; anteras oblongo elipticas. Legumbre plana, falcada de 

3.5-5.7 em de largo y 1.1-1.7 cm de ancho, las valvas cartéceas con glandulas cupuliformes 

© anulares de color verde limén en la base y hasta 2/3 de su longitud o las glandulas 

ausentes, de color castafio amarillento con tintes vindceos o sin ellos, eldsticamente 

dehiscente; semillas 1-3 por fruto, planas, anchamente ovadas, de 8.6-11 mm de largo y 

7.5-9.6 mm de ancho y 1.7-2.4 mm de grosor, lustrosas, castafio claras y olivaceas. 

Habitat: Se le encuentra en el bosque tropical caducifolio y en vegetacién secundaria 

derivada de éste, en laderas o cafiadas, o cerca de cortientes de agua temporales o 

permanentes, sobre suelos calizos de 500-1200 msnm. 

Floracién y fructificacién: Florece de enero a abril y fructifica de febrero a mayo. 

Distribucién: Conocida unicamente en la Depresién Oriental del Balsas en los estados de 

Guerrero y Puebla. 

Notas: Se distingue por sus vistosas flores de color rojo salmén, foliolos elipticos u 

obovados, en su mayoria con puntos negros en el margen, legumbre falcada con glandulas 

estipitadas cupuliformes o anulares, de color verde limén en la mitad inferior. Esta 

relacionada con Caesalpinia aff hintonii cuenca baja, de la que se diferencia principalmente 

por que ésta tiene flores resupinadas, e! color y la forma de las glandulas en la legumbre. C. 

hintonii y C. macvaughii son especies endémicas y simpatricas en la Depresién Occidental 

del Balsas, en tanto que C. aff hintonii es alopatrica respecto a aquellas y es endémica a la 

Depresién Oriental de! Balsas. 
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Caesalpinia macvaughii J. L. Contreras & G. P. Lewis., en Kew Bull. 47: 309 (1992). 

Tipo: México, Guerrero, municipio Zirandaro de Chavez, 8 de marzo de 1988, 

Contreras 2343 (Holotipo FCME, isotipos K!, MEXU) Figura 2. 

Arboles o arbustos de 2-8 m de alto, corteza gris pruinosa, exfoliante a fisurada, 

ramas jévenes glabras, rojizas. Hojas de 10-29 cm de largo, terminando en una pinna, 

pilosas cuando jévenes, glabras en la madurez, con los pulvinulos rojos; con estipulas 

caducas, triangular-ovadas, de 3-5.5 mm de largo y 1.5-2.7 mm de ancho, margen 

fimbriado con puntos glandulares negros, apice agudo, pilosas en ambas superficies; 

peciolo de 1-8.5 cm de largo; raquis de 0.9-16.7 cm de largo; pinnas 5-15cm de largo; 

foliolos 4-11 pares, oblongos a elipticos, de 5-19 mm de largo y 2-8 mm de ancho, apice 

obtuso a redondeado, margen con puntos glandulares negros, base oblicua, pilosos cuando 

jovenes, glabros en la madurez. Inflorescencias racemosas o paniculadas, de 6-40 cm de 

largo, puberulentas; brécteas ovadas, de 3.3-5 mm de largo y 1.6-2.4 mm de ancho, 

largamente acuminadas, escuarrosas, puberulentas; pedicelos ascendentes, de 6-8 mm de 

largo articulados cerca del pedinculo, o en 1/4-1/5 de su longitud, puberulentos; sépalos 

oblongo-ovados; los adaxiales de 4.7-6 mm de largo y 2.8-4.4 mm de ancho, los laterales de 

4.6-5.8 mm de largo y 2.9-4 mm de ancho, ligeramente céncavos; el abaxial cimbiforme, de 

5-6.2 mm de largo y 3.3-5- mm de ancho, apices obtusos, margenes amarillos, ciliados; 

pétalos amarillos, base cuneada, apice agudo, ufia de 7-1.5 mm de largo, con glandulas 

estipitadas, verdes en la superficie abaxial de la ufia y base del limbo; androceo con los 

filamentos curvados, de 6-10 mm de largo, densamente vellosos en la base, pilosos hasta % 

de su longitud, el resto cubierto con glandulas estipitadas verdes, anteras elipticas de 1.2- 
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1.5 mm de largo y 0.8-1.1 mm de ancho. Legumbre falcada, de 3.2-4.9 cm de largo y 1-1.4 

cm de ancho, valvas sublefiosas castafio claro y rojizas, pilosas y con o sin glandulas 

estipitadas en forma de anillo o copa, eldsticamente dehiscentes. Semillas 1-3 planas, 

anchamente ovadas, de 8-9 mm de largo, 6-8 mm de ancho y 0.15-0.22 mm de grosor , 

lustrosas, amarillo verdosas a castafio claro. 

Habitat: Se le encuentra en bosque tropical caducifolio sobre laderas rocosas y en las orillas 

de rios, en ocasiones formando parte de cercas vivas en potreros 0 campos de cultivo; 100 a 

250 msnm. 

Floracién y fructificaci6n: De mediados de diciembre a abril. 

Distribucion: Conocida unicamente en la Depresién del Rio Balsas y Tepalcatepec, en los 

estados de Guerrero y Michoacan. 

Notas: C. macvaughii aparentemente es endémica de la base de los rios Balsas y 

Tepalcatepec. Relacionada con C. hintonii de la que difiere por su caliz rojo, corola 

amarilla, mayor numero de foliolos en la pinna, pedicelos erectos articulados y glandulas en 

la superficie del fruto (cuando estan presentes) amarillo verdosas, en forma de disco o 

clpula, con estipite corta. En contraste, C. hintonii presenta calices y corolas rosa salmén, 

foliolos obovados restringidos a la parte distal del raquis de la hoja (incluyendo el peciolo), 

pedicelos articulados en la base del tubo del caliz y glandulas en la superficie del fruto 

(cuando estan presentes) de color rojo vino, de tipo cupuliforme y estipite larga. 
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Caesalpinia melanadenia (Rose) Standl. en Contr. U.S.Natl.Herb. 23; 425 (1922). Tipo: 

México, Tehuacan, Puebla, 1° septiembre 1906, Rose & Rose 1149 (Holotipo US!). 

Figura 3. 

Arbusto desarmado de ramas cortas casi negras; tronco de corteza gris blancuzca 

con lenticelas blancas pubescente o glabro, los tallos javenes rojo-parduzcos con lenticelas 

blancas; hojas con tres pinnas; peciolo y raquis glandulares, finamente pilosos y delgados; 

foliolos (4-6) oblongos de 5-8 mm de longitud, obtusos pubescentes 0 glabros con 

glandulas negras a lo largo de los margenes; pediinculo corto. Inflorescencias usualmente 

racemosas, cortas (1-15); pedicelos glandulares estipitados, en ocasiones sin estas, corola 

rosa escarlata con pétalos ovadoelipticos de 9 x 10 x 6 mm (incluyendo I mm de la ufia), 

margen con glandulas estipitadas; estambres pequefios tan largos como los pétalos, con 

vellosidades en la base; los filamentos rosa escarlata; fruto eldsticamente dehiscente, 

moderada 0 densamente pubescente con glandulas sésiles purpura obscuro, las vainas 

miden 3 cm de tongitud, poseen de 2 a 3 semillas; las semillas son ovado-suborbiculares de 

7x 5x 2mm, amarillas o café ocre brillante; germinacién faneroepigial. 

Habitat: Bosque tropical caducifolio y matorra! xeréfilo; 800-1960 msnm 

Floracién y fructificacién: Diciembre a marzo; Lewis (1994) reporta 1a floracién desde el 

mes de octubre, los frutos pueden persistir hasta mayo; ocasionalmente se presenta un 

segundo periodo de floracién entre julio y septiembre. 

Distribucién: Partes bajas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan. 

Notas: Especie relacionada con C. hintonii del Rio Balsas con quien comparte el color de 

las flores rosa-rojizo. 
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MATERIALES Y METODOS 
  

Recolecta de material bioldgico. 

Se escogieron cinco poblaciones de las nueve descritas por Contreras (1991) para C. 

hintonii; las poblaciones elegidas representan a las tres variantes morfoldgicas referidas en 

la introduccién. En los meses de junio y agosto de 1997 se recolectaron hojas de 30 

individuos para cada una de las cinco poblaciones de Caesalpinia hintonii y para una 

poblacin de C. macvaughii. 

Para la primera variante morfoldgica de C. hintonii, se recolectaron ejemplares de 

las poblaciones Tehuitzingo (Puebla), Valerio Trujano (Guerrero) y Copalillo Tlayahualco 

(Guerrero); de la segunda individuos de la poblacién Zicuitaro (Guerrero) y finalmente para 

la tercera se recolectaron individuos en El Infiernillo (Michoacan). Las 30 muestras para la 

poblacién de C. melanadenia se recolectaron en noviembre de 1997 en el Jardin Botanico 

de cactaceas y suculentas “Elena Bravo Hollis” (Tehuacan, Puebla). La ubicacién y 

georreferencia de localidades y especies pueden observarse en la F; igura 4 y en el Apéndice 

Iv. 

Todas las muestras se transportaron a la ciudad de México en un tanque con 

nitrogeno liquido (-196 °C) y posteriormente se almacenaron en ultracongelacién a -80 °C. 
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C: El gel se coloca en una solucién con el sustrato adecuado y con una sal que produzca una banda 
coloreada al reaccionar con el producto de la reaccién catalizada por la enzima. 

Figura 5: Representacion esquematica de la técnica de electroforesis en gel utilizada para medir la 
variacién genética en poblaciones naturales. (Modificada de Ferguson, 1980).



Trabajo de laboratorio. 

Electroforesis. 

La electroforesis enzimatica se basa en la migracién diferencial de las moléculas de 

proteina bajo la influencia de un campo eléctrico. Una enzima puede presentar formas 

moleculares alternativas en el mismo locus (aloenzimas) y en diferentes loci (isoenzimas). 

La técnica electroforética separa a las isoenzimas por carga, forma y tamafio. El 

fundamento en fa utilizacién de la electroforesis consiste en asumir que las aloenzimas de 

una proteina reflejan cambios a nivel de ADN y en equiparar estas variantes méviles con 

alelos de un locus génico y sus frecuencias de electromorfos con frecuencias alélicas 

(Hedrick, 1983). 

I- Homogeneizado de muestras para la extraccién de enzimas. 

Se homogeneizaron tres foliolos de la pinna (aproximadamente 1 cm?) con 0.5 ml de 

buffer (solucién amortiguadora) de extraccién para Abies (ver apéndice II) en pozos de 

acrilico de 1 cm de didmetro, a fin de que liberaran las proteinas y las enzimas. El buffer de 

extraccién evita que las enzimas liberadas de los compartimentos celulares sean inactivadas 

por metabolitos secundarios como fenoles, taninos, quinonas, resinas, cumarinas e incluso 

carotenoides (Loomis, 1974). 

El extracto obtenido del homogenado es absorbido en tiras (mechas) de papel filtro 

(Whatman n° 17) de 0.15 cm de ancho por 1.5 cm de largo. Los extractos en las mechas se 

almacenaron en tubos eppendorf en ultracongelacién a -80°C. Generalmente de cada 

macerado se obtenian hasta 10 mechas. 
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II- Preparacién del gel. 

Los geles fueron preparados con almidén hidrolizado especial para electroforesis, 

siguiendo el método modificado de Cheliak y Pitel (1984). En un matraz kitasato de J fitro 

se agregé almidén al 12% y la solucién amortiguadora especifica para cada sistema 

(Apéndice I); se agité vigorosamente e inmediatamente después se colocdé al fuego sin dejar 

de agitar hasta Hegar al punto de ebullicién; se dejé hervir de 3-5 minutos, después se 

aplicé vacio durante un minuto para eliminar las burbujas de aire. EI gel se vertié en un 

molde de acrilico de 20 x 20 x 5 cm, se dejé enfriar a temperatura ambiente por una hora 

treinta minutos. Transcurrido este lapso, se refrigeré a 4°C durante una hora diez minutos, 

posteriormente se cubrié con plistico delgado para evitar desecacién y se dejd a 

temperatura ambiente hasta el dia siguiente en que se realizaban las corridas. 

III- Sistemas de amortiguacién de corrida. 

Se usaron dos sistemas amortiguadores para los geles y los electrodos (solucién 

ionizada que conduce la corriente eléctrica a través del gel). El sistema C de maiz (Zea 

mays L.) (Stuber et al, 1989) y ef Morfolina-citratos (Wendel y Weeden, “1989). Las 

recetas, la corriente empleada, asi como el tiempo en que debe correr cada gel puede 

observarse en el Apéndice I. 

IV- Aplicacién de muestras y corrimiento del gel. 

