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RESUMEN

Se estudiaron las tres poblaciones naturales conocidas de Picea mexicana
Martinez con la finalidad de determinar la magnitud de la variacion morfoldgica y

anatomica entre y dentro de las poblaciones, asi como los patrones de similitud.

El tamafio de muestra fue diferente entre poblaciones y entre variables. Los
arboles se seleccionaron a lo largo y ancho del rodal con distanciamiento variado de
acuerdo al tamafo del rodal, tratando que fueran representativos, las muestras fueron
colectadas de arboles maduros. Se evaluaron cinco variables morfologicas y cinco
anatomicas de aciculas, asi como seis variables morfoloégicas de conos y cuatro de
semillas. Para cada una de las variables se realizé la verificacion de normalidad, se
obtuvieron los valores de tendencia central y de dispersion, se desarrollé un analisis de
varianza y uno de componentes de varianza considerando un modelo de efectos
mixtos. También se realizaron analisis multivariado de componentes principales y

canonico discriminante, para caracterizar a las poblaciones.

El analisis de varianza mostro que en 10 de las variables analizadas la poblacién
El Coahuilon es muy parecida a EI Mohinora. Por otra parte, las variables que ayudan
mas a diferenciar las poblaciones, son el numero de hileras de estomas en el haz, el
largo del cono y grosor de la escama, debido a que en las tres poblaciones se
encontraron diferencias, y las que no son significativas son las caracteristicas
anatomicas de aciculas excepto la frecuencia de canales resiniferos. El analisis de
componentes indica que los tres primeros componentes explican el 61% de la varianza
total, ademas caracterizan a La Marta con los conos y semillas mas grandes. Con
respecto al analisis canonico discriminante se encontré que la poblacién ElI Mohinora
presenta mayor distancia de Mahalanobis con respecto a la poblacion de La Marta, no asi
para la poblacion EI Coahuilon, ademas se demostré que existen diferencias

morfoldgicas y anatomicas entre las poblaciones.

Palabras clave: Picea mexicana, variacion morfoldgica, anatomia.



ABSTRACT

Three known natural populations of Picea mexicana Martinez were studied for the
purpose of determining the magnitude of the anatomical and morphological variation

among and within populations, and the patterns of similarity.

The sample size was different between populations and variables. The trees were
selected throughout the stand and the distance between trees varied according to the
size of the stand, trying to be representative, the samples were collected from mature
trees. five morphological variables and five anatomical variables of needles were
evaluated, also six morphological cone and four seeds variables. For each of the
variables the normality was verified, was obtained the values of central tendency and
dispersion, was developed an analysis of variance and a variance components
considering a mixed effects model. Were also performed multivariate analysis of

principal components and canonical discriminant to characterize the populations.

The variance analysis showed that in 10 of the variables analyzed EI Coahuilén
population is very similar to El Mohinora. Moreover, the variables that help to
differentiate populations are the number of rows of stomata on the face, length of cone
and thickness of the cone scale, because in the three populations was different, and the
anatomical characteristics of needles not are significant except the frequency of resin
ducts. Components analysis indicated that the first three components explain 61% of the
total variance, also characterize the Marta with larger cones and seeds. With respect to
the canonical discriminant analysis found that The Mahalanobis distance is larger
between El Mohinora and La Marta, not for EI Coahuilén, also showed that there are

morphological and anatomical differences between populations.

Keywords: Picea mexicana, morphological variation, anatomy.
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1 INTRODUCCION

Las diferencias entre arboles son el resultado de tres factores, los diferentes
ambientes en los cuales crecen, las diferencias genéticas entre arboles y las
interacciones existentes entre el genotipo de los arboles y los ambientes en los cuales
éstos crecen. La variacion en los arboles forestales puede agruparse en varias
categorias que pueden ser entre especies, entre origenes geograficos (procedencias),
entre sitios, entre rodales, entre arboles individuales, y dentro de arboles (Zobel y
Talbert, 1988).

La variacion entre especies, entre poblaciones de diferentes procedencias y
entre individuos dentro de una poblacion se puede utilizar en un programa de
mejoramiento geneético, porque tienen como meta aumentar la frecuencia de los
mejores genotipos y/o producir genotipos nuevos con mejores combinaciones de genes
(Nienstaedt, 1990).

La variacion dentro de las especies es importante, ya que determina la manera
en gue se aprovechan y se conservan estos recursos. Si hay pocas diferencias entre
poblaciones, la pérdida de cualquier poblacién no es tan grave debido a que no se
pierde una unidad genética Unica. Por otra parte, si las poblaciones son muy
diferenciadas, cada una representa un recurso Unico y se tendra que mantener mas

poblaciones en programas de conservacion y mejoramiento (Furnier, 2004).

La variacidbn entre los arboles causada por diferencias ambientales con
frecuencia no puede predecirse, pero algunos factores ambientales que afectan el
crecimiento del arbol se pueden controlar y manipular, pero con otros no es posible
hacerlo, asi se tiene que los factores internos y ambientales controlan la variacion. El
factor interno (genotipo) tiene los genes que determinan las propiedades hereditarias de
un individuo. El fenotipo, por otro lado, es el tipo de arbol en cuanto a sus
caracteristicas sensibles, apreciables directamente por sentidos (Zobel y Talbert, 1988;
Nienstaedt, 1990).



Existe una variedad de métodos para medir la variacion genética en plantas,
desde las medidas de la morfologia (botanicas-taxondémicas, las morfoagronémicas y
las evaluativas como respuesta a factores biéticos y abiéticos), hasta los que requieren
técnicas de laboratorio como los marcadores moleculares (Hidalgo, 2003; Furnier,
2004).

La manera mas facil de medir los niveles y patrones de variacién genética es
medir directamente la morfologia en campo. Simplemente se mide uno o mas
caracteres en el campo y se analiza la variacion. Este método es relativamente barato,
rapido, y sencillo, pero sufre el problema de que la variacion genética esta confundida
con la variacion ambiental. Sin embargo, hay algunos caracteres que son poco
afectados por el ambiente. Una de la opciones que se tienen es plantar genotipos
diferentes (por medio de semillas o propagalos vegetativos) en un solo sitio con un
ambiente uniforme, lo que se conoce como ensayo de procedencias y prueba de
progenie. Asi todos los genotipos experimentan el mismo ambiente y cualquier
diferencia que se observan entre las plantas es debida principalmente a diferencias

genéticas (Furnier, 2004).

Los marcadores moleculares ayudan a describir la variabilidad del germoplasma
de una especie; la variabilidad o polimorfismo de estos marcadores puede ser usado en
los diferentes estudios sobre la diversidad genética de las especies vegetales y su
herencia puede ser monitoreada. Los grandes grupos de marcadores moleculares
reconocidos son: (1) las proteinas, que pueden ser de reserva 0 almacenamiento, y las
isoenzimas o aloenzimas que son formas diferentes de una enzima que comparten una
misma actividad; y (2) el ADN (Acido desoxirribonucleico) cuyas diferencias en las
secuencias, principalmente de fragmentos, se presentan por poliformismos o
variabilidad (Hidalgo, 2003).

Sin embargo, la importancia de la variacion morfologica radica en que las plantas
en su estado natural tienen una dinadmica evolutiva y estan continuamente produciendo

variabilidad. Tanto la variabilidad visible como la no-visible han sido usadas por el

2



hombre para identificar, estudiar y utilizar las especies vegetales. Asi, mediante la
identificacién de caracteristicas claves como colores, formas, olores y texturas es

posible inferir sobre los usos potenciales de una especie en particular (Hidalgo, 2003).

En México se han realizado diversos estudios morfolégicos y anatémicos, para
conocer la variacion entre poblaciones. La mayoria de los estudios revisados ha sido en
especies del género Pinus y muy pocos en otras especies de coniferas. Las especies
en las que se tiene referencia de este tipo de estudios son Pinus arizonica Engelm.
(Rodriguez, 1996; Rodriguez y Cap0, 2005), P. cembroides Zucc. (Mufioz, 1995;
Sanchez et al.,, 2002; Gonzalez et al., 2006), P. chiapensis (Martinez) Andresen
(Hernandez, 1986), P. greggii Engelm. (Beristain, 1992; Cornejo, 1992), P. hartwegii
Lindl. (Iglesias y Tivo, 2006), P. maximartinezii Rzedowski (Garcia, 1986), P. oaxacana
Mirov (Aparicio-Renteria et al., 2002), P. patula Schl. et Cham. (Castillo et al., 2004), P.
pseudostrobus Lindl. (Marquez y Mendizabal, 2004) y Pseudotsuga sp. (Santos, 1998;
Reyes et al., 2005).

