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I. RESUMEN

Se abordaron las relaciones filogenéticas de la serie Lanceolatae del género
Quercus, seccion Lobatae usando el marcador molecular (AFLP). La serie Lanceolatae
comprende tres especies, sin embargo, se analizaron 26 especies en total, que incluyen
especies de otras series relacionadas y algunas de otra seccion como grupo externo. Se puso
a prueba la hipotesis de que la serie Lanceolatae es un grupo monofilético por medio de los
analsis filogenéticos y fenéticos de las especies que la integran.

Se revisaron ejemplares de herbario y se colectaron muestras de las especies en 13
estados del pais para el analisis molecular. Posteriormente se llevo a cabo el montaje del
marcador AFLP en un secuenciador automatico (ABI 3100-AVANT). Para el anélisis
filogenético, se analizé la variacion encontrada entre las especies, mediante los programas
Winclada y NONA, donde se utilizé el modelo de Parsimonia Ratchet y se obtuvieron
arboles de consenso a los cuales se aplico un analisis de soporte de ramas: Bootstrap y
Jackknife. Para el analisis fenético, se usé el programa GenAlEx6 donde se realizd un
analisis de coordenadas principales (ACP) y el programa N-TSYS para realizar analisis de
agrupamiento como UPGMA y Neighbor Joining; todos estos andlisis se realizaron con una
matriz de distancia Nei-Li. Los resultados obtenidos con los analisis filogenético y fenético
presentan una cierta congruencia con analisis morfoldgicos previos. A pesar de que los
AFLPs han sido cuestionados como marcadores Utiles en analisis filogenéticos por la
homologia de sus bandas, en este estudio se encontrd congruencia entre ambos datos.

Se encontro que la serie Lanceolatae es un grupo parafilético y que la clasificacion

previa de Trelease (1924) para esta serie en particular es artificial.



De acuerdo con nuestros resultados, es posible utilizar AFLPs como una
herramienta util para resolver relaciones filogenéticas cuando no existan otros marcadores

informativos, y se tenga una hipotesis morfoldgica previa que lo sustente.

Palabras clave: Quercus, Filogenia, AFLP, Parafilético.



ABSTRACT

The phylogenetic relationships of the Lanceolatae serie of the genus Quercus,
section Lobatae were analyzed using molecular markers (AFLPs). The serie Lanceolatae
includes three species, for its connotation, we include 26 of other serie and some others
external group. It was tested the hypothesis that Lanceolatae serie is a monophyletic group
by means of the phylogenetic and phenetic analysis of the species that integrate it.

Herbarium samples were reviewed and the species were collected in 13 states of the
country for their molecular analysis. Later | carried out the assembly of marker AFLPs in
an automatic sequencer (ABI 3100-AVANT). For the phylogenetic analysis, the variation
found between the species was analyzed, using Winclada and NONA programs, where the
model of Parsimony Ratchet Strategy was used and consensus trees obtained themselves to
which applied an analysis of support of branches: Bootstrap and Jackknife. For the phenetic
analysis, we use the GenAIlEx6 program to make an analysis of principal coordinates
(APC). Then, analyses of group like UPGMA and Neighbor Joining was made using
program NTSYS-pc; these analyses were made with a matrix of Nei-Li distance. The
results obtained with the phylogenetic and phenetic analyses display a certain congruence
with previous morphologic analyses. In spite of the AFLPs have been questioned as
markers equipment in phylogenetics analysis because of the bands homologies; our results
are congruent between both data. It was found that the Lanceolatae serie is a paraphyletic
group and that the previous classification of Trelease for these individual serie is artificial.
In agreement with our results, that’s possible to use AFLPs like a useful tool to solve
phylogenetics relations while they don’t exist other informative markers, and a previous
hypothesis morphologic that is had it sustains it.

Key words: Quercus, Phylogeny, AFLPs, Paraphyletic.



I1. INTRODUCCION
11.1 Descripcién de la familia Fagaceae

La familia Fagaceae a nivel mundial es considerada como uno de los grupos de
plantas mas importantes debido a su alta riqueza de especies. Esta familia esta formada por
6 géneros incluyendo al género Quercus.

Los encinos pertenecen al género Quercus, que es el mas importante dentro de esta
familia por presentar el mayor nimero de especies, ademas representa a uno de los grupos
de arboles caducifolios y perennifolios mas importantes en los bosques del hemisferio norte
(Kaul, 1985). Esta familia se caracteriza por la presencia de una estructura lefiosa
denominada ctpula que es el resultado de la fusién de ramillas con funcion de proteccién,
que rodea la base de una o varias flores imperfectas. Las flores son unisexuales, monoicas,
presenta tres carpelos con 2 évulos cada uno (aprox. 2mm). El ovario se desarrolla en un
fruto indehiscente, unilocular y con una sola semilla denominada bellota; en conjunto, la
cupulay la bellota constituyen el fruto, que es el caracter que define al género (Nixon,
1989; Borgardt y Pigg, 1999). Presentan yemas escamosas, axilares y apicales, hojas 1-30

cm de largo, polen tricolpado y su dispersion es anemofila.

11.2 Descripcion del género Quercus

Es un género de arboles de gran porte por lo general, aunque también se incluyen
arbustos. Los hay de hojas perennes o caducas. Las flores masculinas presentan una
estructura denominada amento, inflorescencias complejas colgantes, habitualmente con seis
estambres de largos filamentos (pero los hay que tienen de cuatro a diez). Las flores
femeninas estan organizadas en espigas o0 cabezuelas, con tres estigmas; cupula con un solo

fruto, de origen axilar (de brote). Ovulos anatropos. Cotiledones planos.



La corteza suele ser lisa en los ejemplares jovenes pero se va agrietando con la
madurez (Cronquist, 1981; 1988). A las especies del genero Quercus se les encuentra
formando bosques de encino, comunidades muy caracteristicas de las zonas montafiosas de
México. De hecho junto con los miembros del género Pinus constituyen la mayor parte de
la cubierta vegetal de areas de clima templado y semihdmedo; sin embargo, no se limitan a
estas condiciones, pues penetran en regiones de clima caliente formando también bosques,
no faltan en las regiones himedas, siendo elementos del bosque tropical perennifolio y
bosque mesofilo de montafia, y aln existen en las regiones semiaridas formando parte del
matorral xerofilo, en donde asumen con frecuencia la forma arbsutiva (Rzedowski, 1978).

Los encinos tienen un valor ecoldgico importante, son pioneros de la vegetacion
secundaria, se consideran especies formadoras de suelo, ademas albergan un gran nimero
de plantas epifitas y animales invertebrados y vertebrados (Bello y Labat, 1987).

Muchas especies tienen importancia econémica por su madera de excelente calidad,
su corteza y sus frutos (bellotas). Estas han sido explotadas a escala local para su uso, en
construccion; como lefia, carbén, en la fabricacion de muebles, mangos de diversas
herramientas, cercas, pisos, barricas para el afiejamiento del vino, entre otros. Alimentario;
algunos frutos son comestibles como: Quercus ilex ssp. ballota, Quercus macrolepis y
Quercus vallonea, y de Norteamérica, Quercus alba. Industrial; suministran materias
colorantes Quercus tintoria de Norteamérica, cuyas cortezas son tintoriales, y Quercus
coccifera, de toda la region mediterranea, que produce una materia colorante parecida a la
cochinilla, también se utiliza la corteza como "casca" para curtir pieles, ya que forman
taninos con los protidos de la piel, que son imputrescibles (suela, cuero). Farmacolégico;
especies mediterraneas, Quercus infectoria de Asia Menor, y Quercus lusitanica del

Mediterraneo occidental producen agallas por picaduras de himendpteros galigenos, Cynips



galleae, en la region cambial de los brotes jovenes; en el comercio se puede encontrar
agalla de Alepo, Agalla de Basora, etc., que contienen de 60 a 70% de acido tanico, 3% de
acido galico y 2 % de acido elagico, utilizadas como astringentes y hemostaticas. De ellas
se obtiene acido galico (por hidrolisis del tanico), muy utilizado en la fabricacion de
muchos productos farmacéuticos, asi como para la preparacion de la tinta azul-negra.
Botica; las cortezas de Quercus jovenes, (de 12 a 20 afios, en especial de Quercus robur en
Europa y Quercus prinus en Norteamérica, se utilizan en terapéutica como astringentes
contienen del 16 al 20 % de &cido tanico. No obstante se ha hecho un mal uso de este
recurso, menospreciando el valor real que representa para México y el mundo (Rzedowski,

1981; Zavala, 1990).