Al dia siguiente de la preparacién de los geles éstos se refrigeraban durante una 

hora, posteriormente, se sacaban del refrigerador removiéndose Ia cubierta plastica. Se 

realizaba un corte a aproximadamente 4 cm del origen en el borde catédico. Las porciones 
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del gel se separaban y se colocaban 30 mechas con las muestras embebidas, a cada extremo 

del gel se colocaba una mecha embebida en el colorante negro de amido (marcador de 

distancia). 

Los geles se colocaban en las camaras de electroforesis que contenian la solucién 

amortiguadora de la charola. El gel se coloca a manera de que el origen se oriente a la 

conexién catédica. Las cdmaras se introducian dentro de un refrigerador a 4°C y eran 

conectadas a las fuentes de poder para dejar pasar corriente durante 30 minutos. 

Transcurrido este lapso se retiraban las mechas, se unian las piezas del gel, se cubrian con 

el plastico adherible, un vidrio delgado y por ultimo con una bolsa de sustituto de hielo para 

evitar el sobrecalentamiento y deshidratacién de los geles. El paso de corriente se 

reanudaba permaneciendo hasta que la muestra de negro de amido migrara 

aproximadamente 6 cm a partir del origen. 

V- Tincién histoquimica y fijacién enzimatica. 

Transcurrido el tiempo de corrida se procedié a sacar los geles del refrigerador y se 

rebanaron horizontalmente con un alambre cortador. Cada rebanada resultante se colocé en 

una charola de tincién. La tincién se lleva a cabo en la oscuridad. Las soluciones de tincién 

se preparaban inmediatamente después de rebanado el gel, al sumergirse la rebanada del gel 

en la solucién de tincién los substratos y otros compuestos difunden por el gel y reaccionan 

con la enzima bajo estudio. La deteccién de esta enzima se basa en Ia precipitacién de 

indicadores solubles que tifien el gel en las zonas de actividad enzimatica (Wendel y 

Weeden, 1989). Se ensayaron 21 enzimas para las tres especies de Caesalpinia. Las recetas 

de tincién para cada enzima se describen en el apéndice Il. 
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Los recipientes con las rebanadas se revisaban cada 30 minutos para monitorear el 

grado de tincién. Cuando las bandas resultaban nitidas se desechaba la solucion para la 

tincién, se enjuagaban los geles tres veces con agua corriente y después con agua destilada, 

finalmente se fijaban con una soluci6n de etanol al 50%, en la que permanecian durante 24 

horas a 4 °C. Después de ese lapso se les retiraba el fijador y eran envueltas en plastico 

delgado; los geles eran mantenidos en refrigeracién hasta su lectura. 

VI- Lectura e interpretacién de geles. 

Para un locus dado, el ntimero de bandas varia entre los individuos homocigotos y 

heterocigotos asi como dependiendo de 1a estructura cuaternaria de la enzima. Cuando la 

enzima es monomérica, los homocigéticos presentan una banda y los heterocigéticos dos, si 

es dimérica los heterocigoticos presentan tres bandas; dos homodimeros y un heterodimero 

de migracién intermedia y cuando es tretramérica presentan cinco; dos bandas de los 

parentales (homodimeros) y tres producto de la mezcla de genes (heterodimeros). 

Se asigné el nimero I al loci que tuvo una migracién més cercana al origen, 2 al 

siguiente por arriba del primero y asi sucesivamente. Para identificar Jos alelos el criterio 

fue ef mismo, esto es, 1 a la banda mas cercana al origen y asi sucesivamente. 

VIII- Anilisis de datos. 

Con los genotipos inferidos de la lectura de los geles se obtuvieron los siguientes 

parametros: 

« Frecuencias genotipicas para cada locus; para evaluar si se encontraban en equilibrio de 

Hardy-Weinberg se aplicé una prueba de X? de bondad de ajuste. Esto se hizo para cada 
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locus en cada poblacién utilizando la formula de Levene (1949) y la correccién de 

continuidad de Yates (Sokal y Rohlf, 1981). El analisis se repitié agrupando todos los 

genotipos en tres clases: 1) homdcigos para el alelo mas comtn, 2) heterécigos para el 

alelo mas comin y cualquier otro aleto y 3) cualquier combinacién. 

* Proporcién de loci polimérficos. Un locus es polimérfico cuando presenta mas de un 

alelo. El valor obtenido depende de! numero de individuos que se examinen, por ello se 

establecié el criterio de polimorfismo en el que se propone que el alelo mas comun debe 

poseer una frecuencia que no exceda el 0.95 0 99 % (Nevo, 1978; Brown y-‘Moran, 1981; 

Hamrick et al, 1981; Hedrick, 1983; Futuyma, 1986; Nei, 1987; Li y Graur, 1991) asi, 

aunque se examinaran mas individuos la proporcién media de loci polimérficos no 

cambiara. 

La proporcién media de loci polimérficos se estima mediante la siguiente expresién: 

Par 
m 

En donde x es el ntimero de loci polimérficos en una muestra de m loci (Hedrick, 

1983). EI indice toma valores de 0 (ningun loci es polimorfico) a 1 (todos los loci son 

polimérficos). 

indice de heterocigosis (H) o heterocigosis promedio esperada. Se calcula para cada 

locus y después se obtiene un promedio; toma valores de 0 (no existe variacién) a 1 

(todos los loci presentan variacién). El indice de heterocigosis esperada se calcula 

mediante la siguiente formula: 

H=1-Dp? 
iol 
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Donde pi es la frecuencia del alelo iésimo en un locus. Para comprobar que existen 

diferencias en los valores de H en las poblaciones de C. hintonii se realizé una prueba de 

ANOVA. 

« Numero de alelos por locus (A) y niimero de alelos efectivo (Ae). El numero de alelos es 

el promedio simple del nimero de alelos por locus y el nimero efectivo de alelos es el 

inverso de la homocigosis tedrica (Nevo, 1978; Brown y Moran, 1981; Hamrick er al., 

1981; Loveless y Hamrick, 1987) y se encuentra descrito mediante la siguiente ecuacién: 

I 

> pe 
iat 

Ae=   

Donde pi es la frecuencia del alelo i en la poblacién. De esta manera Ae toma en 

cuenta no sdlo el numero de alelos en un locus sino también sus frecuencias relativas. 

* Indice de fijacién F de Wright. Examina si las frecuencias alélicas de un locus se desvian 

de las esperadas bajo el equilibrio de Hardy-Weingberg y se define, para el caso de dos 

alelos, como (Hartl y Clark, 1989): 

  

Fe 1-Ho 

2pq 

Este indice toma valores de -1 a | donde el valor cero quiere decir que la poblacién se 

encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg, cuando es negativo hay exceso de heterocigos, 

© de homécigos cuando es positive. Para evaluar si los valores eran significativamente 

distintos de 0 se realizé una prueba de X? = F?n(K-1)con gl=(k~-}/ 2, donde nes el 

tamafio de la muestra y k el ntimero de alelos (Workman y Niswander, 1970). 
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¢ Tasa de entrecruzamiento asumiendo equilibrio de endogamia. Mediante el indice de 

fijacién F, se puede estimar el entrecruzamiento en una poblacién. Para el uso adecuado 

de este método se debe considerar lo siguiente: 1) autofecundacién como la causa 

principal de endogamia, 2) que la poblacién ya alcanzé el equilibrio de endogamia, 3) 

que no opera la seleccién natural, 4) que las poblaciones no estan subestructuradas y 5) 

que no hay apareamientos entre parientes. Si existen otros tipos de endogamia la F dara 

como resultado una t,, muy baja. Si por el contrario estd operando otra fuerza, como 

seleccién a favor de un tipo de heterécigo, la F produciré un t., demasiado alto. La 

ecuacién para calcularla es la siguiente: 

! 1-F 

7 14F 

Toma valores entre 0 (ninguno de los apareamientos se da por entrecruzamiento) y 1 (los 

apareamientos son producto de entrecruzamiento). 

El método sélo debe utilizarse para estimaciones preliminares de la tasa de 

entrecruzamiento, ya que se calcula un valor estadistico a partir de otro. Cuando el 

sistema reproductivo es el unico factor que opera sobre la estructura genética de la 

poblacién, el célculo de la tasa de entrecruzamiento asumiendo equilibrio de endogamia 

€s una buena aproximacién, sobre todo cuando se consideran varios loci. Esto se debe a 

que el sistema reproductivo afecta a todos los loci del genoma (Layton y Ganders, 1984; 

Nei, 1987). 

« Estadisticos F de Wright (Hartl y Clark, 1989). Estos indices miden cuanto se desvian 

las frecuencias genotipicas de una poblacién subdividida (estructurada) de lo que se 
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esperaria por azar; consisten en tres coeficientes que describen ta diferenciacién a nivel 

local y total. 

Fst, mide la cantidad de diferenciacién genética entre subpoblaciones, nos da 

indicios de fa estructura de la poblacién y sus formas de dispersién. Fst es equivalente al 

indice Gst (Nei; 1987). 

Toma valores entre 0 y 1; el valor es de cero si todas las poblaciones son idénticas 

entre ellas en términos de variacién genética mientras que si el valor es igual a uno indica 

que son completamente diferentes entre si, es decir, que no comparten ningun alelo. 

Otra forma de interpretarlo es en términos de porcentaje de variacién genética que se 

encuentra dentro y entre poblaciones: si es de cero quiere decir que el total de la variacion 

se encuentra en cualquier poblacién (100% dentro y 0% entre), mientras que si es de uno 

quiere decir que para tener representada la variacién genética se requiere a todas las 

poblaciones pues cada una esta fijando un alelo. La diferenciacién observada se genera por 

deriva génica o por seleccién natural (Wright, 1978). 

Fis, es el coeficiente de entrecruzamiento entre individuos en las subpoblaciones 

(Hartl y Clark, 1989), si es positiva sefiala que en la poblacién hay una deficiencia de 

heterécigos debido al apareamiento no azaroso, puede considerarse como equivalente al 

coeficiente de endogamia promedio de todas las subpoblaciones. Si Fis toma valores 

negativos indica que existe un menor namero de homécigos que los esperados y sugiere que 

ha existido seleccion a favor de los heterdcigos (Linhart et al, 1981). 

Fit, mide los efectos conjuntos del sistema reproductive y deriva génica y/o 

seleccién natural en la poblacién total, muestra los efectos del apareamiento no azaroso 

36



entre subpoblaciones y los efectos de la estructuracién. Se encuentra descrito mediante la 

siguiente ecuacién: 

. 1- Ao 
Fit = ir   

En donde Ho es 1a proporcién de heterécigos observados dentro de las 

subpoblaciones y Ht la proporcién de heterécigos esperados en la poblacién total. Los tres 

coeficientes se encuentran relacionados mediante la siguiente ecuacion: 

  

Para saber si Fis y Fit eran distintas de cero se realizé una prueba de 

X? = F°N(k-1) con gl =k/ (k~1)’, donde N es el tamaiio de la muestra y k el numero 

de alelos (Workman y Niswander, 1970) y para las Fst se utilizs la formula 

X? =2NFst(k-1) con gi =(k -1)(s—1). Nes el tamafio muestral, k, el numero de alelos 

y s el niimero de subpoblaciones. Los estadisticos fueron calculados con el programa 

BIOSYS (Swoford y Selander, 1981). 

* Tamaiio efectivo de la poblacion, N, (N,= 2nNm), y el producto de! tamaiio efectivo de 

la poblacién y la tasa de migracién (N,,,) utilizando un método indirecto empleando !a 

ecuacién propuesta por Crow y Aoki (1984): 

1-Fst 

Fst = 4aN,m ” aF sta 
  

  

donde a =[nfln—nyP y nes el numero de subpoblaciones. La formula de Crow y Aoki 

establece dos propiedades relevantes de la F: que es casi independiente de la tasa de 

mutacion y el numero de poblaciones usadas. 

37



¢ A partir de las frecuencias alélicas se calculé otra medida individual de flujo génico 

(47) entre pares de poblaciones, bajo un modelo de islas (Slatkin, 1993) para establecer 

si se sigue el patrén de aistamiento por distancia. 

© Identidad (I) y distancia genética (D) entre pares de poblaciones. La identidad genética 

de Nei (1987) estima 1a proporcién de genes que son idénticos en dos poblaciones. Este 

Pardmetro toma valores desde cero (no hay alelos en comin) hasta | (en ambas 

poblaciones se encuentran los mismos alelos y en las mismas frecuencias). 

La semejanza genética entre dos poblaciones en un locus puede medirse por I 

definido como: 

ibi 
f= Sait En donde ai bi son las frecuencias de los alelos. da? Sa? 

ab Para el caso de multiloci se emplea la Siguiente ecuacién: / =" donde ab es la 
x 

frecuencia promedio y x el numero de frecuencias de loci. Finalmente D se calcula 

mediante la siguiente expresién: D=— log, /,0 bien como: D=~In/. 