La mayoria de los estudios antes mencionados se basan en caracteristicas de
aciculas, conos y semillas. En aciculas se ha evaluado el largo, ancho y niumero de
aciculas por fasciculo, longitud de aciculas mayores y menores, longitud del fasciculo y
largo de la vaina, asi como el nimero de estomas en diferentes caras, aristas y
secciones y numero de hileras de estomas en la cara ventral y dorsal. También se han
evaluado caracteristicas anatomicas de aciculas como el nimero, posicion y orientacion
de canales resiniferos y distribucion de haces vasculares. Con respecto a conos se ha
evaluado el largo, ancho, grueso, peso, color, forma, fragilidad y nimero de conos por
verticilo, ademas se han incluido variables de escamas como longitud, ancho, grueso, y
numero de escamas bien desarrolladas. En semillas se ha incluido largo, ancho, grosor,
peso, numero de semillas por kilogramo, nimero de semillas de los conos, longitud y

ancho del ala.

En el caso de la especie de interés en este estudio, Picea mexicana habia sido

connsiderada una especie norteamericana, debido a su semejanza con Picea
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engelmannii Parry en la ausencia de canales resiniferos y en las ramillas pubescentes,
pero un analisis minucioso comparativo demostré que se trataba de una nueva especie
a la que se nombré Picea mexicana (Martinez, 1961). Posteriormente se realizaron
estudios desde el punto de vista biosistematico de Picea. Las muestras fueron
analizadas usando caracteristicas quimicas y morfologicas, llegando a la conclusiéon
gue Picea mexicana era una variedad de Picea engelmannii (Taylor y Patterson, 1980;
Taylor et al., 1994). Recientemente se compararon muestras de Picea mediante
isoenzimas y llegaron a la conclusion que Picea engelmannii ni siquiera estaba cerca de
Picea mexicana y que las piceas de Cerro El Mohinora en Chihuahua, son claramente
Picea mexicana y no hibridos de Picea chihuahuana Martinez o de Picea pungens
Engelm. (Ledig et al., 2004).

En los estados de Coahuila, Chihuahua y Nuevo Leén, Picea mexicana es de un
gran valor cientifico y ecologico porque aqui son las Unicas entidades del pais y del
mundo donde existen poblaciones naturales, y ademas por ser una especie en peligro
de extincion (SEMARNAT, 2003).

En Picea mexicana se han realizado estudios morfolégicos que describen a dos
poblaciones (Taylor y Patterson, 1980; Prieto, 1992; Taylor et al. 1994). Pero la
poblacion El Coahuilon que se encuentra localizada en Coahuila, no esta4 descrita
morfolégicamente, por lo que es necesario evaluar las tres poblaciones naturales e
incluir variables como: el diametro del haz vascular, el didmetro y posicion de los
canales resiniferos que han sido utilizadas para diferenciar especies americanas del
género Picea (Weng y Jackson, 2000), asi como otras variables que han sido utilizadas
para caracterizar especies de coniferas, como el nimero de hileras de estomas en la
parte media del haz de las aciculas y el envés, asi como el nimero de estomas en un

milimetro de longitud sobre el haz de las aciculas (Beristain, 1992; Reyes et al., 2005).



1.1 Objetivo

Determinar la magnitud de la variacibon de 20 variables morfolégicas y
anatomicas de aciculas conos y semillas entre y dentro de las tres poblaciones
naturales de Picea mexicana en México.



2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Descripcion del area de estudio

2.1.1 Localizacion

Las poblaciones La Marta y El Coahuilon (Cuadro 1, Figura 1) se encuentran
en la Sierra de Arteaga, pertenecientes a los municipios de Rayones, N. L. y
Arteaga, Coah. (Ledig et al., 2000; Ledig et al., 2002), dentro de la regién hidrolégica
ARH 37, perteneciente a El Salado (SPP, 1981; SPP, 1998).

La poblaciéon El Mohinora (Cuadro 1, Figura 1) corresponde al nombre del
cerro mas alto ubicado al suroeste de Chihuahua, perteneciente a la provincia
fisiografica Sierra Madre Occidental, especificamente en la subprovincia gran
meseta y cafiones duranguenses. Forma parte importante de la region Hidrol6gica
010 Sinaloa y proveedor del agua potable que se consume en el poblado de
Guadalupe y Calvo (CONANP, 2005).

Cuadro 1. Localizacidon de Picea mexicana Martinez en los estados de Chihuahua,
Nuevo Lebn y Coahuila, México.

Poblacion Propiedad Municipio Coordenadas  Altitud
(msnm)
Sierra La Propiedad privada: Rayones, 25°11.9'N 3500
Marta Familia Sanchez de la Nuevo Ledn 100° 21.8'W
Pefa
Sierra El Ejido Nuncio Arteaga, 25°14.8'N 3470
Coahuildn Coahuila 100° 21.2°"W
El Mohinora Propiedad privada: Guadalupe y 25°57.7'N 3185
El Venadito Calvo, 107° 02.4'W
Chihuahua

Fuente: Ledig et al., 2000; Ledig et al., 2002.

2.1.2 Aspectos ecoldgicos

Para describir el clima de las localidades se tomd como referencia la

estacion climatica mas cercana al area de estudio. En las poblaciones de La Marta
6
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y El Coahuilon, se usé como referencia la estacion de San Antonio de las Alazanas
que presenta una temperatura media anual de 12.7° C, y una precipitacion media
anual de 470.6 mm, las heladas se pueden presentar en cualquier época del afio,
pero son mas recurrentes en octubre, noviembre, diciembre, enero, febrero y marzo,
con temperaturas extremas de hasta -8° C, el mes mas calido se presenta antes de
junio y con una férmula climatica Cx’b(e”)g que corresponde a un clima templado,
subhumedo con lluvias escasas todo el afio, verano fresco largo y muy extremoso,
(Mendoza, 1983).

Para describir la poblacion El Mohinora se uso como referencia la estacion de
Guadalupe y Calvo que presenta una temperatura media anual de 13° C y una
precipitacion media anual de 1083.4 mm y con una formula climatica Cb(w2)(x")(e)
que corresponde a un clima templado humedo con verano fresco, extremoso, con

lluvias escasas todo el afio, con (Garcia, 1987).

La Marta y el Coahuildn presentan rocas mesozoicas de origen sedimentario
marino de tipo calizas, lutitas y areniscas, con un tipo de suelo litosol, rendzina y
regosol edtrico, con textura media (SPP, 1981; SPP, 1983), mientras que la
poblacion del Cerro EI Mohinora presenta rocas de tipo igneas y sedimentarias, con
un tipo de suelo litosol, regosol eutrico y feozem héplico, con fase fisica litica, con
textura media (INEGI, 1988; CONANP, 2005).

En la poblacion La Marta, el tipo de vegetacion que existe es un bosque
constituido por tres estratos. El arbdreo lo componen Pseudotsuga flahualti Flous,
Pinus hartwegii Lindl., Abies vejari Martinez, Pinus ayacahuite C. Ehrenb. ex Schitdl
y Picea mexicana Martinez. El arbustivo lo integran Quercus pungens Liebm., Q.
Emory Torr.,, Q. hypoxantha Trel.,, Arbutus xalapensis Kunth, Cercocarpus
mojadensis C.K.Schneid, Yucca carnerosana (Trel.) McKelvey, Gymnisperma
glutinosun (Spreng.) Less. y Dasylirium sp. Y el estrato herbaceo lo constituyen
Bromus sp., vulpia octaflora (Walter) Rydberg, geranium mexicanum Kunth. e

Hibiscus cardiophyllus A. Gray (Cornejo, 1987).



Para el caso de El Coahuildn, la vegetacion esta constituida por un chaparral
secundario con renuevos Y relictos de Abies sp., Pseudotsuga macrolepis Flous y

Picea mexicana Martinez (Braham, 1995).

El Cerro ElI Mohinora presenta vegetacion dominada por bosque de pino,
bosque de pino-encino, bosque de encino, bosque de encino-pino, bosque de Abies-
Pseudotsuga, bosque de Abies y bosque de Abies-Picea, donde la vegetacion
dominante estd constituida por: Picea mexicana, Pseudotsuga menziesii (Mirb.)
Franco, Populus tremuloides Michx., Abies durangensis Martinez, Pinus cooperi
Blanco, Pinus ayacahuite C. Ehrenb. ex Schltdl. var. brachyptera Shaw y P. arizonica
Engelm (CONANP, 2005; Vega y Flores, 2008).