11.2.1 Taxonomia del género Quercus

El género Quercus se divide a nivel mundial en dos subgéneros Cyclobalanopsis y
Quercus; dentro de este Gltimo se reconocen cuatro secciones: Cerris, Lobatae (encinos
rojos), Protobalanus (encinos intermedios) y Quercus (encinos blancos), de las cuales estas
tres Ultimas secciones se encuentran en México (Nixon, 1989; Manos et al., 1999)(Figura
1).

Trigonobalanus

Colombobalanus

Cyclobalanopsis
Q. seccion Lobatae

Q. seccion Protobalanus
L Q. seccién Quercus

Cerris

Figura 1. Relaciones filogenéticas del subgénero Quercus, basadas en datos morfolégicos (Manos et al.,

1999).



Sin embargo, existen dudas sobre la delimitacion taxonomica de las especies dentro
del genero. Originalmente se agruparon en grupos denominados “series”, circunscritos y
descritos por Trelease (1924) y retomados por Camus (1936-1952) como subsecciones. La
obra de Trelease (1924) comprende 133 series las cuales parecen ser grupos artificiales e

inexactos a la luz de las evidencias recientes. (Figura 2).
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Figura 2. Relaciones de los grupos infragenéricos de los encinos americanos propuesta por Trelease (1924). En el rectangulo rojo la serie Lanceolatae, en
los azules las series de la seccion Lobatae que se incluyeron en el estudio, y en los verdes las series que pertenecen al grupo externo.



11.2.2 Distribucion geogréafica de los encinos y datos de su evolucién a nivel mundial y a

nivel nacional

La distribucion de las especies del género Quercus en el Continente Americano ha
variado en épocas geologicas relativamente recientes y ha mostrado discontinuidades
especificas (Davis, 1981). Posiblemente, los cambios a climas mas calidos y secos han
favorecido de manera reincidente la distribucion de los encinos.

De unas 500 especies de encinos reportadas en el mundo (Nixon, 1989), se estiman
cerca de 200 en el Continente Americano (McVaugh, 1974), en tanto que para México, la
estimacion mas reciente comprende 161 especies de las que 109 son endémicas de México
(61 rojos, 47 blancos y 1 intermedio) (Valencia, 2004).

De las 161 especies mexicanas, 73 son de la seccion Lobatae, muchas de las cuales
son especies endémicas del pais (61 especies) unas de distribuciodn restringida y otras de
distribucion amplia que rebasan las fronteras hacia Estados Unidos (6 especies) y
Centroamérica (Valencia, 2004).

Valencia (2005) menciona que para el género Quercus en México, la Sierra Madre
Oriental, presenta una mayor riqueza de especies, albergando el 37.5% del total de especies
de encinos mexicanos distribuidos en un intervalo altitudinal de 1000 a 3000 msnm, a
diferencia de la Sierra Madre Occidental y el Eje Volcanico Transversal de nuestro pais. Al
respecto, Nixon (1993) sefiala brevemente la escasez de encinos rojos en areas
relativamente secas, en contraposicién a los blancos que suelen ser dominantes, este patron
refleja la escasez de especies de encinos rojos en las regiones aridas del norte de México y

suroeste de Estados Unidos.



Este autor propone una regionalizacion en la distribucion de encinos en el pais
considerando seis regiones geograficas y una relacion de especies para cada una.

Como se mencionaba anteriormente, se considera a la Sierra Madre Oriental como
la mas diversa del pais en especies del genero Quercus, esta region parece ser un centro de
mezcla de especies provenientes del norte y occidente del pais, asi como un posible puente
hacia el sur del pais.

Practicamente hay encinos en todas las entidades del pais, con excepcién de los
estados de la Peninsula de Yucatan, en un gradiente altitudinal que va desde el nivel del
mar (e. g. Q. oleoides) (Montoya, 1966) hasta por encima de los 3500 msnm (e.g. Q.
laurina) (Zavala, 1990); aunque mas del 95 % de las especies mexicanas se encuentran
entre los 1200 y 2800 msnm (Rzedowski, 1978). Ademas, existen encinos en lugares con
tipo de clima muy diverso, desde el calido con época seca mas o menos larga (Am, Aw)
(Montoya, 1966), hasta el frio semiarido extremoso [E (T) H (e)] (Q. greggii) (Garcia-
Arévalo y Gonzalez- Elizondo, 1991), donde la humedad edéafica o atmosférica puede ser
un factor importante en la presencia de encinos, tal como sucede con Q. agriifoliay Q.
dumosa en Baja California (Peinado et al., 1994). Algunas de las especies suelen
encontrarse en habitats relativamente xéricos (e.g. Q. eduardii en San Luis Potosi) (Zavala,
1998).

Los bosques del género Quercus se han estimado en 5.5% de la superficie total del
territorio mexicano y 13.7% junto con Pinus (Rzedowski, 1978), considerandose asi como
uno de los componentes mas ampliamente distribuidos dentro de la vegetacion forestal en
las zonas templadas (Bello y Labat, 1987).

México puede dividirse en dos porciones, una al norte que agrupa entidades con

igual 0 menor nimero de especies de encinos rojos que de blancos y otra al sur donde las



especies de encinos blancos son de igual 0 menor nimero gque de rojos. Cabe mencionar
que las especies del norte del pais parecen encontrarse en lugares con altitudes menores
pero mas secos, en tanto que las del sur se encuentran en lugares comparativamente mas
himedos de las altas montarias (Rzedowski, 1978; Mohler, 1990; Nixon, 1993; Miiller-

Using, 1994).

11.2.3 Estado actual de la taxonomia del género Quercus

Es un género de taxonomia complicada, muchas de sus especies son poco conocidas
(Zavala, 1990), gran parte de ellas son notablemente variables morfol6gicamente, lo que
podria indicar una plasticidad fenotipica considerable, ademas de hibridarse con relativa
facilidad y mostrar, consecuentemente, introgresion genética interespecifica (Whittemore y
Schaal, 1991; Howard et al., 1997).

Como resultado, existe una variabilidad tal que se han descrito muchas mas especies
de las que parece haber realmente; hay demasiados nombres de especies de encinos,
particularmente para las mexicanas. Muchos nombres han aumentado la lista de sinonimias
y otros permanecen en duda para incorporarlos a la relacidn de especies aceptadas en la
literatura taxondmica del género (Muller y McVaugh, 1972; McVaugh, 1974).

Por lo anterior el propdsito de esta tesis es realizar un analisis filogenético de la
serie Lanceolatae Trealease (1924) utilizando marcadores moleculares. El estudio fue
realizado bajo los siguientes criterios: 1) el montaje del marcador molecular informativo
AFLP para el estudio de la diferenciacion genética entre especies del género Quercus y 2)
el establecimiento de las relaciones filogenéticas de las especies que integran la serie

Lanceolatae Trel.



11.2.4. Estudios particulares del género Quercus

Los primeros estudios que se llevaron a cabo para los encinos datan del siglo XVIIl,
estos eran poco reconocidos desde el punto de vista botanico, solo algunas especies de
Quercus fueron descritas por Linneo, en su obra Species Plantarum (1753), en donde se
nombran nueve especies correspondientes a Europa y cuatro de Norteamérica (Martinez,
1981). Entre los principales trabajos que consideran los encinos americanos destaca el de
Michaux (1801), en ese mismo afio se realizo uno de los primeros trabajos en México para
el género Quercus que es el de Luis Née (1801), enseguida Humbold y Bonpland (1809)
describen 20 especies nuevas del genéro, trabajos posteriores son los de Schlechtendal y
Chamizo (1830-1832), Bentham (1840-1842), Martens y Galeotti (1843), Liebman (1854),
De Candolle (1864), Oersted (en Liebmann, 1869), quienes hacen aportaciones importantes
al conocimiento del género Quercus en México (Tomado de Gonzélez, 1993).

En el siglo XX, los trabajos mas trascendentes son el de Trelease (1924) en donde
trata de manera monografica a las especies de encinos de América. Este es el mejor intento
que se ha hecho por agrupar a las especies de Quercus de América en categorias
infragenéricas (Muller, 1942). El autor menciona la abundancia que tiene este género en
México y hace notar que no existe otro pais con tal cantidad de especies de encinos,
habiendo reconocido 112 especies para la Republica Mexicana. Posteriormente, se publica
la obra monografica de Camus (1936-1952), considerada la mas completa que se ha
publicado sobre el género Quercus para todo el mundo, esta obra incluye a toda la familia
Fagaceae.

Después surgen una serie de trabajos para nuestro pais, en donde se presentan
descripciones de las especies encontradas, acompafiadas de claves para su identificacion y

comentarios de su distribucion o delimitacién de algunas especies.