* Fenogramas de relaciones genéticas mediante las identidades genéticas de Nei (1972) 

por el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean, Sokal y 

Michener, 1958). Se hicieron dos andlisis, el primero consideré tnicamente a las 

poblaciones de C. hintonii y el segundo involucré a las tres especies, abarcando 8 loci, 

que es el ntumero de loci compartidos por todas las especies y poblaciones. 
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RESULTADOS 

  

Sistemas enzimaticos. 

De las 21 enzimas ensayadas para las tres especies de Caesalpinia, 11 de ellas 

presentaron actividad interpretable y consistente en C. Aintonii. Para C. macvaughii y C. 

melanadenia fueron 9 y 10 enzimas respectivamente con actividad igualmente interpretable 

y consistente. 

En el Cuadro | se muestra la estructura cuaternaria y el sistema de buffer donde se 

observé mayor resolucién de las enzimas para las tres especies de Caesalpinia. La 

Tepresentacién grafica de las enzimas monoméricas y diméricas asi como la descripcion 

pueden observarse en el Apéndice V. 

E! buffer del sistema C (sistema continuo) fue el mas adecuado para ia mayoria de 

las enzimas. 

Medidas de diversidad genética. 

Las poblaciones de Caesalpinia hintonii muestran altos valores de heterocigosidad 

(Ho) y polimorfismo (P) (Cuadro 2); el valor de Ho oscila entre 0.191 (Infiernillo) y 0.275 

(Zicuitaro) mientras que para P va de 42.1 a 68.4 siendo las mismas poblaciones ya 

mencionadas arriba las que presentan el menor y mayor valor respectivamente. La 

poblacién de Infiernillo es la unica que presenta valores bajos de Ho. Los promedios para 

cada pardmetro son 0.249 (Ho) y 58.96 (P). 
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Cuadro 1- Enzimas probadas para las tres especies de Caesalpinia (CH- C. hintonii, CMC- 

C. macvaughii y CM- C. melanadenia; MC, sistema Morfolina-Citratos, C, sistema C de 

maiz), se muestra ademas la estructura cuatemaria para cada enzima. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

            

Enzima | E.C. Sistema de Especie. Estructura cuaternaria 

buffer empleado 

6-PGD | 1.1.1.44 | Escasa actividad - dimero 

ACO |} 4.2.1.3 | Escasa actividad - monémero 

AcPH | 3.2.3.2 Mc CH, CMC y CM mondémero 

ADH LLL - dimero 

ALD | 4.1.2.3 | Escasa actividad : tetramero 

APX J LALI7 Cc CH y CMC monomero 

CPX c CH, CMC y CM monémero 

DIA 1.6.99 | Escasa actividad - monémero-dimero 

EST 3.L11 Cc CH, CMC y CM monémero 

G-6PD | 1.1.1.49 | Escasa actividad : dimero 

GDH 1.4.1.3 No hubo - dimero 

actividad 

GOT 2.6.1.1 c CH yCM dimero 

GPI-PGI| 5.3.1.9 M.C CH, CMC y CM dimero 

(DH 1.4.1.41 ] Escasa actividad > dimero 

LAP | 3.4.11.1 Cc CH, CMC y CM monémero 

LDH | t.1.1.27 No hubo - tetramero 

actividad 

MDH | 1.1.1.37 M.C CH, CMC y CM dimero 

MNR | 1.6.99.2 c CH, CMC y CM monémero 

PGM 5.4.2.2 | Escasa actividad - monémero 

RUB | 4.1.1.39 c CH, CMC yCM tetramero? 

SDH L1.1.25 MC CHyCM mondémero     
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Cuadro 2- Estimadores de variacién genética en tres especies de Caesalpinia. 

  

  

Especie N° de loci Ho He %P A ta 

Caesalpinia hintonii 

Valerio Trujano 17 0.252 0.285 63.2 1.9 0.549 

(0.082) | (0.056) | (0.082) | (0.17) 

Tlayahualco 15 0.267 0.263 63.2 1.9 | 0.812 

(0.076) | (0.55) | (0.071) | (0.18) 

Tehuitzingo 15 0.261 0.251 57.9 1.8 | 0.795 

(0.71) (0.53) | (0.071) | (0.16) 

Zicuitaro 19 0.275 0.317 68.4 1.9 | 0.652 

(0.074) | (0.055) | (0.073) | (0.17) 

Infiernillo 16 0.191 0.205 42.1 16 | 0.974 

(0.073) | (0.056) | (0.073) | (0.17) 

Media 16.4 0.249 0.264 $8.96 1,82 | 0.747 

(0.055) | (0.055) | (0.07) j (0.2) 

C. macvaughii 12 0.260 0.24t 50 Ls 

(0.107) | (0.066) } (0.073) 1 (0.1) 

C. melanadenia 15 0.268 0.222 60 1.67 

(0.086) | (0.052) | (0.082) | (0.1)                 

A= numero de alclos por locus; Ho = heterocigosis observada, He = heterocigosis esperada por Hardy-Weinberg, y %P= 

Proporcién de loci polimérficos; U,q = tasa de entrecruzamiento en el equilibrio. Error estandar entre paréntesis. Un locus 

€s considerado como polimérfico cuando Ja frecuencia del alelo més comun no excede el 0.95%. 

C. macvaughii y C. melanadenia ptesentan altos valores de heterocigosis (0.260 y 

0.268 respectivamente) aunque los indices de polimorfismo son menores a los de C. 

hintonii. 

De las tres especies estudiadas C. melanadenia es la que presenta el mas alto indice 

de polimorfismo promedio. Los pardmetros de variacién genética para C. melanadenia se 
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caicularon en una sola poblacién y con 15 loci. Sin embargo, presenté valores comparables 

con las poblaciones Tlayahualco, Valerio Trujano y Zicuitaro de C. hintonii, siendo estos 

mas altos 

Frecuencias alélicas. 

En el Apéndice V pueden observarse las frecuencias alélicas y la descripcién de loci 

para las tres especies de Caesalpinia. C hintonii presenté el alelo 3 para AcPH-2, APX-1, 

CPX-1 y EST-1 como caracteristico para sus poblaciones no encontrandose en las otras dos 

especies. 

Los loci AcPH-1 y CPX-2 fueron caracteristicos de una poblacién, el primero para 

la poblacién de Infiernillo y el segundo para la poblacién de Tehuitzingo. Para el caso de 

Caesalpinia melanadenia se encontré el alelo 2 de EST-3 como caracteristico de la especie. 

El andlisis de las frecuencias genotipicas (correccion de Levene; 1949 y continuidad 

de Yates, Sokal y Rolf, 1981) con la prueba de X’, mostraron que para C. hintonii el loci 

GOT-2 de la poblacién Tehuitzingo no se encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg: 

Para C. melanadenia \os locus APX-1 y MDH-1 resultaron en desequilibrio. En ambas 

especies esos locus mostraban exceso de homdcigos. C. macvaughii no presento ningin 

locus estadisticamente en desequilibrio. Por otro lado, Ho tuvo el mayor intervalo de 

variacién entre loci en la poblacién de Infiernillo (0.00 a 1) y la poblacién con menor 

variacién (0.00 a 0.767) entre loci fue Zicuitaro. 

La prueba de ANOVA mostré que existen diferencias entre los valores de Ho 

estimados (F= 6.821, gl= 4, p< 0.01). 
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Tasas de entrecruzamiento y coeficiente de endogamia. 

Et calculo de las tasas de entrecruzamiento (Cuadro 2), muestra que 

mayoritariamente los apareamientos en las poblaciones de C. hintonii se llevan a cabo por 

entrecruzamiento. La poblacién Valerio Trujano presenta el mas alto porcentaje de eventos 

de autofecundacién (45%) y el menor la poblacién Infiernillo (2.57%). 

Por otro lado, los coeficientes de endogamia (Cuadro 3) calculados para cada 

poblacién y especie mediante los valores de heterocigosis fueron estadisticamente 

significativos para las poblaciones de Tlayahualco (-0.043) ¢ Infiernillo (-0.068) de C. 

hintonii, mientras que para las otras dos especies no resultaron significativos (p<0.01). 

indices de Fijacién 

Para Caesalpinia hintonii se calcularon 58 indices de fijacién; 24 indices fueron 

menores que cero y 33 mayores. De éstos ultimos 15 (24.13%) fueron estadisticamente 

diferentes de cero, mostrindonos deficiencia de heterécigos; de !os valores negativos ocho 

fueron, estadisticamente significativos, indicdndonos exceso de heterécigos (Cuadro 4). 

Para C. macvaughii y C. melanadenia, s6lo dos loci presentaron valores positivos de F; 

ambos significativos mostrando exceso de homécigos. 

Los indices de fijacién nos revelaron que algunos de los loci en las especies estudiadas no 

estan en equilibrio Hardy-Weinberg, pues (en su mayoria) fueron positivos y 

significativamente distintos de cero. 
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Cuadro 3- Coeficientes de endogamia para cada poblacién y especie de Caesalpinia 

calculados mediante los valores de heterocigosis. 

  

  

Poblacién/ Especie | Coeficiente de endogamia 

Valerio Trujano 0.115 

Tlayahualeo -0.043* 

Tehuitzingo 0.039* 

Zicuitaro 0.132¢ 

Infiernillo 0.068* 

C. melanadenia 0.207 

C. macvaughii 0.232         

* valores estadisticamente significativos, (p<0.01). 

Estadisticos F de Wright. 

El anilisis de ta estructura genética de jas poblaciones de Caesalpinia hintonii a 

través de los estadisticos F se presentan en el Cuadro 5. El 80% de las estimaciones para Fit 

resultaron positivas mientras que el 60% lo fueron para el estadistico Fis. 

Se apticé una prueba de X’ a todos los valores para determinar si eran 

estadisticamente diferentes de cero, 40 valores lo fueron. 

Los valores de Fis estuvieron entre -0.478 y 1 con una media igual a 0.031; los 

valores positivos distintos de cero indican deficiencia de heterécigos respecto a lo esperado 

mostrando indicios de endogamia en las poblaciones. Las Fit exhibieron como valor 

minimo -0.867 y 1 como maximo, ubicdndose el promedio en 0.232. 
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Cuadro 4- indices de fijacién, F, para tres especies de Caesalpinia. Las abreviaciones 

usadas son las mismas que en et Cuadro 1. 

  

  

  

Loci CH CH CH CH CH CMC CM. 

Valerio Trujano Ttayahualco Tehuitzingo Zicuitaro _Infiernillo 

AcPH-1 1.00* -0.549* -0.336 0.167 0.030 0.286 -0.208 

AcPH-2 ~0.356 0.369 0.235 0.166 - : 0.176 

APX-1 0.615 0.025 0.447 0.346 -0.637* E.00° + 

CPXi -O.115 0.385 . 0.836* 0.287 - 0.33 

CPX-2 : - 0.421 + : - - 

CPX-3 : 0.016 - t.00* - - - 

EST-1 0.43 -0.494* 0.188 0.518" -0.825* -0.867 . 

EST-2 0.438 0.289 -0.760* 0.206 0.143 -0.667 = -0.429 

EST-3 - - - - - - -0.392 

GOT-2 1.00* - -0.019 0.400 1.00* - 0.712* 

LAP-1 1.00° 0.519* 0.179 - - - - 

MDH-1 -0.867* -0.651* 0.780* -1* -1.00* -0.622 ~1.00 

MNR-1 0.033 1.00* 0.100 0.357 0.469* + 0.549 

PGI-1 1.00* 1.00* 0.538* 0.615* 1.00* 0.550* 1.00* 

PGI-2 1.00* . 0.480° 0917* - - - 

SDH-1 -0.517* - - 0.409* - - -0.047 

Media 0.291 0.103 OUT 0.210 0.013 0.148 = 0.075   
  

* valores estadisticamente distintos de cero p< 0.0] 

El valor promedio de las Fst fue de 0.207, con un intervalo de valores de 0.005 a 

0.629, éste nos indica que el 20.7% de la variacién se encuentra entre poblaciones y el 

79.3% dentro de éstas. Finalmente el estadistico Fst muestra cierto grado de diferenciacion 

genética en las poblaciones. 
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Cuadro $- Estadisticos F de Wright y flujo génico (Num ) para Caesalpinia hintonii. 

  

Locus | Fis Fit Fst Nm 

“TAePH-1 [0.000 0.084 0.084" 1.744" 
AcPH-2 | -0.294" 0.198* 0.380" 0.261° 

APX-1 | 0.382" 0.470" 0.143" 0.958" 

CPX-1 | 0.319% 0.4481* 0.237" 0.515* 

CPX-2 | -0.15 0.624" 0.629" 0.094% 

CPX-3 | 1.000" 1.000% 0.348" 0.299° 

EST-1 |-0.359* -0.277* 0.060* 2.506* 

EST-2 | -0.275* 0.051 0.255" 0.467* 

GOT-2 | 0.703* 0.768" 0.218% 0.573* 

LAP-1 | 0.535* 0.559" 0.050" 3.04" 

MDH-I | -0.876* -0.867* 0.005" 31.84* 

MNR-1 | 0.101% 0.176" 0.083" 1.767% 

PGI-L | 0.825% 0.859" 0.191* 0.677" 

PGI-2 | 0.774* = 0.828" 0.237" 0.515" 

SDH-1 | -0.478* -0.002* 0.322" 0.336" 

“Promedio [0.031 0.232 0.207 0.612   
* valores estadisticamente significativos (p<0.01). 