2.2 Obtencioén de las muestras botanicas

La recoleccion del material vegetativo se realizé en las tres poblaciones
naturales donde se distribuye Picea mexicana, el tamafio de muestra (nUmero de
arboles) fue diferente entre poblaciones y entre variables, para aciculas fue de 32-
33, para conos de 25-30 y para semillas de 9-28, debido a que no todos los arboles
tenian presencia de conos, y no todos los conos tenian semillas. Los arboles se
tomaron a lo largo y ancho del rodal con distanciamiento variado de acuerdo al
tamafo del rodal, tratando que fueran representativos del rodal, las muestras fueron
colectadas de arboles maduros arriba de 15 cm de didmetro normal, con evidencias
de conos desarrollados. Se colectaron conos del Gltimo tercio de la copa del arbol en
las cuatro exposiciones, ademas se colectaron cuatro ramillas terminales que
tuvieran por lo menos aciculas de un afio de edad, correspondientes a las cuatro

exposiciones del arbol.

2.3 Variables evaluadas

Las variables morfolégicas y anatomicas seleccionadas para este estudio se

basaron en los trabajos de Taylor y Patterson (1980), Weng y Jackson (2000) y
Reyes et al. (2005).



2.3.1 Variables morfologicas de aciculas

Se muestrearon diez ramillas por arbol, de cada una de ellas se tomé la
acicula mas larga y se midi6 el largo (LAC) y ancho (AAC) calculandose la media

para cada arbol (Figura 2).

v

< LAC
LAC= Largo de acicula; AAC= Ancho de acicula.

Figura 2. Caracteristicas morfologicas de aciculas de Picea mexicana Martinez.

Después las aciculas fueron sometidas a una rehidratacion utilizando alcohol
etilico al 70% durante 24 horas, posteriormente se evalué el nimero de hileras de
estomas en la parte media del haz (NHEH) y envés (NHEE) y el nimero de estomas
(NE1M) se evaluo en la parte media de la hoja en una seccion lineal de 1mm (Figura
3).

Figura 3. Estomas en la seccion lineal de 1mm en Picea mexicana Martinez.
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2.3.2 Variables anatdmicas de aciculas

Para el caso de la anatomia, una vez rehidratadas las aciculas se efectuaron
cortes transversales. Cada corte fue colocado en un portaobjeto, con una gota de
acido lactico para facilitar la visibilidad de las estructuras de interés. Las
preparaciones temporales se hicieron utilizando un sellador (barniz) alrededor del

cubreobjetos.

En la seccion transversal de la hoja (Figura 4) se evaluo el nUmero de canales
resiniferos (NCR), el tamafio y posicion de los canales resiniferos. Se midié el
diametro del ducto del canal resinifero (DCR) asi como el diametro del haz vascular
incluyendo las células epiteliales (DHV) (se midieron en micras, u). En el lado de la
posicion del canal se tomd la longitud lateral al lado de la posiciéon del canal
resinifero (DI) y la distancia desde la esquina lateral (angulo) al centro del canal

resinifero (d).

\ \
\ « d -
\
‘< Dl >

DHV= Diametro del haz vascular incluyendo sus células epiteliales; DCR= Diametro del canal
resinifero; d= Distancia desde la esquina lateral (dngulo) al centro del canal resinifero; DI= Longitud
lateral al lado de la posicidn del canal resinifero.

Figura 4. Caracteristicas anatdmicas en la seccion transversal de aciculas de Picea
mexicana Martinez.
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En el analisis de las hojas se reviso la continuidad de los canales resiniferos,
seccionando una acicula aleatoria por arbol a cada milimetro (mm), y clasificandola

en grados de continuidad o discontinuidad.

Para rectificar el nUmero de canales resiniferos (NCR), el tamafio y posicion
de éstos se realizd el procedimiento para la preparacion permanente del corte
transversal de las aciculas, que consistié en fijacién, deshidratacién, inclusién en
parafina, microtomia, extension de los cortes con la técnica del adhesivo de Haupt,
tincion de la doble coloracion, preparacion y sellado de la muestra permanente, de
acuerdo con Loépez et al. (2005), Gavifio et al. (1979) y las modificaciones
correspondientes de la T.L.Q. Angélica Martinez Ortiz del Laboratorio de Anatomia e
Histologia Vegetal del Departamento de Botanica de la UAAAN. Dichos

procedimientos se detallan en el Apéndice 1.

2.3.3 Variables morfol6gicas de conos

Se evaluaron 10 conos por arbol. Las caracteristicas del cono fueron medidas
con escamas cerradas, midiendo longitud del cono (LC), y el diametro mas ancho
del cono (AC) como se observa en la Figura 5. Estas variables fueron medidas con

un vernier con aproximacion a 0.01mm.

De cada cono se midieron 10 escamas, de cada una de ellas se evalué largo
(LAE), ancho (AE), grosor (GRE) y longitud de la escama libre (LEL) en milimetros,

con la ayuda del vernier (Figura 6a).
2.3.4 Variables morfologicas de semillas

Se evaluaron 20 semillas por arbol, seleccionadas al azar, las variables fueron
longitud de semilla (LS), ancho de semilla (AS), longitud del ala con semilla (LA), y

ancho del ala (AA) (Figura 6b). Estas variables también fueron medidas con vernier y
0.01mm de precision.
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LC= Longitud del cono; AC= Ancho del cono.

Figura 5. Caracteristicas morfologicas del cono de Picea mexicana Martinez.

1
2
l

1mmI

a. Escama; b. Semilla; LAE= Largo de escama; AE= Ancho de la escama; GRE= Grosor de escama,;

LEL= Longitud de la escama libre; LS= Longitud de semilla; AS= Ancho de semilla; LA= Longitud del
ala con semilla; AA= Ancho del ala.

Figura 6. Caracteristicas morfolégicas de escamas y semillas de Picea mexicana
Martinez
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2.4 Analisis estadistico

2.4.1 Verificacion de normalidad

Debido a que existen caracteristicas morfolégicas y anatomicas consideradas
como variables binarias y discretas, asi como continuas se realiz6 una prueba de
normalidad para cada una de las variables utilizando como apoyo el diagrama de
arbol y el diagrama de caja (Hines y Montgomery, 1996), la grafica de probabilidad
normal, asimetria, Kurtosis y la prueba de normal de Kolmogorov-Smirnov (Zar,
1984). Para las variables binarias y discretas se utilizaron las transformaciones de
Box y Cox (1964), que consisten en elevar los valores a un lambda (A) para

normalizarlas.

2.4.2 Estadisticas descriptivas

Con el propésito de caracterizar las poblaciones, para cada variable se
presentd un cuadro con los valores de tendencia central y dispersion de las
caracteristicas morfoldgicas y anatémicas de cada una de las poblaciones. La
medida de tendencia central es la media y las medidas de dispersidon son error
estandar, valores minimos y maximos y coeficiente de variacion con el propdsito

caracterizar las poblaciones (Infante y Zarate de Lara, 1990).

2.4.3 Andlisis de varianza y estimacion de los componentes de varianza

Con los propoésitos de conocer la variacion entre y dentro de poblaciones se
realizaron analisis de varianza (ANVA) considerando un modelo de efectos mixtos
con muestras de clasificacion jerarquica o0 muestreo anidado, considerando
Unicamente a las poblaciones y a los arboles dentro de ellas. Cuando hubo
diferencias con el ANVA se procedié a realizar la prueba de diferencia minima
significativa (DMS) de separacion de medias y con el apoyo de Proc Mixed de SAS
se estimaron los componentes de varianza de acuerdo al siguiente modelo
(Snedecor y Cochran, 1981; Sit, 1995; Littell et al., 1996).
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Modelo

Yig= W+ Li+ A + €

Donde:

Yik = Valor observado de la caracteristica en la k-eésima muestra del j-eésimo arbol en
la i-ésima localidad.

u = Valor promedio de la caracteristica.

L; = Efecto aleatorio de la i-ésima poblacion.

A ji = Efecto aleatorio del j-ésimo arbol dentro de la i-ésima poblacion.

€ «j) = Error aleatorio de muestreo dentro de arboles.

2.4.4 Anélisis multivariado

Se realizaron dos tipos de analisis, primero el de componentes principales con
el apoyo del programa SAS vy utilizando el procedimiento Proc Princomp con el
propésito de examinar las relaciones de las variables cuantitativas y examinar los
datos con la posibilidad de reducir el nUmero de las variables respuesta, también se
graficaron los primeros componentes mediante un diagrama de dispersion (SAS
Institute Inc., 1988) y después se realizd el andlisis candnico discriminante usando
Proc Candisc con la finalidad de contrastar la hipotesis de que las medias de las
poblaciones de un conjunto de variables independientes para dos 0 mas poblaciones
son iguales, de la misma forma se realizd una grafica con las funciones candnicas
(SAS Institute, 1988; Hair et al., 1999; Johnson, 2000).
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3 RESULTADOS

3.1 Normalidad

De acuerdo con la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov (D calculada)
realizada para todas las variables, resultd que el numero de hileras de estomas en el
haz, grosor de la escama y longitud de semilla tienen un valor D superior al valor critico
de ajuste a un nivel de significancia de 0.05 (D>Dgs,), por lo tanto no presentan
normalidad, mientras que las demas variables analizadas son de forma normal, y la
mayoria de los valores de asimetria y kurtosis se encuentran dentro del rango -0.5a 0.5
(Martinez, 2007) (Apéndice 2).

