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RESUMEN

El género Quercus (encinos, robles) contiene entre 400 y 500 especies a nivel mundial,
siendo México la region mas diversa ya que alberga 161 especies, de las que 109 son
consideradas endémicas. Los encinos destacan por su alta frecuencia de hibridacion natural,
condicion que ha sido utilizada como explicacion, al menos parcial, de las dificultades
taxondmicas que presenta el género. Quercus affinis y Q. laurina son dos especies
provenientes de los ecosistemas templados de México que muestran un intervalo amplio de
variacion morfolégica. Cuando estas especies se solapan en su distribucion geogréfica, su
delimitacion taxonémica es muy complicada ya que forman individuos con morfologia
foliar intermedia que podrian ser el resultado de intercambio genético entre las dos
especies. Los objetivos de esta tesis fueron: 1) conocer los patrones de variacion
morfoldgica foliar y genética del complejo Quercus affinis - Quercus laurina a través de un
gradiente latitudinal a nivel regional, 2) caracterizar la variacion morfoldgica foliar y
genética entre las poblaciones representativas de Quercus affinis y Q. laurina, 3) conocer el
patrén de variacion de caracteres foliares particulares en el complejo Q. affinis-Q. laurina
a través del gradiente latitudinal, 4) comparar los patrones de variacion morfologica foliar y
genética en nueve poblaciones mixtas del complejo Quercus affinis-Q. laurina con las
poblaciones representativas de cada especie progenitora y 5) establecer el patron de
relaciones entre las poblaciones del complejo Quercus affinis-Q. laurina de acuerdo a sus
similitudes morfologicas y genéticas. Se colectaron 310 individuos pertenecientes a 11
poblaciones del complejo Quercus affinis-Q. laurina. Una poblacién de cada especie
progenitora fue analizada. La poblacion representativa de Q. laurina se ubico en la Sierra
Madre del Sur y la de Q. affinis en la parte sur de la Sierra Madre Oriental. Las nueve
poblaciones restantes estuvieron distribuidas en la zona de contacto entre las dos especies y
se ubicaron entre las dos poblaciones representativas de las especies progenitoras. Las 11
poblaciones cubrieron un intervalo latitudinal que va de 16°10° a 20°30°, distribuyéndose
en la Sierra Madre Oriental, Sierra Madre del Sur, Eje Neovolcanico Transversal y Sierra

Norte de Oaxaca. Un total de 20 caracteres morfoldgicos foliares fueron medidos en 3100



hojas provenientes de 310 arboles y se analizd el ADN de 294 individuos con primers semi-
diagnosticos de marcadores moleculares RAPDs (Randomly Amplified Polymorphic
DNA). Los resultados mostraron que los caracteres morfologicos de tipo foliar y los
marcadores moleculares no fueron concordantes. Usando la morfologia de tipo foliar, un
analisis de agrupamiento jerarquico (UPGMA) revel6 la formacion de dos grupos: un grupo
surefio conformado por las poblaciones mixtas que se distribuyeron en la Sierra Madre del
Sur y Sierra Norte de Oaxaca en donde la morfologia foliar fue predominantemente similar
a Q. laurina y en donde quedé incluida la poblacién representativa de esta ultima, y por
otro lado, un grupo nortefio conformado por la poblacidn representativa de Q. affinis y por
las poblaciones mixtas del este del Eje Neovolcanico Transversal y la Sierra Madre
Oriental, en donde predomind la morfologia parecida a Q. affinis. Ademas la similitud
morfoldgica entre poblaciones estuvo correlacionada significativamente con la distancia
geogréfica. Estos resultados fueron asociados al efecto del flujo genético entre poblaciones
cercanas. También se observaron diferencias significativas en el 80% de las variables
morfologicas entre las dos poblaciones representativas de Q. affinis y Q. laurina.
Asimismo, hubo diferencias significativas en el 90% de las variables morfoldgicas de tipo
foliar analizadas entre las poblaciones del complejo Q. affinis-Q. laurina, en donde
caracteres foliares como el nimero de aristas mostraron un patron marcado de variacion, lo
que podria sugerir la importancia funcional de dicho caracter a traves del gradiente
geografico. Un analisis de varianza anidado mostré que la mayor proporcién de la variacion
de los 20 caracteres foliares se encuentra dentro de las poblaciones, como variacion entre
individuos (17-63%, dependiendo del caracter), y variacion de hojas dentro de los
individuos (14-68%). Sin embargo, la variacion entre poblaciones (0.04-0.36%) también
fue significativa. Finalmente, las diferencias entre los dos grupos de poblaciones estuvo
dada por la variable nimero de aristas (NA) con un 55%.

En contraste, los resultados obtenidos de los RAPDs mostraron una transicion
gradual de las frecuencias alélicas de una poblacion progenitora a la otra, pasando por una
serie de poblaciones intermedias, lo cual sugiere que en estas localidades existe intercambio
genético entre las dos especies. Ademas se observd que la similitud genética de las
poblaciones hibridas depende de la cercania geogréfica con la poblacion representativa de

la especie progenitora. También se observé una tendencia de introgresion hacia Q. laurina,



(por lo menos en estas poblaciones). La incongruencia de las relaciones morfoldgicas y
genéticas entre las poblaciones, sugiere que la introgresion ha sido considerable para los

loci neutros y mas restringido para los loci adaptativos.



ABSTRACT

The genus Quercus (oaks) include between 400 and 500 species in the world. Mexico is one
of the most diverse regions with an estimated number of 161 species, of these 109 are
endemics. The oaks are standing for their high frequency of natural hybridization, situation
that has been used like as explanation, at least partial, for the taxonomic difficulties into the
genus. Quercus affinis and Q. laurina are two species of the temperate Mexico ecosystems
which have a wide range of morphological variation when these species overlap their
geographical distribution, the taxonomical delimitation is complicated, because there are
individuals with morphological intergradation, as a result of the genetic exchange among
both species. The objectives of this study were: 1) To know the patterns of morphological
and genetic variation along a latitudinal gradient at a regional level, 2) to characterize
morphological and genetic variation between representative populations of Quercus affinis
and Q. laurina, 3) to know the pattern of variation in particular morphological traits in the
Q. affinis -Q. laurina complex along the latitudinal gradient, 4) to compare the patterns of
morphological and genetic variation across nine mixed populations with parental
populations and 5) to determinate the pattern of relationships among populations in
Quercus affinis -Q. laurina complex according to their morphological and genetic
similarities. Three hundred and ten trees belonging to 11 populations of the Quercus affinis
- Q. laurina complex were sampled. The morphologically representative population of Q.
laurina was in the Sierra Madre del Sur and the one of Q. affinis in the south of the Sierra
Madre Oriental. The other nine populations were located along the contact zone between
both species and were located between the representative parental populations. The 11
populations spanned in a latitudinal range from 16°10° to 20°30°, situated in the Sierra
Madre Oriental, Sierra Madre del Sur, Eje Neovolcanico Transversal and Sierra Norte de
Oaxaca. Twenty morphological traits were measured in 3100 leaves from 310 trees and
DNA of 295 individuals was analyzed with nine semidiagnostic RAPD primers.

The results showed that the morphological and genetic variation were incongruent.
Using morphological foliar traits, the UPGMA recognized two main groups of populations:
a “southern” group that included the mixed populations from the Sierra Madre del Sur and
Sierra Norte de Oaxaca and the representative population from Q. laurina. Within this
group of populations the Q. laurina-like was the predominant morphological type. The



other was a northern group that included the mixed populations from the Eje Neovolcéanico
Transversal and Sierra Madre Oriental and the representative populations of Q. affinis, in
which the predominant morphological type was Q. affinis-like. The morphological
similarity among populations was significantly correlated to geographical distances. These
results were associated to the effect of gene flow among close populations. Significant
differences in 80% of morphological traits between the two representative populations of
Q. affinis and Q. laurina were observed. Also, there were significant differences in 90% of
morphological traits between the populations. Foliar traits like teeth number showed a
marked pattern of variation, suggesting a potential functional importance of this trait along
the geographic gradient. A nested analysis of variance showed the largest proportion of
variation in 20 foliar traits is contained within populations, as among tree variation (17-
63%, depending of the trait), and as intra-individual variation (14-68%). Inter-population
variation was also significant (0.04-0.36%). Finally, differentiation between the two groups
of populations was given by teeth number (NA) with 55%.

In contrast, the results of the RAPDS showed a gradual transition in the allelic
frequencies from one parental population to the other, thorough for a series of intermediate
populations, suggesting that in these populations there is genetic interchange between both
species. The genetic results suggest that the closeness of the hybrid populations to
representative parental population is related to their genetic similarity. A tendency of
unidirectional introgression towards Q. laurina was registered. The incongruence between
morphological and genetic relationships among populations suggests that the introgression
of neutral loci has been considerable between the two species in the hybrid zone, while for

adaptative loci has been more restricted.



INTRODUCCION

El género Quercus (Fagaceae)

Dentro de la familia Fagaceae, es el género Quercus (encinos, robles) el que presenta la
mayor distribucion a nivel mundial (Nixon, 1993; Valencia, 2004). Se encuentra
representado en casi todos los bosques templados del Hemisferio Norte, asi como en
algunas regiones tropicales y subtropicales del mismo (Nixon, 1993). La diversidad de
especies de encinos ha sido dificil de precisar a nivel mundial, sin embargo, los
especialistas han calculado que oscila entre 400 y 500 (Nixon et al., 1997; Manos et al.,
1999). Se han reconocido dos centros de diversificacion, el primero se localiza en México
en donde la estimacion més reciente propone la existencia de 161 especies, de las cuales
109 son consideradas endémicas (Valencia, 2004). El segundo es el suroeste de Asia con
125 especies aproximadamente (Govaerts y Frodin, 1998).

La mayoria de los grandes linajes modernos de encinos estan restringidos
geograficamente, lo cual indica que muy probablemente, evolucionaron localmente después
de la expansion del género (Axelrod, 1983). Ademas, el desplazamiento de los climas secos
pudo crear grupos aislados que posteriormente especiaron, principalmente en regiones de
gran diversidad topogréafica, de tal manera que su dominancia en los bosques templados
pudo haberse dado durante el Terciario, como resultado de la sequia y la elevacion de las
temperaturas a bajas altitudes (Axelrod, 1983).

Los encinos han sido considerados un grupo complicado desde el punto de vista
taxondmico, pues se caracterizan por tener altos niveles de plasticidad fenotipica (Tucker,
1974; Jones, 1986), lo cual se ve reflejado en un intervalo amplio de variacion morfolégica
que aunado a la alta frecuencia de hibridacién del género en condiciones naturales
(Stebbins et al., 1947; Whittemore y Schaal, 1991; Jensen et al., 1993; Spellenberg, 1992;
Manos et al., 1999; Rosabelle, 1999; Bruschi et al., 2000; Gonzélez-Rodriguez et al.,
2004a; Tovar-Sanchez y Oyama, 2004 ) han generado complejos patrones de variacién
morfoldgica y genética (Van Valen, 1976; Rieseberg y Wendel, 1993; Valencia, 2004), lo
cual se refleja en la dificultad de los especialistas para la identificacion y delimitacion de
las especies, asi como en su marcada capacidad para adaptarse a diversos ambientes (Dodd
et al., 1993; Bruschi et al., 2003; Dodd y Kashani, 2003).



Los encinos en México

Los bosques de Quercus son comunidades vegetales caracteristicas de las zonas
montafiosas de México y junto con los bosques de pino constituyen el 20.5% de la cubierta
vegetal de las &reas de clima templado y semihiimedo (Challenger, 1998). También forman
parte de otras comunidades vegetales como: matorral xeréfilo, bosque tropical himedo y
bosque mesofilo de montafia (Rzedowski, 1978; Challenger, 1998). Asi mismo, Nixon
(1993) afirma que la Sierra Madre Oriental y las montafias de las Sierras Meridionales del
este y centro-sur de México, respectivamente, son centros importantes de diversidad del
género Quercus. Sin duda, la gran diversidad topografica y climéatica del territorio
mexicano ha contribuido a la diversificacion del mismo (Rzedowski, 1978; Nixon, 1993;
Valencia, 2004).

Los encinos varian en altura de 5 a 30 m y pueden ser totalmente caducifolios a
totalmente perennifolios; los bosques que forman pueden estar constituidos de una sola
especie, aunque con frecuencia hay varias especies del mismo género (Rzedowski, 1978).
En general, las especies de encinos mexicanos crecen en altitudes que van de 0 a 3, 500
msnm, sin embargo, la mayoria se encuentran entre 1000 y 3000 m de altitud (Valencia,
2004).

En las &reas en que el clima tiende a lo semiérido, los encinos s6lo miden de 2 a4 m
de alto, tienen troncos cortos, gruesos y amplias copas; los arboles estan separados por
espacios anchos (Rzedowski, 1978); mientras que en los lugares templados muy himedos,
el bosque de encino puede ser alto (hasta 50 m) y en él predominan las especies
perennifolias o las especies que pierden su follaje durante poco tiempo (Challenger, 1998).

La mayoria de los estudios taxondémicos sobre encinos mexicanos han sido de
caracter estatal (McVaugh, 1974; Gonzéalez-Villarreal, 1986; Bello-Gonzélez y Labat, 1987;
De la Cerda, 1989; Valencia, 1995; Romero, 1993), debido a la complejidad del género.
Todos estos trabajos incluyen claves, distribucion geografica, tipos de vegetacién en los
que ocurren, sinonimia, nombres comunes y usos (Gonzalez-Rivera, 1993). Sin embargo,
son muy pocos los estudios de genética de poblaciones, hibridacion y especiacion de
encinos mexicanos.

De las zonas ecoldgicas de México, los bosques de pino y encino son considerados

unas de las comunidades maés diversas, debido a que la riqueza de especies de los estratos



herbaceos y arbustivos suele ser muy alta (Challenger, 1998). También se ha documentado
que en estos bosques el endemismo especifico es muy elevado, pues se ha calculado que las
especies vegetales endémicas equivalen al 70% de la flora de esta zona ecoldgica
(Rzedowski, 1993). Ademaés, una enorme diversidad faunistica ha sido asociada a los
bosques de pino y encino (Challenger, 1998). Por ejemplo, Flores-Villela y Gerez (1994),
proponen que el mayor nimero de vertebrados endémicos de Mesoameérica (excepto aves)
se encuentran en estos bosques. Asimismo, Tovar-Sanchez y Oyama (2004), revelaron la
alta diversidad de artrépodos asociados al dosel del complejo de encinos mexicanos Q.
crassipes - Q. crassifolia. Estos bosques también tienen una gran importancia ecoldgica,
debido a que participan en el reciclaje de nutrientes y en el balance del agua (Nixon, 1993),
ademas muestran gran relevancia econdémica por su utilidad maderable, pues son fuente de
celulosa y papel, artesanias y productos no maderables como frutos y fibras usadas como
alimento y medicina, sin olvidar su utilidad actual, como recursos recreativos y escénicos
(Bello-Gonzélez y Labat, 1987).

En afos recientes, algunos complejos de encinos mexicanos han sido identificados
por los especialistas: Quercus affinis - Q. laurina (Valencia, 1994); Q. clivicola-Q.
glaucoides (Spellenberg, 1995); Q. conzattii-Q. eduardii (Bacon y Spellenberg, 1996); Q.
lesueri-Q. undulata (Spellenberg, 1998); y Q. crassipes-Q. crassifolia (Tovar-Sanchez y
Oyama 2004).

Quercus affinis y Q. laurina constituyen uno de los complejos de encinos
mexicanos que muestra un intervalo amplio de variacion morfolédgica. En los sitios en
donde dichas especies habitan en simpatria; la delimitacién taxonémica es muy
complicada, debido a que dentro de las zonas de traslape se han detectado individuos con
morfologia intermedia, y aunque las poblaciones fuera de la zona de contacto permanecen
diferenciadas, son pocos los caracteres que delimitan a las dos especies a lo largo de todo
su intervalo de distribucion (Valencia, 1994). Debido a tal variacion intraespecifica y al
potencial de intercambio genético en el complejo formado por Quercus affinis - Q. laurina,
éste representa un sistema ideal para el estudio de los patrones de variacién morfologica

foliar y genética que pueden encontrarse en zonas de hibridacion.



Hibridacion y zonas hibridas.

La hibridacion ha sido considerada un fendmeno natural que se presenta con mayor
frecuencia en plantas que en animales (Harrison, 1993) y que se puede definir como la
cruza entre individuos pertenecientes a poblaciones que pueden distinguir por uno 0 mas
caracteres heredables (Arnold, 1997). De tal forma que un hibrido es un descendiente de
progenitores pertenecientes a poblaciones diferenciadas en por lo menos un carécter
heredado. Estas definiciones tienen la ventaja de que su aplicacién no depende de ningun
concepto de especie en particular y que las poblaciones de las que provienen los individuos
que se hibridan no necesariamente tienen que pertenecer a una categoria taxonémica
precisa (Harrison, 1993).