Flujo génico y aislamiento por distancia. 

El valor promedio de N.m fue menor que | (0.612) indicando que existe escaso flujo 

génico entre las poblaciones; cinco de los valores fueron mayores que 1. El valor de Ne fue 

de 3.851, y nos indica el nimero de organismos que se estan reproduciendo. 

Para Jos valores de flujo génico entre pares de poblaciones (M) observamos los 

menores valores para los pares de poblaciones Valerio Trujano-Infiernillo y Tehuitzingo- 

Infiernillo; en las demas el valor de Mf es mayor que I. En el modelo de aislamiento por 

distancia no se observé correlacién entre ta distancia geografica y el flujo génico entre 

pares de poblaciones (47) Fig. 6 
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Figura 6- Ajuste lineal entre flujo génico por pares de poblaciones (Log,,4) y la distancia 

geografica en Km (Log,)D) para Caesalpinia hintonii. 

Distancias genéticas y fenogramas. 

El fenograma de la Figura 7 presenta las relaciones genéticas entre las cinco 

poblaciones de Caesalpinia hintonii construido con el método UPGMA (Sokal y Michener, 

1958). 

La distancia genética promedio entre pares de poblaciones en C. hintonii fue de 

0.111 con un intervalo de 0.0640 a 0.1755 (Cuadro 6); para la matriz de las tres especies el 

promedio fue de 0.0637 (Cuadro 7). 

Para el segundo anilisis en ef Cuadro 7 se observa la matriz de distancias genéticas 

de Nei (1978) para las tres especies. Se observan tres grupos (Figura 8); el primero formado 

por las poblaciones Valerio Trujano (Gro) y Tehuitzingo (Puebla), el segundo grupo se 

encuentra formado por las poblaciones Zicuitaro (Gro), Infiernillo (Mich) insertandose la 

47



  

  
  

  
  

  

-——-——— ‘Valerio Truano- 

LL Tayohucico 

Beutaro 
Lj 

Lo Infernilo 

Po Tehutingo 

att tt th tt 

Figura 7- Fenograma de distancias genéticas para Caesalpinia hintonii. 
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Figura 8-Fenograma de distancias genéticas para las tres especies de Caesalpinia



poblacién El descansadero (Mich) de C. macvaughii; estas dos ultimas intimamente 

relacionadas (I=0.9970 , D=3.004509 x 10°); el grupo 1 y 2 a su vez se encuentran 

relacionados entre si. 

Cuadro 6- Distancia genética de Nei (1978) arriba de la diagonal y distancias geograficas 

(Km) abajo de la diagonal. 

  

  

  

Poblacién 1 2 3 4 5 

1 V. Trujano wees 60.064 0.115 0.074 0.081 

2 Tlayahuatco 58 *eees 0.126 0.153 0.114 

3 Tehuitzingo 152 1000 ##*** 0.124 0.175 

4 Zicuitaro 70 132 216 seeee 0.086 

5 Infiernillo 240 302 386 174 tones 
  

Cuadro 7- Distancia genética de Nei (1978) sobre la diagonal para C. hintonii, C. 

macvaughii y C. melanadenia. 

  

Poblacién 

  

1 2 3 4 5 6 7 

i Trujano *eee* 0.0934 0.0212 0.0704 0.0512 0.0491 0.0733 

2 Tlayahuaico see 0.0534 0.1404 0.1543 0.1142 0.0736 

3 Tehuitzingo *see* 0.0325 0.0212 0.0242 0.0470 

4 Zicuitaro “eee 0.0242 0.0314 0.976 

5 Infiernillo sees (0.0003 0.0954 

6 C. macvaughii e#es* 0.1098 

7C. melanadenia   sees 

  

Se observan tres grupos genéticamente diferenciados, el primero formado por las 

poblaciones: Valerio Trujano y Tlayahualco; el segundo grupo to conforman las 
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poblaciones Zicuitaro e Infiemillo; el tercero la poblacién Tehuitzingo que fue la mas 

distante. El patron de diferenciacién se correlaciona con la distribucion geografica. 

El tercer grupo est4 constituido por ta poblacién Tlayahualco (Gro) de C. hintonii y 

por C. melanadenia (Pue). Las poblaciones de C. hintonii no quedan juntas. El patron de 

diferenciacién encontrado para este andlisis no muestra correlacién con Ia distribucion 

geografica. 
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DISCUSION 

Diversidad genética. 

Los valores de heterocigosis para las tres especies son mayores al valor promedio 

encontrado para especies de arboles tropicales (H= 0.177; Hamrick, 1983) y de leguminosas 

(Cuadro 8, H=0.166). Los valores de polimorfismo de las tres especies se encuentran por 

arriba del valor promedio reportado en especies con apareamiento mixto y polinizadas por 

animales ( P=0.29; Hamrick, 1983); y son mayores que el promedio encontrado (0.362) 

para especies raras y endémicas reportadas en literatura (Cuadro 9, las especies poseen por 

fo menos una caracteristica similar a las especies del presente estudio). 

Se ha postulado que las especies con una distribucién geografica amplia poseen 

generalmente, mayor variabilidad genética que las especies con distribuciones restringidas 

(Karron, 1987, 1997). Si comparamos los valores de heterocigosis para las tres especies se 

aprecia que C. hintonii posee menor variabilidad (0.249) que C. macvaughii (0.260) yc. 

melanadenia (0.268) cuyo rango de distribucién es mas restringido. 

Dado que C. macvaugii y C. melanadenia son endémicas, se podria esperar que 

tuvieran escasa variacién genética lo cual no se observa. Esto sugiere que las especies no 

han sufrido efectos importantes por deriva génica o endogamia, lo que las conduciria 

eventuaimente a una disminucidn en Ia variacion genética. 

Por otro lado, la diferencia encontrada en los valores de heterocigosis de las 

poblaciones de C. hintonii podrian estar influenciados por su historia de vida; de las cinco 

poblaciones, la de Zicuitaro es la que mayor numero poblacional presenta (= 100 

individuos), tiene mayor ntmero de semillas por legumbre; es la especie dominante en la 

350



regién, a su lado sdlo crecen algunas herbaceas y presenta menor grado de daiio por 

herbivoros. 

El 42.1% de las enzimas de todas las poblaciones de C. hintonii presentan un nivel 

de variacién semejante a la diversidad genética multilocus. Esta contribucién desigual a la 

diversidad genética promedio sugiere que debe utilizarse un mayor numero de loci para 

obtener una estimacién més real de este parametro (Layton y Ganders, 1984; Coello y 

Escalante, 1989). 

Frecuencias alélicas, 

El andlisis de las frecuencias genotipicas revelé que algunos loci de las especies 

estudiadas no estan en equilibrio de Hardy-Weinberg, lo anterior también puede observarse 

a través de los indices de fijacién, los cuales (en su mayoria) fueron positivos y 

significativamente distintos de cero. 

La presencia de alelos distintivos en ciertas poblaciones aisladas geograficamente, 

sugiere una diferenciacién genética causada por deriva génica y/o seleccién natural en C. 

hintonii. 

En la literatura se han reportado aletos distintivos para distintas especies, 

subespecies y poblaciones como las del género Layia (Warwick y Gottlieb, 1985), 

Phaseolus (Coello y Escalante, 1989; Jaaska, 1996), Vicia bengalensis (Sonnante et al, 

1997) Faidherbia albida (Harris et al., 1997), Achmea magdalenae (Murawski y Hamrick, 

1990), Hymenopappus y Lupinus (Babbel y Selander, 1974). 
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Cuadro 8.- Valores de polimorfismo (P), ntimero de alelos por locus (A) y heterocigosis 

observada (Ho) para especies de leguminosas reportadas en literatura. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

              

Especie N° de loci Pp A Ho Referencia 

Acacia melanoceros 33 30.3 : 0.107 Hamrick y Murawski, 1991 

Baptisia leucophaea 5 87.8 | 1.72 | 0.407 Scogin, 1969 

Baplisia nuttaliana 5 20.0 | 1.20 | 0.275 Scogin, 1969 

Baptisia sphaerocarpa 5 60.0 | 1.60 | 0.280 Scogin, 1969 

Calliandra calothyrsus 23 20.46 | 1.22 | 0.057 Chamberlain, 1998 

Dipteri panamensis 31 - 1.34 | 0.074 Hamrick y Loveless, 1986a 

Enterobium schomburgkit 29 27.6 - 0.122 Hamrick y Murawski, 1991 

Erythrina costaricensis 44 68.3 - 0.205 Hamrick y Loveless, 1986a 

Faidherbia albida 6 317 1.6 | 0.095 Harris ef al., 1997 

Gleditsia triacanthos 27 62 2.20 | 0.199 Schnabel y Hamrick, 1990 

dnga minutula 25 68.0 0.240 Hamrick y Murawski, 1991 

Lupinus nanus 2 50 1.50 | 0.241 Scogin, 1973 

Lupinus subcarnosus 6 - 1.84 | 0.0966 Babbel y Selander, 1974 

Lupinus texensis 6 - 3.12 | 0.3559 Babbel y Selander, 1974 

Myrospermum fructescens 37 76 : 0.257 Hamrick y Murawski, 1991 
Phaseolus coccineous (sifvestres) 12 - 1.97 | 0.393 Coello y Escalante, 1989 

Phaseolus coccineus 5 19.3 Lite : Wall J. R. y Wall S. W., 1975 
Phaseolus coccineus (cultivados) 12 - 1.83 | 0.159 Coello y Escalante, 1989 

Phaseolus vulgaris 5 18.6 1.20 Wall J. R. y Wall S. W., 1975 
Phaseolus vulgaris 12 - 1.08 | 0.024 Coello y Escatante, 1989 
Platypodium elegans 38 67.9 : 0.251 Hamrick y Loveless, 1986a 

Schizolobium parahybum 32 34.4 - 0.091 Hamrick y Murawski, 1991 
Swartzia simplex var. grandiflora 30 - 1.98 | 0.203 Loveless y Hamrick, 1987 
Swarzia simplex var, ochnacea 36 75.9 | 2.34 | 0.272 Loveless y Hamrick, 1987 

Tlachigalia versicolor 31 29.6 - 0.073 Hamrick y Loveless, 1986a 
Vicia benghalensis 15 87 2.67 | 0.049 Sonnante ef al., 1997 

Media 19.692 | 35.956] 1.215 | 0.166 
  

El aislamiento geografico que presentan las distintas poblaciones y especies de 

Caesalpinia, asi como la heterogeneidad ambiental a !o largo de la Depresién del Rio 

Balsas, podrian explicar la presencia de alelos diagnésticos. 

Van Dijk y Van Delden (1981) encontraron también alelos diagnésticos en dos 

subespecies de Plantago major y sugieren dos hipétesis para explicar este hecho. Por un 

lado la presencia de algiin tipo de aislamiento, ya sea geografico 0 genético; y por otro lado, 
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el posible ligamiento de estos loci enzimaticos con otros loci relacionados con la 

adecuacién a ambientes especificos. 

Cuadro 9- Valores de Polimorfismo para especies endémicas reportados en literatura. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Especie Node | % de loci P Promedio Referencia 
loci de foci P 

Astragalus linifolius 13 23.1 2.3 Karron, 1987 
Astragalus osterhouti 13 15.4 2.5 Karron, 1987 
Capsicun cardenasii 24 25 2.2 Mcleod et al, {983 
Clarkia franciscana 13 77 2.0 Glottieb, 1973 
Eucalyptus caesia 13 38.8 2.1 Moran y Hopper, 1983 
Gaura demareei 18 27.8 3.6 Gottlieb y Pilz, 1976 
Layia discoidea 21 90.5 3.1 Gottlieb ef ai., 1985 

L. habuensis 12 8.3 2.0 Sytsma y Schaal, 1985 
L, jefensis 12 16.7 2.0 Sytsma y Schaal, 1985 
L. jonesii 17 64.7 3.0 Warwick y Gottlieb, 1985 

L. leucoppa 17 58.8 3.2 Warwick y Gottlieb, 1985 
L. macounii 18 11 2.0 Kesseli y Jain, 1984 

L. peduncularis 12 33.3 2.0 Sytsma y Schaal, 1985 
L. vinculans 17 41.2 3.0 Kesseti y Jain, 1984 

EL. muni 17 52.9 3.2 Warwick y Gottlieb, 1985 
Limnanthes bakeri 19 36.8 23 Kesseli y Jain, 1984 

Lissianthius aurantiacus 12 33.3 2.0 Sytsma y Schaal, 1985 
Oenothera organensis 15 6.7 2.0 Levin et al, 1979 

Pinus longaeva 14 73.6 2.6 Hierbert y Hamrick, 1983 
Pinus balfouriana 23 5746 2.1 Hiebert y Hamrick et al. 