A las variables que no presentaron normalidad se les realiz6 una transformacion
mediante el procedimiento de Box y Cox (1964). Para el numero de hileras de estomas
en el haz (NHEH) y el grosor de la escama (GRE) se utilizé un lambda 1=0.05, mientras
gue para la longitud de semilla (LS) se utilizé un lambda A=2. Se usaron estos valores
de lambda porque fueron los valores Optimos para normalizar a las variables. Una vez
normalizadas las variables se calcularon los valores de tendencia central y dispersion

para cada una de las poblaciones (Apéndice 3).

3.2 Comparacion entre poblaciones

Al realizar el analisis de varianza se encontrd que para todas las caracteristicas
morfologicas existen diferencias estadisticas significativas. Sin embargo en las variables

anatomicas evaluadas no se encontraron diferencias significativas.

De acuerdo con la prueba de diferencia minima significativa (DMS) de
separacion de medias, las variables morfoldgicas largo de aciculas, nimero de estomas
en un milimetro, nimero de hileras de estomas en el envés resulté que la poblacion El
Coahuilon y el Cerro EI Mohinora son iguales. Mientras que para ancho de aciculas La

Marta y El Coahuildén son iguales, con las medias mas altas que El Mohinora. Para la
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variable numero de hileras de estomas en el haz las tres poblaciones son diferentes
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Prueba de diferencia minima significativa (DMS) de separacion de medias
entre las tres poblaciones naturales de Picea mexicana Martinez.

Poblaciones
Caracteristica Variable La Marta El Coahuilon El Mohinora

Aciculas LAC (mm) 20.24 a" 18.48 b 18.40 b
AAC (mm) 1.05a 1.03 a 0.99b
NHEH 5.44 c 6.58 a 6.09b
NHEE 4.03b 4.68 a 4.88 a
NE1M 42.16 b 51.77 a 49.59 a

DHV ()’ 29.06 28.76 27.06

DCR ()" 17.61 17.79 13.83

d (' 16.51 17.60 20.20

DI ()’ 76.57 78.04 83.55
Conos LC (mm) 56.79 a 48.91 c 53.11b
AC (mm) 20.94 a 18.97 b 20.17 a
AE (mm) 10.21 a 9.66 b 9.67b
LAE (mm) 15.50 a 14.06 b 13.90 b
LEL (mm) 421 a 3.58Db 3.69b
GRE (mm) 0.32a 0.28b 0.24c

Semillas LS (mm) 3.63a 3.17b 291b
AS (mm) 2.06 a 1.72b 1.73 b

LA (mm) 9.25a 8.55b 8.14 b

AA (mm) 4.08 a 3.72b 3.78 b

- Promedios seguidos de la misma letra, en cada fila, no son diferentes estadisticamente, segin la
rueba DMS (p <=0.05).

: Caracteristicas anatémicas de aciculas.

LAC= Largo de acicula; AAC= Ancho de acicula; NHEH= NUmero de hileras de estomas en el haz;
NHEE= Numero de hileras de estomas en el envés; NE1LM= NUumero de estomas en un milimetro; DHV=
Didmetro del haz vascular incluyendo sus células epiteliales; DCR= Diametro del canal resinifero; d=
Distancia desde la esquina lateral (dngulo) al centro del canal resinifero; DI= Longitud lateral al lado de la
posicion del canal resinifero; LC= Longitud del cono; AC= Ancho del cono; LAE= Largo de escama; AE=
Ancho de la escama; GRE= Grosor de escama; LEL= Longitud de la escama libre; LS= Longitud de
semilla, AS= Ancho de semilla; LA= Longitud del ala con semilla; AA= Ancho del ala.

En las caracteristicas anatdmicas de aciculas las cuatro variables analizadas
(DCR, d, DI, DHV) resultd6 que no difieren entre poblaciones (Cuadro 2). Pero al
momento de realizar las mediciones se notd la ausencia de canales resiniferos en

algunas muestras, por lo que se decidio realizar un analisis de frecuencia por arbol en

17



cada una de las poblaciones. Este andlisis muestra claramente que las poblaciones son
diferentes en la frecuencia de canales resiniferos, ya que en El Coahuilén se nota mas
frecuencia de canales, La Marta con menor proporcion y en EI Mohinora son

practicamente nulos (Figura 7).

Respecto a conos las variables largo de escama, ancho de escama y longitud de
la escama libre las poblaciones El Coahuilon y EI Mohinora son iguales, pero con los
valores de las medias mas bajas que la poblacion de La Marta. En ancho del cono La
Marta es igual a la poblacion El Mohinora, pero diferentes a ElI Coahuilon, para las
variables largo del cono y grosor de la escama el andlisis demostré6 que las tres
poblaciones son diferentes y con la media méas alta la poblacién de La Marta (Cuadro
2).

En las variables longitud de semilla, ancho de semilla, longitud del ala con
semilla y ancho del ala, la poblacién La Marta es diferente a las otras dos poblaciones
con el valor de la media mas alta en todas las caracteristicas analizadas para semillas
(Cuadro 2).

En general, la poblacion de El Coahuilon es muy parecida a El Mohinora, debido
a que en 10 de las variables analizadas se encontraron similitudes. Mientras que solo
en la variable ancho de aciculas son similares las poblaciones cercanas (La Marta y El
Coahuilon). Las variables numero de hileras de estomas en el haz, el largo del cono y
grosor de la escamas ayudan mas a diferenciar las poblaciones, porque en las tres
poblaciones se encontraron diferencias. Las variables anatomicas de aciculas no

ayudan a diferenciar las poblaciones.

3.3 Componentes de varianza

En las variables morfologicas de acicula, la variacion entre las poblaciones
aporta de un 12% a 27% de la variacion. En largo de acicula y nimero de estomas en
1mm la mayor variacién es aportada por los arboles dentro de poblaciones. En ancho

de aciculas y numero de hileras de estomas la mayor variacion es aportada por las
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Figura 7. Frecuencia de canales resiniferos en las tres poblaciones de Picea mexicana Martinez.
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muestras dentro de arboles (error aleatorio), mientras que los arboles dentro de

poblaciones no aportan a la variacion (Cuadro 3).

Cuadro 3. Estimacion de los componentes de varianza entre y dentro de las
poblaciones de Picea mexicana Martinez.

Caracteristica Variable (Abreviatura) Componentes de varianza %
Poblaciones  Arboles dentro de Muestras
poblaciones dentro de
arboles
Aciculas Largo de acicula (LAC) 12.60 75.05 12.35
Ancho de acicula (AAC) 12.17 0.00 87.83
Numero de hileras de estomas en 26.88 0.00 73.12
el haz (NHEH)
NUmero de hileras de estomas en 21.14 0.00 78.86
el envés (NHEE)
NUmero de estomas en 1 mm 18.37 80.81 0.82
(NE1M)
Diametro del haz vascular (DHV)' 2.78 92.53 4.69
Diametro del canal resinifero 0.00 95.69 4.31
(DCR)'
Distancia desde la esquina lateral 0.00 95.57 4.43

(dngulo) al centro del canal

resinifero (d)T

Longitud lateral al lado de Ila 0.00 99.45 0.55
posicion del canal resinifero (DI)Jr

Conos Largo del cono (LC) 25.59 72.63 1.78
Ancho del cono (AC) 25.02 52.16 22.81

Ancho de escama (AE) 9.39 30.09 60.52

Largo de escama (LAE) 30.23 34.85 34.92

Longitud de la escama libre (LEL) 23.85 0.19 75.96

Grosor de la escama (GRE) 43.93 0.00 56.07

Semillas Longitud de semilla (LS) 55.19 35.82 9.00
Ancho de semilla (AS) 45.30 0.00 54.70

Longitud del ala con semilla (LA) 27.89 0.00 72.12

Ancho del ala (AA) 25.98 0.00 74.02

T Caracteristicas anatémicas de aciculas.

En las caracteristicas anatdémicas, la variacion entre las poblaciones no
contribuye a la variacion total, ya que los arboles dentro de poblaciones aportan

practicamente casi el total de la variacion (de un 92% a un 99%) (Cuadro 3).

En las variables morfolégicas de conos, la variacion entre las poblaciones aporta
de un 9% a 43% de la variacion total, en las variables largo y ancho de cono, la variacion

entre los arboles dentro de poblaciones aportan mas a la variacién. Para las variables
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largo y ancho de escama, longitud de la escama libre y grosor de la escama la mayor

variacion es aportada por el error o las muestras dentro de arboles (Cuadro 3).