McVaugh (1974) realiz6 un estudio floristico para el territorio de Nueva Galicia.
Martinez (1981) estudia caracteres generales, haciendo referencia al estado actual de la
taxonomia y la descripcion de numerosas especies. Rzedowski (1978) reconoce mas de 150
especies de Quercus para México, ademas menciono que es uno de los géneros mejor
representados en la cubierta vegetal en areas de clima templado y semihdmedo.

De manera mas especifica, se han hecho estudios en diferentes estados de la
Republica Mexicana; Espinosa (1979) publicé las especies para el Valle de México,
Gonzalez-Villareal (1986) hace una aportacion en el estado de Jalisco, Bello y Labat (1987)
realizaron un estudio de los encinos del estado de Michoacén, Valencia (1995) hace una
contribucion al conocimiento floristico del género Quercus en el estado de Guerrero. Otros
trabajos que permiten tener una idea de la riqueza aproximada de este género en México
son el de Nixon (1993a), Gonzalez (1993) y Valencia (2004).

Los trabajos que han estudiado complejos o delimitado grupos de especies, son el de
Nixon (1993a) y Manos et al. (1999) donde trabajaron a nivel de subgénero y de seccion
del género Quercus, en esa misma época, Muller y Nixon (1992) trabajaron la subseccion
Glaucoideae, Spellenberg y Bacon (1996) estudiaron la subseccion Racemiflorae, Valencia
(1994) trabajo la serie Lanceolatae, Romero et al. (2000) estudio el complejo Q. acutifolia-
Q. conspersa de la serie Acutifoliae, Gonzalez et al. (2004) trabajaron hibridacion del
complejo Q. affinis -Q. laurina de la serie Lanceolatae, Tovar-Sanchez et al. (2004)
estudiaron zonas de hibridacion entre Q. crassifolia y Q. crassipes en México y por ultimo
Valencia (2005) estudio las relaciones filogenéticas de la serie Lanceolatae con caracteres

morfolégicos.
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11.3 La serie Lanceolatae

La serie Lanceolatae fue descrita por Trelease (1924) pertenece al subgénero
Quercus, seccion Lobatae, encinos rojos (Nixon, 1993a) con distribucion en la Meseta
Mexicana (que se extiende en direccion SE-NO y que limita al sur con la cordillera
Neovolcanica Transmexicana, al oeste con la sierra Madre occidental, al este con la sierra
Madre oriental y al norte con el rio Bravo) y en las cordilleras adyacentes. En un inicio la
descripcién de la serie incluy6 15 taxas y posteriormente, Valencia (1994) concluyd solo

con 3: Q. affinis, Q. laurina y Q. acatenangensis (Tabla 1).

Trelease (1924) describe al grupo como:

“Arboles mas bien pequefios con ramillas delgadas méas o menos glabras,
yemas ovoides, hojas medianas o pequefias generalmente lanceoladas,
moderadamente largas pecioladas, enteras, 0 con aristas cortas 0 poco dentadas;
generalmente glabrescentes, venas mas o menos elevadas en ambas superficies y
fruto anual o bianual, mas bien pequefio, cortamente pedicelado con escamas

adpresas, canescentes o glabras”.

En los analisis posteriores a la clasificacion de Trelease (1924) se propusieron
cambios de nombre de las especies que conformaban la serie (Camus, 1932), reduccion de
algunos a sinbnimos (Muller y Mc Vaugh, 1972) y revisiones taxonémicas para determinar

especies distintas con parecido morfoldgico (Valencia, 1994).
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Tabla 1. Las columnas indican las especies del género Quercus que ha comprendido la serie Lanceolatae de

acuerdo con diferentes autores indicados en el primer renglén. Los nombres marcados con asterisco (*) han

sido propuestos como sinénimos de Q. laurina y los marcados con el signo "+" lo son para Q. affinis (tomado

de Valencia, 2005).

Trelease (1924)

Camus (1932)

Muller y Mc Vaugh (1972)

Valencia (1994)

Q. affinis

Q. affinis commutate
Q. affinis f. subintegra
Q. barbinervis

Q. bourgaei

Q. b. var. ilicifolia
Q. cuajimalpana

Q. lanceolata

Q. laurina

Q. major

Q. ocoteifolia

Q. o. f.confusa

Q. o..f. podocarpa

Q. tlapuxahuensis

Q. t.v.obconica

Q. affinis

Q. affinis commutata
Q. affinis f. subintegra
Q. barbinervis*

Q. bourgaei*

Q. b.var. ilicifolia

Q. cuajimalpana

Q. lanceolata*

Q. laurina

Q. treleaseana*

Q. ocoteifolia*

Q. o. f. confusa

Q. o.f.podocarpa

Q. tlapuxahuensis*

Q. t.v.obconica

Q.affinis
Q. affinis commutata+

Q. affinis f. Subintegra+

Q. bourgaei var. ilicifolia*

Q. cuajimalpana (serie Mex. )

Q. laurina

Q. o. f. confusa+

Q. o.f.podocarpa+

Q.t.v.obconica*

Q. acatenangensis

Q. affinis

Q. laurina

12




Finalmente, Valencia (1994) describe a la serie Lanceolatae como:

“Arboles de talla mediana, de 10-25 (-40) m de alto; ramillas delgadas de
1-3.7 mm de grueso, glabras o con escaso tomento glabrescente; estipulas ausentes;
yemas ovoides, conoidales lustrosas o globosas, glabras o con escamas de margen
ciliado, de 1-4 (5.5) mm de largo. Hojas maduras con peciolos de (1-)3-20 (-36) mm
de largo, ligeramente alados; ldminas angostamente lanceoladas; elipticas;
estrechamente elipticas; eliptico-lanceoladas; lanceoladas y ovado-lanceoladas;
margen entero o ligeramente dentado-aristado hacia la mitad distal; superficies
glabras o envés con algunos pelos fasciculados y estipitados en las axilas de las
venas secundarias o vecindad de la vena media; areolas con arreglo azaroso; vena
media con grosor de moderado a delgado, de 1-2 % respecto al ancho total de la
hoja. Polen tricolpado o tricolporoidado. Frutos de maduracion bianual. Se
distribuyen en zonas templadas o frias de la Sierra Madre Oriental, Sierra de
Oaxaca, Sierra Madre del Sur, Eje Neovolcénico Transversal, Chiapas y Centro

América (Guatemala)”.
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11.4 Los conceptos de especie en el género Quercus

En el desarrollo de los diferentes conceptos de especie, desde el concepto tipoldgico
de la era pre-evolucionista (Darwin, 1859; Wallace, 1865) hasta los conceptos modernos
(e.g. Templeton, 1998), se ha buscado una definicion que contemple los diversos procesos
bioldgicos y sistemas de reproduccion que regulan el acervo genético de cada grupo
taxondmico. Sin embargo, un concepto universal préctico ha sido dificil de definir, lo que
ha provocado un cuestionamiento sobre la existencia real de la especie en la naturaleza (e.g.
Mallet, 2001).

Entre los grupos probleméticos en la definicion de las especies se incluye el género
Quercus. Este género esta representado por arboles y arbustos que principalmente son
alégamos, pero que pueden reproducirse por medios autdégamos o asexuales. Dentro de las
diferentes secciones y series de Quercus, los procesos de hibridacién, introgresion e
interespecifica son comunes.

En este estudio particular solo se aplicaran algunos conceptos de especies tal es el
caso de especie evolutiva la cual es un linaje (secuencia de ancestros y descendientes) de
poblaciones u organismos que tienen sus propias tendencias evolutivas e historia geolégica
(Simpson, 1951) y linaje general (De Queiroz, 1998): es un linaje que ha evolucionando de
manera separada de otros y que posee su propio papel unitario y sus propias tendencias
(Simpson, 1951). Estos conceptos combinan la idea de la especie como un linaje historico
junto con el papel evolutivo y ecolédgico que juegan. Por tanto, estos conceptos enfatizan la
independencia evolutiva del linaje y ademas reconocen los elementos historicos y

bioldgicos en la definicion de la especie. Sin embargo, la independencia de los procesos
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evolutivos entre las poblaciones es dificil de documentar y aplicar a los taxa que forman
hibridos o intercambian genes, como es el caso de Quercus.