1981, citado en Hiebert y 
Hamrick, 1983 

Pinus radiata 22 45.4 2.2 Moran et al, 1980 
Pinus rzedowskii 14 46.8 : Delgado, 1996 
Pinus torreyana 59 45.4 2.0 Ledig y Conkle, 1983 
Stephanomeria 25 3.4 2.0 Gottlieb, 1979 
matheurensis 

Media 18.541 | 36.2 (0.362) 2.283             
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Entrecruzamiento, endogamia e indices de Fijacién. 

Los valores promedio de F encontrados en fas poblaciones de C. hintonii son 

mayores que el valor promedio reportado para especies de Arboles, arbustos y coniferas 

(0.07; Eguiarte, 1990) excepto para la poblacion Infiernillo donde es mas bajo (0.013); el 

déficit de heterocigotos es mucho mis alto de lo esperado por azar, fo que nos sugiere cierto 

grado de endogamia en las poblaciones. Esta deficiencia puede ser debida al efecto de 

varias fuerzas evolutivas como seleccién natural, deriva génica y sistemas reproductivos 

(Nei, 1987). En las otras dos especies también son mas bajos (valores negativos) lo que nos 

muestra exceso de heterécigos. 

Un exceso en el numero de homécigos puede deberse a una gran variedad de causas: 

efecto Walhund, apareamiento apareamiento preferencial entre genotipos similares, 

seleccién de homécigos y estructura familiar con vecinos restringidos lo que ocasiona 

apareamientos entre individuos relacionados. Mientras que un exceso de heterécigos puede 

resultar de un apareamiento entre genotipos diferentes y seleccién favoreciendo al 

heterécigo (El-Kassaby et al., 1987). 

La tasa de entrecruzamiento baja de la poblacién Valerio Trujano nos indica que la 

poblacién lleva a cabo eventos de autofecundacién con cierta frecuencia (45%); una de las 

consecuencias de la autofertilizacién es la depresién por endogamia; existen numerosas 

evidencias del efecto negativo de ésta en las poblaciones naturales (van Treuren ef al, 

1991). La endogamia tiende a mantener ligamiento genético entre caracteres y asi el 

genotipo detectado por un marcador molecular puede estar asociado con el genotipo de los 

genes que controlan un caracter morfolégico (Price et al, 1984; Hamrick et al, 1991). El 
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sistema de apareamiento pareciera jugar un papel determinante en los patrones de variacién 

genética encontrados. 

Estadisticos F de Wright. 

Los valores obtenidos para los estadisticos Fit y Fst son mayores que el promedio 

encontrado para especies endémicas reportados en literatura (Cuadro 10); el valor de Fis se 

encuentra por arriba del encontrado para la leguminosa endémica Astragalus linifolius 

(0.25, Karron, 1987); es menor al encontrado en la especie de selva seca Bursera cuneata 

(0.251; Del Valle, 1996) y de las leguminosas Calliandra calothyrsus (0.238; Chamberlain, 

1998) y Faidherbia albida (0.236; Harris ef al., 1997). Las tres tltimas especies son de 

amplia distribucién. 

El valor de Fst alto, indica que Caesalpinia hintonii se encuentra estructurada 

genéticamente. Wendel y Weeden (1989) encontraron que el mayor grado de estructuracién 

genética se observaba en las especies cuyas semillas son transportadas por animales (Fst = 

0.398) y que poseen frutos explosivos (Fst = 0.262); esas caracteristicas las poseen las tres 

especies, ademas de que son polinizadas por animales (Fst= 0.187). 

El valor encontrado para la Fst es mayor al promedio reportado para Arboles 

tropicales (0.119; Hamrick y Godt, 1990), especies endémicas (0.071) y la leguminosa 

Faidherbia albida (0.158, Harris et al., 1997). 

Es menor al promedio reportado para lefiosas de vida larga (0.084; Hamrick er. al., 

1981) y para las leguminosas de amplia distribucién, Calliandra calohyrsus (0.802, 

Chamberlain, 1997) y Vicia benghalensis (0.796; Sonnante et al., 1997). 
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Cuadro 10- Valores de los estadisticos F de Wright reportados en literatura para especies 

raras o endémicas. 

  

  

Especie N° de loci Fis Fst/Gst Fit Referencia 

Astragalus linifolius 2 0.25 0.06 0.229 Karron et al., 1988 

A. osteerhouti t 0.06 0.14 0.19 Karron et al., 1988 

Eucalyptus caesia - - 0.315 - Hamrick, 1987 

Lisianthius aurantiacus 5 0.207 - - Sytsma y Schaal, 1985 

L. habuensis 1 0.111 - - Sytsma y Schaal, 1985 

L. jefensis 2 0.507 - - Sytsma y Schaal, 1985 

E pedicularis 4 0.058 - : Sytsma y Schaal, 1985 

Oenothera organesis 1 -0.132 0.09 0.03 Levin et al, 1979 

(hijos) 

Washingtonia filifera 8 -0.007 0.038 +=: 0.017. McClenaghan y Bauchamp, 1986 

Media 2.66 0.046 = 0.071. 0.051   
  

Un elevado nivel de diferenciacién en las poblaciones puede deberse a escaso flujo 

génico y a considerable deriva génica o a la accién de otras fuerzas evolutivas (Van Dijk et 

al. 1988). La diferenciacion entre poblaciones ocurre principalmente debido a la seleccién 

basada en diferencias ambientales entre sitios, es poco probable por tanto ver mucha 

diferenciacién con marcadores genéticos moleculares como las isoenzimas (Fumier, 1997). 

En contraste, 1a seleccién tiene un efecto diferencial entre los distintos alelos 

isoenzimaticos, es decir, la sustitucién de un alelo por otro no afecta (o casi no) la 

adecuacion de la planta. Asi es que aunque la diferenciacién interespecifica para las 

isoenzimas no sea tan grande entre las poblaciones, la seleccién estaria diferenciando las 

poblaciones con respecto a caracteres morfolégicos de importancia adaptativa. 

Caracteres como el tamafio de la semilla, la tasa de crecimiento, la resupinacién de 

las flores o la presencia de mayor o menor numero de glandulas pueden afectar fuertemente 
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la sobrevivencia y éxito reproductivo. Por ello, los caracteres morfolégicos distintivos entre 

poblaciones encontrados por Contreras (1991) pueden ser de gran importancia adaptativa y 

probablemente estar afectados por seleccién. 

Flujo génico y aislamiento por distancia. 

Wright (citado en Eguiarte, 1990) sefiala que se debe esperar poca diferenciacién 

genética entre sitios si el valor de N., es mayor que 1. Kimura (1983) sugiere que en 

algunas condiciones se puede encontrar diferenciacién genética entre sitios, aunque la N., 

tome valores de alrededor de 5. 

EI valor obtenido del flujo génico es menor que uno por fo que podriamos decir que 

las poblaciones de C. hintonii se estan comportando como unidades evolutivas 

independientes. Ahora, 4 cudnto flujo génico se necesita para impedir la evolucién 

independiente en diferentes poblaciones locales?, depende de que otras fuerzas estén 

actuando. Si N,,, es mucho mayor que uno, el flujo génico sobrepasa los efectos de la deriva 

y evita la diferenciacién local, y si es menor que uno (nuestro caso) la deriva actia de 

manera independiente en cada poblacién. 

EI flujo génico y la diferenciacién entre poblaciones puede explicarse considerando 

las observaciones hechas por Rabinowitz (citado en Cornejo, 1998) quien establecié que las 

plantulas migran cerca de la planta madre y que los eventos de colonizacién a gran distancia 

son esporddicos. Si los prop4gulos migrantes provienen de poblaciones cercanas, entonces 

el bajo flujo génico que pueda darse entre poblaciones no disminuye los efectos de la deriva 

€ incrementa la diferenciacién poblacional. 
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Los factores que propician o impiden el flujo de genes podrian ser trascendentales 

en los parametros genéticos medidos para estas poblaciones de C. hintonii. Los factores que 

promueven el flujo de genes (e.g. exogamia, polinizacién por aire o por insectos o la 

dispersién de semillas a gran distancia) o que intensifican la supervivencia o la 

multiplicacién de genes en una poblacion (e.g perennidad, reproduccién repetitiva, latencia 

de semillas), disminuyen 1a variacién entre las poblaciones (Loveless y Hamrick, 1984). 

Loveless y Hamrick (1987), observaron que en especies de plantas tropicales la 

dispersién del polen o semitlas por medio de animales no genera tanto movimiento de 

genes come se ha pronosticado. 

Respecto a el flujo génico por pares de poblaciones no podemos considerarlo 

intenso para los pares Tehuitzingo-Infiernillo y Valerio Trujano-Infiernillo pues los valores 

son menores que uno. Los resultados sefialan que en C. hintonii no existe un patron claro de 

aistamiento por distancia; es decir, el flujo génico no disminuye conforme aumenta la 

distancia geografica. 

Probablemente podemos tener fuentes de sesgo en el calculo de nuestro valor de 

Nua; lo que nos leva a subestimarlo (Slatkin, 1985). Los sesgos, pueden ser producto de un 

bajo ntimero de loci muestreados para obtener una buena estimacién del pardmetro, pero no 

existe un consenso que nos indique cual es el numero minimo de loci a muestrear; otro 

aspecto potencial de sesgo es la seleccién natural que puede favorecer alelos 0 loci que 

confieren adaptaciones locales y como consecuencia un alto sesgo en la estimacién de N,,, 

(Del Valle, 1996). 

58



Distancias genéticas y fenogramas. 

Esperariamos encontrar una relacién entre el valor de Fst y las distancias genéticas 

para las poblaciones de Caesalpinia hintonii, \o cual no ocurre. Niklas (1997) encontré que 

no existe correlacién entre la distancia genética y la estructuracién de las poblaciones, 

puede ser que se encuentren distancias genéticas grandes y valores de Fst pequefios o 

viceversa. 

El encontrar que poblaciones distantes se parecen més entre si que las poblaciones 

cercanas no es exclusivo de este estudio. Chamberlain (1998) al analizar 17 poblaciones de 

Calliandra cafothyrus encuentra que poblaciones kenianas € indonesias de la especie se 

parecen mas genéticamente a una poblacién de Centroamérica, que ésta tiltima con las de su 

propio pais. 

Por su parte Harris et al. (1997) al analizar 30 poblaciones de Faidherbia albida en 

toda Africa también encuentran que poblaciones distantes se parecen mds entre ellas que 

con las cercanas (e.g. poblacién de Namibia mas cercana genéticamente con Zimbabwe). 

La deriva genera diferenciacién al azar independientemente de las condiciones 

locales, lo cual explicaria el comportamiento de los indices de similitud y distancias 

genéticas encontrados donde las poblaciones geograficamente distantes mantienen mayor 

similitud que las poblaciones cercanas. 

El andlisis fenético realizado en este trabajo no logra separar a las poblaciones de C. 

hintonii en los tres grupos ya diferenciados morfolégicamente que se mencionan en el 

capitulo uno; es decir, las caracteristicas morfoldgicas usadas en la clasificacién botanica no 

son evidenciadas por las isoenzimas 
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Los indices de simititud entre poblaciones y especies nos muestran que las 

diferencias genéticas son pequefias, y que probablemente las tres especies conforman una 

sola unidad o bien que el proceso de especiacién aun es reciente. Las causas que pueden 

estar detrds de este patron pueden ser variadas y de diferente naturaleza. 

La divergencia genética entre subespecies o variedades es el resultado de diversos 

factores como lo son ta reproduccion, la dispersion a distancia del polen y semillas o bien 

por la reciente separacién en subespecies (Hamrick ef al., 1981). En la mayoria de los 

casos, poblaciones conespecificas, variedades o subespecies exhiben elevados valores de 

identidad genética, en algunos casos las “entidades” pueden reconocerse a nivel 

morfolégico (Crawford, 1983). La identidad genética entre las cinco poblaciones de C. 

hintonii se encuentran dentro del intervalo esperado para poblaciones conespecificas 

(Crawford, 1983). Las identidades entre los taxa C. hintonii y C. macvaughii es alto y 

también se encuentra dentro de lo observado en especies estrechamente relacionadas. 

Las distancias genéticas entre taxa, aunque bajas, sugieren un proceso de 

aislamiento genético y un proceso de especiacién reciente mediado tal vez por la existencia 

de barreras reproductivas, (aunque tales barreras no siempre son efectivas), y el aislamiento 

geografico (Levin, 1993). Para Nelson Papavero (com. pers.) el simple aistamiento 

geografico de las poblaciones en C. hintonii es suficiente para separar a los tres grupos 

diferenciados geograficamente como especies. 