En las caracteristicas morfologicas de semillas la variacion entre poblaciones
aportan de 25% a 55% de la variacion total, mientras que la variacion entre los arboles
dentro de poblaciones no contribuyen a la variacion excepto en longitud de semilla
donde aporta un 35.8%. En las variables ancho de semilla, longitud y ancho de semilla

el error aleatorio o muestras dentro de arboles aportan la mayor variacion (Cuadro 3).

3.4 Componentes principales

El analisis muestra que los tres primeros componentes explican el 61% de la
varianza total, 0.36%, 0.16% y 0.09% respectivamente (Apéndice 4). Las variables mas
correlacionadas positivamente con el primer componente fueron todas las
caracteristicas de conos y semillas, mientras que en el segundo componente fueron
ancho de aciculas, numero de hileras de estomas en el haz y envés, asimismo nimero
de estomas en un milimetro y didmetro del haz vascular. Para el tercer componente
fueron ancho de aciculas y largo de semilla, en forma negativa se correlacionan las
variables ancho de cono y ancho de escama. El largo de aciculas presenta correlaciéon

baja con los tres primeros componentes (Cuadro 4).

Al graficar los valores del componente 1 con los valores del componente 2 se
muestran claramente que la Marta presenta los conos y semillas mas grandes, por lo
tanto son caracteristicas que ayudan a separarla de las otras dos poblaciones (Figura
8). Mientras que al graficar el componente 1 con el 3, se puede observar que La
Marta también se separa y ademas ayuda a separar a El Coahuilon del Mohinora,
ya que El Coahuilén presenta semillas mas largas y aciculas méas anchas respecto
a El Mohinora (Figura 9). Sin embargo al graficar el componente 2 con el 3 no se
aprecia una separacion de las poblaciones, porque los valores estan mezclados
(Apéndice 5).
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Cuadro 4. Correlaciones de variables con componentes principales de Picea mexicana

Martinez.
Componente principal
Caracteristica Variable 1 2 3

Aciculas LAC 0.17 -0.01 0.22
AAC 0.10 0.347 0.33"

NHEH -0.21 0.47" 0.11

NHEE -0.19 0.39" 0.15

NE1M -0.18 0.43" 0.04

DHV 0.05 0.39" 0.15

Conos LC 0.28" 0.17 -0.21
AC 0.23" 0.22 -0.36"
AE 0.27" 0.26 -0.30"

LAE 0.327 0.13 -0.28
LEL 0.26' 0.09 -0.32"

GRE 0.25" 0.05 0.06

Semillas LS 0.33' -0.06 0.37"
AS 0.327 -0.07 0.28

LA 0.327 0.00 0.27

AA 0.317 -0.01 0.21

T: Variables fuertemente correlacionadas al componente.

LAC= Largo de acicula; AAC= Ancho de acicula; NHEH= Numero de hileras de estomas en el haz;
NHEE= Numero de hileras de estomas en el envés; NE1M= Numero de estomas en un milimetro; DHV=
Didmetro del haz vascular incluyendo sus células epiteliales; LC= Longitud del cono; AC= Ancho del
cono; LAE= Largo de escama; AE= Ancho de la escama; GRE= Grosor de escama; LEL= Longitud de la
escama libre; LS= Longitud de semilla; AS= Ancho de semilla; LA= Longitud del ala con semilla; AA=
Ancho del ala.

3.5 Analisis canonico discriminante

Con la distancia al cuadrado de Mahalanobis, se puede observar que la poblacion
La Marta presenta mayor distancia con respecto a la poblacién EI Mohinora, mientras que
la menor distancia se encuentra entre El Coahuilén y ElI Mohinora (Cuadro 5).

De acuerdo a la estadistica F para la distancia al cuadrado de Mahalanobis y
considerando una probabilidad de 0.05 las tres poblaciones son diferentes, por lo que se
rechaza la hipotesis de igualdad de promedios en las caracteristicas en cada poblacion
(Apéndice 6).
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Figura 8. Grafica que muestra los valores de los componentes 1 y 2 de las tres
poblaciones de Picea mexicana Martinez.
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Figura 9. Gréafica que muestra los valores de los componentes 1 y 3 de las tres
poblaciones de Picea mexicana Martinez.
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Cuadro 5. Distancia al cuadrado de Mahalanobis entre las poblaciones de Picea
mexicana Martinez.

Poblaciones El Coahuilon El Mohinora
La Marta 17.06 23.64
El Coahuilon 8.37

También se evaluaron los eigenvectores mas grandes (4 y la prueba de razén de

verosimilitud para determinar la dimensionalidad del espacio candnico, donde se puede
observar que las dos funciones canodnicas son significativas a 0.05 y explican el 100% de

la variabilidad total (Apéndice 7).

En la Figura 10 se presentan los centroides con sus respectivas areas, donde se
muestra claramente los agrupamientos de los valores canoénicos que definen las
diferencias morfolégicas y anatomicas que existen entre las poblaciones. La primera
funcion discriminante separa a la poblacion La Marta con semillas mas grandes, conos
mas anchos y escamas largas y gruesas. La segunda funcién separa a El Coahuil6n del
Mohinora; ElI Coahuilon presenta los conos mas pequefios, semillas y alas menos
anchas, asi como el menor nimero de hileras de estomas en el envés. Cabe destacar
gue en las dos funciones canonicas discriminantes, el diametro del haz vascular y

longitud de escama libre aportan poca variacion para diferenciar poblaciones.
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Nota: 5 observaciones escondidas.
O = Centroides; FCD= Funcién canénica discriminante; 1=La Marta; 2= El Coahuilén; 3= El Mohinora.

Figura 10. Grafica que muestra los valores de dos funciones canonicas y los centroides
de las tres poblaciones de Picea mexicana Martinez
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4 DISCUSION

4.1 Comparacion entre poblaciones

La poblacion El Coahuilén es muy similar a EI Mohinora, a pesar que son las
localidades mas separadas geograficamente. La Marta se encuentra geograficamente
muy cerca del Coahuilon pero son muy diferentes, en sus caracteristicas morfolégicas.

En las variables morfologicas de aciculas evaluadas se encontraron diferencias
entre poblaciones, en Pinus greggii también se encontraron diferencias (Beristéin,
1986), asi como en P. chiapensis (Hernandez, 1986). En el numero de hileras de
estomas se encontraron diferencias en Pseudotsuga (Santos, 1998; Reyes et al., 2005)
y en Pinus arizonica se encontraron diferencias significativas en el nimero de estomas
(Rodriguez, 1996; Rodriguez y Cap0, 2005), lo anterior indica que las variables

morfologicas de aciculas son utiles en la diferenciacién de poblaciones.

Las caracteristicas anatomicas de aciculas analizadas en este estudio para
Picea mexicana no ayudan a diferenciar a estas poblaciones, pero si la frecuencia de
canales resiniferos (Figura 7), debido a que en La Marta y El Coahuil6n se encontraron
con mas frecuencia, a diferencia del Mohinora donde son practicamente nulos, lo cual
es relevante porque en la descripcién inicial de esta especie se reporta sin la presencia
de canales resiniferos (Martinez, 1961), ademas se encontraron canales resiniferos en
la base, en la parte media y en el apice, mientras que Weng y Jackson (2000) reportan
gue existen canales sélo en la base de las aciculas, pero de una muestra que fue

cultivada, sin saber su procedencia.

En las variables largo del cono, ancho del cono, largo de la escama, ancho de la
escama, grosor de la escama contribuyen a la diferenciacién de las poblaciones. De la
misma forma en un trabajo sobre Picea se encontraron diferencias significativas (Prieto,
1992), al igual que en otras coniferas se encontraron diferencias en las primeras cuatro
variables como en Pseudotsuga (Reyes et al., 2005), Pinus cembroides (Mufioz, 1995)
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y P. chiapensis (Hernandez, 1986). Para la variable longitud de la escama libre también

fue analizada en Picea encontrando diferencias (Taylor y Patterson, 1980).

Las variables largo y ancho de semillas, asi como largo y ancho del ala
mostraron diferencias entre poblaciones, estas variables han sido considerados en
otros estudios como en Picea (Prieto, 1992), Pinus chiapensis (Hernandez, 1986) y P.
greggii (Cornejo, 1992). Por lo tanto estas variables se pueden considerar utiles en

estudios posteriores para diferenciar poblaciones.

4.2 Componentes de varianza

En lo que respecta a componentes de varianza en la mayoria de las variables
analizadas la mayor variacion es aportada por el error o muestras dentro de arboles,
como los encontrados en el crecimiento de plantulas de Pseudotsuga donde la mayor
variacion es atribuida al error experimental (Juarez et al., 2006).