Otro de los conceptos es el fenético aplicando sensu stricto basado en similitud
entre caracteres, los feneticistas ignoran los procesos evolutivos y biologicos de la misma.
Se utilizan técnicas de estadistica multivariada, con la inclusién de maltiples caracteres que
ayudan a definir los grupos con caracteristicas similares (Sokal y Crovello, 1970), los
cuales se consideran especies. La técnica sensu stricto, ha sido criticada por los
filogenetistas, aunque en realidad, la misma es muy similar a los métodos intuitivos
utilizados por la mayoria de los taxdnomos, ya que organiza a los individuos en grupos
distintos. EI concepto fenético raramente es interpretado bajo la consideracion de los
elementos bioldgicos que afectan estas agrupaciones. Este concepto implica que se pueden
incluir los datos de caracteres convergentes y por tanto, en tales casos, se estarian
agrupando taxa parafiléticos o polifiléticos. Asimismo, en el caso de la presencia de
polimorfismo y dimorfisimo sexual, las caracteristicas morfoldgicas pueden dar como
resultado el reconocimiento de especies maltiples. Por otro lado, en el caso de las especies
hermanas, el uso de técnicas fenéticas puede ocasionar que estas pasen desapercibidas, si
solamente se incluyen los caracteres diagndsticos.

Por otro lado, el concepto que nos interesa aplicar principalmente en este estudio es
el concepto filogenético que define a la especie como un grupo irreducible de organismos
con carateristicas diagnosticas diferentes a las de otros grupos similares y que exhibe un
patron de ancestro descendencia, Hennig (1966), utilizé la monofilia (historia Gnica de cada
taxon) como el criterio principal para definir a la especie. Segun este concepto, los eventos
de especiacion suceden cuando una poblacién singamética se divide en dos ramas o linajes

que, provienen de un mismo ancestro y entre los cuales no hay intercambio genético. De la
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misma escuela nacio la cladistica, cuya premisa implica que la clasificacion de los
organismos debe de ser basada en la monofilia. Este concepto filogenético de la especie,
resulté en una nueva manera de concebirla. Por tanto, los grupos parafiléticos (que no
incluyen todos los descendientes de un ancestro) o polifiléticos (que provienen de
diferentes linajes), segun la cladistica, no son naturales. Las especies se definen como
segmentos de las ramas filogenéticas o linajes y por tanto, cada evento de ramificacion
resulta en un nuevo par de especies.

De Queiroz (1998) argumentd que aunque estos conceptos mencionados son
aparentemente diferentes o contrarios, mas bien tienden a enfatizar diferencialmente los
caracteres o los criterios utilizados para definir a las especies. Sin embargo, todos
reconocen directamente o de manera implicita que la distincion evolutiva del linaje es el
concepto principal. En el caso de un género como Quercus, el estado de conocimiento
genético y de los mecanismos de especiacion no permite la aplicacion de un concepto que
refleje todos los procesos involucrados.

Por tanto, hasta que se entienda de manera mas completa el comportamiento de los
mecanismos reproductivos, la estructura genética y las relaciones de los nichos ecoldgicos
con respecto a la evolucion del grupo, asi como las interacciones existentes entre los
elementos que afectan el fenotipo de las plantas, los conceptos morfoldgicos y fenéticos

son los més utiles para analizar la variacion entre especies en los encinos.
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11.5 Marcadores moleculares

La taxonomia siempre ha estudiado caracteristicas morfoldgicas, quimicas,
anatomicas, lo que requiere observaciones muy exhaustivas de los organismos en diferentes
estadios de desarrollo. Los criterios utilizados para definir los caracteres morfoldgicos
particulares en ocasiones pueden carecer de definicion y objetividad debido a las
influencias ambientales. La aparicion de los marcadores moleculares esta ayudando a
eliminar tanto los inconvenientes de una seleccion basada en el anélisis exclusivo del
fenotipo influenciado por el ambiente, como la identificacion de especies y variedades de

una forma mas rigurosa y reproducible.

A través del tiempo han existido controversias entre usar caracteres morfoldgicos o

moleculares. Las diferencias esenciales en los argumentos que en ocasiones se dan a favor
de los caracteres morfoldgicos y en otras a favor de los caracteres moleculares son: el
tamafo del conjunto de datos y el costo de los analisis (Hillis y Wiens, 2000).
Sin embargo, en la actualidad ya se acepta que ambos grupos de caracteres, proporcionan
informacidn valiosa y a pesar de los posibles conflictos se prefiere usar ambos tipos de
caracteres. Se puede definir como “marcador” (biol6gico) cualquier caracteristica heredable
gue permita estudiar la diversidad bioldgica; hasta hace algunos afios la mayoria de los
marcadores que se utilizaban, eran marcadores morfoldgicos (fenotipicos), posteriormente
con el advenimiento de las técnicas de estudio de material genético (ADN), se han
implementado los marcadores moleculares, que analizan diferencias en la composicién
(secuencia de nucle6tidos) del material genético.

El uso de estos marcadores moleculares para resolver problemas taxondémicos en

plantas se inicié en la década de los cincuenta con el uso de las isoenzimas técnica que
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persistio hasta los setenta (Market y Moller, 1959; Gottlieb, 1971; Selander et al., 1986), ya
en los ochenta las técnicas de manipulacion y analisis habian avanzado lo suficiente como
para poder estudiar las variaciones en la secuencia del ADN y ARN (Moritz y Hillis, 1996),
en forma explosiva durante la ultima década con las modernas técnicas de biologia
molecular. La tendencia actual es el estudio de la diversidad y variabilidad del material
genético y no de su expresion fenotipica (Avise, 1994). Las tres grandes areas de aplicacion
de la sisteméatica molecular son a) la estructura genética de poblaciones (como variacion
geogréfica, heterocigocidad), b) la delimitacidn de especies (incluyendo hibridos) y ¢) en la
inferencia filogenética (Baverstock y Moritz, 1996).

Actualmente el uso de estos marcadores se ha vuelto tan comin, que se emplean
para resolver problemas taxonémicos en plantas a partir de la informacion de la secuencia
de aminoacidos de proteinas particulares, serologia (serotipificacion), hibridacion ADN-
ADN, electroforesis de isoenzimas (MLEE), cambios en sitios los de restriccion y en la
secuencia de &cidos nucléicos.

Los marcadores moleculares (genotipicos) son biomoléculas que se pueden
relacionar con un rasgo genético, estas son las proteinas (antigenos e isoenzimas) y el ADN
(genes conocidos o fragmentos de secuencia y funcién desconocida). Cuando varios
marcadores moleculares se asocian inequivocamente con un rasgo genético, se dice que
forman un QTL (loci de rasgos cuantitativos o cuantificables). Un marcador molecular
monomorfico es invariable en todos los organismos estudiados, pero cuando presenta
diferencias en el peso molecular, actividad enzimatica, estructura, o sitios de restriccion, se
dice que es polimorfico.

El uso de éstos en los anélisis genéticos y en el mejoramiento de las plantas ha

tenido una difusion extremadamente rapida, por ahora se vienen empleando en la
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diferenciacion de individuos, el analisis de la estructura y diversidad genética en
poblaciones naturales y de mejoramiento, discriminacion entre clones, analisis filogenéticos
entre diferentes individuos y especies, analisis taxondmicos, construccion de mapas
genéticos de alta cobertura gendmica y la localizacion de genes de interés econémico,
cuantificacion de variabilidad génica intra e interespecifica, mejoras genéticas, deteccion de
infecciones o propension a sufrirlas, localizacion de resistencia a enfermedades, dispersion
de especies y mapeo de caracteristicas de herencia cuantitativa QTL (Quantitative Trait
Loci ). Particularmente en los estudios filogenéticos se incluyen dos tipos basicos de datos
del ADN: cambios en el contenido u orden del genoma y el anélisis de polimorfismos en la
estructuracion o composicion del genoma (RAPD, AFLP, etc) o el analisis de los
polimorfismos en la secuencia de nucleétidos de un gen en particular.

La eficacia sistematica serd mayor si el caracter utilizado no es el resultado de la
influencia del medio sobre el fenotipo, por lo que el uso directo del material genético debe
aportar los caracteres mas fundamentales para una clasificacion (Crawford, 1989; Clegg y
Durban, 1990), con la ventaja adicional de que el niUmero de datos que se pueden obtener
esta limitado solo por el tamafio del genoma (Hillis, 1987).

El contenido y orden de los genes es estable en las plantas (aunque en bacterias es
mas estable), y se ha demostrado que la tasa de cambio evolutivo en la molécula es
apropiada para estudios filogenéticos practicamente a cualquier nivel taxonémico (Palmer,

1986; 1987; Palmer et al. 1988).
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1.7 AFLPs

La técnica fue desarrollada por Marc Zabeau para la compariia Dutch Keygene y
publicada por primera vez por Vos et al. (1995) quienes desarrollaron la técnica de AFLP
basado en la deteccion de fragmentos de restriccion por la amplificacion de PCR.
Posteriormente, Powell et al. (1996) sugieren que los AFLPs proporcionan altos niveles de
resolucion permitiendo la delimitacion de estructuras genéticas complejas.