La hibridacion, la introgresion y el mantenimiento de zonas de hibridacién han
recibido particular atencion, por su importante contribucion al entendimiento de los
patrones y procesos evolutivos, como el incremento de la diversidad genética dentro de las
especies mediante el proceso de divergencia evolutiva de formas nuevas a partir de formas
ancestrales, la transferencia de adaptaciones genéticas y el reforzamiento de las barreras
reproductivas entre grupos cercanamente relacionados, entre otros. Ademas, las zonas
hibridas pueden ser consideradas como etapas que representan la divergencia de las
poblaciones hasta el nivel de especie (Hewitt, 1988; Rand y Harrison, 1989; Futuyma y
Shapiro, 1995; Petit et al., 1999), por lo que esta area se ha convertido en una de las mas
dindmicas en la biologia evolutiva y la ecologia (Howard y Waring, 1991). Para el género
Quercus la hibridacion ha tenido implicaciones en la interpretacion general del concepto
biolégico de especie (Burger, 1975; Van Valen, 1976), ya que no hay una separacion
genética efectiva entre especies, por lo que se ha propuesto aplicar el concepto de
multiespecie a un conjunto de especies ampliamente simpatricas que intercambian genes de
manera natural (Van Valen, 1976).

Una zona de hibridacién ocurre donde las poblaciones genéticamente diferentes se
encuentran, se cruzan y producen hibridos viables o por lo menos parcialmente fértiles
(Barton y Hewitt, 1989; Hewitt, 1996). Los origenes de las zonas hibridas han sido un
enigma para los bidlogos evolutivos y el problema central ha sido inferir la importancia de
la historia y la ecologia actual como explicacion para la distribucion observada de

genotipos y fenotipos (Durrett et al., 2000). Dos escenarios han sido propuestos: uno



considera que las zonas de hibridacion son el resultado del contacto secundario entre las
poblaciones que se han diferenciado en alopatria, mientas que el otro escenario supone que
las zonas hibridas surgen in situ en respuesta a gradientes ambientales (Beckstrom-
Stemberg et al., 1991; Hewitt, 1999; Durrett, 2000). Sin embargo, también se ha sugerido
que individuos con fenotipos intermedios no necesariamente reflejan un proceso de
hibridacion, sino que, pueden ser el resultado de convergencia evolutiva, sinapomorfia o
sorteo filogenético. (AQUI) Dorado.

Varios marcos conceptuales han sido propuestos para predecir los patrones de
variacion en las zonas de hibridacion y cada de uno de ellos incorpora componentes de la
seleccion y/o la dispersion (Arnold, 1997). En general estos modelos pueden dividirse en
dos categorias: a) los independientes del ambiente que suponen que la seleccién es en la
forma de inviabilidad hibrida y/o esterilidad debida a la disrupcién de las combinaciones de
los genomas de los progenitores (Barton y Hewitt, 1989) o a diferencias en el nimero o
estructura de los cromosomas en los genomas de los parentales, trayendo como
consecuencia un mal funcionamiento genético o de desarrollo en cualquier situacion,
independientemente de los factores externos; b) los dependientes del ambiente, los que
suponen que las interacciones entre el genotipo y el ambiente determinan la estructura
genética de las poblaciones (Endler, 1973; Slatkin, 1973; Harrison, 1986). Dentro de la
primera categoria se puede incluir al modelo conocido como Zona de Tension en donde se
considera que, por causas enddgenas, la seleccion natural tiene un efecto negativo sobre los
hibridos por lo que su adecuacion es reducida (Barton y Hewitt, 1985, 1989). De acuerdo a
Barton y Hewitt (1985) la mayoria de las zonas hibridas se comportan como clinas
mantenidas por el balance entre la dispersion y la seleccion en contra de los hibridos, por lo
que este modelo ha podido explicar los patrones de variacion morfoldgica y genética que se
han observado en algunas zonas de hibridacion bien estudiadas (Szymura y Barton, 1991;
Byrd et al., 1999; Duvernell et al., 2003; Coleman y Abbott, 2003; Silva-Montellano y
Eguiarte, 2003). Por otro lado, dentro de la segunda categoria los modelos de Superioridad
del hibrido y Mosaico pueden ser considerados. EI modelo de superioridad del hibrido
(Moore, 1977), postula que las zonas hibridas son zonas usualmente estrechas y que en
ellas actla la seleccion a favor de los hibridos, produciendo individuos méas adaptados en

ciertos habitats que cualquiera de sus progenitores. En este modelo, los factores ecologicos
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son considerados la causa que determina la adecuacion de los individuos (Moore, 1977),
debido a que los ambientes que sufrieron algun disturbio fueron ocupados por los genotipos
hibridos, los cuales, estdn mas adaptados en los habitats relativamente nuevos (Anderson,
1949). Por otro lado, el modelo tipo mosaico, es aquel en donde la zona hibrida esta
formada por parches de las poblaciones de especies puras y mezcladas distribuidas a través
de la zona de traslape y que se forma cuando las especies progenitoras sobreviven mejor en
habitats diferentes que estan distribuidos en mosaico (Howard, 1986; Howard et al., 1997).
Un ejemplo bien documentado es la zona hibrida tipo mosaico formada por los grillos
cercanamente emparentados Gryllus pennsylvanicus y G. firmus (Howard, 1986).

En la naturaleza, la hibridacion interespecifica ha sido reconocida como un
fendmeno comdn entre las plantas (Lewontin y Birch, 1966) y en particular, los encinos
presentan una alta frecuencia de hibridacién natural (McVaught, 1974; Whitemore y
Schaal, 1991; Elena-Rosello et al., 1992; Valencia, 1994; Howard et al., 1997), como
resultado de incipientes barreras al flujo génico, lo que ha generado patrones complejos de
variacion morfologica y genética a nivel intra- e inter-especifico (Stebbins et al., 1947;
Whittemore y Schaal, 1991; Jensen et al., 1993; Spellenberg, 1992; Manos et al., 1999
Rosabelle, 1999; Bruschi et al., 2000). La hibridacion y las zonas de hibridacién son un
fenbmeno que ha sido documentado, principalmente, en encinos europeos Yy
norteamericanos, tipicamente con base en caracteristicas morfologicas (Stebbins et
al.,1947; Howard et al., 1997; Bruschi et al., 2000) y mas recientemente mediante el uso de
marcadores moleculares (isoenzimas, RAPDs, micosatélites y RFLPs de nucleo y ADN de
cloroplasto) (Guttman y Weigt, 1989; Ellena-Rosello et al., 1992; Bacilieri et al., 1994;
Kleinschmith et al., 1995; Michaud et al. 1995; Zanetto y Kremer, 1995; Bacilieri et al.,
1996; Howard et al., 1997; Dumolin-Lapégue et al., 1997; Montalvo et al., 1997; Petit et
al., 2002).

Herramientas para detectar hibridacion

Tradicionalmente, las estrategias clasicas para la deteccion de hibridacion habian sido las
diferencias en caracteres morfoldgicos (Rieseberg y Ellstrand, 1993; Kleinschmit et al.,
1995; Bacon y Spellenber, 1996; Bruschi et al., 2000; Hardig et al., 2000; Gonzélez-

Rodriguez et al., 2004a; Tovar-Sanchez, 2004). Sin embargo, con la finalidad de refinar
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dichos sistemas, se han ido incorporando datos nuevos como diferencias quimicas (Dodd et
al., 1993; Byrd et al., 1999; Staudt et al., 2004), anatomicas (Stuessy, 1990), etoldgicas
(Gollmann, 1984; Butlin y Hewitt, 1985) y cromdsomicas (Marchant et al., 1988; Sites Jr.
etal., 1995).

Ademaés, desde hace 30 afios se han desarrollado una serie de técnicas moleculares que
han permitido estudiar la variacion a nivel genético (Otero et al., 1997). Los marcadores
moleculares son una serie de métodos de analisis genético molecular que se basan en la
deteccion de polimorfismos en proteinas y ADN, cuyos principios y técnicas pueden ser
utiles para resolver problemas en genética y ecologia de poblaciones, procesos de
hibridacion e introgresion, determinacion de patrones biogeograficos y resolucion e
identificacion de relaciones filogenéticos, entre otros. (Otero et al., 1997). Entre las
técnicas mas usadas en el &rea de la botanica se encuentran las isoenzimas, microsatélites,
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLPs), amplificacion de
fragmentos de longitud polimorfica (AFLPS), polimorfismos de ADN amplificados al azar
(RAPDs), entre otros (Gonzélez, 1997; Martinez, 1997). Cabe sefialar que la eleccion del
marcador molecular mas apropiado, frecuentemente depende de la cantidad de variacion
genética necesaria para entender el fendmeno que al investigador le interese estudiar
(Arnold y Emms, 1998).

La gran aceptacion que han tenido estas técnicas, probablemente se debe a que los
marcadores moleculares expresan las caracteristicas genotipicas de los organismos, al
namero potencialmente elevado de marcadores disponibles, al alto nimero de marcadores
que son independientes unos de otros y porque una proporcién muy elevada son neutrales
(esto significa que los caracteres observados estan fuera de la presion de la seleccion
natural, por lo que no se ven afectados por el ambiente) (Hillis, 1987; Rieseberg y
Ellstrand, 1993; Moritz y Hillis, 1996).

Entre las técnicas moleculares que han sido usadas para detectar hibridacion estan
las isoenzimas (Ellena-Rosello et al., 1992, Hokanson et al., 1993), RAPDs (Arnold et al.,
1991; Dawson et al., 1996; Rosabelle, 1999 Hardig, 2000; Mayer et al., 2000; Gonzéalez-
Rodriguez et al., 2004a; Tovar-Sanchez y Oyama, 2004), RFLPs (Behalhbib et al., 2001), y
microsatélites (Schaal et al., 1991; Bruschi, 2000; Craft et al., 2002). Sin duda, el uso de

estos marcadores que utilizan el genoma directamente, se ha visto favorecido por la
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tecnologia de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), debido a que ha permitido la
replicacion de segmentos de ADN in vitro (Arnold y Emms, 1998; Lui, 1998), a partir de
cantidades minimas de éste (Mullis, 1990).

Sin embargo, cabe mencionar que el reconocimiento de las zonas de hibridacion ha
tenido més éxito cuando se ha usado una combinacion de estas herramientas (Kleinschmit
et al., 1995; Bruschi et al., 2000; Casiva et al., 2002; Gonzalez-Rodriguez et al., 2004;
Tovar-Sanchez y Oyama, 2004).
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ANTECEDENTES

Aportaciones de la morfologia al conocimiento del género Quercus
Gran parte de la investigacion que se ha realizado sobre la diferenciacion de especies de
encinos se ha enfocado en los caracteres morfolégicos de tipo foliar (Stebbins et al., 1947;
Hardin, 1975; Jensen et al., 1993; Valencia, 1994; Aguilar y Romero, 1995; Spellenberg,
1995; Bacon y Spellenberg, 1996; Kremer et al., 2002), floral (Kaul, 1985) y en las
microestructuras (Kleinschmit et al., 1995). Por ejemplo, mucha de la informacidn acerca
de la estructura reproductiva en Quercus ha surgido de estudios taxonémicos, en donde se
hace énfasis en caracteres de hojas y frutos (Kaul, 1985). Sin embargo, ya que son pocas las
especies de encinos gque se conocen bien las flores (Romero et al., 2000) y frutos, las hojas
han sido estructuras utilizadas para su identificacion (Hardin, 1975), pues aspectos de
forma, tamafio, tipo de venacién, nimero de venas y derivados epidérmicos son utilizados
para la delimitacion de los encinos (Valencia, 1994). Uno de los méas grandes aportes de los
estudios morfologicos combinados con datos moleculares, ha sido la clasificacion
infragenérica para Quercus (Nixon, 1993; Manos et al., 1999) en donde se propuso la
existencia de dos grandes subgéneros: Cyclobalanopsis y Quercus. A su vez, en el
subgénero Quercus incluyo cuatro secciones: Cerris, Lobatae (encinos rojos),
Protobalanus (encinos intermedios) y Quercus (encinos blancos).

Gracias a los estudios morfoldgicos también se sabe que los encinos se caracterizan
por una alta frecuencia de hibridacién en condiciones naturales (Stebbins et al., 1947;
Whittemore y Schaal, 1991; Jensen et al., 1993; Spellenberg, 1992; Manos et al., 1999;

Rosabelle, 1999; Bruschi et al., 2000), que muestran altos niveles de plasticidad fenotipica
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(Tucker, 1974) y que tienen una gran capacidad para adaptarse a diversas condiciones
ambientales (Bruschi et al., 2003).

La variabilidad en la morfologia foliar observada en Quercus ha sido detectada en
diferentes especies y a diferentes niveles taxonémicos. Por ejemplo, en Q. affinis y Q.
laurina se ha detectado considerable variacion fenotipica a lo largo de su distribucion en
México (Valencia, 1994), ademas de una alta variacion foliar a nivel de individuo dentro de
la poblacién y de las hojas dentro de los individuos (Gonzélez-Rodriguez y Oyama, 2005),
asi como un incremento en la variacibn morfoldgica en poblaciones en las que
posiblemente existe intercambio genético entre las dos especies (Gonzélez-Rodriguez y
Oyama, 2005; Ibarra-Montoya, 2005); en Q. petreae, se encontr6 una alta diversidad
fenotipica entre poblaciones, entre arboles de la misma poblacion e incluso dentro de un
mismo arbol (dependiendo de la posicion de la rama) (Bruschi et al., 2003). Esta variacion
morfoldgica en los encinos, también ha sido estudiada con fines taxonémicos, es decir, para
diferenciar entre especies que presentan morfologias similares (Valencia, 1994; Aguilar y
Romero, 1995; Bruschi et al., 2000) y para identificar individuos con origen hibrido
(Hardin, 1975; Bacon y Spellenberg, 1996, Tovar-Sanchez y Oyama, 2004).

Estudios del género Quercus usando marcadores moleculares

Encinos europeos y norteamericanos, han sido tipicamente estudiados con base en

caracteristicas morfoldgicas (Stebbins et al., 1947; Howard et al., 1997; Bruschi et al.,

2000) y mas recientemente, mediante el uso de marcadores moleculares (Tabla 1).
Actualmente, algunos complejos de encinos mexicanos han sido incluidos en la

serie de analisis de este tipo, dada la importancia de este grupo en México (Tabla 1).

Tabla 1. Estudios para el género Quercus en donde se han utilizado diferentes marcadores moleculares. Se

muestra el objetivo de la investigacion, el tipo de marcador utilizado y la referencia.

Especie Objetivo del trabajo Tipo de marcador  Referencia

Q. cerris, Q. Establecer las relaciones ARN ribosomal Bellarosa et al., 1990
coccifera, Q. troyana, taxondmicas

Q. ilex, Q. suber, Q.

macrolepis

Q. robur, Q. petraeca  Documentar el estatus taxonémico  Isoenzimas Kleinschmit et al., 1995.
de los individuos con morfologia
intermedia
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Q. robur, Q. Analizar la estructura genética y Isoenzimas

ellipsoidalis niveles de flujo génico

Hokanson et al., 1993
Q. robur, Q. petraea  Analizar la estructura genética Isoenzimas Bacilieri et al., 1994
Q. ilex Analizar los patrones espaciales de Aloenzimas Micahud et al., 1995

la variacion genética

Q. chrysolepis Estimar la diversidad genética Isoenzimas Montalvo et al., 1997
dentro y entre poblaciones,
establecer los limites clonales e
inferir flujo génico

Q. petraea Describir los patrones geograficos ~ Aloenzimas Le corre et al., 1998
de variacién genética
Q. alba Evaluar las relaciones entre las Isoenzimas Gramy Sork, 2001

caracteristicas ambientales y la
distribucion de los genotipos

Q. parvula, Q. Estudiar la estructura genéticay sus AFLPs Dodd y Kashani, 2003
agrifolia, Q. relaciones filogenéticas

kelloggii, Q. wislizeni

Q. alba, Q. Analizar los efectos genéticos de la RFLPs Whittemore y Schaal,
macrocarpa, Q. hibridacién 1991

michauxii, Q. stellata,
Q. virginiana var.

fusiformis.