Las variables largo de acicula y el nimero de estomas en 1 mm la mayor
variacion es aportada por los arboles dentro de poblaciones, estos resultados son
similares a los encontrados en Pinus chiapensis (Hernandez, 1986). Sin embargo, en P.
greggii la mayor variacion se le atribuye a las poblaciones (Beristain, 1992). Para la
variable largo de acicula en Pseudotsuga se le atribuye a las poblaciones (Santos,
1998).

En ancho de acicula en este estudio la variacién se le atribuye a las poblaciones,
al igual que lo encontrado en Pinus greggi (Beristain, 1992). Por otro lado en P.
chiapensis (Hernandez, 1986) y en Pseudotsuga (Santos, 1998) la mayor variacion es

aportada por los arboles dentro de poblaciones.

En lo que respecta al nimero de hileras de estomas las poblaciones aportan mas
a la variacion, estos resultados coinciden con los encontrados en Pseudotsuga (Santos,
1998; Reyes et al., 2005), mientras que en Pinus chiapensis (Hernandez, 1986) y en P.
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greggii (Beristain, 1992) encontraron que la mayor aportacion esta dada por arboles

dentro de poblaciones.

En anatomia de aciculas la mayor variacién es aportada por los arboles dentro
de poblaciones, estas variables fueron evaluadas para diferenciar especies americanas
de Picea (Weng y Jackson, 2000), pero no realizaron andlisis de componentes de

varianza.

En las variables largo del cono, ancho del cono, ancho y largo de escama aporta
mayor variacion los arboles dentro de poblaciones, resultados similares se encontrd en
en Pinus chiapensis (Hernandez, 1986) y en P. greggii (Cornejo, 1992). Pero en Picea
(Prieto, 1992) y en Pseudotsuga (Reyes et al., 2005), para las mismas variables
encontraron que las poblaciones aportan mayor variacion, al igual que Santos (1998) en
Pseudotsuga para largo y ancho del cono. En lo que respecta a la longitud de la
escama libre y grosor de la escama en el presente estudio se encontrd que las
poblaciones aportan mayor variacion, coincidiendo en la dltima variable con el trabajo
realizado en Picea (Prieto, 1992).

En las variables de semillas son las poblaciones que aportan mayor variacion,
resultados que coinciden con los encontrados en Picea (Prieto, 1992). En Pinus
chiapensis (Hernandez, 1986) también se encontré que las poblaciones aportan mas
variacion en el ancho de semillas, y las demas variables se atribuye a los arboles dentro
de poblaciones. Sin embargo en Pinus greggii, se reporta que los arboles dentro de

poblaciones aportan mayor variacion en semillas (Cornejo, 1992).

En relacion a lo anterior Zobel y Talbert (1988) mencionan que en variacion
natural, aquellas caracteristicas que se ven mas afectadas por las poblaciones, estan
ligadas con los efectos ambientales, mientras que cuando son los arboles dentro de
poblaciones quienes aportan mas variacion, se debe a efectos genéticos. Las variables
mas afectadas por el ambiente son ancho de acicula, nUmero de hileras de estomas,

longitud de escama libre, grosor de escama y todas las caracteristicas de semillas,
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mientras que las variables largo de acicula, nimero de estomas en un milimetro,
caracteristicas anatomicas de aciculas (DHV, DCR, d, DI), largo de cono, ancho de

cono, largo de escama y ancho de escama son mas afectadas por el control genético.

4.3 Analisis multivariado

En un principio el analisis de componentes principales ayudo a separar a las tres
poblaciones de Picea mexicana. En un estudio del género Picea, los componentes
principales también ayudaron a separar a las poblaciones de Picea sitchensis (Bong.)
Carriére del complejo de P. engelmannii (Taylor et. al., 1994). En otro estudio se separo
Pinus pseudostrobus de P. montezumae Lamb. mediante componentes principales
(Favela, 1991).

El analisis candnico discriminante en este estudio demostré claramente los
agrupamientos que existen entre las poblaciones de Picea mexicana. En un estudio
realizado en el género Picea, se analizaron tres poblaciones de Picea chihuahuana, dos
de Picea engelmannii y una de Picea mexicana (La Marta), P. hibrida (El Mohinora) y P.
pungens, mediante analisis canonico discriminante. Encontraron afinidades de Picea
hibrida (EI Mohinora) con el grupo Picea engelmannii-Picea mexicana, sugiriendo que
no se considere a Picea engelmanii y Picea mexicana como dos especies separadas,
sino que Picea mexicana se mantenga como una variedad de Picea engelmannii
(Taylor y Patterson, 1980). También el andlisis discriminante ha sido utilizado para
agrupar coniferas como es el caso de Pinus pseudostrobus contra P. montezumae que
se separaron graficamente, de igual forma P. montezumae contra P, hartwegii, no asi
para P. hartwegii con P. rudis Endl. donde el analisis canodnico discriminante no separé

a estas dos especies, qguedando como un solo grupo (Favela, 1991).

En componentes principales las variables que separan a las poblaciones,
coinciden con los encontrados en la prueba DMS de separacion de medias (Cuadro 2).
Esto reafirma la caracterizacion de las poblaciones. En el andlisis candnico

discriminante, los resultados fueron semejantes a los obtenidos en componentes
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principales; sin embargo, no siempre estos resultados pueden ser semejantes, porque
en el andlisis candnico discriminante se crean nuevas variables al tomar combinaciones
lineales especiales de las variables originales y no se calculan de la misma manera que

en componentes principales (Johnson, 2000).
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5 CONCLUSIONES

Las variables morfologicas son significativas entre y dentro de poblaciones. Sin

embargo las variables anatdmicas no son significativas entre las poblaciones.

El Coahuilén y ElI Mohinora son afines morfologicamente, a pesar que son las

poblaciones geograficamente mas separadas.
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6 RECOMENDACIONES
Realizar un estudio con més repeticiones de aciculas por arbol, para determinar

la frecuencia de canales resiniferos en cada una de las poblaciones, asi como incluir la

evaluacion de la granulosidad y pubescencia de las ramillas.
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Apéndice 1. Preparacion permanente del corte transversal de acicula de Picea
Mexicana Martinez.

Para la preparacion se siguieron los siguientes pasos:

1 Fijacion

El propoésito de este paso fue prevenir los dafios a la morfologia de la acicula
provocando la muerte rapida del tejido y a la vez manteniendo la estructura original para

manipular ese tejido posteriormente (Lopez et al., 2005).

Para fijar las aciculas se utilizaron dos fijadores de acuerdo a las
concentraciones especificadas por Gavifio et al. (1979). Primero se utilizé el liquido de
Carnoy que posee una gran capacidad para penetrar rapidamente, matando al
protoplasma por medio de una deshidratacion violenta. Las aciculas se sumergieron en
este liquido durante una semana. Después se utilizo el Formol-aceto-alcohol que es un
fijador preparado a base de formol. En la cual se sumergieron las aciculas durante un

mes.

2 Deshidratacion

El propésito de este paso fue remover todo el agua del tejido fijado y lavado
remplazéandolo por un solvente organico en el cual pueda disolverse el medio de
inclusion que se utilizé para posteriormente permitir cortes delgados (Lopez et al.,
2005).

La deshidratacion de las muestras se realizd0 en dos etapas. Las sustancias y
tiempos de inmersion utilizados fueron de acuerdo con la experiencia obtenida por la
T.L.Q. Angélica Martinez Ortiz. En la primera etapa las muestras se colocaron en
alcohol a 70° por una hora, después en alcohol al 80° durante hora y media,

posteriormente en alcohol a 96° y se le agrego eosina ahi permanecieron una hora, por
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ultimo las muestras se enjuagaron en alcohol a 96° y se pusieron en alcohol a 100°

durante 19 horas aproximadamente.

En la segunda etapa las muestras se colocaron en alcohol absoluto con xilol (en
proporcion 3:1) por dos horas, luego en alcohol absoluto con xilol (en proporcionl:3)
durante una hora, por ultimo las muestras se quedaron inmersas en xilol puro durante

18 horas, aproximadamente.

3 Inclusion en parafina

Este procedimiento se realizé con el propdésito de obtener cortes transversales
satisfactorios en las aciculas de Picea mexicana, para esto se utilizd el medio de
inclusion de parafina sobre todo que sirve de soporte para los tejidos y que no produce

reaccion quimica con ellas.

La inclusion en parafina consistio en dos etapas. En una primera etapa se realizo
la preinclusion que consistié en combinar el xilol con parafina con diferentes tiempos y
temperaturas (de acuerdo a la experiencia obtenida por T.L.Q. Angélica Martinez Ortiz),
para al final dejar las aciculas en parafina pura. Primero las muestras se colocaron en
xilol con parafina en escamas y se metieron en una estufa a 35 °C durante tres horas,
después se les colocé nuevamente xilol con parafina en escamas, pero se aumento la
temperatura a 45 °C por un tiempo de dos horas, y por ultimo las muestras se colocaron
en parafina pura en la estufa a 55 °C, ahi permanecieron hasta ser utilizadas en la

segunda etapa.