El procedimiento estd basado en la amplificacion selectiva de fragmentos de ADN
cortados con enzimas de restriccion con distintas frecuencias de corte, usando la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). Los polimorfismos detectados son de hecho cambios en,
o cerca de los sitios de restriccion (Simpson, 1997a; Simpson et al., 1999).

El método AFLP es una combinacién de RFLP con PCR donde la amplificacién de
la reaccion es realizada usando iniciadores especificos para sitios con enzimas de
restriccion (Figura 3).

Los RAPD, DAF (huella digital obtenida por amplificacion de secuencias al azar del
ADN) y AFLP son marcadores moleculares multi-locus que analizan regiones al azar en
todo el genoma (Simpson, 1997b; Simpson et al. 1999). Los datos de AFLP se obtienen de
marcadores genéticos producto de una combinacion del ADN digerido con enzimas de
restriccion y la ligacion de las secuencias de nucle6tidos especificos enlazados en los
extremos por los fragmentos de restriccion, seguidos por dos rondas de amplificaciones en
la PCR usando iniciadores etiquetados con base en las secuencias enlazadas (\Vos et al.,
1995; Wolfe y Liston, 1998). La técnica de AFLP se esquematiza en la Figura 3.

Simpson (1997a) y Simpson et al. (1999) consideran que la técnica consiste en la
digestion del ADN genémico completo usando dos enzimas de restriccion, generalmente

las més usadas son EcoRlI (corte raro, reconoce 6 pares de bases) y Msel (corte frecuente,
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reconoce 4 pares de bases). Al final de los sitios de restriccion se usan adaptadores
moleculares adhesivos compatibles con las enzimas usadas y entonces se ligan a los
fragmentos digeridos para producir fragmentos de ADN gendmico bordeados por
adaptadores de secuencias especificas.

De acuerdo con estos autores, se requieren dos reacciones de amplificacion de PCR.
En la primera amplificacion (amplificacion preselectiva) los oligonucle6tidos usados
corresponden a la secuencia de los adaptadores moleculares mas un nucle6tido extra interno
al fragmento lo cual permite delimitar el total de productos potenciales de amplificacion.
Finalmente el resultado de esta amplificacion es solo fragmentos con el nucle6tido extra,
seguido directamente por los sitios de restriccién que pueden ser amplificados; se asume
que el 25% de todos los posibles fragmentos estan en igual probabilidad que A, C, Ty G
seguido en cada sitio. Una alicuota de esta primera reacciéon de amplificacion se toma para
experimentar la segunda amplificacion (amplificacion selectiva) (Simpson, 1997a). En la
segunda reaccion se usan dos o tres nucledtidos adicionales dependiendo de la complejidad
del genoma, lo que significa que sélo fragmentos con esta combinacion en particular de 6
nucle6tidos adyacentes a los sitios de restriccion pueden ser amplificados. Uno de los
oligonucleotidos en la amplificacién de la segunda reaccion (normalmente el homologo al
sitio de restriccion de corte raro), es etiquetado con un fluoréforo (Simpson, 1997a;

Simpson et al. 1999).
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Figura 3. Diagrama del método de AFLP. Las etapas de la figura estan indicadas a la izquierda y los
componentes a la derecha. Para las enzimas de restriccién (tridngulos), adaptadores y oligonucle6tidos, los
simbolos rellenos con negro para la enzima de corte raro y los de gris son para la enzima de corte frecuente.
La estrella representa marcaje en el extremo 5’ (modificado de protocolo, Applied Biosystems, 2005).

Normalmente en el caso del ADN genomico de plantas bajo estas condiciones de
amplificacion, se observan 50-100 bandas por muestra (Simpson, 1997a). La seleccién
ocurre en diferentes niveles, produciendo tres tipos de fragmentos en la digestion original:
EcoRI-EcoRI, EcoRI-Msel y Msel-Msel; en general, VVos et al. (1995), sugieren que los
fragmentos Msel-Msel y EcoRI-EcoRI estan pobremente amplificados debido a la
informacidn de estructuras parecidas a un “ganchillo”.

Los fragmentos podrian también estar sin detectar al final del analisis desde que el
oligonucleotido especifico EcoRlI esta etiquetado, por lo que s6lo fragmentos cortos EcoRI-

EcoRlI, EcoRI-Msel podrian ser detectados; este tamafio de fragmento de seleccion es
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combinado con el uso de bases especificas seleccionadas como se menciona anteriormente,
para producir un nimero de bandas, las que son facilmente separadas y analizadas en geles
de secuenciacion, que permiten la separacion de fragmentos con hasta un nucleotido de
diferencia en su longitud (Simpson, 1997a). La posibilidad de usar diferentes
combinaciones de oligonucleotidos selectivos en cada sitio de restriccion y también el uso
de diferentes enzimas de restriccion hacen de la técnica AFLP una herramienta poderosa en
la deteccion de polimorfismos a lo largo del genoma (Vos et al. 1995). Jugando con la
complementariedad del oligonucle6tido con el sitio de restriccion se puede disminuir o
aumentar el namero de bandas amplificadas. Pequefias variantes al protocolo de Vos y
colaboradores se han propuesto, entre éstas, la de Reineke y Karlovsky (2000) en que
reemplazan el iniciador etiquetado por la incorporacion de nucleétidos durante la reaccion
de PCR o la deteccién por medio de quimioluminiscencia o incluso se ha usado tincion con
plata (Lin et al., 1997).

Las bandas observadas en los electroferogramas de AFLP son clasificadas como
presentes 0 ausentes en cada individuo y el método es mas cominmente usado como un
sistema dominante/recesivo (Simpson, 1997a)

La principal ventaja de los AFLPs es la capacidad de analizar muchos loci del
genoma total de manera simultanea y rapidamente obtener gran nimero de marcadores y
puede ser facilmente automatizado cuando el nimero de muestras se incrementa.

Las marcas fluorescentes o quimioluminiscentes estan reemplazando a las
radiactivas y el nimero de puntos de datos producidos en un corto tiempo exceden los
costos (Huang y Sun, 1999; Vaillancourt et al., 1999). La electroforesis capilar (EC) ha
sustituido rdpidamente a la electroforesis en geles de acrilamida para la separacion de

fragmentos de ADN (Figura 4).
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Comparado con los geles de acrilamida, el EC emplea méas automatizacion,
proporciona una mejor resolucion e incrementa el rendimiento de procesamiento al
disminuir los tiempos de corrida. Un hecho importante de recordar sobre EC [por o menos
en maquinas de ABI 3100] es que el ADN de la muestra es cargada sobre la matriz capilar
de separacion (un polimero liquido) por inyeccion electrocinética. El proceso de inyeccion
electrocinética implica transferencia de iones negativamente cargados sobre la matriz
capilar de la separacion via una fuerza electromotriz. Solamente ocurre la transferencia de
los iones con carga negativa, en este proceso no hay ninguna pérdida significativa de
volumen de muestra. La magnitud y la duracién del voltaje aplicado a los tubos capilares
durante la inyeccion, son directamente proporcionales a la cantidad de ADN cargado en el
tubo capilar. Cuando existen las condiciones ideales, solo el ADN presente en la muestra
contribuiré a la fuerza idnica y las inyecciones altamente reproductivas son posibles.

Los dos parametros del voltaje: la inyeccion y el tiempo, controlan directamente la
cantidad de ADN cargado sobre la matriz capilar de separacion. Los valores especificos de
los pardmetros de la inyeccion son totalmente dependientes en la concentracion del ADN
en la muestra. Los parametros son Utiles para las reacciones selectivas de AFLP con
concentraciones de los fragmentos purificados de AFLP en la gama de 50-100 ng/ul. Estos
valores proporcionan las intensidades de la fluorescencia que hacen un promedio de cerca
de 2100 unidades relativas de fluorescencia (urf). Esta es una intensidad ideal que no
interferira con la identificacion (verdadera) del fragmento e intensidad de la fluorescencia,

siendo proporcional con respecto a la concentracion del fluoréforo.
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Figura 4. Electroferograma de una corrida de AFLP de Q. candicans, con el marcador molecular
GeneScan-500 ROX en el secuenciador ABI 3100.