Q. robur, Q. petraea, Analizar la estructura filogeografica RFLPs Dumolin-Lapegue et al.,
Q. pubescens, Q. 1997

pyrenaica, Q.

faginea, Q. frainetto,
Q. macranthera, Q.

canariensis
Q. robur, Q. petraea  Inferir rutas de colonizacion y las  RFLPs Petit et al., 1997
consecuencias de la hibridacion e
introgresion
Q. robur, Q. petraea  Analizar la diversidad genética e RFLPs Kéller et al., 2004
inferir las rutas de colonizacion.
Q. robur, Q. petraea  Estudiar la tasa de hibridaciony la RAPDs Bacilieri et al., 1996
morfologia de los hibridos
Q. gambelli, Q. Documentar la estructura de lazona RAPDs Howard et al., 1997
grisea de traslape e hibridacién y analizar
el efecto de la hibridacion en la
diferenciacién genética
Q. gambelli, Q. Explorar el papel de las barreras RAPDs Williams et al., 2001
grisea reproductivas internas en el control
de la presencia y abundancia de
hibridos en una zona de contacto
Q. affinis, Q. laurina  Analizar el patrén de variacion RAPDs Gonzalez-Rodriguez et

morfologica y genética a nivel al., 2004a
macrogeografico.
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Q.crassipes, Describir y comparar los patrones ~ RAPDs Tovar-Sanchez y
Q.crassifolia de variacién morfolégica y Oyama, 2004
genética, asi como documentar la
estructura de la zona de hibridacion.

Q. macrocarpa Analizar la distribucion espacial y ~ Microsatélites Dow y Ashley, 1996
el parentesco
Q. robur, Q. petraea  Estudiar la estructura genéticay la  Microsatélites Streiff et al., 1998

diferenciacion espacial asociadas al
flujo génico mediado por polen o

semillas.
Q. petraea, Q. Encontrar marcadores morfolégicos Microsatélites Bruschi et al., 2000
pubescens y moleculares para discriminar
entre especies
Q. lobata, Q. Estudiar la hibridacion Microsatélites Craft et al., 2002
douglasii
Q. robur, Q. petraea, Estudiar la filogeografia y los Microsatélites Petit et al., 2002
Q. pubescens, Q. patrones de diversidad genética.
frainetto, Q. faginea,
Q. pyrenaica, Q.
canariensis, Q.
macranthera.
Q. robur, Q. petraea  Medir el nivel de diversidad y Microsatélites Cottrell et al., 2003
estructura genética.
Q. robur, Q. petraea  Inferir rutas de colonizacién Secuenciacion de Ferris et al., 1993
ADN
Q. petraea Analizar el papel del aislamiento Aloenzimas, RAPDs, Le Corre etal., 1997
por distancia y los patrones RFLPs
postglaciales en la variacion nuclear
Q. robur Construir un mapa genético Isoenzimas, SCARs, Barreneche et al., 1998
microsatélites,
minisatélites, ADNr
5S
Q. petraea Analizar la diversidad genética AFLPs y RAPDs De Greef et al., 1998
Especies del Inferir relaciones filogenéticas Secuencias ITS Manos et al., 1999
subgénero Quercus nuclear, RFLPs

seccién Protobalanus

En general, estos estudios han revelado que los encinos muestran altos niveles de
variacion genética intrapoblacional y baja diferenciacion entre poblaciones, lo cual ha sido
explicado por sus caracteristicas de historia de vida como: entrecruzamiento, polinizacion
por viento y ciclo de vida largo. Ademas, los estudios genéticos entre especies de encinos
relacionadas han revelado bajos niveles de diferenciacion entre ellas, lo que ha sido
interpretado como el resultado de una alta frecuencia de intercambio genético entre las

especies involucradas a través de hibridacion e introgresion.
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Origen del complejo Quercus affinis - Quercus laurina
En un estudio floristico preliminar en el estado de Guerrero, Valencia (1989) observo
varios individuos que son dificiles de determinar y delimitar por sus caracteristicas
morfolégicas, entre ellos destacan: Quercus affinis y Q. laurina. Retomando esta
informacion la autora, en 1994 realizo un estudio exhaustivo de morfologia foliar, anatomia
de madera, ultraestructura de polen y fenologia a lo largo de toda el area de distribucion de
las dos especies y observd que aunque existen zonas donde los individuos de las dos
especies se pueden distinguir mas facilmente (Sierra Madre Oriental para Q. affinis y Sierra
Madre del Sur para Q. laurina), existen otras localidades (como en la parte oriental del Eje
Neovolcanico Transversal y en algunas regiones del estado de Oaxaca) en donde hay una
alta variacion intrapoblacional y entre poblaciones cercanas; como consecuencia, en estos
sitios es dificil asignar la identidad taxonémica de los individuos. Con su estudio, Valencia
concluyd que: i) son pocas las caracteristicas que mantienen diferenciadas a las dos
especies a través de toda su distribucion geografica, ii) que individuos intermedios
morfolégicamente se encuentran distribuidos en localidades en donde Q. affinis y Q.
laurina tienen una distribucion simpatrica (al este del Eje Neovolcanico Transversal y al
norte del estado de Oaxaca), y iii) que estos individuos con morfologia intermedia podrian
ser el resultado del alto grado de intercambio genético entre ellas. Otros especialistas
coinciden en la dificultad de delimitar entre las dos especies (Romero et al., 2002).
Considerando el patron de variacion morfologica a través de la distribucion
geogréfica del complejo, inferencias sobre los patrones biogeograficos del género en
México y las reconstrucciones paleoclimaticas disponibles, Valencia (1994), propuso una
hipdtesis sobre el surgimiento del mismo. La autora sugiere que el grupo ancestral que le
dio origen al complejo Q. affinis - Q. laurina llegd a México durante el Mioceno, utilizando
como corredor las elevaciones de la Sierra Madre Oriental, la cual surgié desde Jurasico
(Ferrusquilla-Villafranca, 1993). Esta hipotesis de la llegada del grupo a México por la
parte oriental, se fundamenta en el hecho de que no existen poblaciones del complejo en la
Sierra Madre Occidental y que los individuos de Q. affinis y Q. laurina se desarrollan
mejor en sitios de clima mésico a templado-frio (Valencia, 1994), por tanto seria poco
probable que hubiera llegado por el lado occidental, como ha sido sugerido por Axerold

(1975) para algunas floras xerdfilas. Para el Oligoceno-Mioceno la aridez y el frio afectaron
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la parte norte y la porcién oeste del Continente Americano, por lo que las biotas mesoéfilas
se desplazaron hacia el sur y al este, que conservaban condiciones mas favorables (Rosen,
1978). Probablemente, por las condiciones climaticas imperantes en Mioceno y utilizando
la Sierra Madre Oriental como corredor, se cree que el grupo ancestral de Quercus affinis y
Q. laurina, se desplaz6 hacia el sur, alcanzando una distribucién casi continla hasta
América Central (Chiapas y Guatemala) durante el Mioceno, aproximadamente hace unos 5
millones de afios (Valencia, 1994). Este supuesto ha sido respaldado por el hecho que de
que en el Sur de México y en el Norte de América Central, se encontraron ejemplares de Q.
acatenangensis, que se distribuye en Chiapas y Guatemala y cuyos ejemplares presentan
gran parecido con ejemplares de herbario de Q. laurina (Valencia, 1994). Aunque la
literatura sobre el clima del Cenozoico no cita ningin incremento de temperatura
prolongado en particular, se menciona que durante el Plioceno y el Pleistoceno ocurrieron
condiciones climéaticas cambiantes, en las que la temperatura y la precipitacion aumentaron
y disminuyeron (Fra-kes, 1993). Esto hace posible suponer que quiza desde principios de
Plioceno, la vegetacién de las montafias de sur del territorio mexicano podria haber
comenzado su migracion hacia el norte, utilizando la Sierra Madre del Sur como corredor
(Valencia, 1994). Posiblemente, ese fue el caso del grupo ancestral de este complejo que
pudo haber alcanzado la Sierra Madre del Sur por un periodo de incremento en la
temperatura y humedad, desplazandose asi hacia el norte y occidente (Valencia, 1994). Esta
idea se apoya en el trabajo de Valencia (1989), en donde se encontr6 que el nimero de
especies que comparte Guerreo (que comprende buena parte de la Sierra Madre del Sur)
con Chiapas, es mayor (14 de 30 especies) que el que comparte con estados del centro, este
y noreste del pais, siendo mayor s6lo en los estados en los que también se encuentra la
Sierra Madre del Sur. Poco tiempo después, pudo haber ocurrido la separacion de las
poblaciones ancestrales, dejando por un lado, poblaciones de encinos aisladas en la Sierra
Madre del Sur y que posteriormente dieron origen a Q. laurina y por otro lado, a
poblaciones en la Sierra Madre Oriental que originaron a Q. affinis. El tiempo en que se dio
esta separacién se desconoce, pero se infiere que pudo ser en el Plioceno medio o tardio
(después de que la poblacion ancestral alcanzé una distribucién amplia, hace 3.5-2 millones
de afios), pero antes de que las especies ya formadas volvieran a quedar en contacto

(Valencia, 1994). Considerando que para el Plioceno, los principales eventos geoldgicos
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habian terminado, es probable que una barrera de tipo climéatico haya sido la causa de la
separacion de las poblaciones (Valencia, 1994). Después de que las poblaciones que
especiaron en Quercus laurina aumentaron su distribucion, pudo darse un primer contacto
secundario (contacto entre poblaciones que se diferenciaron en alopatria, pero que tuvieron
un ancestro comun), con las poblaciones que especiaron en Quercus affinis en el norte de
Oaxaca, quiza a principios del Pleistoceno (1.8-1.6 millones de afios, al inicio de las
glaciaciones), produciéndose asi poblaciones hibridas en esta zona (Valencia, 1994).

Por otro lado, cuando las poblaciones de la Sierra Madre del Sur alcanzaron las
latitudes del Eje Neovolcanico Transversal formado en su porcion occidental desde el
Terciario Medio y durante el Plioceno en su porcion central y oriental (Ferrusquilla-
Villafranca, 1993) y en un periodo de estabilidad climatica, esta cordillera pudo ser
utilizada como corredor en un sentido transversal, facilitando una distribucion casi continua
de Q. laurina que se desplaz6 de occidente a oriente. Ademas, Q. affinis pudo haber
aumentado su area de distribucion por un incremento en la precipitacion (Muller, 1952), lo
cual permitié su desplazamiento de oriente a occidente, ya que esta especie se desarrolla
mejor en condiciones de mayor precipitacion (Valencia, 1994) por lo que poblaciones de la
parte oriental de Quercus affinis y de la parte occidental de Quercus laurina pudieron
tener un contacto secundario por segunda ocasion en esta zona (Valencia, 1994). Es
probable, que estos desplazamientos favorecieron una tendencia a la especiacion en el caso
del aislamiento en respuesta al ambiente y un incremento en la variabilidad de las especies,
en el caso del contacto, como resultado del rompimiento del aislamiento reproductivo,
trayendo como consecuencia que los contactos repetidos obscurecieran las diferencias
morfologicas entre las dos especies que forman el complejo y que actualmente haya
problemas para diferenciar entre especies, principalmente en los sitios en donde habitan en
simpatria (Valencia, 1994).

Partiendo de esta hipdtesis, Gonzalez y colaboradores (2004a), hicieron un estudio
morfol6gico y genético a nivel macrogeografico, estableciendo una zona de estudio que
consider6 16 poblaciones, incluyendo el area de distribucién de las dos especies
progenitoras (Q.affinis y Q. laurina) y la zona de contacto. Utilizando caracteres
morfologico foliares y moleculares (RAPDs), corroboraron la existencia de hibridacion por

contacto secundario entre Q. affinis y Q. laurina, pues encontraron algunos datos que
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podrian considerarse evidencias para apoyar esta hipotesis: 1) variacion espacial
significativamente concordante entre algunos caracteres morfoldgicos y marcadores
moleculares, 2) mayor variacion genética en las poblaciones situadas en la probable zona de
hibridacién y 3) la presencia de dos haplotipos relativamente divergentes en el complejo.
Ademas del uso de caracteres morfologicos, este complejo de encinos ha sido abordado
desde el punto de vista genético con la finalidad de estimar la diversidad y la
diferenciacion genética entre poblaciones. Mediante el uso de RAPDs (Gonzélez-Rodriguez
et al., en prensa) y ADN de cloroplasto (Gonzélez-Rodriguez et al., 2004b), se encontro
una mayor proporcion de variacion genética intra-poblacional que entre poblaciones, como
ya ha sido reportado para otras especies de encinos. Ademas, se encontré una mayor
variacion genética en las poblaciones situadas en la zona de hibridacion respecto a las
poblaciones progenitoras. Por otro lado, el uso del ADN de cloroplasto revel6 la presencia
de seis haplotipos (secuencia determinada de alelos) en 39 poblaciones del complejo, de los
cuales dos tuvieron la mayor frecuencia y mostraron una debil asociacién con la variacion
morfologica y genética (nuclear) de las poblaciones representativas de Q. affinis y Q.
laurina. En general, una conclusién obtenida de estos trabajos es que el patron de similitud
morfolégica entre las poblaciones estudiadas es incongruente con el patron de las
similitudes genéticas, condicion que fue explicada considerando evidencias que indican que
cuando ocurre hibridacién, algunas porciones del genoma cruzan mas facilmente la barrera
especifica, mientras que otras lo hacen en grado minimo (Rieseberg et al., 1996; Martinsen
etal., 2001).
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JUSTIFICACION

El estudio de los encinos mexicanos cobra relevancia al considerar la extensa area que
ocupan los bosques de encino y de pino-encino dentro del territorio mexicano, por la alta
riqueza de especies del género en el pais, por su alto grado de endemismo, asi como por la
enorme importancia ecoldgica y econdémica que tiene el grupo.

Ademas se considera un grupo interesante por la alta frecuencia de hibridacion entre las
especies del género y que ha sido considerado un proceso clave para la explicacién de los
patrones complejos de variacion morfologica y genética,

En particular, los encinos mexicanos Quercus affinis y Q. laurina muestran un
intervalo amplio de variacion morfoldgica y en los sitios en donde habitan en simpatria, la
delimitacion taxondémica es muy complicada, pues dentro de las zonas de traslape se han
detectado individuos con morfologia intermedia que se presume, podrian ser el resultado de
intercambio genético entre las dos especies. Por lo tanto, se ha considerado que el complejo
formado por Q. affinis - Q. laurina representa un sistema ideal para el estudio de los
patrones de variacion morfoldgica foliar y genética que pueden encontrarse en las zonas de
hibridacion a través de un gradiente geogréafico. En los trabajos previos se ha reconocido el
fendmeno de la hibridacion entre Q. affinis y Q. laurina y se ha abordado la variacién y la
diferenciacion morfoldgica y genética a través de un gradiente a una escala geografica
amplia, sin embargo este estudio tuvo la finalidad de analizar los patrones de variacion a
través de un gradiente latitudinal a una escala regional y a través de poblaciones que no se

habian incluido en los trabajos previos de este complejo.
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OBJETIVO GENERAL

Conocer los patrones de variacion morfologica foliar y genética del complejo Quercus

affinis - Quercus laurina, a través de un gradiente latitudinal a nivel regional.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Estudiar la variacion morfoldgica foliar y genética entre poblaciones representativas de

Quercus affinis y Q. laurina.
* Comparar los patrones de variacion morfoldgica foliar y genética en nueve poblaciones
mixtas del complejo Quercus affinis - Q. laurina, con las poblaciones representativas de

cada especie progenitora.

* Conocer el patron variacion de caracteres foliares particulares en el complejo Q. affinis-

Q. laurina, a través del gradiente latitudinal.

* Establecer el patron de relaciones entre las poblaciones del complejo Quercus affinis - Q.

laurina, de acuerdo a sus similitudes morfolégicas y genéticas.
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a)

b)

HIPOTESIS

Si los encinos se caracterizan por tener altos niveles de plasticidad fenotipica que se
ve reflejado en un intervalo amplio de variacion morfoldgica, se espera encontrar
gran variabilidad de los caracteres individuales estudiados a lo largo del gradiente

geografico en las poblaciones del complejo Quercus affinis -Q. laurina.

Si el flujo genético puede tener un efecto homogeneizador entre poblaciones
cercanas, se espera que los patrones de similitud morfoldgica y genética entre las
poblaciones muestren relacion con la distancia geografica, de manera que se
esperaria que las poblaciones mas cercanas sean mas similares en su morfologia y

genética que las mas distantes.