Sonnante er al. (1997) al analizarar 25 muestras de Vicia benghalensis sugieren la 

existencia de dos grupos genéticamente diferenciados denotando un proceso de especiacion 

reciente; lo que concordaba con los resultados morfoldgicos y citolégicos; atin asi no se 

atrevieron a separarla tajantemente en dos especies.



Respecto al segundo anilisis realizado, el hecho de que la especie C. macvaughii se 

intercale con ias poblaciones de C hintonii no es sencillo explicarlo, probablemente se deba 

a la disminuci6n en el numero de loci empleados para tal andlisis. Las confusiones Tespecto 

a lo anterior no son exclusivas del presente estudio (L. Eguiarte, com. pers.). 

Crawford et al. (1984) analizaron filogenéticamente a tres especies de herbaceas y 

anuales de Asteraceae (Calliopsis leawenworthii, C. paludosa y C. tinctosa) encontrando 

que algunas de las especies se parecian tanto o més que algunos pares de poblaciones de 

cada especie. Cabe mencionar que para estas especies de Asteraceae se habian efectuado 

tevisiones exhaustivas y se consideraban como taxa distintos. 

Para concluir podriamos decir que las Caesalpinioideae son plantas propensas a la 

hibridizacién como lo demuestra el estudio sobre Caesalpinia de Lewis (1994), y los 

estudios sobre la sistematica de los géneros Parkinsonia y Cercidium (Hawkins, 1996; 

Hawkins y Contreras, en prensa); lo que probablemente complica establecer las relaciones 

fenéticas en el grupo. 

Perspectivas de estudio. 

Para resolver las relaciones filogenéticas en estas especies es necesario reunir 

informacién sobre otros aspectos. En este sentido seria importante utilizar un mayor 

numero de loci, hacer un andlisis morfométrico detallado (que no existe), conocer las 

variaciones en las caracteristicas de la historia de vida entre poblaciones y especies asi 

como, el uso de otro marcador molecular como ADN de cloroplasto (cpDNA). 
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Debiera incluirse en el estudio a la especie Caesalpinia epifanioi, que se encuentra 

entre las poblaciones Tlayahualco y Valerio Trujano, esta al parecer es un hibrido entre C. 

melanadenia y C. hintonii; lo que nos aportaria mayor informacién sobre las relaciones del 

grupo y la manera en que las radiaciones adaptativas se estan dando. Ademas de lo anterior, 

es necesaria una revisién taxonémica exhaustiva (realizada por taxénomos) entre C. 

hintonii y C. macvaughii para reconsiderar el hecho de que se les considere taxa distintos. 
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CONCLUSIONES 
  

Los niveles de variacién encontrados en las tres especies de Caesalpinia son altos con 

Tespecto al promedio encontrado en otras especies drboles tropicales, dispersadas por 

animales y con los reportados para especies endémicas. Contrario a lo que se esperaria, 

las especies con distribucién geografica restringida C. macvaughii y C. melanadenia; 

exhibieron niveles considerables de variacin. 

La Fst y los valores de N.,, indican estructuracién genética entre las poblaciones de C. 

hintonii, lo que sugiere bajo flujo génico y la accién de deriva génica; las poblaciones se 

estan comportando como unidades evolutivas independientes. El valor de Fst es mayor al 

encontrado en otras especies endémicas. 

La distribucién geografica no result buen indicador de la variacién genética en éstas 

especies. 

Las poblaciones de C. hintonii no siguen el patrén de aislamiento por distancia. 

A través de la técnica de electroforesis no se pudo separar a las poblaciones de C. 

hintonii en los tres grupos morfoldgicos ya diferenciados. 
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APENDICE I 
  

Recetas de preparacién de sistemas de amortiguacién y geles. 

Sistema Morfolina-Citratos (Wendel & Weeden, 1989) 

« Buffer del electrodo (pH 6.1) 

-0.040 M dcido citrico monohidratado (Baker, 01 18-01) 841g 
-0.068 M N-(3-aminopropil)-morfolina (Sigma, A-9028) 10 ml aprox. 
-H,0 destilada 1000 ml (aforar) 

Disolver et dcido citrico en agua, agregar poco a poco la morfolina hasta llegar a pH 6.1 

¢ Buffer del gel (pH 6.1) 

-380 ml de H,O destilada 
-20 ml de Buffer det electrodo 

Corter a 60 mA® por 5 horas 

© Gel 

48 g de almidén (Sigma, S-4501) 

12 g de sacarosa (Sigma, S-9378) 

Sistema C (Stuber et al, 1988) 

* Buffer del electrodo (pH 8.3) 

-0.19 M dcido bérico (Baker, 0084-20). 11.875 g 
+0.04 M hidréxido de Litio (Sigma, L-4256) 160¢ 
-H,O destilada 1000 mi 

Ajustar el pH a 8.3 con LiOH 0 Acido bérico. 
Correr a 225 volts oa 60m A°, durante 6 horas a 4°C 

© Buffer Trizma Base (pH 8.3) 

-0.05 M Trizma base (Sigma, T-1503) 6.20g 
-0.007M acido citrico monohidratado (Baker, 011 8-01) _ 1.50g 
-H,O destilada 1000 ml 

  

¢ Buffer del gel 

-360 mi de buffer Trizma Base (pH 8.3) 
-40 ml de buffer del electrodo (pH 8.3) 

° Gel 

-46 g de almidén (Sigma, S-4501) 

-12 g de sacarosa (Sigma, S-9378) 
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APENDICE II 
  

Buffer de extracci6n. 

Se prepara mezclando tres partes de buffer Yo y una de buffer Veg II. 

Buffer Yo. Yen y O'Malley (1980). 

Soluci6n Tris-dcido citrico pH 7.0 10 ml 

  

  

  

  

  

NADP (TPN) 0.05 g 
NAD (DPN) 0.05 g 
Acido ascérbico 0.018 g 

EDTA disédico 0.034 g 
Suero de albimina de bovino 0.10¢ 

2-mercaptoetanol 0.33 ml 
  

Aforar a 100 ml con H,O destilada. 

Buffer Veg II de Cheliak y Pitet (1984). 

  

  

  

  

  

  

  

  

Acido bérico 031g 
Tergitol 2ml 

PEG 8000 22 
PVP 40 7g 
PVP 360 lg 
Acido ascérbico 0.88 g 
NAD 0.02 g 
Suero de albimina de bovino O1g 
Piridoxal 5-fosfato 0.005 g 
Sacarosa 0.27 g 
  

Cisteina-HC] 0.198 
2-mercaptoetanol 0.66 m! 
Aforar a 100 mi con H,O destilada y ajustar el pH a 7.1 con NaOH. 

Solucién Tris icido citrico 

Trizma base L572 

Acido citrico 0.83 g 
Aforar a 100 ml con H,O destilada y ajustar el pH a 7.0 
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APENDICE HI 
  

Recetas de tincién de enzimas para Caesalpinia hintonii, C. macvaughii y C, 
melanadenia, 

Caesalpinia hintonii. 

AcPH (Fosfatasa acida; C.E. 3.1.3.2) 

(Hakim-Elahi, 1976) (2 geles) 

Pesar: 

Sal granate rapida GBC 0.100 2 
Ailadir: 

Buffer de acetato de sodio 1 M pH 5.0 6 ml 

H20 destilada 90 mt 
MgCl, al 10% Iml 
a-Naftil Acido fosfato (sal de sodio) 1% 3ml 

tncubar en la obscuridad a temperatura ambiente. 

APX (Peroxidasa andédica; C.E. 1.11.1.7 

(Modificado de Hakim-Elahi, 1976) (1 gel) 

Pesar: 

3-Amino-9-ethylcarbazole 0.050g 
Affiadir: 

Dimetilformamida 3.5 ml 
H,0 destilada 45mt 
Peréxido de hidrégeno al 3% 0.5 ml 

Cloruro de Calcio al 1% iml 
Acetato de sodio al | M pH 5.0 2.5 ml 
Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente 

CPX ( Peroxidasa catédica; C.E. 1.11.1.17) 

(Modificado de Hakim-Elahi, 1976) {1 gel) 

Pesar: 

3-Amino-9-ethyicarbazole. 0.080g 
Aiiadir: 

Dimetilformamida 3.35mi 
H,0 destilada 45 mi 
Peréxido de hidrégeno al 3% 0.5 ml 
Cloruro de Calcio al 1% Iml 
Acetato de sodio al | M pH 5.0 2.5 ml 

EST (Esterasa; C.E. 3.1.1_} 
(Modificado de Selander et al, 1986) (1 gel) 

Pesar: 

Fast blue RR sait 0.050 g 
a-Naphthy] acetate 0.025 g 
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Afiadir: 

Acetona 2ml 
Disotverlo muy bien y afadir: 

Buffer de fosfatos | M pH 6.0 Sml 
H,0 destilada 45 mi 

Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente. 

GOT (= AAT; Glutamato oxalacetato transaminasa; C. E. 2.6.1.1) 
(Wyatt, 1989) (1 gel) 

Pesar: 

Pyridoxal 5-phosphate 0.004 g 
Fast blue BB salt 0.150 g 
Afiadir: 

Tris-HCI 0.2 M pH 7.0 50 mi 
Substrato GOT pH 7.0 Sml 
Incubar en la obscuridad a 37 °C. 

LAP (Leucina aminopeptidasa; C.E 3.4.11.1) 

(Modificado de Werth, 1985) (f gel) 

Pesar: 

1) Fast Black K salt 0.07 g 
Disolverlo muy bien en 5 ml de H,O destilada justo antes de teftir. 
Afiadir: 
Buffer Tris-Maleato 0.2 M pH 5.2 50 ml 
L- leucina- B- naftilamida-HCl al 2.5% Iml 
Incubar en la obscuridad a 37 °C durante 30 minutos y posteriormente ailadir el Fast Black K salt ya disuelto. 
Dejar incubando en la obscuridad a 37 °C hasta que aparezcan las bandas, 

MDH (Malato deshidrogenasa; C. E. 1.1.1.37) 
(Modificado de Conkle, 1982) (1 gel) 

  

Pesar: 

NAD (DPN) 0.007 g 
Afiadir: 
Tris-HCI 0.05 M pH 8 75 mi 
DL-malato pH 7.0 Sm! 
NBT al 1% I ml 
PMS al 1%. 0.5 mi 
Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente. 

MNR (Menadiona reductasa; C. E. 1.6,99.2) 
(Modificado de Conkle et al, 1982) (1 gel) 

  

Pesar: 

B-NADH (forma reducida) 0.015 g 
Menadiona 0.01Sg 
Aijadir: 

Tris-HCI 0.05 M pH 7.0 75 mt 
NBT Iml 
Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente 
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PGI (Fosfogluco isomerasa; C. E. 5.3.1.9) 

(Modificada de Conkle ef af, 1982) (1 gel) 

  

  

  

  

  

  

Pesar: 

D-Fructuosa-6-fosfato sal disédica 0.208 
Afiadir: 
Tris-HCl pH 8.0 50 ml 
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 30u 
MgCl, al 10% Iml 
TPN al [% Iml 
MTT al I% Im! 
PMS al 1% 0.5 ml 
  

Incubar en fa obscuridad a temperatura ambiente. 

PGM (Fosfoglucomutasa; C.E. 2.7.5.1) 

(Soltis ef aZ, 1983) (1 gel) 

  

  

  

  

Pesar: 

Glucosa-!-fosfato 0.065 g 
Glucosa-|-fosfato 9.060 g 
Afjadir: 

Tris-HCI pH 8.0 smi 
H,0 destilada 40 ml 
MgCl, 1M Iml 
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 30u 
TPN (=NADP) al 1% iml 
MTT al 1% Im 
PMS al 1% 0.3 ml 
Incubar en ia obscuridad a temperatura ambiente. 

  

RUB (Rubisco, Ribulosa bifosfato carboxilasa; C.E. 4.1.1.39) 

(1 gely 

Pesar: 
Vaso |- 

Naphtol blue black (NBB) 0.05 g 
Agregar la mezcla del vaso 2 al vaso |. Agitar bien y vaciar sobre el gel. 
i) Incubar por una hora a temperatura ambiente. 
ii) Quitar la solucién del gel sin lavar éste. 
ii) Agregar una nueva mezcla del vaso 2 

iv) Hacer dos cambios mas de 60 minutos cada uno. 

Afiadir: 
Vaso 2- 

Acido acttico glacial 5ml 
Metano! 20 ml 
H,O destifada 20 mi 

SDH (Shikimato deshidrogenasa; C. E. 1.1.1.25) 

(Modifteado de Werth, 1985) (1 gel) 

Pesar: 

1) Acido Shikimico 0.040 g 
2) Agar bacteriolégico DIFCO 0.36 g 
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Aijadir: 
1) Tris-HCI pH 8.0 25 mt 
MgCl, al 10% Iml 
TPN (=NADP) al 1% Iml 
MTT al 1% Im 
PMS ai 1% 0.5 mi 
2) Tris-HCI 0.2 M pH 8.0 25 ml 
Calentar hasta que hierva y se disuelva bien el agar, entonces mezclar 1) y 2). 