Comparado con los geles de acrilamida, el funcionamiento del tubo capilar realiza
dos veces mas exploraciones (9957 contra 19799) y proporciona la maxima resolucion. Por
otra parte, las bandas espectrales se definen y carecen mucho mas uniformemente de las
colas asimétricas visibles en los fragmentos separados en un gel de acrilamida. La
sensibilidad de la deteccion del fluor6foro es mayor en el tubo capilar. La fuerza media de
la sefial del estdndar 11s-600 es el rfu aproximadamente 650. De manera semejante, la
intensidad media de la sefial de los fragmentos de la muestra en la maquina capilar es
también mayor pero no puede ser comparada directamente pues las concentraciones del
fragmento son desconocidas (Figura 4). En los sistemas capilares, la velocidad de la
migracion del fragmento es mucho més constante sobre la gama del punto de ebullicién 60-

600 unidades y por lo tanto proporciona medidas mas uniformes de intensidad espectral.
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11.7.1 Aplicaciones

Vos et al. (1995) al inicio del disefio del marcador AFLP estaban interesados en el
estudio del genoma, es decir la construccion de mapas genéticos de alta densidad o de
fragmentos del genoma; se pretende que con este marcador se pudiera tender un puente
entre los mapas genéticos y fisicos (Vos et al. 1995).

El alto polimorfismo revelado por AFLPs ha interesado a investigadores de otros
campos. Los marcadores tipo AFLP han demostrado ser Gtiles para evaluar diferencias
genéticas entre individuos de las poblaciones incluyendo linajes independientes, dentro de
especies (Mueller y Wolfenbarger, 1999), asi como para el analisis de las relaciones entre
especies, estudio de la diversidad genética, relaciones genéticas y estudios de variacion,
caracterizacion de genotipos, entre otros (Bai et al., 1999; Barret et al., 1998; Cervera et al.,
2001; Caicedo et al., 1999; Koopman et al., 2001; Lombard et al., 2000; Massa et al., 2001;
Miyashita et al., 1999; Saunders et al., 2001; Schaal y Olsen, 2000; Shaun et al., 2000).

También han sido usados en una amplia variedad de taxa, incluyendo plantas,
hongos, animales y bacterias, para deteccion de variacion genética, o de identificacion de
especies cercanamente relacionadas (e.g. Heun et al., 1997; Russell et al., 1997).

La mayoria de las aplicaciones de los AFLPs como marcadores moleculares estan
dirigidas actualmente a estudios de la diversidad y estructura genética (e.g. Russell et al.
1999), otros estudios tienen metas mas especificas tales como investigaciones en la
introgresion e hibridacion (e.g. Rieseberg et al., 1999; Beismann et al., 1997).

Los AFLPs también se han utilizado a nivel del individuo para el anlisis de
paternidad y flujo génico (e.g. Krauss y Peakall, 1998).

Los marcadores multilocus brindan informacion rapida del genoma sobre distintos

individuos, debido a esto dichos marcadores son escogidos para estudios filogenéticos (Lin
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y Kuo, 1996). Una caracteristica general de estos estudios, es que las especies o los géneros
han sido investigados anteriormente usando otros marcadores (caracteres morfologicos,
ADNCcp, ITS, SSR, RAPDs y RFLPs); existen pocos estudios filogenéticos con AFLPs que
no contaban con otros marcadores (e.g.Aggarwal et al., 1999). Los estudios que han
utilizado los AFLPs en andlisis filogenéticos investigados previamente con otros
marcadores son: Kardolus et al. (1998), estudiaron Solanum, Barret y Kidwell (1998)
estudiaron Arabidopsis (Breyne et al.1999), vid (Cervera et al., 1998), arroz (Zhu et al.,
1998), cassava (Roa et al., 1997), girasol (Hongtrakul et al.,1997) y numerosas plantas
(Hill y Malmberg, 1996, Powell et al., 1996; Xu et al., 2000).Sin embargo, otros
investigadores utilizan AFLPs para crear dendrogramas, sugiriendo hipdtesis evolutivas y
correlacionando semejanza del patrén de AFLP con proximidad filogenética (e.g. Majer et
al., 1996; Lin et al., 1997; Aggarwal et al., 1999; Mace et al., 1999).

También, existen estudios donde los AFLPs han sido usados para inferir relaciones
filogenéticas basadas en medidas de disimilitud genética en especies cercanamente
relacionadas (Huys et al., 1996; Tohme et al., 1996; Sharma et al., 1996; Heun et al., 1997;
Keim et al., 1997; Angiolillo et al., 1999; Hansen et al., 1999; Yee et al., 1999; Mace et al.,
1999a; Ibid, 1999b; Loh et al., 2000a; Roldan-Ruiz et al., 2000) y en relaciones
interespecificas e intergenéricas(Loh et al., 2000b; Saunders et al., 2000; Van
Huylenbroeck et al., 2000; Xu et al., 2000).

Mas especificamente y de acuerdo con el enfoque de nuestro trabajo se han
realizado estudios de relaciones filogenéticas entre especies con AFLPs, tal es el caso de
Dodd et al. (2003) quienes estudiaron las relaciones filogenéticas entre cuatro especies de

encinos rojos de California y la estructura genética de sus poblaciones.
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Gottlieb et al. (2005) clarifican las relaciones filogenéticas de las especies
representativas del género Ilex usando AFLPs en combinacion con ITS. Mace et al. (1999a)
con la técnica de AFLPs evaluaron las relaciones de 12 especies dentro de la tribu
Datureae. Negi et al. (2000) investigaron las relaciones inter e intraespecificas en las dos
especies de Withania con la tecnica AFLPs. Despres et al. (2003) infirieron relaciones
filogenéticas entre 15 especies de Trollius relacionadas cercanamente. Cammareri et al.
(2004) establecieron las relaciones genéticas entre 14 especies de Aster, tomando en cuenta
los caracteres morfoldgicos, nimero de cromosomas y diversidad genética con AFLPs.
Koopman et al. (2001) establecieron relaciones cercanas entre 20 especies de Lactuca,
corroborandolas con AFLPs. Segura et al. (2002) estudiaron los niveles intra e
interespecifico dentro del género Passiflora con particular énfasis en el subgénero Tacsonia
y las relaciones filogenéticas de 21 especies con el subgénero Passiflora. McGregor et al.
(2002) y Vanden Berg et al. (2002) usaron AFLPs para diferenciar especies que son
similares morfoldgicamente. Lara et al. (2004) estudiaron inferencias filogenéticas de las
especies de Solanum sect Petota. del norte y centro América, comparando los resultados

con ADNcp y datos morfoldgicos.

11.6.2 Ventajas y limitantes

Las ventajas del uso de los AFLPs como marcador molecular son: (1) no se requiere
informacion precisa de las secuencias; (2) detectan un gran nimero de bandas polimérficas;
(3) la técnica es altamente reproducible; (4) las amplificaciones se realizan bajo
condiciones de alta selectividad (alta astringencia), “mostrando casi una perfecta
replicabilidad” (Wolfe y Liston, 1998; Mueller y Wolfenbarger, 1999); (5) utilizan

pequerias cantidades de ADN (las muestras pueden estar parcialmente degradadas);
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(6) pueden ser generados a gran velocidad; (7) pueden segregarse de forma mendeliana y
ser usados para analisis genéticos de poblaciones y analisis tipo QTL; (8) el nivel de
resolucion es bueno tanto en electroforesis en geles de agarosa, en geles de poliacrilamida o
con métodos automatizados como la electroforésis capilar (EC) (Mueller y Wolfenbarger,
1999) (Tabla 2).

Las limitantes incluyen (1) el nmero de pasos requeridos es mayor para la
produccion de resultados; (2) la mayoria de otros métodos basados en PCR pueden usar
geles de agarosa para llevar a cabo la electroforesis y tefiidos con bromuro de etidio; (3) el
costo es mayor, comparada con las técnicas tradicionales (Martinez, 1997); (4) la
separacion de fragmentos radioetiquetados necesita del uso de electroforesis en geles de
poliacrilamida o en un secuenciador automatizado para fragmentos etiquetados

radiactivamente (Wolfe y Liston, 1998) (Tabla 2).
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Tabla 2. Ventajas, desventajas y aplicaciones del marcador molecular AFLP.