Considerando que Q. laurina se diferencid en la Sierra Madre del Sur y Q. affinis en
la Sierra Madre Oriental (Valencia, 1994), se espera que mientras mas cercana este
la poblacion hibrida al sitio en donde la especie progenitora tiene una distribucion

alopatrica tenga més similitud genética y morfologica con estd y viceversa.
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SISTEMA DE ESTUDIO
De acuerdo con la clasificacion mas reciente propuesta por Nixon (1993), los encinos
mexicanos Quercus affinis y Q. laurina pertenecen a la seccion Lobatae (encinos rojos) del
subgénero Quercus. En 1994, una revision hecha por Valencia revel6 que 25 nombres
aplicados a especies y variedades han sido considerados sindnimos de Q. laurina, mientras
gue otros nueve sinbnimos se han usado para nombrar a Q. affinis, condicion que hace
suponer la gran variacidn que se presenta en los caracteres morfologicos de dichas especies.

Aunque no se han encontrado los suficientes caracteres para diferenciar claramente
entre las dos especies, Valencia (1994) sugiere que en general, estas especies se pueden
diferenciar en condiciones naturales ya que Q. laurina tienen hojas mas largas (6-15.5 cm.)
y anchas (3.5-6.5 cm.), los peciolos son mas largos (3.6-36 mm), el envés de las hojas
presenta pubescencia restringida a las axilas de las nervaduras, las yemas son ovoides, la
base de la hoja es atenuada o redondeada y las nervaduras son elevadas. Sus poblaciones
representativas se encuentran en un intervalo altitudinal que va de 2440 a 3065 m a lo largo
de la Sierra Madre del Sur y al oeste del Eje Neovolcanico Transversal (Fig. 1) (Valencia,
1994).

Por su parte, Q. affinis se distingue de Q. laurina por la presencia de hojas mas
pequefias (3-13.5 cm.) y angostas (0.7-4.5 cm.), los peciolos mas cortos (3-20 mm), el
envés de la hoja liso con venas poco notorias y con escasos pelos fasciculados y estipitados
en las axilas de las venas y carece de pelos glandulares vermiformes. Sus yemas son
conoidales y lustrosas (Tabla 2). Su distribucion geografica es principalmente en la Sierra
Madre Oriental, Sierra de Oaxaca y parte del Eje Neovolcanico Transversal en altitudes que
van de los 1600 a los 2800 m (Valencia, 1994) (Fig. 2).

Sin embargo, las dificultades para realizar la asignacion taxondmica se incrementa
hacia el este del Eje Neovolcanico Transversal y el norte de Oaxaca, en donde ambas
especies tienen una distribucion simpatrica y en donde se ha detectado la presencia de

individuos con diferentes grados de intergradacion morfoldgica (Valencia, 1994). (Fig. 3).
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Tabla 2.

Especie
Q. affinis Q. laurina

Carécter

Ramillas De 1-2.5(-2.8) mm de diémetro, De 0.9-2(-3.7) mm de diametro,
laxamente pubescente a casi pubescente o glabrescentes
glabras

Yemas Generalmente conoidales, En su mayoria ovoides o globosas
ovoides, 2-4(-5.5) mmde largo, rara vez conoidales, de (-1)1-3.5 (-4)
(0.05-)1-1.5 (-2)mm de didmetro mmde largo, 1-2 (-2.5) mmde

diametro
Hojas maduras Angostamente lanceoladas, Lanceoladas u ovadolancealadas,

Grosor de lavena
media

Angulo de divergencia
de las venas
secundarias

Curso de las venas

Glandulas

Nervaduras en el
envés

Tricomas

elipticas o eliptico-lanceoladas,
3.12-3.56 veces més largas que
anchas

Moderado con relacién al ancho
de la hoja

Agudo-estrecho a moderado

Recto u ocasionalmente curvo
abrupto

Sin pelos glandulares
vermiformes

Nervaduras secundarias y
terciarias planas e inconspicuas

NUmero de radios promedio por
pelo fasciculado estipitado:
13.7 (7-26)

elipticas o eliptico-lanceoladas, en su

mayoria 2.67-3.11 veces més largas
que anchas

Delgado con relacidn al ancho de
la hoja

Agudo-amplio

Curvo uniforme

Ocasionalmente con pelos
glandulares vermiformes

Nervaduras secundarias y terciarias
formando un reticulo mas o menos
conspicuo

Numero de radios promedio por
pelo fasciculado estipitado:
10.7 (7-16)

Caracteres morfologicos que diferencian a Q. affinis y Q. laurina
(Valencia, 1994).
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Fig. 1 Distribucion geografica (Valencia, 1994) y morfologia foliar representativa de Quercus affinis
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Fig. 3 Distribucién geografica del complejo Quercus affinis x Q. laurina (Valencia, 1994) y morfologia foliar
del hibrido
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Estructura de la tesis

Este trabajo estd conformado por un capitulo en donde se presenta un analisis de los
patrones de variacién morfoldgica foliar y genética del complejo Q. affinis -Q. laurina, a
través de un gradiente latitudinal a nivel regional. Para ello, se midieron caracteres foliares
para caracterizar la diferenciacion morfoldgica entre las poblaciones morfol6gicamente
representativas de Q. affinis y Q. laurina ubicadas fuera de la zona de contacto y también se
usaron marcadores de RAPDs que habian sido previamente identificados como Utiles para
diferenciar entre las dos especies. Posteriormente, ambos tipos de caracteres se utilizaron
para comparar los patrones de variacion morfolégica y genética en nueve poblaciones
ubicadas en la zona de contacto. Con los resultados morfoldgicos se establecieron las
relaciones de similitud entre poblaciones, su asociacién con la distancia geografica, y se
cuantific6 cdmo se encuentra repartida la variacion morfoldgica entre los diferentes niveles
incluyendo especies, poblaciones, individuos y hojas. Finalmente, también se analizo el
patrén de variacion de caracteres particulares a través de un gradiente latitudinal a nivel
regional. Por otra parte con los datos moleculares, se establecio el patron de similitud
genética entre las poblaciones y se determind si aquellas con un posible origen hibrido
compartian mayor similitud genética con la poblacion con distribucion alopatrica de la

especie progenitora mas cercana.

29



Patrones de variacion morfoldgica foliar y genética del complejo Quercus affinis -Q.
laurina (Fagaceae) en un gradiente latitudinal en México
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RESUMEN

Quercus affinis y Q. laurina (Seccién Lobatae) son dos especies de encino que
habitan en los bosques de clima templado de Mexico. Cuando estas especies se traslapan en
su distribucion geografica hibridizan y forman individuos con morfologia foliar intermedia.
El objetivo de este estudio fue conocer los patrones de variacion morfoldgica foliar y
genética a lo largo de un gradiente latitudinal a nivel regional, que incluy6 poblaciones de
la Sierra Madre del Sur, Sierra Norte de Oaxaca, Eje Neovolcanico Transversal y Sierra
Madre Oriental. En este gradiente se analizaron dos poblaciones representativas (una de
cada especie progenitora) con distribucion alopatrica y nueve poblaciones simpatricas. Se
midieron 20 caracteres morfoldgico-foliares de 310 arboles y se extrajo ADN total de 294
individuos el cual fue analizado con siete primers semi-diagndsticos de RAPD. Los
resultados mostraron diferenciacion en el 80% de las variables entre las especies y en el
90% entre las poblaciones, asi como la formacién de dos grupos de poblaciones en
términos de su similitud morfoldgica foliar y su cercania geografica. Los marcadores
moleculares revelaron que la proximidad de una poblacién hibrida a la poblacion alopétrica
incrementa su similitud genética con esa especie progenitora, que existe una transicion
gradual en las frecuencias alélicas de una poblacion progenitora a la otra y una tendencia
hacia un patrén de introgresion unidireccional hacia Q. laurina. La incongruencia entre la
formacion de dos grupos morfolégicos por un lado, y una transicion en las frecuencias
alélicas de una especie a la otra a través de una serie de poblaciones intermedias por el otro,
sugiere que los loci adaptativos podrian estar experimentado introgresion restringida a

pesar del flujo génico interespecifico e intercambio de loci neutrales entre estas especies.

PALABRAS CLAVE: Quercus affinis, Q. laurina, morfologia foliar, plasticidad
fenotipica, hibridacion, RAPDs.
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INTRODUCCION

El género Quercus (encinos, robles) contienen entre 400 y 500 especies a nivel mundial
(Nixon et al., 1997; Manos et al., 1999), siendo México el centro de diversidad més
importante para el género en el Hemisferio occidental, pues de las 225 especies de encinos
que existen en Ameérica, la estimacion mas reciente propone la existencia de 161 especies,
de las cuales 109 son consideradas endémicas (Valencia, 2004). Los bosques de encino son
comunidades vegetales muy caracteristicas de las zonas montafiosas de México y junto con
los bosques de pino constituyen el 20.5% de la cubierta vegetal de las areas de clima
templado y semihimedo (Challenger, 1998). Ademaés, los encinos forman parte de
comunidades vegetales como matorrales xerdéfilos, bosques tropicales himedos y bosques
mesofilos de montafia (Rzedowski, 1978; Challenger, 1998). Sin duda, México posee una
gran diversidad topografica y climatica que es el resultado de la presencia de grandes
sistemas orograficos, entre los que destacan la Sierra Madre Oriental, el Eje Neovolcéanico
Transversal, la Sierra Madre del Sur y la Sierra Norte de Oaxaca (Challenger, 1998). Cada
uno de estos sistemas montafiosos tiene una historia particular, lo que ha dado como
resultado un escenario fisico y geografico muy heterogéneo.

Los encinos se caracterizan por tener altos niveles de plasticidad fenotipica foliar
(Tucker, 1974; Jones, 1986), una alta frecuencia de hibridacion en condiciones naturales
(Stebbins et al., 1947; Whittemore y Schaal, 1991; Jensen et al., 1993; Spellenberg, 1992;
Manos et al., 1999 Rosabelle, 1999; Bruschi et al., 2000, Gonzalez-Rodriguez et al., 2004a;
Tovar-Sanchez y Oyama, 2004) debido a sus incipientes barreras al flujo genético
(Whittemores y Schaal, 1991; Bacilieri et al., 1996; Dumolin-Lapegue et al., 1997), y una
alta variabilidad genética (Valencia, 1994). Estas caracteristicas han contribuido a su
marcada capacidad para adaptarse a diversos ambientes (Dodd et al., 1993; Bruschi et al.,
2003; Dodd y Kashani, 2003) y a generar complejos patrones de variacién morfoldgica y
genética (Van Valen, 1976; Rieseberg y Wendel, 1993; Valencia, 2004), lo que se ha visto
reflejado en la dificultad para la determinacidn y delimitacion de las especies.

Los altos niveles de variabilidad en la morfologia foliar dentro del género, han
motivado a los investigadores a tratar de explicar dicha complejidad, por lo que se han
realizado estudios con varias especies de encinos que han demostrado que existe

diferenciacion entre las poblaciones, entre los arboles dentro de las poblaciones y entre las

32



diferentes ramas de un mismo arbol (Gratai et al., 1992; Jensen, 1993; Bruschi et al., 2003).
Ademas, se han detectado cambios ontogénicos (Kleinschmit et al., 1995) y estacionales
(Blue y Jensen, 1988). Aunado a la capacidad de las hojas de los encinos para ajustarse a
diferentes condiciones ambientales, como ha quedado de manifiesto con los resultados de
las investigaciones antes mencionadas, la alta frecuencia de hibridacion natural en Quercus
ha sido considerada otro factor que podria estar incorporando variacion morfologica y
genética (Hardin, 1975; Valencia, 1994) debido a que las especies de encino son
interfértiles en muchas combinaciones, formando hibridos incluso entre especies bien
diferenciadas en su morfologia y fisiologia (Grant, 1981; Hardin, 1975; Valencia, 1994;
Bacon y Spellenberg, 1996). Por tal motivo, también se han realizado estudios con varios
complejos de encinos con la finalidad de analizar el efecto de la hibridacion en los patrones
de diversidad fenotipica y genética (Bacilieri et al., 1994, 1996; Howard et al., 1997; Craft
et al.,, 2002; Gonzalez-Rodriguez et al., 2004a, Tovar-Sanchez y Oyama, 2004). Por
ejemplo, Craft y colaboradores (2002) estudiaron una localidad de California en donde Q.
lobata y Q. douglasii habitan en simpatria y encontraron que, de cuatro individuos con alta
probabilidad de tener un origen hibrido, s6lo uno fue identificado en apariencia como
intermedio, lo cual podria indicar que los fenotipos intermedios no son necesariamente
hibridos y que en estos casos, el ambiente juega un papel fundamental en la expresion del
fenotipo. Resultados similares han sido reportados en México por Gonzalez-Rodriguez et
al. (2004a), quienes analizaron la variacién foliar y genética a lo largo de 16 poblaciones
del complejo Q. affinis -Q. laurina encontrando que la variacion en la morfologia foliar fue
parcialmente congruente con la variacion genética, pues el numero de individuos
morfolégicamente intermedios fue menor que el ndmero de individuos genéticamente
intermedios. Asi mismo, en el complejo de encinos europeos Q. petreae -Q. robur se ha
encontrado que los individuos morfoldégicamente intermedios son poco frecuentes, a pesar
de la existencia de flujo genético entre dichas especies (Bacilieri et al., 1996; Kremer et al.,
2002). Por su parte, Tovar-Sanchez y Oyama (2004) estudiando los patrones de variacion
morfoldgica y genética del complejo Q. crassipes -Q. crassifolia en México, sugirieron que
la cercania de los individuos hibridos a una poblacion con distribucion alopétrica

incremento su similitud morfoldgica y genética con ésta (Tovar-Sanchez y Oyama, 2004).
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En un estudio floristico para Guerrero en México, se reveld que existen varios
grupos de encinos que son dificiles de determinar y delimitar por sus caracteristicas
morfoldgicas, destacando entre ellos: Quercus affinis y laurina (Valencia, 1986), y a pesar
de que no han dejado de ser consideradas especies validas su delimitacion taxondmica no es
clara. Con la finalidad de resolver dicha complejidad, Valencia (1994) realiz6 un estudio
mediante un andlisis de fenologia, anatomia de madera, arquitectura foliar y polen. Sus
resultados sugieren gque son pocos los caracteres morfoldgicos que permiten diferenciar
entre ambas especies, pero que en general, los individuos de Q. laurina procedentes de la
Sierra Madre del Sur son féacilmente distinguibles de los individuos de Q. affinis de la
Sierra Madre Oriental, sin embargo, la delimitacion taxonomica se complica hacia el este
del Eje Neovolcanco Transversal y al norte de Oaxaca. Con estos datos la autora concluy6
que: i) son pocas las caracteristicas morfolégicas que mantienen diferenciadas a las dos
especies a través de toda su distribucién geografica, ii) que los individuos intermedios
morfologicamente se encuentran distribuidos en las localidades en donde Q. affinis y Q.
laurina tienen una distribucién simpatrica y iii) que estos individuos con morfologia
intermedia, podrian ser el resultado del alto grado de intercambio genético entre estas
especies.

Valencia (1994) propuso un escenario historico sobre el origen del complejo,
basandose en las inferencias sobre los patrones biogeograficos del género Quercus en
México, la distribucion geogréafica de la morfologia foliar del complejo Q. affinis -Q.
laurina en toda su éarea de distribucion y en las reconstrucciones paleoclimaticas
disponibles. La hipotesis sugiere que Q. affinis y Q. laurina son dos especies cercanamente
relacionadas que pueden haber divergido en aislamiento (Q. affinis en la Sierra Madre
Oriental y Q. laurina en la Sierra Madre del Sur), probablemente durante el Plioceno medio
o tardio y que después de un periodo de expansién de su distribucion, favorecido por las
condiciones climaticas de principios del Pleistoceno, entraron en contacto secundario en el
norte del estado de Oaxaca y la parte este del Eje Neovolcanico Transversal. Los cambios
climaticos ocurridos durante el Pleistoceno, probablemente facilitaron periodos de contacto
secundario y de aislamiento, favoreciendo una tendencia a la especiacion en el caso del
aislamiento en respuesta al ambiente y un incremento en la variabilidad de las especies, en

el caso del contacto (Valencia, 1994). Por lo tanto, esta hipdtesis sugiere que el complejo
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Q. affinis -Q. laurina se origind6 como resultado de frecuentes eventos de hibridacion e
introgresion durante los periodos de contacto secundario. Esta hipotesis fue puesta a prueba
por Gonzalez-Rodriguez y colaboradores (2004a, 2005) con la ayuda de caracteres
morfoldgicos y marcadores moleculares de RAPD y ADN de cloroplasto. Los resultados
que se consideraron evidencias para apoyar la hipotesis de Valencia (1994) fueron: 1) la
variacion espacial significativamente concordante entre los caracteres morfoldgicos y
moleculares; 2) la mayor variacion morfoldgica y genética en las poblaciones situadas en
la probable zona de hibridacion; 3) la presencia de dos haplotipos aparentemente
divergentes en el complejo.