Incubar en la obscuridad a 37 °C. 

  

Caesalpinia melanadenia 

AcPH (Fosfatasa dcida; C.E. 3.1.3.2) 

(Hakim-Elahi, 1976) (2 geles) 

  

Pesar: 
Sal granate rapida GBC 0.150g 
Afladir: 

Buffer de acetato de sodio I M pH 5.0 6ml 
20 destilada 90 ml 
MgCl, al 10% iml 
a-Naftil Acido fosfato (sal de sodio) 1% 3ml 

Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente. 

APX (Peroxidasa anédica; C.E. U.01.1.7 
(Modificado de Hakim-Elahi, 1976) (1 gef) 

Pesar: 

3-Amino-9-ethylcarbazole O.1g 
Afladir: 
Dimeti!formamida 3.5 ml 
H,O destilada 45 ml 
Peréxido de hidrégeno al 3% 0.5 mil 
Cloruro de Calcio al 1% Imi 

Acetato de sodio al i M pH 5.0 2.5 ml 
Incubar en ta obscuridad a temperatura ambiente 

CPX ( Peroxidasa catédica; C.E. 1.11.1.17) 

(Modificado de Hakim-Elahi, 1976) (1 gel) 

Pesar: 
3-Amino-9-ethylcarbazole 0.080g 
Aftadir: 
Dimetilformamida 3.5 ml 
H,0 destifada 45 mi 
Perdxido de hidrégeno al 3% 0.5 ml 
Cloruro de Calcio al 1% Iml 
Acetato de sodio al | M pH 5.0 2.5 ml 

EST (Esterasa; C.E. 3.1.1_) 

(Modificado de Setander ef al., 1986) {1 gel) 

Pesar: 

Fast blue RR salt 0.060 g



a-Naphthyl acetate 0.035 g 
Affadir: 

Acetona 2ml 
Disolverlo muy bien y aitadir: 

Buffer de fosfatos 1 M pH 6.0 Sml 
H,O destilada 45 ml 
Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente. 
  

GOT ( AAT; Glutamato oxalacetato transaminasa; C. E. 2.6.1.1) 
(Wyatt, 1989) (1 gel) 

Pesar: 

Pyridoxa! 5-phosphate 0.005 g 
Fast blue BB salt 0.160 ¢ 
Aiiadir: 

Tris-HCI 0.2 M pH 7.0 50 ml 
Substrato GOT pH 7.0 5ml 
{ncubar en la obscuridad a 37 °C. 

LAP (Leucina aminopeptidasa; C.E 3.4.1 1.1) 
(Modificado de Werth, 1985) (1 gel) 

Pesar: 

1) Fast Black K salt O.lg 
Disolverlo muy bien en 5 mi de H,O destilada justo antes de tefiir. 
Afiadir: 

Buffer Tris-Maleato 0.2 M pH 5.2 50 ml 
L- leucina- B- naftitamida-HCl al 2.5% im 
Incubar en la obscuridad a 37 °C durante 30 minutos y posteriormente afiadir el Fast Black K salt ya disuelto. 
Dejar incubando en la obscuridad a 37 °C hasta que aparezcan las bandas. 

MDH (Malato deshidrogenasa; C. E. t.1.1.37) 

(Modificado de Conkle, 1982) (1 gel) 

  

  

  

  

Pesar: 
NAD (DPN) 0.007 g 
Afladir: 

Tris-HCI 0.05 M pH 8 75 mi 
DL-malato pH 7.0 Sm! 
NBT al 1%, tml 
PMS al 1% O5m} 
  

Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente. 

MNR (Menadiona reductasa; C. E. 1.6.99.2) 

(Modificado de Conkle ef az, 1982) (1 gel) 

Pesar: 

B-NADH (forma reducida) 0.015 g 
Menadiona 0.015 g 
Aftadir: 

Tris-HCI 0.05 M pH 7.0 75 mi 
NBT al 1% Iml 
  

Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente 
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PGI (Fosfogluco isomerasa; C. E. 5.3.1.9) 
(Modificada de Conkle ef a£, 1982) (1 gel) 

Pesar: 

D-Fructuosa-6-fosfato sal disédica 030g 
Afiadir: 

  

  

Tris-HCl pH 8.0 50 ml 
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 30u 
MgCl, al 10% tml 

TPN al 1% iml 
MTT al I% iml 

  

PMS al 1% 0.5 mi 
Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente. 

PGM (Fosfogiucomutasa; C.E. 2.7.5.1) 

Soltis ef af, 1983) (1 gel) 

Pesar: 
Glucosa-1-fosfato 0.085 g 
Glucosa-1-fosfato 0.080 g 
Aijadir: 

  

  

  

  

  

Tris-HCI pH 8.0 smi 
H,0 destilada 40 ml 
MgCl, IM iml 
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 30u 
TPN (=NADP) al 1% Imi 
MTT al 1% Iml 
PMS al 1% 0.3 ml 
Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente. 

SDH (Shikimato deshidrogenasa; C. E. 1.1.1.25) 

(Modificado de Werth, 1985) (1 gel) 

Pesar: 

1) Acido Shikimico 0.050 g 
  

2) Agar bacteriolégico DIFCO 0.36 g 
Ajjadir: 

  

  

  

  

1) Tris-HCI pH 8.0 25 ml 

MgCt, al 10% tm 
TPN (=NADP) ai 1% Iml 
MTT al 1% Im 
PMS al 1% 0.5 ml 
2) Tris-HC! 0.2 M pH 8.0 25 ml 

  

Cafentar hasta que hierva y se disuelva bien el agar, entonces mezclar t) y 2). 
Incubar en fa obscuridad a 37 °C. 

RUB (Rubisco, Ribulosa bifosfato carboxilasa; C.E. 4,1.1.39) 
( gel) 

Pesar: 

Vaso 1- 

Naphto! blue black (NBB) Olg 
Agregar la mezcla del vaso 2 al vaso 1. Agitar bien y vaciar sobre ef gel. 
i} incubar por una hora a temperatura ambiente.



ii) Quitar la solucion del gel sin lavar éste. 
ii) Agregar una nueva mezcla del vaso 2 

iv) Hacer dos cambios mas de 60 minutos cada uno. 
Afladir: 
Vaso 2- 
Acido acético glacial Sm 
Metanol 20 ml 
H,0 destilada 20 mi 

  

  

Caesalpinia macvaughit 

AcPH (Fosfatasa dcida; C.E. 3.1.3.2) 

(Hakim-Elahi, 1976) (2 geles) 

Pesar: 
Sal granate rapida GBC 0.100 g 
Aijadir: 

Buffer de acetato de sodio 1 M pH 5.0 6ml 
H20 destilada 90 ml 
MgCl, al 10% imi 
a-Naftil Acido fosfato (sal de sodio) 1 % 3ml 
Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente. 

  

APX (Peroxidasa anddica; C.E. 1.11.1.7 

(Modificado de Hakim-Elahi, 1976) (1 gel) 

  Pesar: 

3-Amino-9-ethylcarbazole O.1g 
Ajladir: 

Dimetilformamida 3.5 ml 
H,0 destilada 45 ml 
Peréxido de hidrégeno al 3% 0.5 ml 

Cloruro de Calcio al 1% lal 
Acetato de sadio al | M pH 5.0 2.5 ml 
Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente 

CPX ( Peroxidasa catédica; C.E. 1.11.1.17) 

(Modificado de Hakim-Elahi, 1976) (i gel) 

Pesar: 

3-Amino-9-ethylcarbazole 0.090g 
Afladir: 

Dimetilformamida 3.5 ml 
H,0 destilada 45 ml 
Perdxido de hidrégeno al 3% 0.5 mi 

Clorure de Calcio al 1% Iml 
Acetato de sodio al | M pH 5.0 2.5 mi 

EST (Esterasa; C.E. 3.1.1_) 

(Modificado de Selander ef at, 1986) (1 gel) 

Pesar: 

Fast blue RR salt 0.060 g 
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a-Naphthyl acetate 0.035 g 
Aijadir: 

Acetona 2ml 
Disolverlo muy bien y afiadir: 

Buffer de fosfatos 1 M pH 6.0 Smi 

H,0O destilada 45 ml 
Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente. 

GOT (= AAT; Glutamato oxalacetato transaminasa; C. E. 2.6.1.1) 
(Wyatt, 1989) (1 gel) 

  

  

  

Pesar: 

Pyridoxal 5-phosphate 0.005 g 
Fast blue BB salt 0.160 g 
Afiadir: 

Tris-HCI 0.2 M pH 7.0 50 ml 

Substrato GOT pH 7.0 5ml 
  

Incubar en la obscuridad a 37 °C. 

LAP (Leucina aminopeptidasa; C.E 3.4.11.1) 
(Modificado de Werth, £985) (1 gel) 

Pesar: 

1) Fast Black K salt Og 
Disolverlo muy bien en 5 ml de H,O destilada justo antes de teitir. 
Afiadir: 
Buffer Tris-Maleato 0.2 M pH 5.2 50 ml 
L- leucina- B- naftilamida-HCt a! 2.5% Im 
tncubar en la obscuridad a 37 °C durante 30 minutos y posteriormente afiadir el Fast Black K salt ya disuelto. 
Dejar incubando en ia obscuridad a 37 °C hasta que aparezcan las bandas. 

MDH (Malato deshidrogenasa; C. E. 1.1.1.37) 
(Modificado de Conkle, 1982) (1 gel) 

  

  

  

Pesar: 
NAD (DPN) 0.007 g 
Ajjadir: 
Tris-HC! 0.05 M pH 8 75 mi 
DL-malato pH 7.0 sm 
NBT al 1%. tml 
PMS al 1% 0.5 ml 
Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente. 

MNR (Menadiona reductasa; C. E. 1.6.99.2) 
(Modificado de Conkle et ai, 1982) (1 gel) 

  

  

  

Pesar: 

B-NADH (forma reducida) 0.01Sg 
Menadiona 0.01Sg 
Ailadir: 

Tris-HCt 0.05 M pH 7.0 75 mil 
NBT al 1% (ml 
  

Incubar en fa obscuridad a temperatura ambiente 
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PGI (Fosfogluco isomerasa; C. E. 5.3.1.9) 

(Modificada de Conkle ef af., 1982) (1 gel) 

Pesar: 
D-Fructuosa-6-fosfato sal disédica 0.302 
Afladir: 

Tris-HCI pH 8.0 50 ml 
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 30u 

      

MgCl, al 10% tml 
TPN at 1% Iml 
MTT al 1% 'ml 
PMS af 1% 0.5 mi 
Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente. 

PGM (Fosfoglucomutasa; C.E. 2.7.5.1) 
(Soltis er at,, 1983) (1 get) 

        

Pesar: 
Glucosa- 1-fosfato 0.085 g 
Glucosa-1-fosfato 0.080 g 
Afladir: 

Tris-HCI pH 8.0 Sml 
H,O destilada 40 ml 
MgCl, iM tml 
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 300 
TPN (=NADP) al [% Iml 
MTT al 1% Imi 
PMS al 1% 0.3 ml 
Incubar en fa obscuridad a temperatura ambiente. 

SDH (Shikimato deshidrogenasa; C. E. 11.125) 
{Modificado de Werth, 1985) (I gel) 

Pesar. 
1) Acido Shikimico 0.050 g 
2) Agar bacteriolégico DIFCO 0.36 g 
Afiadir: 

1) Tris-HCI pH 8.0 25 mt 
MgCl, al 10 % Iml 
TPN (=NADP) al 1% Iml 
MTT at i% iml 
PMS al 1% 0.5 ml 
2) Tris-HCl 0.2 M pH 8.0 25 ml 

    

Calentar hasta que hierva y se disuelva bien el agar, entonces mezclar 1) y 2). 
Incubar en Ja obscuridad a 37 °C. 

RUB (Rubisco, Ribulosa bifosfate carboxilasa; C.E. 4.1,1.39) 
(1 gel) 

Pesar: 

Vaso I- 

Naphtol blue black (NBB) O1g 
Agregar la mezcla del vaso 2 al vaso 1. Agitar bien y vaciar sobre el gel. 
i) Incubar por una hora a temperatura ambiente. 
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ii) Quitar la solucién del gel sin iavar éste. 

ii) Agregar una nueva mezcla del vaso 2 
iv) Hacer dos cambios mas de 60 minutos cada uno. 

Aijadir: 
Vaso 2- 

Acido acético glacial Smt 
Metanol 20ml 
H,O destilada 20 ml 

   

DL-Malato 1M pH 7.0 
(Conkle ef al, 1982) 

Acido DL-Malico 134.1 g 
NaOH 80g 
H,O 1000 m! 
Ajustar el pH a 7.0 (u 8.0) con NaOH 4N 

  

a-Nafti! &cido fosfato al 1% 
(Hakim-Elahi, 1976) 

a-Nafitil acido fosfato lg 

    

  

H,O 50m! 
Acetona 50 ml 

Acetato de sodio 1 M pH 5.0 

Acetato de sodio anhidro 82.03 g 
H,O destilada 1000 ml 
  

Ajustar e! pH con acido acético. 