Como segunda etapa se realiz6 la orientacion de las muestras en base a la
siguiente metodologia de Lopez et al. (2005) con modificaciones de T.L.Q. Angélica

Martinez Ortiz:

a) Se realizaron cajas de papel aluminio como se presenta Fotografia 1.
b) Se hicieron etiquetas para la identificacion de la muestras.
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Fotografia 1. Caja de aluminio para los bloques de parafina.

c) En una caja de petri con agua se colocaron las cajas de aluminio (Fotografia 2).

d) Se llend la caja de aluminio con parafina liquida (Fotografia 2).

1= Caja de petri con agua; 2=Cajas de aluminio con parafina; 3= Soplete; 4=Mechero Bunsen; 5=
Espéatula; 6= Calentador de parafina; 7=Aguja de diseccién.

Fotografia 2. Cajas de aluminio y material utilizado para la elaboracién de los bloques
de parafina.

e) Se colocaron las etiquetas de identificacion.

f) Se colocaron las muestras en el fondo de la caja y orientandola con ayuda de
una aguja de diseccion como se muestra en la siguiente Fotografia 3.

g) Cuando era necesario se hacian correcciones a la orientacion de la muestra,
calentando ligeramente la aguja de diseccion en la flama del mechero Bunsen,
para que éste se pudiera sumergir sin resistencia en la parafina.
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Fotografia 3. Orientacion de las muestras con apoyo de la aguja de diseccion.

h) Se dejo reposar la parafina hasta que se tornara soélida (Fotografia 4).

Fotografia 4. Bloques de parafina con acicula de Picea mexicana Martinez.

Nota: En todo el proceso se utilizé el mechero Bunsen y el soplete para evitar la

solidificacién de la parafina y eliminacién de burbujas.
4 Microtomia

Es la técnica para seccionar (cortar) el tejido ya incluido o que tiene la suficiente
dureza para que al ser cortado conserve los suficientes detalles para su identificacion y

estudio estructural al microscopio (Gavifio et al.,, 1979). Para este procedimiento se

utilizé el micrétomo rotatorio que se presenta en la Fotografia 5.
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Fotografia 5. Microtomo rotatorio utilizado para realizar cortes transversales de aciculas
de Picea mexicana Martinez.

Antes de usar el micrétomo, se utilizé la platina del micrétomo para fijar la torre
de parafina donde se encontraba la acicula de Picea mexicana (Fotografia 6a). Para
fijar la torre de parafina se hizo un precalentamiento de la base de la platina y de la
torre, con el fin de quitarle solidez a la cera y que quedara adherido a la base de la
platina. Para asegurar la fijacion de la torre alrededor de éste se adhirio suficiente cera
precalentada con la ayuda de la espatula, de tal forma que la torre estuviera bien sujeta,
después en un vaso de precipitado con agua se introdujo la torre para enfriar la muestra
(Fotografia 6b), posteriormente con una navaja de un solo filo se retalld la torre con el
propdsito de quitar la parafina sobrante.

—
=——ag
—

1= Platina del micrétomo; 2=Torre de parafina; 3 Mechero de alcohol.

Fotografia 6. a) Fijacion de la torre de parafina a la platina del micrétomo, b)
Enfriamiento de la muestra.
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La platina con la torre de parafina se fijo al microtomo conservando la orientaciéon

como se observa en la Fotografia 7.

Fotografia 7. Micrétomo con la la torre de parafina.

Para definir el ancho del corte con el micrétomo se hicieron cortes a 14,16 y 18
micras, se seleccioné el de 16 micras porque hubo menos desgarre de tejido vegetativo
y porque la claridad del corte fue similar al de 18 micras prefiriendo el de 16 por ser mas

delgado.

La cuchilla permanecié fija al microtomo y la torre de parafina pasaba por el
borde y asi se obtuvieron los cortes, esto se realiz6 con apoyo de movimiento de la
manivela de microtomo. De cada muestra se obtuvieron cintas de cortes de parafina

con las secciones transversales de aciculas.

4.1 Extension de los cortes con la técnica del adhesivo de Haupt

Se realiz6 con la finalidad de adherir las muestras al portaobjetos y evitar que se

desprendieran al realizar la tincion de las mismas.

Primero se aplico un poco de “vaho” a la laminilla con el propésito de asegurar la
persistencia del adhesivo, posteriormente se aplico una capa delgada de adhesivo de
Haupt, luego se agregé una gota de formalina al 4%, posteriormente se colocaron las

cintas de cortes seleccionadas (cortes menos rasgados).
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Una vez extendidos las cintas de cortes se retird el exceso de la formalina
absorbiéndola con una franela, con el propésito de eliminar el contenido de humedad de
los cortes, el portaobjetos con la muestra se pasé varias veces por la flama de un
mechero Bunsen y se después se frotaba sobre la mano para calcular el tiempo de
exposicion de la muestra a la flama y evitar que la cera se derritiera (entre 10 a 15
minutos se realizd). Posteriormente con una aguja de diseccion se rayo la parafina para
verificar que estuviera seca. En caso contrario se repitid la exposicion de la muestra a la

flama hasta que se secara.

Nota: Por seguridad la cuchilla del microtomo se manejé con mucho cuidado
desde su funda de proteccion hasta la puesta al micrétomo, de igual manera se tuvo

mucho cuidado al poner la torre con el bloque de parafina.

5 Modificacion de tincion de la doble coloracion

Este procedimiento se realizd debido a que diversos tejidos vegetales poseen
indices de refraccion muy similares, que hacen la diferenciacion éptica dificil por lo que
hace necesario tefiir los cortes. En este procedimiento se utilizé la combinacion de
safranina y verde rapido para tefir los tejidos. La safranina tifie de rojo las paredes
lignificadas, nucléolos, cromatina y taninos condensados, mientras que el verde rapido
proporciond un verde azuloso a las paredes no lignificadas y un tono verde violacio al
citoplasma (Lopez et al., 2005).

El primer procedimiento consisti6 en una desparafinacion con el propésito de
eliminar la parafina de los cortes adheridos al portaobjetos. Las muestras se colocaron
por un tiempo de cinco minutos en cada una de las siguientes sustancias: xilol I, xilol I,
xilol Ill, alcohol absoluto, alcohol a 96°, alcohol a 85°, alcohol a 70° y agua destilada

(experiencias de T.L.Q. Angélica Martinez Ortiz).

El segundo procedimiento consistio en la coloracién de los cortes, las muestras
se colocaban en safranina durante un tiempo de 1 a 24 horas, posteriormente se
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enjuagaron sin perder el orden en cada una de las siguientes sustancias: agua
corriente, agua destilada, alcohol al 70°, alcohol al 85°, alcohol al 96° I, fast green,
alcohol al 96° Il, alcohol absoluto I, alcohol absoluto II, carbol xilol, xilol I y xilol 1l

(experiencias por T.L.Q. Angélica Martinez Ortiz).

6 Preparacion y sellado de la muestra permanente

Al momento de extraer las muestras del xilol, se procedié a eliminar la pintura
alrededor de los cortes con la ayuda de pinzas y algodon, al mismo tiempo se cuidaba
gue no se deshidratara la muestra, sumergiéndolas en carbol xilol, posteriormente se
colocaba una gota de balsamo de canada sobre los cortes transversales, para adherir
un cubreobjetos. Una vez terminado este proceso las muestras fueron colocadas en

laminillas dentro de una estufa, para acelerar el secado de las mismas.

7 Limpieza de las muestras

Una vez secas las muestras se procedio a quitar el balsamo de canada sobrante
alrededor del cubreobjetos, simplemente raspandolas con una navaja de doble filo,
después se limpiaban con algodén humedecido con xilol, posteriormente con la ayuda
de un microscopio se observaron las muestras para verificar la presencia de canales

resiniferos (Fotografia 8).

El Coahuilon La Marta
HV= Haz vascular; CR= Canal resinifero.

Fotografia 8. Corte transversal con presencia de canales resiniferos de Picea mexicana
Martinez.
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Apéndice 2. Prueba de normalidad para las variables morfologicas y anatomicas de
Picea mexicana Martinez.