Por todo lo anterior, el complejo formado por Q. affinis y Q. laurina representa un
sistema ideal para el estudio de los patrones de variacion morfolégica foliar que pueden
encontrarse en zonas de hibridacion a través de un gradiente latitudinal. En este trabajo se
planteo el siguiente objetivo: 1) Conocer los patrones de variacion morfolégica foliar y
genética del complejo Quercus affinis -Quercus laurina, a través de un gradiente latitudinal
a nivel regional. Para ello se analizo el patron de variacion de los caracteres morfoldgicos
individuales a través del gradiente latitudinal, se estudio la variacién morfolégica foliar y
genética de las poblaciones representativas de Quercus affinis y Q. laurina, para
compararla con los patrones de variacion morfologica foliar y genética en nueve
poblaciones de la zona de traslape, y finalmente, se establecio el patron de relaciones entre

las poblaciones de acuerdo a sus similaridades morfoldgicas y genéticas.

MATERIALES Y METODOS

Sitios de estudio

Q. affinis se distribuye, principalmente, en las elevaciones de la Sierra Madre Oriental y en
el Eje Neovolcanico Transversal, mientras que Q. laurina se presenta a lo largo de la Sierra
Madre del Sur y el Eje Neovolcanico Transversal (Valencia, 1994). Sin embargo, ambas
especies tienen una distribucion simpatrica en localidades del norte de Oaxaca y el este del
Eje Neovolcanico Transversal, en donde se ha detectado la presencia de individuos con
diferentes grados de intergradacion morfoldgica (Valencia, 1994). Por lo tanto, para este
estudio una poblacion morfologicamente representativa de Q. affinis y una de Q. laurina

respectivamente, fueron colectadas en sitios en donde estaban presentes de manera
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dominante y fuera de la zona de contacto. La poblacion representativa de Q. laurina
(Xuchitepec) se colectd en la Sierra Madre del Sur y la de Q. affinis (Huayacocotla) en la
parte sur de la Sierra Madre Oriental. Las nueve poblaciones restantes (Lachao, Ayutla,
Comaltepec, Papalo, Zoquitlan, Tonayan, Tetela, Huachinango y Zacatlan), fueron
colectadas con base a la descripcion de la zona de hibridacion hecha por Valencia (1994),
en donde las dos especies se traslapan en su distribucion y a lo largo de un transecto
ubicado entre las poblaciones morfolégicamente representativas. Las 11 poblaciones
cubrieron un intervalo que va de 16°10° (Xuchitepec) a los 20°30° de latitud norte
(Huayacocotla), distribuyéndose por los estados de Oaxaca, Puebla y Veracruz. A cada
poblacion se le asignd un namero que refleja su posicion en el gradiente geografico sur-
norte basado en la longitud y latitud (Fig. 1).

Los datos de latitud y longitud también fueron usados para calcular la distancia
geogréfica en kildmetros entre los 11 sitios de colecta (Tabla 1), considerando a la
poblacion alopatrica de Q. laurina (Xuchitepec) como la posicién cero. Cabe destacar que
la distancia promedio entre las poblaciones es de 42.1 km., sin embargo, aquellas que estan
mas distantes son Zoquitlan y Tonayan, las cuales estan separadas por 160 km. Las
poblaciones de Xuchitepec y Lachao quedaron incluidas en la region de la Sierra Madre del
Sur, Ayutla, Comaltepec, Papalo y Zoquitlan en la Sierra Norte de Oaxaca, Tonayan y
Tetela en el Eje Neovolcanico Transversal y Huachinango, Zacatlan y Huayacocotla en la
Sierra Madre Oriental. A los once sitios de colecta se les denominé como “poblaciones”

estuvieran o no dentro de la zona de contacto.

Morfologia foliar
En total se muestrearon 310 individuos pertenecientes a 11 poblaciones del complejo
Quercus affinis -Q. laurina (Tabla 1; Fig. 1). Para el estudio de la morfologia foliar se
colectaron dos ramas de la parte basal de cada individuo y después, se eligieron de forma
aleatoria 10 hojas maduras de cada arbol sin dafio mecanico.

Posteriormente, se midieron 20 caracteres morfoldgico-foliares (Tabla 2), los cuales
fueron elegidos con base en los trabajos de Valencia (1994) y Gonzalez-Rodriguez y
Oyama (2005), en donde se proponen diferentes caracteres morfologico-foliares que han

sido de utilidad para distinguir entre Q. affinis y Q. laurina.
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Datos moleculares

Se colectaron en nitrégeno liquido y almacenaron hojas joévenes sin dafio aparente de 294
individuos pertenecientes a once poblaciones, para analizar los patrones de variacion
genética mediante la técnica conocida como RAPDs (Williams et al., 1990). EI ADN fue
aislado usando el protocolo propuesto por Lefort y Douglas (1999) y almacenado en agua
desionizada estéril. La concentracion de las muestras de ADN fue cuantificada con un
espectrofotdbmetro (Gene Quant pro RNA/DNA calculador, Biotech Inc., San Francisco,
California, USA) y posteriormente, fueron diluidas con buffer TE a una concentracion de
25 ng/ul.

En un estudio previo con 131 oligonucleotidos de 10 pb (Gonzalez-Rodriguez et
al., 2004a), se identificaron siete que generaron nueve bandas que mostraron diferencias
importantes en su frecuencia entre las dos especies. Estos siete oligonucleétidos (OP-A05,
OP-A7, OP-A10, OP-B17, OP-C9, OP-G19 y OP-I7) (Operon Technologies, Inc.,
Alameda, California, USA) fueron usados en este estudio para caracterizar a las dos
poblaciones de las especies progenitoras, asi como, a las nueve poblaciones distribuidas en
la zona de contacto.

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en una mezcla de 25 ul que
contenia 6 ul de solucion maestra (KCI 50mM, Buffer 10X, 0.1 mM de cada dNTP, H,0
bidestilada), 1 pl de primer, 1 ul de ADN (25 ng) y Taqg polimerasa, mediante la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) usando un termociclador. EI programa consistio de 45
ciclos. La reaccion se inicia con un incremento en la temperatura a 94° C con la finalidad
de desnaturalizar el ADN por calor, seguida de una disminucion de la temperatura hasta 37°
C para la alineacion de los oligonucledtidos (primers) a uno a varios sitios homologos en la
cadena de ADN desnaturalizada. Finalmente se mantiene la temperatura Optima para la
enzima (72° C) y asi comienza la fase de replicacion. Una extension final a 72°C por 7
minutos fue incluida. Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa y fueron
teflidos con Bromuro de Etidio. Los geles con fragmentos amplificados se visualizaron y
fotografiaron bajo luz ultravioleta, y el peso molecular de las bandas fue estimado usando
como referencia un marcador de peso molecular conocido (Fig.3). La reproducibilidad de
los productos del PCR fueron analizados al amplificar de manera independiente, en dos

ocasiones, 10 individuos al azar de cada poblacién y con cada primer.
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Analisis morfoldgicos

Para identificar y comparar los patrones de variacion en los caracteres individuales entre las
especies y entre las poblaciones a través del gradiente geogréafico, se realizaron los analisis
de varianza (ANOVA). Los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza fueron
probados y confirmados para cada variable (Zar, 1999). Los datos de porcentajes fueron

transformados como X = arcsen (%)

y los datos no continuos se transformaron como X =
log X (Zar, 1999). Los analisis se realizaron con el paquete estadistico STATISTICA 6.0
para Windows (Statsoft, 1998). Para determinar las relaciones morfologicas entre las
poblaciones, se realiz6 un andlisis de cluster con distancia Euclidiana (Sneath y Sokal,
1973) usando las medias poblacionales de veinte caracteres foliares (Tabla 2). Una vez que
fueron obtenidas las subdivisiones morfologicas entre las poblaciones a través del analisis
de cluster, se realizé un analisis de varianza anidada (ANOVA) para obtener la distribucion
de la variacion morfolégica foliar en los diferentes niveles jerarquicos: grupos de
poblaciones, poblaciones dentro de los grupos, individuos dentro de las poblaciones y hojas
dentro de los individuos. Este Gltimo nivel represento el error en el modelo (Sokal y Rohlf,
1995). Los individuos y las poblaciones fueron considerados como los factores de
anidamiento aleatorios dentro de los grupos. Este anélisis fue realizado usando el paquete
estadistico JMP (SAS, 1995).

Para analizar la correlacion entre la distancia geografica y la similitud morfoldgica
de las once poblaciones, se corrid una prueba de Mantel (Sokal y Rohlf, 1995). Para ello,
se construyd una matriz de distancia geografica (considerando la latitud y longitud de cada
poblacion) y otra de similitud morfologica (que se obtuvo del analisis de cluster) usando el
paquete TFPGA version 1. 3 (Miller, 1997).

Con la finalidad de identificar los patrones de variacion en la morfologia foliar del
complejo Q. affinis -Q. laurina en el gradiente latitudinal, se aplicaron analisis de regresion
para determinar relaciones entre variables morfoldgicas foliares y datos geograficos. Cada
una de las veinte variables morfologicas se analizaron a través del gradiente latitudinal.
Este analisis se realizé con STATISTICA 6.0 para Windows (Statsoft, 1998).
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Analisis moleculares

Para el analisis de los datos moleculares se construyd una matriz de presencia-ausencia,
asignandose el valor de “1” cuando el fragmento amplificado estuvo presente, el valor de
“0” cuando estuvo ausente y “N” cuando se desconocia. Para cada fragmento, la presencia
de la banda fue considerada como la expresion del alelo dominante de un locus Unico,
mientras que la condicion de ausencia fue considerada la expresion del alelo recesivo (en
condicion homocigotica) (Lynch y Milligan, 1994). Con la finalidad de identificar la
constitucién genética de todos los individuos, se utilizo esta matriz binaria para calcular un
indice de hibridacion de méaxima probabilidad, el cual se obtuvo mediante el software
Hardig-Hybrid (Hardig et al., 2000). Los resultados se representaron en un histograma de

frecuencias para cada sitio de las especies progenitoras y para los sitios mixtos.

RESULTADOS

Analisis de morfologia foliar.

En total se midieron 20 caracteres de 3200 hojas pertenecientes a once poblaciones de
Quercus affinis y Q. laurina. El 80% de los caracteres foliares difirieron significativamente
entre las especies, mientras que algunas variables tales como longitud de la lamina (LL),
ancho maximo (AM), distancia de la base al punto del ancho méximo (DAM) y longitud de
la ldmina/ altura al ancho maximo (OB), no mostraron diferencias. Entre las poblaciones, el
90% de los caracteres morfoldgicos foliares también difirieron significativamente, excepto
en variables tales como el didmetro del peciolo en la base (DPB) y el didmetro del peciolo
al inicio de la hoja (DPIH) (Tablas 2, 3).

Ademas, se detectd una tendencia general que mostrd que conforme se incrementa
la distancia geografica se incrementa la disimilitud morfologica entre las poblaciones
(Mantel r = 0.629; P < 0.001), lo cual sugiere que las mas cercanas geograficamente
tienden a ser en lo general mas parecidas morfoldgicamente, aunque el analisis de
agrupamiento basado en los caracteres morfoldgicos de tipo foliar de las 11 poblaciones no
mostré exactamente la misma tendencia. Sin embargo el UPGMA revel6 la formacion de
dos grupos claramente diferenciados (Fig. 2). EI primer grupo incluy6 a las poblaciones

localizadas al sur del gradiente latitudinal estudiado (poblaciones 1 a la 6; Tabla 1). En este
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grupo de poblaciones, el tipo morfologico predominante fue el de Q. laurina (Valencia,
1994), incluyendo a la propia poblacion con distribucion alopatrica de Q. laurina
(Xuchitepec) (Fig. 2). EI segundo grupo incluyé a las poblaciones con una distribucion
mas nortefia (poblacion de la 7 a la 11; Tabla 1), siendo el tipo morfolégico predominante
el de Q. affinis y en donde la poblacion con distribucion alopatrica de esta especie
(Huayacocotla) también se mantuvo unida a las poblaciones simpatricas con este tipo
morfologico (Fig. 2). Con estos resultados, se muestra que las poblaciones se agrupan en
términos de su similitud morfolégica foliar.

Por otro lado, el andlisis de varianza anidado mostr6 que todos los niveles
jerarquicos (grupos de poblaciones, poblaciones dentro de los grupos e individuos dentro de
las poblaciones) contribuyeron de manera significativa a la variacion foliar en el complejo
Q. affinis -Q. laurina (Tabla 4). La mayor proporcion de la variacion de los 20 caracteres
foliares se encuentra dentro de las poblaciones, como la variacion entre los individuos (17-
63%, dependiendo del caracter), y la variacion de las hojas dentro de los individuos (14-
68%), asi como entre poblaciones (0.04-0.36%). Finalmente, s6lo el nimero de aristas
(NA) contribuy6 de manera significativa (55%), a la diferenciacion de los dos grupos de
poblaciones obtenidos mediante el analisis, pues se observo que las poblaciones del grupo
surefio mostraron un numero menor de aristas que el grupo formado por las poblaciones del
norte.

Los andlisis de regresion mostraron que seis de las veinte variables morfologicas
presentaron una relacion linear significativa con respecto a la latitud (Tabla 5). Sin
embargo, sélo el nimero de aristas (NA) tuvo un indice de determinacién considerable (r?
=0.41; P<0.001) Tabla 5.

Analisis genético con el uso de marcadores RAPDs

Se usaron siete oligonucleotidos para determinar la identidad genética de todos los
individuos muestreados pertenecientes a cada una de las poblaciones con distribucion
alopatrica de Q. affinis y Q. laurina, asi como de las nueve poblaciones mixtas. Estos
primers produjeron 123 bandas, de ellas 51 fueron polimorficas, de las cuales s6lo nueve
mostraron diferencias en las frecuencias entre las poblaciones representativas de las dos

especies. El analisis del indice hibrido de maxima probabilidad a partir de estos nueve
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marcadores semi-diagndsticos mostro que el puntaje para la poblacion representativa de Q.
affinis (Huayacocotla) fue de 0.0 a 0.14, con una media de 0.06 (e.e. 0.006). Para la
poblacion representativa de Q. laurina (Xuchitepec), el puntaje fue de 1.0 a 0.88, con una
media de 0.94 (e.e 0.008). Por ultimo, para las poblaciones hibridas fue intermedia entre las
poblaciones de Huayacocotla y Xuchitepec, con un puntaje promedio de 0.59 (e.e 0.01). En
la Fig. 3, partiendo de la izquierda de la grafica se observa una transicion de las frecuencias
alélicas de la poblacion representativa de Q. laurina colectada en la Sierra Madre del Sur,
seguida de distribuciones mas intermedias en poblaciones colectadas en la zona de contacto
en la Sierra Norte de Oaxaca y hacia el este del Eje Neovolcanico Transversal, hasta llegar
al extremo derecho de la grafica que representa a la poblacion representativa de Q. affinis
en la Sierra Madre Oriental. La distribucion de la frecuencia de los valores resultantes del
indice de hibridacién también revelé que en general, las poblaciones hibridas mas cercanas
a la poblacion representativa de Q. affinis tiene mayor similitud genética con ella y lo
mismo sucede con las poblaciones hibridas mas cercanas a Q. laurina (Fig. 4). De tal
manera que las poblaciones distribuidas en la Sierra Madre del Sur y Sierra Norte de
Oaxaca tuvieron una mayor similitud genética a Q. laurina, mientras que las de la Sierra
Madre Oriental mostraron una mayor similitud genética a Q. affinis. Sin embargo, se
observo una tendencia de introgresion hacia Q. laurina en aquellas poblaciones hibridas
distribuidas en la Sierra Madre del Sur, Norte de Oaxaca y el Eje Neovolcanico

Transversal.