Ventajas

Desventajas

Aplicaciones

Es una técnica robusta y confiable, no afecta variaciones
pequefias en los procesos de amplificacion

La calidad de los datos es limitada porque el marcador es
dominante (no es discernible la heterocigocidad) las bandas
pueden algunas veces consistir en productos comigrantes y
es dificil asignar su identidad (bandas no-independientes)

Analisis de relaciones filogenéticas
entre especies, géneros, tribus

Es una herramienta poderosa para estudios moleculares

Genera un alta cantidad de informacion que necesita andlisis
automatizados y tecnologia computacional

LAndlisis de diferenciacion molecular

Eficiencia de amplificar un gran nimero de fragmentos
restringidos simultdneamente (alto proporcion de
polimorfismos) por PCR

Técnica demandante en laboratorio y especialmente en
andlisis de datos

Analisis de diversidad genética

Reconocimiento de bandas diagndsticas

Introduce sesgos dentro de los estimadores aun siendo
analizados por estudios fenéticos o cladisticos

Mapeo genémico

Visualiza presencia o ausencia de fragmentos de
restriccion

Analisis de distancia genética

Los nucledtidos selectivos al final de los primers AFLP
reducen el nimero de bandas (50-100 fragmentos)

El nimero de fragmentos obtenidos incrementa, con el
nimero del tamafo del genoma

El numero de fragmentos amplificados es controlado por
lla frecuencia de la enzima de corte raro y el nimero de
bases selectivas

Correlacion lineal entre nims. de fragmentos amplificados
y el tamafio del genoma

No informacion a prior de secuencias del genoma
estudiado

|Distribucién de bandas al azar a través del genoma

Método aplicable a todas las especies y altamente
reproducible




111 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL
Realizar un estudio filogenético de las especies que forman la serie Lanceolatae

Trealease, seccion Lobatae, del género Quercus utilizando marcadores moleculares.

I11.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Probar el marcador molecular AFLP para el estudio de la diferenciacion genética

entre especies del género Quercus.

e Establecer las relaciones filogenéticas de las especies que integran la serie
Lanceolatae Trel. seccién Lobatae, del género Quercus con base en caracteres

moleculares.

IV. HIPOTESIS

Las relaciones filogenéticas construidas con base en los marcadores moleculares
confirmaran la hipotesis propuesta por Valencia (2005) con caracteres morfoldgicos sobre
la parafilia y las relaciones filogenéticas de la serie Lanceolatae, la que no es reconocida

como grupo monofilético.



V. MATERIALES Y METODOS
V.1 Seleccién de taxa

Este proceso se inicié tomando como base el analisis filogenético de la serie
Lanceolatae Trel. seccion Lobatae del género Quercus, Fagaceae con base en caracteres
morfologicos realizado por Valencia (2005); quien a su vez pusoé a prueba las relaciones de
esta serie de encinos americanos propuestas por Trelease (1924) (Figura 2).

Debido a que el analisis filogenético con caracteres morfologicos mostré que la
serie Lanceolatae es un grupo parafilético y que la mayoria de las series representadas en
este analisis son artificiales (Valencia, 2005), se considerd importante realizar un estudio
con caracteres moleculares para confirmar la parafilia de la serie Lanceolatae. En esta tesis
se incluyeron las tres especies pertenecientes a la serie, reconocidas por Valencia, 2005 (Q.
affinis, Q. laurina y Q. ocoteifolia) y otras especies pertenecientes a distintas series de la
seccion Lobatae, tales como: Mexicanae, Saltillenses, Oligodontae, Viminae, Durifoliae,
Benthamiae, Rapurahuenses, Uruapanenses, Depressae y Acatenangenses, ademas, se
incluyeron otras series consideradas como grupos externos alejados de la serie Lanceolatae
como Acutifoliae, Callophyllae y Crassifoliae.

Finalmente se seleccionaron representantes de encinos de la seccion Quercus
(encinos blancos) como Q. rugosa, Q. magnoliifolia, Q. laeta y un representante del género
Fagus: Fagus mexicana (perteneciente a la familia Fagaceae), la inclusion de grupos mas
alejados (de otra seccion y de la misma familia) llevaria a obtener un arbol enraizado y asi
poder tener un grupo externo diferente a la seccion Lobatae ademas de polarizar mejor el

arbol.



En este estudio molecular se incluye a la mayoria de las especies consideradas en el
analisis morfologico por Valencia (2005) (22 de las 30 especies: 73%) adicionando cuatro
especies mas como grupo externo, siendo un total de 26 especies (78 muestras: tres

individuos por cada especie) (Tabla 3).

Tabla 3. Especies y series del género Quercus incluidas en el andlisis cladistico molecular (* Series
cercanas a Lanceolatae; ** Series alejadas a Lanceolatae). Entre paréntesis se incluye el nimero de especies
incluidas de cada serie en el estudio y el nimero de especies que comprende la respectiva serie. (Modificado

de Valencia, 2005)

SERIES Especies incluidas en el analisis morfologicos Especies incluidas
(Valencia, 2005) en el analisis
molecular

*Acatenangenses Q. acatenangensis (1 de 1, 100%) 1del

** Acutifoliae Q. acutifolia (1 de 7, 14%) 1del

** Aristatae Q. aristata (1 de 1, 100%) 1del

** Benthamiae Q. benthamii, Q. rubramenta (2 de 3, 75%) 1de?

** Calophyllae Q. candicans (1 de 1, 100%) 1del

** Crassifoliae Q. crassifolia (1 de 4, 25%) 1del

* Crispifoliae Q. crispifolia (1 de 1, 100%) 1del

** Crispipiles Q. crispipilis (1 de 1, 100%) 1del

* Depressae Q. depressa (1 de 1, 100%) 1del

** Durifoliae Q. emoryi (1 de 2, 50%) Odel

Lanceolatae Q. laurina, Q. affinis y Q. ocoteifolia (3 de 3, 100%) 3de3

** Mexicanae Q. mexicana (1 de 2, 50%) 1del

** Nectandraefolia Q. elliptica (1 de 1, 100%) 1del

** Oligodontae Q. eduardii (1 de 1, 100%) 1del

** Perseaefolia Q. sapatiifolia (1 de 1, 100%) 1del

** Eugeniifoliae Q. seemanni (1 de 2, 50%) Odel

** Saltillenses Q. saltillensis y Q. acherdophylla (2 de 2, 100%) 2de?2

** Uruapenses Q. trinitatis (1 de 2, 50%) Odel

** \iminae Q. viminea (1 de 1, 100%) 1del

Sin serie Q. gentryi, Q. hirtiifolia, Q. mulleri, Q. nixoniana, Q. 3de7

pinnativenulosa, Q. sp.1y Q. sp. 2

Especies externas

Reticulatae Q. rugosa

Laetae Q. laeta

Cincinatae Q. magnoliifolia

Familia Fagaceae Fagus mexicana




V.2 Trabajo de herbario

Se llevo a cabo la revision exhaustiva de ejemplares de las 26 especies de estudio
(apendice 1) en los herbarios del instituto de Biologia, UNAM (MEXU) y el Herbario de la
Facultad de Ciencias, UNAM.

V.3 Trabajo de campo

Se realizaron 6 salidas al campo colectando en 13 estados: Michoacéan (Feb-Mar,
2005) Guerrero, Estado de México, Hidalgo (Abril, 2005), Oaxaca (Julio, 2005), Nayarit,
Sinaloa, Durango, Zacatecas, Tlaxcala, Puebla (Agosto, 2005), Jalisco (Septiembre, 2005),
Chiapas (Marzo-Abril, 2006) donde se colecté material herborizado de todas las especies a
estudiar (Tabla 4; Figura 5).

Se tomaron muestras de tres individuos por especie para: a) extraccion de ADN de
cada individuo se colectaron entre 5-10 hojas de las mas jovenes, las que fueron dispuestas
en bolsas de pléstico etiquetadas (localidad y nim. de colecta e.g: motl para la colecta del
primer individuo de Motozintla de Mendoza) para llevar un control, el material colectado se
coloco en un tanque de nitrogeno liquido y se transport6 hasta el laboratorio, b) ejemplares
de herbario, se colectar6n 3 ramas de cada individuo, se tomaron datos de campo,

etiquetaron, prensaron y secaron, para su posterior identificacion.

V.4 ldentificacion de ejemplares en el herbario
La identificacion de las 26 muestras del material herborizado de los encinos
colectados, en el herbario de la Facultad de Ciencias de la UNAM con la asesoria de la Dra.

Susana Valencia, experta en taxonomia de encinos.



Para conocer las caracteristicas importantes de clasificacion de los encinos

colectados, los ejemplares se revisaron: claves dicotomicas de identificacion, fotografias,
articulos publicados de algunas de las especies de estudio y bibliografia especializada del

género Quercus (Trelease, 1924; Muller, 1942; Mc Vaugh, 1974; Gonzalez-Villareal, 1986;

Bello et al., 1987; Zavala-Chavez, 1992).

Los ejemplares de respaldo de la investigacion se montaran y seran depositados, en

el herbario de la fac. de ciencias UNAM y en la coleccidn del laboratorio de ecologia

genética, CIEco.

Tabla 4. Ubicacion geografica de las 26 especies de Quercus analizadas en este estudio,

ESPECIES

LOCALIDAD

Quercus acatenangensis Trel.