Buffer de Fosfatos pH 6.0 
(Hakim-Elahi, 1976) 

Fosfato de potasio dibdsico (PM 228.23) 456g 
Fosfato de potasio monobdsico (PM 136.09) 109g 
H,0 destilada 1000 ml 

L-Leucil-B-naftilamida-HCl al 2.5% 

L-leucil-B-naftilamida-HCl Ig 
H,0 destilada 40 ml 

Substrate GOT pH 7.0 

(Wyatt, 1989) 

Acido L-aspartico (4%) 4g 
Acido @-cetoglutarico (2%) 2¢g 
H,0 destilada 100 mt 
Ajustar el pH a 7.0 con NaOH concentrado (aproximadamente 2.5 g)G4N. 

Tris-maleato 0.2 M pH 5.2 
(Whyatt, 1989) 
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Tris 7-9 (Sigma, T-1378) 22g 

  

  

  

  

Acido maleico 23.2¢ 
H,0 destilada 1000 ml 
Ajustar el pH con NaOH (aproximadamente 50 mi al 1M) 6 con HCI. 

Tris-HCt 

IM 121.1 g de Tris ( Sigma,T-1378) 
0.2M 24.22 g de Tris ( Sigma,T-1378) 
0.05 M 6.055 g de Tris ( Sigma,T-1378) 
H,0 destilada 1000 ml 
  

Usar HCI concentrado para ajustar al pH deseado. Primero ajustar y después aforar, 
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APENDICE IV 
  

Georeferencias de las poblaciones y especies muestreadas. 

Caesalpinia hintonii 

Poblacién 1. Guerrero a | Km. por e! camino Valerio Trujano-Atzala al O de 1a carretera México, Acapulco, 
Puente Mezcala. 
Latitud:17°55°50.9" 
Longitud: 99°36'07.9"" 
Altitud 500 msnm. 
Municipio: Eduardo Neri. 

Poblacién 2. Guerrero camino a Copalillo-Tlayahualco, cerca de la zona arqueolégica de Tlalcozotitlin 
(Teoponticuanitlan) 

Latitud: 17° 50° 30.5” 
Longitud: 99° 06" 16.9” 
Altitud: 660 msnm 

Poblacién 3, Guerrero, Zitacuitaro, en el poblado. 

Latitud: 18° 26° 35.2” 
Longitud: 100° 51° 40” 
Altitud: 300 msnm 
Municipio: Coyuca de Catalan 

Poblacién 4. Puebla al N de Tehutzingo a orillas del poblado frente al restaurante “Paty” 
Latitud: 18°20°15"" 

Longitud: 98°17°00"" 
Altitud: 1100 msnm 

Poblacibn 5 

Muestra f: Km. 24.2 de ta carretera a Infiernilio, Michoacan 
Latitud: 18° 24° 46.4” 
Longitud: 101° 53" 39” 
Altitud: 240 msam 

Muestra 2 Km. 20.7 de la carretera a Infiernillo, Michoacan 
Latitud: 18° 24° 10.9" 
Longitud: 101° 55° 09.2” 
Altitud: 300 msnm. 

Caesalpinia macvaughii 

Muestra 1 El descansadero, a 9 Km. at O de Nueva Italia, por la carretera playa azul. 
Latitud: 18° 38° 39.8" 
Longitud: 101° 57° 59.6” 
Attitud: 450 msnm 

Muestra 2 

Latitud: 18° 40° 34.3” 
Longitud: 101° 59° 20.4” 
Altitud 330 msnm 
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Muestra 3 
Latitud: 18° 46° 18.2” 
Longitud: 102° 10° 00” 

Caesalpinia melanadenia 

Jardin Boténico Elena Bravo Hollis; Tehuacdn, Puebla 
Latitud: 18° 19° 37"° 
Longitud: 97° 27° 56”° 
Alticud: 1500 msnm 
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APENDICE V 
  

  

Frecuencias alélicas calculadas para las tres especies de Caesalpinia. 

  

  

              

Loci | Alelo | Tehuitzingo | Tlayahualco| Valerio | Zicuitaro | Infieraillo G al 
Trujano macvaughii | melanadenia 

ACPH-1 1 0.476 0.589 0.871 0.857 0.679 0778 0.828 
2 0.524 0.411 0.429 0.143 0.196 0.222 0.172 
3 0.000 0.000 0.000 0.00 0.125 0.185 0,000 

ACPH-2 d 0.000 0.433 0.538 0.250 0.255 - 0.850 
2 0.190 0.467 0.096 0.068 - - 0.150 
3 0.810 0.100 0.365 0.682 . - 0.000 

APX-1 i 0.188 0.217 0.415 0.383 0.019 0.185 - 
2 0.708 0.650 0.827 0.317 0.426 0.815 : 
3 0.104 0.133 0.058 0.300 0.556 0.000 - 

CPX-t U 1.000 0.220 0.517 0.679 0.532 - 0.172 
2 0.000 0.700 0.414 0.321 0.468 - 0.828 
3 0.000 0.080 0.069 0.000 0.000 - 0.000 

CPX-2 1 0.132 - - 1.000 - - - 
2 0.842 - - 0.000 - - - 
3 0.026 - : 0.000 * - - 

CPX-3 i 1.000 0.984 1.000 0.600 1.000 1.000 1.000 
2 9.000 0.016 0.000 0.400 0.000 0.000 0.000 

EST-1 I 0.333 0.578 0.271 0.417 0.532 0.500 - 
2 0.521 0.375 0.729 0.567 0.452 0.500 . 
3 0.146 0.047 0.000 0.017 0.016 9.000 . 

EST-2 L 0.568 0.156 0.182 0.700 0.758 0.600 0.700 
2 0.432 0.844 0.409 0.300 0.242 0.400 0.300 
3 0.000 0.000 0.409 0.00 0.000 0.000 0.000 

EST-3 1 . 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.350 
2 - 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.650 

GOT-1 { - - - 1.000 1.000 - - 
GOT-2 ! 6.981 - 0.966 0.667 0.613 - 0.867 

2 0.019 * 0.034 0.333 0.387 - 0.133 
LAP-1 l 0.870 0.891 0.900 1.000 1.000 1.000 1.000 

2 0.130 0.109 0.100 0.000 0.000 0.000 9.000 
MDH-I I 0.519 0.438 0.500 9.500 0.500 0.617 0.500 

2 0.481 0.563 0.500 0.500 0.500 0.383 0.500 
MNR-I 1 0.444 0.224 0.517 0.567 0.694 1.000 0.550 

2 0.556 0.776 0.483 0.433 0.306 0.000 0.0450 
PGI 1 0.722 0.419 0.679 0.850 0.968 0.741 0.200 

2 0.278 0.581 0.321 0.133 0.032 0.259 0.800 
3 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 

PGI-2 1 0.740 1.000 0.897 0.521 - - 1.000 
2 0.260 0.000 9.103 0.479 - - 0.000 

RUB-1 1 1 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
RUB-2 1 1 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
SDH-I I + - 0.554 0.563 . 1.000 0.983 

2 : - 0.497 0.438 - 0.000 0.017      



Patrones de bandeo de las enzimas ensayadas para las tres especies de Caesalpinia. 

AcPH. 

Monémero. El locus uno se refiere a la fraccién catédica y el locus dos a la anddica En ambos se 

encontré una zona de actividad definida con tres alelos; para el caso de la fraccién catédica se encontré otra 

zona de menor migracién, que no fue consistente y mostraba variacién. La poblacién El Infiernillo de C. 

hintonii no presenté AcPH-2 al igual que C. macvaughii. Et tocus uno fue polimérfico para fas tres especies 

mientras que e! locus dos result6 polimérfico para C. melanadenia y C. hintonii (Figura 9A). 

APX. 

Se encontré un loci potimérfico con tres alelos. Por tratarse de una enzima monomérica los 

heterdcigos presentaban dos bandas. En las poblaciones Valerio Trujano, Tehuitzingo, Zicuitaro y el 

Infiernillo se observé una zona variable de menor migracién no consistente. Se encontré ademds un locus 

variable de mayor migracién poco consistente. C. melanadenia no present6 esta enzima. 

CPX. 

En esta enzima se encontraron tres loci con tres alelos cada uno. El locus CPX-1 fue polimérfico, no 

se presenté en la poblacién Tehuitzingo de C. hintonii y en C. macvaughii; CPX-2 también fue polimérfico, 

sdlo se encontré en la poblacién Tehuitzingo de C. hintonii, en donde no se encontraron los genotipos 23 y 

33. CPX-3 fue monomérfico y se encontré en todas las poblaciones y especies. 

AAT-GOT. 

Enzima dimérica; los heterécigos presentaban tres bandas. Esto se debe a que Ja molécula activa de 

GOT posee dos subunidades idénticas, y al estar presentes ambos alelos, tas cadenas polipeptidicas se 

combinan entre s{ formando una tercera banda con migracién intermedia. Hubo dos foci; GOT-1, 

monomérfico, presente unicamente en las poblaciones Zicuitaro y El Infiernitlo de C. hintonii. GOT-2, 

polimérfico, ausente en ta poblacién Tlayahualco de C. hintonii y en ta especie C. macvaughii. Las 
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Figura 9A: Zimogramas que ilustran la movilidad de las isoenzimas 
en los sistemas estudiados. Las zonas sombreadas representan 
sitios donde se observo variacién genética no interpretable. 

  

    

   



poblaciones Valerio Trujano y El Enfiernitlo no presentaron el genotipo para heterécigos. Se encontrd un 

locus de menor migracién a GOT-1 que estuvo presente en la poblacién El Infiernillo de C. hintonii, pero no 

fue consistente, no existia variacién. (Figura 9 B). 

EST. 

Enzima monomérica con tres loci y tres alelos cada uno. EST-1, polimérfica, no estuvo presente en 

C.melanadenia, tos homécigos para el alelo 3 no se encontraron. EST-2, polimérfica, no se obtuvo el 

genotipo para los homédcigos del alelo 3; tos heterdcigos para los alelos 1-3 y 2-3 sélo se encontraron en la 

poblacién Valerio Trujano. Finalmente EST-3 fue monomérfica y no se encontré en la poblacién Tehuitzingo 

de C. hintonii. 

LAP. 

Monémerica, séfo se observé un locus. Polimérfica para las poblaciones Valerio Trujano, 

Tiayahuatco y Tehuitzingo de C. Aintonii. Monomérfico para las poblaciones Zicultaro El Poblado y El 

infiernillo de C. hintonii asi como para C. macvaughii y C. melanadenia. Se observaron dos locus no 

interpretables; uno de menor y otro de mayor migracién anodal. 

MDH. 

Enzima dimérica polimérfica excepto para C. melanadenia, los heterécigos presentan tres bandas. 

En la poblacién El Infiernillo se encontré un locus variable de mayor migracién poco consistente. C. 

melanadenia no presenté los genotipos para los homécigos y para C. macvaughii no se detectaron los 

homécigos para e! alelo dos. Para el caso de las poblaciones de C. Aintonii las poblaciones Valerio Trujano y 

Tehuitzingo presentaron los tres genotipos esperados, Tlayahualco no presenté el genotipo homdcigo para e! 

alelo uno, en Zicuitaro y El Infiernillo s6lo presentaron el genotipo para los heterdcigos. 
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Figura 9B: Zimogramas que ilustran la movilidad de las isoenzimas 
en los sistemas estudiados. Las zonas sombreadas representan 
sitios donde se observé variaci6n genética no interpretable.



MNR. 

Monomérica, polimérfica con dos alelos. Presente en todas tas poblaciones y especies. C. 

macvaughit y C. hintonii presentaron los tres genotipos esperados. 

PGI. 

Enzima dimérica, se encontraron dos loci potimérficos; PGI-1 monomérfico para C. macvaughii. 

PGI-2 ausente en la poblacién El Infiernillo de C. hintonii y en C. macvaughii. C. melanadenia no presentd ef 

genotipo para los heterécigos del focus uno. 

RUB. 

Present6 dos loci monomérficos presentes en todas las poblaciones y especie. El focus dos es el que 

mas tiempo tarda en aparecer. 

SDH. 

Mondémero con un locus polimérfico y dos alelos. Ausente en tas poblaciones Tlayahuaico, 

Tehuitzingo y El Infiemillo de C. hintonii asi como en C. macvaughii. Por ser una enzima monomérica tos 

heterécigos presentaron un patron de dos bandas. 
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Figura 9C: Zimogramas que ilustran la movilidad de las isoenzimas 
en los sistemas estudiados. Las zonas sombreadas representan 
sitios donde se observ6 variacién genética no interpretable.
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