DISCUSION

Los encinos han sido considerados un grupo complicado taxonGmicamente, pues se
caracterizan por tener altos niveles de plasticidad fenotipica (Tucker, 1974, Jones, 1986).
Quercus affinis y Q. laurina no son la excepcidn, pues tales especies constituyen uno de los
complejos de encinos mexicanos que muestra un intervalo amplio de variacion
morfoldgica, ya que, por ejemplo, se han encontrado 25 nombres que han sido aplicados
como sinénimos de Q. laurina y 9 para Q. affinis (Valencia, 1994), ademas existen
localidades (como en la parte oriental del Eje Neovolcanico Transversal y en algunas
regiones del estado de Oaxaca) en donde hay una alta variacion intrapoblacional y entre

poblaciones cercanas; como consecuencia, en estos sitios es dificil asignar la identidad
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taxondmica de los individuos. Tal complejidad, ha sido previamente interpretada, como el
producto de intercambio genético entre estas especies (Valencia, 1994; Gonzalez-
Rodriguez et al., 2004a). En el presente estudio los resultados mostraron que las
poblaciones que representan a Q. affinis y Q. laurina difieren en el 80% de los caracteres
morfologicos analizados. En general, se observd que las variables de tamafio fueron
mayores en la poblacidn representativa de Q. laurina con respecto a la de Q. affinis. Esta
informacidn coincide con los resultados obtenidos por Valencia (1994), quien reporta que
las hojas de mayor talla y mas anchas parecidas a Q. laurina se distribuyen en la Sierra
Madre del Sury el Eje Neovolcanico Transversal, mientras que las formas mas pequefias y
delgadas parecidas a Q. affinis, se distribuyen hacia el este del territorio nacional, desde
Nuevo Leon hasta Oaxaca. Valencia (1994) también sugiere que las diferencias en el
tamano y forma de las hojas se pueden correlacionar con las condiciones ambientales, pues
los individuos de Q. affinis que muestran hojas méas pequefias, angostas y lanceoladas, se
desarrollan en sitios humedos y protegidos como los valles y las barrancas, mientras que los
de Q. laurina que muestran hojas mas grandes, anchas y oblongas, ocupan los lugares
menos protegidos y secos, tales como cafadas, laderas y cimas. Tales observaciones hacen
suponer que la adaptacion a hébitats particulares puede tener un papel importante en la
morfologia foliar de estas especies y aunque en este trabajo no se realizé un analisis de los
factores ambientales entre localidades, en otros estudios ya se han reportado patrones de
asociacion de habitat para otros complejos de encinos (Kleinschmit et al., 1995; Howard et
al., 1997; Bruschi et al., 2003).

Tambiéen se observo que hubo diferencias significativas en el 90% de las variables
morfoldgicas analizadas entre las poblaciones del complejo Q. affinis -Q. laurina, a través
del gradiente geografico. Sin embargo, la variable que mostré mayor diferenciacion entre
las poblaciones y una correlacién positiva y significativa con la latitud fue el nimero de
aristas (NA), ya que se observo un incremento de este caracter de sur a norte. En particular,
esta variable tiene una importancia funcional conocida. Se ha visto que las especies de
arboles con margenes lobados o dentados, aumentan a lo largo de un gradiente latitudinal
en el que disminuye la temperatura media anual y en donde la estacionalidad es mas
marcada (Givnish, 1987). Asi se ha supuesto que las aristas representan adaptaciones

encaminadas a hacer mas eficiente la fotosintesis en estadios tempranos del desarrollo foliar
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(Baker-Brush y Peet, 1997). Esta condicion ha sido observada en especies templadas
(incluyendo encinos) hacia latitudes mayores, donde la condicion decidua es importante y
en donde tener una estructura fotosintética precoz podria ser ventajosa, debido a que el
proceso fotosintético puede comenzar antes de que disminuya la cantidad de luz que entra a
través del dosel por efecto del desarrollo del follaje de otras plantas (Baker-Brush y Peet,
1997). Con esta informacion se podria suponer que la variacion encontrada en esta variable
a través del gradiente geografico de las poblaciones del complejo Q. affinis -Q. laurina
estudiadas, podrian estar relacionadas a las condiciones ambientales resultantes de los
cambios latitudinales que se presentan en el territorio mexicano (Mosifio-Aleméan y Garcia,
1974), ya que el efecto de la latitud sobre la morfologia foliar ya ha sido reportado en
México para otras especies de plantas. Por ejemplo, Rico-Gray y Palacios-Rios (1996),
encontraron que el area de la hoja de Rhizophora mangle (Rhizophoraceae) tiene una
disminucion significativa hacia latitudes mayores, donde disminuye la precipitacion anual y
la temperatura (Grubb, 1977, Kérner et al., 1986; Geeske et al., 1994), pues en las regiones
semiaridas las hojas tienden a ser pequefias, mientras que en regiones muy himedas tienden
a ser de mayor tamario (Challenger, 1998).

Considerando la hipotesis del flujo genético, se podria predecir que existe una
correlacion entre la morfologia foliar y la distancia geogréafica que separa a las diferentes
poblaciones, ya que las localidades geograficamente mas cercanas tendrian mayor similitud
morfoldgica. Este supuesto fue respaldado por el resultado obtenido con la prueba de
Mantel, el cual sugiere una tendencia general entre las poblaciones, es decir, las méas
cercanas geograficamente tienden a ser mas parecidas en su morfologia foliar entre si,
aunque en el analisis de agrupamiento jerarquico este patrén no fue consistente entre todas
las poblaciones, ya que algunas mas lejanas quedaron ordenadas juntas y viceversa. Sin
embargo, cabe mencionar que al comparar pares de poblaciones contiguas geograficamente
hay menos variables que muestren diferencias significativas que entre las mas lejanas
geograficamente, lo que hace suponer la influencia que el flujo genético ha tenido sobre la
morfologia foliar de este complejo. Aun que sin duda, estos resultados muestran la gran
complejidad de la morfologia foliar caracteristica del género.

Por otro lado, también es probable que la similitud morfolégica entre las

poblaciones cercanas pueda haber sido el resultado de haber estado expuestas a factores
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ambientales e historicos mas similares, lo que a través del tiempo pudo haber dado como
resultado los fenotipos mas similares (Endler, 1977). Este escenario también podria ser la
explicacion al hecho de que las poblaciones ubicadas dentro de regiones geograficas mas
cercanas hayan quedado agrupadas en términos de su similitud morfolégica, por un lado las
de la Sierra Madre del Sur y la Sierra Norte del estado de Oaxaca, y por el otro, las de la
Sierra Madre Oriental y la parte Noreste del Eje Neovolcanico Transversal (Fig. 2).

Como ya se menciond el analisis de agrupamiento (UPGMA), revel6 la formacién
de dos grupos de poblaciones en términos de su similitud morfoldgica, pero también por su
cercania geogréfica, ya que todas las poblaciones que se distribuyen en la Sierra Madre del
Sur y en la Sierra de Oaxaca (de la poblacién 1-6) (ver Tabla 1 y Fig. 2) quedaron
congregadas, formando un grupo “surefio” en donde el tipo morfolégico fue
predominantemente similar a Q. laurina; mientras que las que se encuentran en la Sierra
Madre Oriental y el este del Eje Neovolcénico Transversal (de la poblacion 7-11) (ver
Tabla 1 y Fig. 2), formaron un grupo “nortefio” en donde predominé la morfologia foliar
similar a Q. affinis. La diferenciacion en estos dos grupos de poblaciones podria ser
explicada por la presencia del Eje Neovolcanico Transversal, que es una franja alargada de
origen volcanico que corre unos 900 Km. de oeste a este, considerado geoldgicamente el
sistema montafioso mas joven y en el que se localizan los picos mas altos del pais
(Ferrusquilla y Villafranca, 1993). Probablemente, esta gran cadena montafiosa ha
establecido un limite biogeografico, geoldgico y climatico (Ferrusquilla-Villafranca, 1993;
Rzedowski, 1996; Aguilar, 2000) entre estas poblaciones, lo cual ha tenido influencia sobre
la morfologia foliar. Por lo tanto, los resultados sugieren que la diferenciacion de las
poblaciones en estos dos grupos morfologicos podria ser el resultado de la separacién
geografica y de las diferencias entre los factores ambientales e historicos (Ferrusquilla-
Villafranca, 1993) de las regiones en donde se encuentran distribuidas las poblaciones.

Por otro lado, los resultados del analisis de anova anidado mostraron que todos los
niveles jerarquicos (grupo, poblacién, individuo y hoja), contribuyeron de manera
significativa en la variacion foliar del complejo Q. affinis -Q. laurina (Tabla 4). De los
veinte caracteres morfoldgicos foliares analizados sélo el numero de aristas (NA),
contribuyé de manera significativa a la diferenciacion de los dos grupos de poblaciones

obtenidos mediante el analisis. Este resultado podria sugerir la idea de que pudo haber
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ocurrido diferenciacion adaptativa de la morfologia foliar durante el proceso de divergencia
de estas especies en areas geograficas diferentes (Q. affinis en la Sierra Madre Oriental y Q.
laurina en la Sierra Madre del Sur) y que el nimero de aristas representa una caracteristica
adaptativa que se da a través del gradiente tropical templado (sur-norte) hacia donde
aumenta la estacionalidad y disminuye la precipitacion (Givnish, 1987).

La gran variacion encontrada entre las poblaciones podria ser el resultado de
diferencias ambientales entre las localidades y la plasticidad fenotipica, sin embargo, el
patron de mayor similitud morfoldgica encontrado entre las poblaciones geogréaficamente
mas cercanas sugiere también la accion del flujo genético. Considerando que el fenotipo
observado también puede estar influenciado por el nivel de flujo genético y que en los
encinos es alto (via polen) (Zanetto y Kremer, 1995; Le Corre et al., 1997), ya que la
polinizacion se da a través del viento (Loveless y Hamrick, 1984; Hamrick et al., 1992), se
esperaria que un flujo genético extensivo homogeneizé a las poblaciones (Slatkin, 1985;
1994). Se sabe que el polen de los encinos puede ser dispersado largas distancias, pues
existen trabajos que han revelado que éste puede viajar varios kilébmetros (Lahtinen et al.,
1996). Esta observacién que ha sido confirmada en estudios de paternidad en encinos
europeos (Streiff et al., 1999) y americanos (Dow y Ashley, 1996). Sin embargo, aunque el
complejo Q. affinis -Q. laurina tiene este sistema de polinizacion y que se ha documentado
que existe flujo genético entre sus poblaciones (Gonzalez-Rodriguez et al., 2004a), la
diferenciacion morfoldgica reportada entre las poblaciones sugiere que éste no ha sido
suficiente para prevenir la diferenciacion entre ellas y que los factores ambientales locales y
regionales pueden estar jugando un papel importante. Recordemos la gran diversidad
topografica y climética que caracteriza a las regiones montafiosas de México (Rzedowski,
1978), lo cual ha generado la disponibilidad de habitats adecuados para ser ocupados por
diferentes poblaciones de encinos (Challenger, 1998; Valencia, 2004).

Los resultados también mostraron que el resto de la variacion estuvo contenida
principalmente a nivel de los individuos dentro de las poblaciones, lo que puede ser el
resultado de la plasticidad fenotipica debido a las condiciones microambientales a las que
pueden estar sometidos los diferentes individuos (Roth, 1984; Bull, 1987; Bruschi et al.,
2003), pero también como resultado de diferencias genéticas, lo cual es el patron de

variacion intraespecifico esperado para especies con un ciclo de vida largo,
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entrecruzamiento obligado y polinizacion por viento (Loveless y Hamrick, 1984; Bacilieri
et al., 1994). En general, se ha revelado una baja diferenciacion genética poblacional en las
especies de encino, lo cual sugiere altas cantidades de flujo genético intrapoblacional (via
polen) (Zanetto y Kremer, 1995; Le Corre et al., 1997). Por tal motivo, se esperaria que una
gran proporcion de la variacion fenotipica tuviera una base genética entre los individuos,
sin embargo, los caracteres morfoldgicos pueden estar sujetos a limitantes ambientales y de
desarrollo que pueden afectar la cantidad y la direccion de la variacién expresada
(Gonzalez-Rodriguez et al., 2005), mientras que los caracteres neutrales no lo hacen
(Endler, 1977). En el caso de poblaciones que se originan por flujo genético entre diferentes
especies, se espera encontrar una mayor diversidad de combinaciones genéticas y por ello,
un incremento en la variacion de los caracteres cuantitativos resultado del desequilibrio de
ligamiento y alta heterocigocidad (Harrison, 1990). Aunque este supuesto no se puso a
prueba directamente en este trabajo, Gonzélez-Rodriguez y colaboradores (2005)
encontraron que en general, el coeficiente de variacion de seis variables morfolégico-
foliares a través de 16 poblaciones del complejo Q. affinis -Q. laurina, fue mayor en las
poblaciones hibridas respecto a las poblaciones progenitoras. En este mismo sentido, pero a
escala local Ibarra-Montoya (2005) encontrd un alto grado de variabilidad morfolégica en
dos zonas de traslape geogréafico entre Q. affinis y Q. laurina, condicion que fue atribuida
(al menos en parte) al intercambio genético entre las dos especies. Ambos resultados
sugieren la relevancia del flujo genético interespecifico sobre la variacion morfoldgica
foliar.

Por otro lado, los resultados genéticos de este estudio muestran que las poblaciones
en donde las especies progenitoras estan separadas (en Xuchitepec Q. laurina y en
Huayacocotla Q. affinis) estan diferenciadas genéticamente y que en las poblaciones hay
una transicion gradual de las frecuencias alélicas de una especie progenitora a la otra, a
través de una serie de poblaciones hibridas intermedias.

Por su parte Gonzalez-Rodriguez y colaboradores (2004) al estudiar 16 poblaciones
de este mismo complejo también encontraron un cambio gradual de la poblacion aislada de
Q. affinis a la poblacién aislada de Q. laurina con una serie de poblaciones mas o0 menos
intermedias. Este resultado sugiere un patron de variacion clinal en la zona de hibridacion.

La transicion de las frecuencias alélicas de una poblacion progenitora a la otra, encontrada
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en este trabajo, podria ser explicada por un flujo genético entre una poblacién y otra,
considerando la cercania geografica de la poblacién hibrida con respecto a de la especie
progenitora. Es decir, lo que se observa es que las poblaciones hibridas méas cercanas a la
poblacion tipica de Q. laurina se parecen mas genéticamente a ésta que a las poblaciones
hibridas mas cercanas a la poblacion con distribucion alopatrica de Q. affinis. Este mismo
patrén parece estar operando en el complejo de encinos mexicanos Q. crassipes -Q.
crassifolia (Tovar-Sanchez y Oyama, 2004), ya que se observo que los hibridos mas
cercanos a las poblaciones con distribucién alopatrica de Q. crassipes se parecen mas a ella
que a la poblacion con distribucion alopatrica de Q. crassifolia y viceversa. Este patron de
similitud genética también podria ser analizado considerando las densidades relativas de las
dos especies a lo largo del gradiente geogréafico, pues una densidad menor en una especie,
podria estar relacionada con un menor nimero de donadores de polen efectivos de la misma
(Sork et al., 2002), por lo que es méas probable que un hibrido sea polinizado por la especie
progenitora numéricamente superior. Asi, si la densidad de Q. laurina aumenta conforme
las poblaciones hibridas se acercan geograficamente a la poblacién con distribucion
alopatrica de Q. laurina (L. Valencia, obs. pers.), se esperaria que los hibridos de las
poblaciones mas cercanas a este sitio tuvieran mas probabilidad de ser polinizados por
individuos de esta especie, y por lo tanto ser genéticamente mas parecidas. De la misma
forma explica la tendencia de mayor similitud genética de las poblaciones hibridas mas
cercanas a la poblacion de Q. affinis. Esta hipdtesis de flujo génico dependiente de la
densidad ha sido considerada para explicar el patron de introgresion en una zona hibrida
entre Iris fulva e 1. hexagona en el sur de Luisiana (Nason et al., 1992).