Caracteristica Variable (Abreviatura) n Valores Do,n’ Asimetria Kurtosis
de D
Aciculas Largo de acicula (LAC) 97 0.071" 0.001 0.257 -0.329

Ancho de acicula (AAC) 97 0.046" 0.091 -0.504 0.277
Namero de hileras de 97 0.110 0.091 0.934 1.772
estomas en el haz (NHEH)

Nimero de hileras de 97 0.054" 0.091 0.220 0.174
estomas en el envés

(NHEE)

NUmero de estomas en 1 97 0.074" 0.091 0.739 0.733
mm (NE1M)

Didmetro del haz vascular 97 0.057" 0.091 0.387 0.937
(DHV) 8

Diametro del canal 39 0.084" 0.140 0.445 0.326
resinifero (DCR) ®

Distancia desde la esquina 39 0.106" 0.140 0.999 3.363
lateral (dngulo) al centro

del canal resinifero (d)

Longitud lateral al lado de 39 0.119" 0.140 -0.994 3.060
la posicion del canal

resinifero (DI) 3

Conos Largo del cono (LC) 80 0.084" 0.099 0.134 0.100
Ancho del cono (AC) 80 0.064" 0.099 0.010 -0.291
Ancho de escama (AE) 80 0.068" 0.099 -0.218 -0.445
Largo de escama (LAE) 80 0.061" 0.099 0.140 0.280
Longitud de la escama 80 0.098" 0.099 0.456 -0.530

libre (LEL)
Grosor de la escama 80 0.127 0.099 0.160 -0.485
(GRE)

Semillas Longitud de semilla (LS) 54 0.133 0.120 -0.691 -0.304
Ancho de semilla (AS) 54 0.109" 0.120 0.088 -0.175
Longitud del ala con 54 0.065" 0.120 -0.025 0.285
semilla (LA)
Ancho del ala (AA) 54 0.096" 0.120 0.468 -0.385

T Valor critico de D para la prueba de ajuste de normalidad de Kolmogorov-Smirnov.
Donde D > D«,n la Ho es rechazada a nivel de significancia o.

T Existe normalidad.

8: Caracteristicas anatémicas de aciculas.

n=Numero de arboles muestreados.
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Apéndice 3. Valores de tendencia central y dispersion para cada una de las variables por poblacion.

La Marta El Coahuilén El Mohinora
Caracteristica Variable i + § Min-Max CcVv ; + Si Min-Max Ccv i + Si Min-Max CVv
(%) (%) (%)
Aciculas LAC (mm) 20.24 (0.44) a' 15.88-25.38  12.37 18.48 (0.48) b 13.54-24.67 14.70 18.40 (0.38) b 14.16-23.45  11.92
AAC (mm) 1.05(0.01) a 0.89-1.14 5.03 1.03(0.01) a 0.85-1.16 8.18 0.99 (0.01) b 0.81-1.13 5.95
NHEH 5.44 (2.41E-57) c 4.00-7.10 0.01 6.58 (2.37E-56) a 4.90-10.30 0.04 6.09 (3.71E-59) b 4.90-8.10 0.0001
NHEE 4.03(0.15) b 2.40-5.90 20.50 4.68 (0.15) a 2.70-7.20 18.68 4.88 (0.13) a 3.80-6.50 14.89
NE1M 42.16 (1.45) b 29.30-59.80 19.48 51.77 (2.15) a 34.30-86.10 23.49 49.59 (1.57) a 33.50-68.50 18.20
DHV (p)'” 29.06 (0.89) a 19.09-42.75 17.26 28.76 (0.81) a 15.77-40.67 15.94 27.06 (0.63) a 21.58-34.86 13.44
DCR (M)” 1761 (1.11) a 9.13-24.90 23.51 17.79 (1.05) a 10.79-29.88 27.66 13.83 (2.93) a 8.30-18.26 36.66
d (p)'II 16.51 (1.10) a 11.21-22.83 24.92 17.60 (1.05) a 8.30-34.03 28.08 20.20 (2.46) a 16.60-24.90 21.09
DI (u)'" 76.57 (4.39) a 30.71-95.87 21.45 78.04 (2.55) a 58.52-101.26 15.32 83.55 (0.55) a 83.00-84.66 1.15
Conos LC (mm) 56.79 (1.15) a 47.64-73.41 11.13 48.91 (1.50) ¢ 33.72-66.23  15.29 53.11 (1.04) b 4523-62.75  9.83
AC (mm) 20.94 (0.27) a 18.62-24.54 7.18 18.97 (0.35) b 16.34- 22.81 9.17 20.17 (0.33) a 16.59-22.89 8.30
AE (mm) 10.21 (0.15) a 8.41-11.52  8.05 9.66 (0.17) b 7.91-11.16 8.54 9.67 (0.18) b 7.62-11.12 9.48
LAE (mm) 15.50 (0.22) a 13.63-18.27 7.70 14.06 (0.31) b 10.87-18.09 11.08 13.90 (0.22) b 11.43-15.61 7.95
LEL (mm) 4.21(0.11) a 2.94-524  14.60 3.58(0.12) b 2.71-5.24 16.84 3.69 (0.09) b 2.94-4.61 12.55
GRE (mm) 0.32 (5.13E-58) a 0.22-0.40 0.01 0.28 (1.22E-56) b 0.19-0.38 0.04 0.24 (7.67E-57) c 0.14-0.33 0.03
Semillas LS (mm) 3.63(0.53) a 3.31-4.01 3.34 3.17 (0.86) b 2.30-3.84 5.52 2.91(0.70) b 2.40-3.21 419
AS (mm) 2.06 (0.04) a 1.57-2.41 10.99 1.72 (0.05) b 1.26-1.95 11.15 1.73(0.05) b 1.47-1.92 8.13
LA (mm) 9.25(0.16) a 7.67-11.28  9.13 8.55(0.23) b 6.37-10.00  11.17 8.14 (0.17) b 7.56-8.95 6.17
AA (mm) 4.08 (0.06) a 3.52-4.75 7.72 3.72 (0.06) b 3.23-4.18 7.02 3.78 (0.13) b 3.48-4.65 10.00

T Promedios seguidos de la misma letra, en cada fila, no son diferentes estadisticamente, segun la prueba DMS (p <=0.05).
T: Caracteristicas anatémicas de aciculas.

X = Media; SX = Error estandar; Min= Minimo; Max= Maximo; CV= Coeficiente de variacién expresado en porcentaje; LAC= Largo de acicula; AAC= Ancho de acicula;
NHEH= Numero de hileras de estomas en el haz; NHEE= Numero de hileras de estomas en el envés; NE1IM= Numero de estomas en un milimetro; DHV= Didmetro del
haz vascular incluyendo sus células epiteliales; DCR= Diametro del canal resinifero; d= Distancia desde la esquina lateral (angulo) al centro del canal resinifero; DI=
Longitud lateral al lado de la posicion del canal resinifero; LC= Longitud del cono; AC= Ancho del cono; LAE= Largo de escama; AE= Ancho de la escama; GRE= Grosor
de escama; LEL= Longitud de la escama libre; LS= Longitud de semilla; AS= Ancho de semilla; LA= Longitud del ala con semilla; AA= Ancho del ala.
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Apéndice 4. Matriz de correlacion de los eigenvalores de Picea mexicana Martinez.

Componente Eigenvalor Diferencia Proporcion Acumulativo
1 5.69 3.18 0.36 0.36
2 2.51 0.99 0.16 0.51
3 151 0.36 0.09 0.61
4 1.15 0.12 0.07 0.68
5 1.04 0.27 0.06 0.74
6 0.77 0.02 0.05 0.79
7 0.74 0.16 0.05 0.84
8 0.58 0.13 0.04 0.87
9 0.46 0.12 0.03 0.90
10 0.34 0.01 0.02 0.92
11 0.33 0.06 0.02 0.94
12 0.27 0.07 0.02 0.96
13 0.20 0.03 0.01 0.97
14 0.16 0.03 0.01 0.98
15 0.14 0.02 0.01 0.99
16 0.12 0.01 1.00
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Apéndice 5. Grafica que muestra los valores de los componentes 2 y 3 de las tres
poblaciones de Picea mexicana Martinez.
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Nota: 9 observaciones escondidas.

CP= Componente principal; 1= La Marta; 2= El Coahuilon; 3= El Mohinora.
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Apéndice 6. Estadistica F para la distancia cuadrada de Mahalanobis entre las
poblaciones de Picea mexicana Martinez.

Poblaciones El Coahuilon EL Mohinora
La Marta 20.00 24.44
(<.0001) " (<.0001)
EL Coahuilon 9.37
(<.0001)

T Probabilidad > Distancia Mahalanobis para la distancia al cuadrado para Pob.

Apéndice 7. Eigenvalores y prueba de hipotesis nula del espacio candnico de Picea
mexicana Martinez.

Eigenvalores de INV(E)*H = CanRsg/(1-CanRsq) Prueba de Ho'

Funcion Eigenvalor Diferencia Proporcion Acumulativo  Proporcién Valor de F Num Den Pr>F
de aproximado DF DF
probabilidad

1 4.11 2.79 0.76 0.76 0.084 15.99 30 196 <.0001

T2 1.32 0.24 1.00 0.430 9.37 14 99 <0.001

: Las correlaciones canénicas en las siguientes hileras corresponden a cero
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