Los resultados también mostraron una tendencia de introgresion unidireccional en
Q. laurina, principalmente en aquellas poblaciones hibridas que se encuentran distribuidas
en la Sierra Madre del Sur y Norte de Oaxaca (Ayutla, Comaltepec, Papalo y Zoquitlan) e
incluso la tendencia se mantiene hacia las poblaciones del este del Eje Neovolcanico
Transversal (Tonayan y Tetela), las cuales muestran una separacion de 160 km con las
poblaciones de la Sierra Norte de Oaxaca. En contraste, en las poblaciones hibridas mas
cercanas a la Sierra Madre Oriental (Huachinango y Zacatlan) que mostraron una mayor
similitud genética con Q. affinis, la tendencia no sugiere un proceso de introgresion hacia

esta especie (Fig. 4). La dinamica de la introgresion depende de la estructura genética de la
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especie, asi como del ambiente al que esta expuesta y puede ser unidireccional (la
incorporacion de genes se da hacia una sola especie) o bidireccional (la incorporacion de
genes se da hacia las dos especies) (Rieseberg y Wendel, 1993). Esta tendencia de
introgresion unidireccional no es un caso excepcional en encinos, pues ya ha sido
documentado en otras especies estudiadas del genero (Dumolin-Lapegue et al., 1999;
Balahib et al., 2001; Petit et al., 2002; Petit et al., 2003). Existen dos probables hipotesis
para explicar la posible dominancia de genes de Q. laurina en este complejo. Por un lado,
seria posible que esta asimetria fuera generada por la floracion diferencial de los genotipos
(precocidad y duracion) (Bacilieri et al., 1996; Belahbib et al, 2001) o bien que dentro del
complejo hubiera un proceso de apareamiento preferencial, es decir, que las cruzas
compatibles mas frecuentes se presentaran entre determinados genotipos y en cierta
direcciéon (Bacilieri et al., 1996) [ej. Q. affinis (6vulo) x Q. laurina (polen)]. La Unica
informacion que se tiene hasta el momento sobre la fenologia en el complejo Q. affinis - Q.
laurina, son los resultados de Valencia (1994), quien document6 por poco mas de un afio
que la floracion en estas especies comienza desde la segunda quincena de febrero y
permanece casi todo marzo, periodo que coincide con la estacion mas seca y de mayores
vientos, lo cual favorece la dispersion del polen y con ello, la polinizacién anemdfila.
Aunque no hay estudios del sistema de apareamiento en este complejo, en otros encinos
como Q. robur y Q. petraea, los resultados de cruzas controladas han revelado que pueden
existir diferencias en el éxito del apareamiento entre diferentes genotipos (Steinhoff, 1993).
Otro ejemplo, son los resultados obtenidos por Belahbib y colaboradores (2001), quienes
encontraron que entre Q. ilex y Q. suber son mas frecuentes los eventos de introgresion en
la direccion Q. ilex (6vulo) x Q. suber (polen), por lo que sugieren que esta asimetria pudo
haber favorecido la dispersién de la segunda especie, en regiones ya colonizadas por la
primera. Por tanto, es necesario obtener més datos sobre la fenologia de la floracion, asi
como del sistema de apareamiento en estas especies, lo cual seria de gran utilidad para tener
datos mas soélidos sobre los patrones de diversidad genética encontrados en este complejo.
Otro escenario posible es que se trate de polimorfismos ancestrales, por lo tanto la
dominancia de genes de Q. laurina en la mayoria de las poblaciones hibridas podrian ser
relictos de la combinacién de los genomas de las dos especies durante los contactos y que

han permanecido en las poblaciones descendientes. Sin embargo, cabe sefialar, que estas
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discusion pone en evidencia lo complicado que puede ser el distinguir cual de varias
interpretaciones posibles es mejor y que aln estan sujetas a debate.

Los datos obtenidos en la presente investigacion hacen suponer que estas
localidades podrian estar actuando como un corredor, en donde la proximidad geogréfica a
una poblacidn tipica, favorece una mayor similitud genética de los hibridos con las especies
progenitoras, lo que probablemente dara como resultado que las poblaciones hibridas mas
proximas a un sitio con distribucion alopatrica se parezcan cada vez mas a la poblacion de
la especie parental de ese sitio, y al mismo tiempo, incrementen su variabilidad genética
(Grant, 1981). De acuerdo a ello, la tendencia de introgresion detectada en Q. laurina y no
hacia Q. affinis en las poblaciones hibridas, sugiere que podrian existir diferencias en la
“eficacia” de las barreras reproductivas entre ambas especies. Es decir, se podria sugerir
qgue Q. affinis podria ser un linaje genéticamente mas diferenciado, que al parecer sélo
hibridiza con Q. laurina (Valencia, 1994), ademas de que se podria suponer que su acervo
genético no se esta viendo alterado por el proceso de introgresion, ya que no esta habiendo
una transferencia de genes de Q. laurina hacia Q. affinis. Para el caso de Q. laurina, existen
datos que sugieren que se trata de un linaje con barreras reproductivas menos desarrolladas,
entre los que destacan i) su capacidad de hibridizar con cuatro especies mas de encinos, Q.
crassipes, Q. crassifolia, Q. rubramenta y Q. mexicana, ademas de Q. affinis, (\Valencia,
1994), ii) su gran espectro de variacién morfologica reportado y iii) las dificultades
taxonodmicas que presenta, pues se han descrito 25 nombres que se consideran sinGnimos de
esta especie (Valencia, 1994). Dicha informacion podria ser indicio de que Q. laurina es un
linaje heterogéneo que a lo largo de su historia evolutiva ha adquirido diversidad genética y
desarrollado las adaptaciones que le han permitido colonizar nuevos ambientes a través de
los procesos de hibridacion e introgresion. Considerando la posibilidad de que exista un
proceso de introgresion hacia Q. laurina y que este se ha definido como la incorporacién de
genes de una especie a otra por la retrocruza repetida de hibridos con las especies
parentales (Rieseberg y Soltis, 1991), condicion que promueve el incremento en la
diversidad genética y el desarrollo de nuevas adaptaciones debido al numero de
combinaciones genéticas (Grant, 1981), se podria suponer que para Q. laurina la
hibridacion ha sido un mecanismo para la colonizacion de nuevos habitats, muy

probablemente, los ocupados por alguna de las especies con las que puede hibridizar.
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Ademas este modelo ha sido propuesto como la explicacion del alto grado en que las
poblaciones de este complejo comparten los haplotipos del ADN de cloroplasto (Gonzalez-
Rodriguez et al., 2004b). Esta visién del proceso de hibridacion como mecanismo de
colonizacion, ha sido sugerida en encinos europeos (Petit et al., 2003), en eucaliptos (Potts
y Reid, 1988) y en girasoles (Dorado et al., 1992).

El hecho de que los caracteres morfologicos hayan revelado la formacion de dos
grupos con morfologia foliar predominantemente de tipo parental (al sur similar a Q.
laurina y al norte similar a Q. affinis), sugiere que los individuos con morfologia foliar
intermedia son poco frecuentes (Bacilieri et al., 1996; Kremer et al., 2002). Las
explicaciones que se han dado indican que los hibridos pueden ser mas similares a la
especie que actua como progenitor materno (efecto materno) o al efecto de la seleccion en
contra de las formas intermedias (Bacilieri et al., 1996; Kremer et al., 2002). Resultados
similares han sido encontrados por Craft y colaboradores (2002), quienes estudiaron una
localidad de California en donde Q. lobata y Q. douglasii habitan en simpatria y
encontraron que de cuatro individuos con alta probabilidad de tener un origen hibrido, sélo
uno fue identificado en apariencia como intermedio, lo cual podria indicar que los fenotipos
intermedios no son necesariamente hibridos y que el ambiente juega un papel fundamental
en la expresion del fenotipo.

En contraste, los resultados moleculares indican una transicion gradual en las
frecuencias alélicas de una especie a la otra pasando por una serie de poblaciones
intermedias. Esta incongruencia podria indicar que los caracteres moleculares neutros han
experimentado una introgresion considerable entre ambas especies en la zona de
hibridacion, mientras que la morfologia foliar ha permanecido comparativamente estable.
En general, es comln que en zonas hibridas la introgresion de loci adaptativos sea méas
restringida que la introgresion de los loci neutrales (Rieseberg y Wendell, 1993). Este tipo
de introgresion diferencial ha sido explicado bajo el argumento de que la recombinacion de
los caracteres morfolégicos y fisiologicos importantes desde un punto de vista adaptativo,
puede dar origen a individuos con fenotipos poco exitosos, mientras que no se espera lo
mismo en individuos que combinan los loci neutrales de diferentes especies (Shoemaker et
al., 1996).
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Un ejemplo de este tipo de incongruencias entre la morfologia y la composicién
genética de los individuos, fueron encontradas en una poblacion hibrida entre Helianthus
annus y H. bolanderi en donde se observaron una gran cantidad de individuos
morfolégicamente similares a H. annus, pero que tuvieron una alta proporcion de los
marcadores de la otra especie, lo cual fue interpretado en el sentido de que los hibridos
podrian estar experimentando seleccidn ecoldgica a favor de los caracteres morfoldgicos de
dicha especie (Carney et al., 2000). Sin embargo, la incongruencia entre los diferentes tipos
de marcadores no es exclusiva de este complejo, pues datos similares se han reportado para
otros complejos de encinos (Bacilieri et al., 1996; Howard et al., 1997), y ha sido
interpretada como indicio de que los diferentes taxa no estan bien diferenciados, ya que su
divergencia se dio rapida y recientemente, a partir de eventos frecuentes de hibridacion e
introgresion, o a ambos factores.

Las técnicas morfoldgicas y moleculares utilizadas en este estudio sugieren que es
necesaria la combinacion de estas técnicas para obtener un mejor reconocimiento de las
zonas hibridas, asi como de los procesos de hibridacion e introgresion, debido a las
incongruencias que se pueden presentar entre este tipo de datos. Ademaés, aunque el uso de
RAPD:s en la deteccion de hibridacion interespecifica, ha sido muy criticado, debido a que
se heredan como dominantes (Williams et al.,, 1990), en este estudio ofrecieron evidencias

sobre los procesos de hibridacién e introgresion en el complejo Q. affinis -Q. laurina.
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Figura 4. Valores de medias y error estandar para dos poblaciones alopatricas y nueve

poblaciones simpatridas del complejo Q. affinis - Q. laurina obtenidas mediante el indice
de hibridacién de Hardig usando siete oligonucle6tidos de RAPDs.
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Tabla 1. Nombre de la localidad, estado, tamafio de la muestra, coordenadas

geograficas y distancia entre poblaciones.

NUmero de Distancia
Clave Localidad Estado individuos  Longitud/Latitud en Km
Poblacién alopaétrta Q.
laurina
1 Xuchitepec Oaxaca 21 16°10°/96°31’ 0
Poblaciones
simpatricas
2 Lachao Oaxaca 14 16°15°/97°10° 69.9
3 Ayutla Oaxaca 29 17°01°/96°03’ 103.3
4 Comaltepec Oaxaca 38 17°43°/96°30’ 164.8
5 Papalo Oaxaca 34 17°50°/96°49’ 180
6 Zoquitlan Puebla 30 18°17°/97°03’ 231.7
7 Tonayan Veracruz 33 19°51°/96°55’ 391.5
8 Tetela Puebla 30 19°45’/97°56’ 407.3
9 Huauchinango Puebla 28 20°05°/98°07" 446.8
10  Zacatlan Puebla 34 20°12°/98°03’ 455.5
Poblacion alopétrica Q.
affinis
11  Huayacocotla Veracruz 25 20°30°/98°32’ 504.2
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Tabla 2. Lista de los caracteres morfoldgicos foliares examinados para el complejo Quercus

affinis -Q. laurina en México.

Abreviaturas Unidades Descripcion

Caracteres

morfologicos

LTH cm Longitud de la hoja

LL cm Longitud de la 1dmina

LP cm Longitud del peciolo

LAM cm Longitud del ancho méximo

DAM cm Distancia de la base al punto del ancho
maximo

VI # Numero de venas del lado izquierdo (abaxial)

VD # Numero de venas del lado derecho (abaxial)

VT # Numero de venas de lado derecho + numero
de venas del lado izquierdo

NA # Numero de aristas

Al1/3B cm Ancho al primer tercio basal

Al1/3AP cm Ancho al primer tercio apical

GVAD cm Grosor de la vena media (adaxial)

GVAB cm Grosor de la vena media (abaxial)

DY cm Diametro de la yema

LY cm Longitud de la yema

DPB cm Diametro del peciolo en la base

Caracteres

combinados

DPIH % Diametro del peciolo al inicio de la lamina

PROPHO % Proporcion de la lamina = ancho de la lamina/
longitud de la ldmina

PROPE % Proporcion del peciolo = longitud del
peciolo/longitud de la ldmina

OB % Forma de la hoja = longitud de la lamina/

altura al ancho méximo
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Tabla 3. Valores de medias =+ error estandar y resultados (F estadistica) de ANOVAs para

todos los caracteres de Quercus affinis y Q. laurina en poblaciones alopétridas. * P < 0.05;

** P < 0.01; *** P < 0.001; n.s. = diferencias no significativas. (Clave de los caracteres

morfoldgicos, Tabla 2).

Caracter Unidad Especie Poblacion Q. affinis Q .laurina
(Fl, 458) (F 10, 3109) (promedio * e.e) (promediOi e.e)
Caracteres morfologicos
LTH cm 15.21 *** 50.93*** 7.68 +0.09 8.26 +£0.12
LL cm 3.45ns 50.52*** 7.21+0.08 7.48+0.12
LP cm 216.14 ***  5]1.95*** 0.46 £0.01 0.83+£0.02
LAM cm 1.85ns 55.38*** 2.22 +£0.03 2.15+0.04
DAM cm 0.02 ns 53.91*** 3.520+.07 3.53+0.07
VI # 110.34 ***  120.37*** 9.92 +0.12 11.55+0.10
VD # 119.16 ***  152.05*** 9.85+0.13 11.58 +£0.10
VT # 1322.07 ***  368.29***  19.76 £ 0.24 23.12+0.18
NA # 1431.57***  430.43 *** 6.29 +0.17 1.14+0.04
Al/3B cm 4.24 * 45.44%** 1.98 +0.03 2.08 +0.05
Al/3A cm 3.88* 73.83*** 1.91 +0.03 2.00 +0.03
GVAD cm 72.82 *** 2.70** 0.03+ 0.00 0.04 £ 0.00
GVAB cm 28.47 *** 53.35%** 0.06 +0.00 0.07 £0.00
DY cm 181.01 ***  57.64*** 0.11+£0.00 0.16 £ 0.00
DPB cm 8.09 ** 0.66 ns 0.12+£0.00 0.13+£0.00
DPIH cm 27.20 *** 1.28 ns 0.12+0.00 0.13+0.00
LY cm 591.65 ***  346.29*** 0.16 £0.00 0.32+£0.00
Caracteres
combinados
PROHO % 20.54 *** 76.51*** 30.85+0.28 29.01+£0.29
PROPE % 247.31 ***  60.43*** 6.00 +0.14 10.00 £ 0.22
OB % 0.08 ns 50.35*** 21.99+ 4.33 21.95+ 3.07
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Tabla 4. Varianza por nivel jerarquico para 20 caracteres foliares en el complejo Quercus
affinis -Q. laurina. Los componentes de varianza y los niveles de significancia fueron
determinados mediante una ANOVA anidada. * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001; n.s.
= diferencias no significativas. (Clave de los caracteres morfoldgicos, Tabla 2).

Caracter Nivel

Grupo  Poblacion Individuo Hojas
[Poblacion, [Grupo, Poblacion,
[Grupo] Grupo] Individuo]
LTH 0.0001n.s. 0.14 *** 0.53 *** 0.33
LL 0.001n.s. 0.14 *** 0.51 *** 0.34
LP 0.01ns. 0.13*** 0.62 *** 0.24
LAM  0.004ns. 0.15*** 0.49 *** 0.36
DAM  0.002n.s. 0.14 *** 0.43 *** 0.42
VI 0.01ns. 0.30 *** 0.34 *** 0.35
VD 0.02n.s. 0.28 *** 0.34 *** 0.31
VT 0.02n.s. 0.32 *** 0.35 *** 0.31
NA 0.55 *** (.04 *** 0.27 *** 0.14
A1/3B  0.02ns. 0.18 *** 0.47 *** 0.33
Al/AP 0.0ns. 0.01ns. 0.48 *** 0.39
GVAD 0.0n.s. 0.01 n.s. 0.10 n.s. 0.89
GVAB 0.01ns. 0.13*** 0.33 *** 0.53
DY 0.05n.s. 0.11 *** 0.17 *** 0.67
LY 0.17ns. 0.36 *** 0.20 *** 0.27
DPB 0.0ns. 0.0ns. 0.1ns 0.9
DPIH 0.05n.s. 0.005n.s. 0.1ns 0.89
PROPHO 0.02ns. 0.19 *** 0.31 *** 0.48
PROPE 0.03ns. 0.13*** 0.63 *** 0.21
OB 0.02ns. 0.12 *** 0.31 *** 0.55
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Tabla 5. Correlacion de variables morfologicas foliares del complejo Quercus affinis -Q.
laurina con la latitud.

Variable r r2 F P

NA 0.64 0.41 2195.63 <0.001
LY -0.28 0.08 275.48 <0.001
DY -0.15 0.02 68.69 <0.001
LP -0.13 0.02 56.32 <0.001
PROPE -0.14 0.02 64.21 <0.001
VT -0.11 0.01 41.26 <0.001
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DISCUSION GENERAL

Importancia de las cadenas montafiosas de México en los patrones de diversidad de
los encinos del complejo Q. affinis -Q. laurina.

Quercus laurina se distribuye sobre la Sierra Madre del Sur y al Oeste del Eje
Neovolcanico Transversal; sin embargo, es en la regién oriente de esta ultima cadena
montafiosa y en el norte del estado de Oaxaca donde su distribucién se sobrepone con la de
Q. affinis produciendo zonas hibridas. Sin duda, México posee una gran diversidad
topogréfica y climéatica que ha sido el resultado de la presencia de grandes sistema
orograficos, entre los que destacan la Sierra Madre Oriental, Eje Neovolcanico Transversal,
la Sierra Madre del Sur y Sierra Norte de Oaxaca (Challenger, 1998). Cada uno de estos
sistemas montafiosos tiene una historia particular, lo que ha dado como resultado un
escenario fisico y geografico heterogéneo. Por ejemplo, la historia geoldgica de la Sierra
Madre Oriental sugiere su formacion a traves de la sedimentacion de origen continental que
se dio por procesos fluviolacustres, que al quedar expuestos con el levantamiento
continental de México (Cretacico Tardio), experimentaron plegamientos y fallamientos,
dando origen a las crestas y las cordilleras que se han venido erosionando y formando
depdsitos fluviolacustres hasta la actualidad (Ferrusquilla-Villafranca, 1993). Por su parte,
el Eje Neovolcanico Transversal es considerado geoldgicamente como el sistema
montafioso mé&s joven en el pais, en él se encuentran los picos montafiosos mas elevados y
se ha caracterizado por una intensa actividad volcénica desde el Mioceno (Granham, 1993).
Al parecer su evolucion comenzd durante el Terciario Medio con la formacion de la
porcion occidental, seguida de la porcion central y oriental durante el Plioceno-Cuaternario
(Ferrusquilla-Villafranca, 1993). Por otro lado, los estudios geoldgicos y de historia
geoldgica de la Sierra Madre del Sur han mostrado la presencia de sedimentos marinos y de
lavas del Cretacico, por lo que se ha sugerido su origen como resultado de la colision
tectonica de un arco de islas oceanicas con el continente (Ferrusquilla-Villafranca, 1993).
Finalmente, la Sierra Norte de Oaxaca se compone de sedimentos marinos y continentales,
con un relieve muy accidentado (Challenger, 1998). En general, estos sistemas orogréaficos
han tenido una influencia marcada en la diversidad bioldgica y en la biogeografia del pais,

ya que pueden funcionar como barreras para la dispersion de especies, sobre todo de la
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flora y fauna tropical que no es capaz de adaptarse a los climas templados de estas regiones
montafiosas (Robles et al., 1993); y otras veces, las montafias han fungido como corredores
por donde se dispersan las especies, como en el caso de las plantas neotropicales con
afinidad andina, encontradas en los bosques mesoéfilos de montafia (Rzedowski, 1978).
Considerando que los cambios climaticos asociados a las glaciaciones han tenido influencia
sobre los patrones de distribucion de las biotas (Hewitt, 1996) provocando
desplazamientos, fragmentaciones y contactos (Jones, 1986), se ha estimado que en México
la colonizacion de las coniferas de los ambientes templados y géneros de especies
latifoliadas como Quercus, Carpinus, Ostrya y Liquidambar se dio de norte a sur utilizando
como corredores a las cordilleras que se localizan paralelas a lo largo del continente
americano en su porcion boreal (Fra-kes et al., 1992), obedeciendo al enfriamiento
progresivo registrado durante el Mioceno y que culmind en el Cuaternario. De hecho, los
registros de hojas fdsiles de Quercus encontradas en Texas y que datan del Oligoceno,
muestran mucha semejanza con los encinos mexicanos modernos (Daghlian y Crepet,
1983), lo cual ha hecho suponer que la ruta de ingreso del género Quercus a México fue por
la Sierra Madre Oriental, procedente del oriente de los Estados Unidos (Martin y Harrell,
1975). Posteriormente, quiza desde el inicio del Plioceno, un incremento de la temperatura
y precipitacion (Fra-kes et al., 1992) pudo favorecer la migracion de la vegetacion de las
montafias del sur hacia el norte de México (Valencia, 1994). Probablemente, estos cambios
climaticos frecuentes, aunados a la fisiografia tan accidentada resultante de la diversidad
topogréfica ya descrita, han sido procesos clave en la disponibilidad de habitats adecuados
para ser ocupados por diferentes poblaciones de encinos presentes en el territorio mexicano
(Rzedowski, 1978, Nixon, 1993; Valencia, 2004) y en parte, podrian ser la explicacion de
la gran variabilidad morfoldgica que se ha detectado en diferentes especies de encino,
incluyendo el complejo formado por Q. affinis y Q. laurina. Ademas, los datos obtenidos
en el presente estudio sugieren que la presencia del Eje Neovolcanico Transversal,
posiblemente ha tenido influencia sobre los patrones geogréaficos de variacion morfoldgica
de tipo foliar de este complejo, pues los resultados mostraron la formacién de dos grupos,
los cuales podrian estar influenciados por la presencia de este sistema montafioso, ya que
todas las poblaciones ubicadas antes de éste (distribuidas en la Sierra Madre del Sur y la

Sierra Norte de Oaxaca) son mas similares entre si, que aquellas que se ubican en la parte
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oriental del Eje Neovolcanico Transversal y en la Sierra Madre Oriental, lo que nos hace
suponer que este sistema montafiosos puede estar representando un limite biogeogréfico,
geoldgico y climatico (Aguilar, 2000). Al parecer, también el flujo genético entre las
poblaciones que conforman cada grupo esta jugando un papel importante, ya que las mas
cercanas muestran mayor similitud morfologica, ademas de que quiza presiones selectivas
entre poblaciones cercanas, hayan contribuido a generar fenotipos similares por estar en
ambientes mas parecidos. Asi las poblaciones de la Sierra Madre del Sur son mas similares
a las poblaciones de la Sierra Norte de Oaxaca, en comparacion con el otro grupo,
conformado por las poblaciones del este del eje Neovolcanico Transversal y el sur de la
Sierra Madre Oriental.

Por otra parte, los resultados genéticos de RAPD (ADN total) indican que las
poblaciones simpatricas ubicadas en la Sierra Madre del Sur y la Sierra Norte de Oaxaca
mostraron mayor similitud genética con Q. laurina, mientras que las del este del Eje
Neovolcanico y la Sierra Madre Oriental fueron mas similares a Q. affinis. Estos resultados
sugieren que la cercania de las poblaciones hibridas a una poblacion alopétrica de una
especie progenitora estd relacionada con su similitud genética, lo cual hace suponer que
estas cadenas montafiosas han servido como un corredor en donde la proximidad de una
poblacion hibrida a una poblacidn tipica incrementa su similitud genética con esa especie
progenitora. Resultados similares han sido encontrados en el complejo Q. crassipes- Q.
crassifolia (Tovar-Sanchez y Oyama, 2004)

Estos resultados nos hacen suponer que a pesar de que las poblaciones del area de
traslape entre las dos especies estén cercanas geograficamente y que hay flujo de loci
neutrales, éstas han permanecido diferentes morfoldgicamente para ser clasificadas en dos
grupos distintos como lo revelé el UPGMA. Resultados similares fueron obtenidos por
Gonzalez-Rodriguez y colaboradores (2004a), quienes estudiaron este mismo complejo de
encinos mexicanos. Ellos también encontraron dos grupos de poblaciones diferenciados
morfolégicamente, hacia el suroeste el tipo laurina y hacia el noreste el tipo affinis, a pesar
de su cercania geografica e introgresion de loci neutrales. De acuerdo a Campbell (2003),
las caracteristicas ambientales del hébitat, por efecto de la seleccion natural, pueden
promover las adaptaciones fisioldgicas que pueden contribuir a mantener las diferencias

entre las especies. De tal manera que se piensa que los pares de especies de Quercus que
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hibridizan han permanecido distintas, como resultado de la divergencia ecologica entre las
especies progenitoras mas que por incompatibilidad genética (Kleinschmit et al., 1995;
Howard et al., 1997; Bruschi et al., 2000; Jiggings y Mallet 2000). Ademas, se ha sugerido
que las dos especies pueden mantener su identidad, aunque experimenten flujo génico entre
ellas si la seleccion natural opera efectivamente en contra del intercambio de aquellos genes
que determinan la base funcional de su divergencia adaptativa (Wu, 2001). Esta
informacién ha sido considerada como una posible explicacion de la diferenciacion
morfolégica que se presenta entre Q. affinis y Q. laurina aunque habiten en simpatria
(Gonzélez-Rodriguez et al., 2005).

En general, se ha documentado que la introgresion de loci adaptativos es mas
restringida que la introgresion de loci neutrales (Rieseberg y Wendell, 1993) lo cual se ha
observado comunmente en las zonas hibridas de plantas (Rieseberg y Ellstrand, 1993). Esta
introgresion diferencial ya ha sido reportada en encinos (Bacilieri et al., 1996; Kremer et
al., 2002; Gonzalez-Rodriguez et al., 2004). Los resultados de estos trabajos han revelado
que los individuos con morfologia intermedia son poco frecuentes, fenémeno que ha sido
atribuido a un probable efecto materno (los hibridos pueden ser mas similares a su parental
materno) o al efecto de la seleccion natural en contra de formas intermedias (Bacilieri et al.,
1996; Kremer et al., 2002). Este tipo de introgresion diferencial ha sido explicado bajo el
argumento de que la recombinacién de los loci que determinan la expresién de los
caracteres morfolégicos y fisioldgicos importantes desde un punto de vista adaptativo,
puede dar origen a individuos con fenotipos poco exitosos, mientras que no se espera lo
mismo en individuos que combinan loci neutrales de diferentes especies (Shoemaker et al.,
1996).

Conservacion de los Bosques de Encino y zonas de hibridacion

La meta de la biologia de la conservacion es brindar datos y conceptos cientificos que sean
utiles para el disefio de acciones de conservacion y manejo, los cuales serdn mas exitosas si
estan basadas en el conocimiento detallado de las caracteristicas de historia de vida y de los
requerimientos del habitat de las especies (Soulé y Orians, 2001). Actualmente, una de las
herramientas Utiles para la evaluacion de tales procesos y el desarrollo de estrategias de

manejo han sido las técnicas moleculares (Soulé y Orians, 2001). Por ejemplo, cuando se
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planean estrategias para restauracion de habitat y conservacion, la informacion acerca de la
diversidad genética en poblaciones naturales y su patrén espacial pueden ser usadas para
evitar practicas que puedan degradar el potencial evolutivo de las poblaciones (Montalvo et
al., 1997).

A pesar de las controversias que rodean al tema de la hibridacion e introgresion
entre los especialistas en conservacion (O’Brien y Mayr, 1991), principalmente cuando se
trata de especies raras (Avise, 1994; Arnold, 1997), la hibridacion interespecifica puede ser
considerada una fuerza creativa (Abbott, 1992, Arnold, 1997) y un proceso importante en la
evolucidn de las plantas (Rieseberg y Ellstrand, 1993, Martinsen, 2001; Petit et al., 2003)
pues se ha estimado que un 50 a 70% de todas las angiospermas han surgido por
hibridacion (Stace, 1987). La hibridaciéon natural es comdn en muchos de los taxa mas
exitosos del mundo (encinos, pinos, eucaliptos), lo cual sugiere que este fendbmeno ha
tenido un papel importante en su éxito evolutivo mas que un papel perjudicial (Martinsen et
al., 2001). Por tal motivo, las zonas hibridas deberian ser conservadas como un centro de
evolucion de plantas, asi como un recurso de variedad de plantas importantes
econdmicamente y como agentes de biocontrol (Whitham, 1989; Whitham et al., 1991).

También, existen estudios que han mostrado que las plantas hibridas que actdan
como habitat de otras especies pueden operar como un centro de riqueza de especies, pues
los cambios en las caracteristicas de las plantas por el proceso de hibridacién pueden
representar habitats con una arquitectura méas diversa (Martinsen y Whithamn, 1994;
Bangert et al., 2005). Por ejemplo, un estudio en una zona hibrida entre Populus fremontii y
P. angustifolia reveld que hay un aumento significativo en la densidad de anidacion de aves
en relacion a las especies progenitoras (Martinsen y Whitham, 1994). Otro estudio,
realizado por Tovar-Sanchez y Oyama (datos sin publicar), mostré que los individuos de
Quercus dysophila (hibrido resultado de la cruza de Q. crassifolia y Q. crassipes)
acumulan artropodos de ambas especies progenitoras asi como de diferentes especies,
incluyendo algunas consideradas como raras.

Cabe recordar, que las regiones templadas de México son consideradas como el
centro de diversidad de pinos (Styles, 1993) y encinos (Nixon, 1993), por lo que estos
géneros son un componente muy importante de los bosques mexicanos (Rzedowski, 1978).

Segun Rzedowski (1993), estos bosques albergan en total un conjunto de especies vegetales
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(aproximadamente 7000) maés diverso que el de cualquier otra zona. Por otro lado, Flores-
Villela 'y Gerez (1994), sefialan que el mayor nimero de especies de vertebrados (excepto
aves) endémicos de Mesoamérica, asi como el mayor nimero de estos vertebrados con
distribucion ecoldgicamente restringida, se encuentran en México a mas de 2000 msnm.
Considerando que los bosques de encinos se encuentran tipicamente por encima de esta
cota altitudinal, es de esperarse que alberguen una diversidad de vertebrados endémicos
muy importante, lo que hace de la misma una de las zonas ecologicas mas diversas de
México (Challenger, 1998).

Sin embargo, los bosques de encinos se encuentran entre los tipos de vegetacion
méas afectados por el asentamiento y actividades humanas (Challenger, 1998), como
resultado de ello, desde hace mucho tiempo estos bosques se vienen destruyendo en gran
parte de su distribucion natural (Rzedowski, 1978). La deforestacion ha sido una de las
principales causas de dicha destruccion, pues se tienen reportes de que México ha sufrido
una de las tasas de deforestacion mas altas del mundo (Pefia y Neyra, 1998).
Especificamente, los bosques de encino y las asociaciones encino-pino (que constituyen la
tercera parte de las areas boscosas del pais), sufrieron una gran deforestacion durante las
décadas de los 80’s y 90’s pues la tala de estos bosques llegd a ser de 163, 000 ha/afio
(Masera et al., 1990).

Por todo lo anterior, se hace necesario conservar la mayor extension posible de los
bosques templados, para garantizar la conservacion de la gran diversidad de especies que

estan asociados a los mismos.

Perspectivas futuras

Hasta el momento, los patrones de variacién morfoldgica y genética del complejo Q. affinis
- Q. laurina han sido abordados mediante el analisis de la morfologia foliar (Valencia,
1994; Gonzalez-Rodriguez et al., 2004a), variacion genética nuclear (Gonzalez-Rodriguez
et al., 2004a) y ADN de cloroplasto (Gonzalez-Rodriguez et al., 2004b). Sin embargo, la
complejidad de dichos patrones ha hecho evidente que una historia extremadamente
complicada los ha modelado. Por lo tanto, aun se requiere informacion de tipo ecoldgico y
genético para obtener conclusiones mas solidas sobre la historia y las rutas de colonizacion

de éstas especies a través del territorio mexicano. Por otro lado, considerando que existen
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trabajos que han propuesto que las zonas hibridas pueden ser consideradas centros de
biodiversidad (Martinsen y Whitham, 1994; Bangert et al., 2005; Tovar-Sanchez y Oyama,
datos sin publicar), seria interesante estudiar si la zonas hibridas del complejo Q. affinis -
Q. laurina también muestran esta condicion, sin olvidar que Q. laurina no sélo hibridiza
con Q. affinis, sino que también lo hace con otras cuatro especies de encinos mas. Por lo
tanto, esta linea de investigacion seria de gran interés en el area de la biologia de la

conservacion.
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CONCLUSIONES

1) El flujo genético entre las poblaciones del complejo Q. affinis - Q. laurina ha jugado un
papel importante en los patrones de variacién morfoldgica y genética a través del gradiente

geografico.

2) La presencia del Eje Neovolcanico Transversal ha tenido influencia sobre los patrones
geograficos de variacion morfoldgica de tipo foliar del complejo Q. affinis - Q. laurina,
pues la diferenciacion de las poblaciones en dos grupos morfolégicos podria ser el
resultado del limite biogeografico, climatico y edafico que este sistema montafioso

representa.

3) El grado de similitud morfoldgica y genética de una poblacién hibrida con respecto a la

poblacion de la especie progenitora esta relacionada con la distancia a ella.

4) La incongruencia entre la variacion morfoldgica foliar y genética de las poblaciones
sugiere un proceso de introgresion diferencial, en donde los loci adaptativos han
experimentado introgresion restringida a pesar del flujo génico interespecifico e

intercambio de loci neutrales entre estas especies.
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