Motozintla de Mendoza

Lat. 15°22°51.5" N, Long. 92° 19°44.5" W, 2296 msnm. CHIAPAS.
Tenejapa

Lat. 16° 49’ 01.07” N, Long. 92° 31°00.45”W, 2094 msnm. CHIAPAS.
Teopisca

Lat. 16°31°52.1" N, Long. 92° 28°09.2" W, 1795msnm. CHIAPAS.

Quercus acherdophylla Trel.

Coscomatepec

Lat. 19° 04' 04" N, Long. 97°14' 24" W, 2400 msnm. VERACRUZ.
Tonayan

Lat.19°41’ 32.11” N, Long. 96° 54’ 02.31” W, 2300 msnm. VERACRUZ.
Acaxochitlan

Lat. 20°10” 00.37” N, Long 98° 12’ 28.12” W, 2244 msnm. HIDALGO.

Quercus acutifolia Née

Filo de Caballo

Lat. 17° 36 280 N, Long. 99° 47" 240” W, 6513 msnm. GUERRERO.
Cuarentefio

Lat. 21° 27’ 846”, Long. 105° 00" 88” W, 4199 msnm. NAYARIT.
Santo Domingo Yanhuitlan

Lat. 17°32' 31.8" N, Long. 97° 22°8.6" W, 2344 msnm. OAXACA.

Quercus affinis Scheidw

Acaxochitlan

Lat. 20°10* 00.37” N, Long 98° 12’ 28.12” W, 2244 msnm.HIDALGO.
Paxtepec

Lat. 20° 03’ 660 N, Long. 98° 26’ 453” W. 7650 msnm. HIDALGO.
San Juan Tlale

Lat. 19° 14’ 331”N, Long. 98° 30’ 956” W, 2424 msnm. PUEBLA.

Quercus aristata Hook & Arn.

Cabo Corrientes

Lat. 20° 23' 30" N, 105°15'00" W, 1190 msnm. JALISCO.
Jalcocotlan

Lat. 21°28' 11.7" N, 105° 07' 11.6" W, 1000 msnm. NAYARIT.
Moyahua

Lat. 21° 16 04.49” N, Long. 103° 10’ 07.89” W, 1500 msnm.
ZACATECAS.

Quercus candicans Nee

Cerro de San Miguel ]
Lat. 19°28* 517 N, Long. 101° 42’ 246" W, 2266 msnm. MICHOACAN.
Tequila




Lat. 20° 47’ 746” N, Long. 103° 50’ 973" W. 1205 msnm. JALISCO.
Cha
Lat. 17° 12’ 424” N, Long. 97° 53’ 130” W, 2176 msnm. OAXACA.

Quercus crassifoliaH & B

Capultepec Lat. 17° 19’ 394” N, Long. 96° 27’ 513” W, 6897 mnsm.

OAXACA.

Manantlan Lat. 19° 35’ 762” N, Long. 104° 12° 871"W, 1289 msnm.

JALISCO.

Coalcoman Lat. 18° 44’ 116” N, Long. 103° 15’ 770” W, 1898 msnm.
MICHOACAN.

Quercus crispifolia Trel.

San Miguel Mixtepec

Lat. 16°08717.2" N, Long. 97° 00°55.5" W, 1006 msnm. OAXACA.
San Miguel del Puerto

Lat. 15°59'48" N, Long. 96°6'36"W, 1010msnm. OAXACA.

Paraiso

Lat. 22°22° 00” N, Long. 103° 27’ 00” W, 4612msnm. GUERRERO.

Quercus crispipilis Trel.

Comitan de Dominguez

Lat. 16°18°01.6" N, Long. 92° 14°44.3" W (2 individuos) CHIAPAS.
Teopisca

Lat. 16°31°52.1" N, Long. 92° 28°09.2" W, 1795 msnm. CHIAPAS.

Quercus depressa Humb &
Bonpl

Chiconquiaco

Lat.19°44” 45.61” N, Long. 96° 46” 42.77”W, 1800msnm VERACRUZ.
Acaxochitlan

Lat. 20°10” 00.37” N, Long 98° 12° 28.12” W, 2244 msnm.HIDALGO.
Santiago papasquiaro

Lat. 25° 02’ 33.34” N, Long. 105° 25” 11.94” W, 2500 msnm. DURANGO.

Quercus eduardii Trel.

Canelas

Lat. 25° 07" 338" N, Long. 106° 30" 192” W, 8535 msnm. DURANGO
Sierra de Bolafios

Lat. 21°55’ 263" N, Long. 103° 52’ 722" W. 2544 msnm. JALISCO.

El puertecito

Lat. 21°39” 434” N, Long. 103° 09’ 194" W, 7767 msnm. ZACATECAS.

Quercus elliptica Née

El tuito

Lat. 20° 19’ 23.26” N, 105° 19’ 52.67”W, 550 msnm. JALISCO.
Km 193

Lat. 15° 577 970” N, Long. 96° 27’ 769” W, 3807 msnm. OAXACA.
Motozintla

Lat. 15°14°37.6" N, Long. 92° 16°48.4" W, 2321 msnm. CHIAPAS.

Quercus gentry C.H. Muller

Concordia

Lat. 23° 16 44.30”N, 106° 04* 34.48”W, 1600 msnm. SINALOA.
Cuitzeo

Lat. 19°57' 22.2" N, 101° 07' 27.8" W, 2396 msnm. MICHOACAN, (2
individuos).

Quercus laurina Humb &
Bonpl.

Xacala

Lat. 20° 49’ 02” N, Long. 99° 15° 536 W, 6949msnm. HIDALGO.
Sierra de Bolafios

Lat. 21° 55’ 263”, Long. 103° 52’ 722" W, 2544 msnm. JALISCO.
Motozintla

Lat. 15°22°51.5" N, Long. 92° 19°44.5" W, 2296 msnm. OAXACA.

Quercus sp. 2

Sierra de Igualatlaco
Lat. 17° 36’ 280”N, Long. 99° 47’ 240”W, 6513 msnm. GUERRERO, (3
individuos).

Quercus mexicana Humb et
Bonpl

Paxtepec

Lat. 20° 03’ 660 N, Long. 98° 26* 453" W. 7650 msnm. HIDALGO.
San Juan Tlale

Lat. 19° 14’ 331”N, Long. 98° 30" 956" W, 2424 msnm. PUEBLA.
Edo. México

Lat. 19° 24’ 743”N, Long. 100° 01’ 666" W, 8799 msnm.EDO. DE
MEXICO.

Quercus nixoniana Valencia et
Lozada

Atoyac de Alvarez

Lat. 17° 12" 09.43”N, Long. 100° 25’ 46.41” W, 46 msnm. GUERRERO.
Sierra de Igualatlaco

Lat.17°36° 280” N, Long. 99° 47’ 240” W, 6513 msnm. GUERRERO, (2
individuos).

Quercus ocoteifolia Liebm

Teotitlan de Flores Magon

Lat. 18°10718.5" N, Long. 97°00711.8" W, 2271msnm. OAXACA.
San Juan Ozolotepec

Lat. 17° 16” 57.65” N, Long. 95° 34’ 34.70” W, 259 msnm. OAXACA.
Camaron

Lat. 16°33'00" N, Long. 95°57'00"W, 1416 msnm. OAXACA.




Quercus rubramenta Trel.

Chichihualco

Lat. 17° 40’ 57.95” N, Long. 99° 38’ 59.52” W, 1301 msnm. GUERRERO.
Sierra de Igualatlaco

Lat. 17°36” 280" N, Long. 99° 47* 240” W, 6513 msnm. GUERRERO.
Zimatlan

Lat. 16°51°11.81” N, Long. 96° 46” 26.58” W. 1482 msnm.OAXACA.

Quercus saltillensis Trel.

Monte Escobedo
Lat. 22°22° 00” N, Long. 103° 27’ 00” W. ZACATECAS

Quercus sapotiifolia Liebm

San Pedro Tapanatepec

Lat. 16°30732.3" N, Long. 94° 12703.8" W, 1183 msnm. OAXACA.
San Miguel Chimalapa

Lat. 16° 36°55.0" N, Long. 94° 11°46.9" W, 1135 msnm. OAXACA.
Actopan

Lat. 19°30°16.80” N, Long. 96° 36’ 06.71” W, 233msnm. VERACRUZ.

Quercus viminea Trel.

Canelas
Lat. 25°07'00"N, 106°30'00"W, 2845 msnm. DURANGO, (3 individuos).

Quercus laeta

Canelas

Lat. 25°07'00"N, Long. 106°30'00"W, 2845 msnm. DURANGO, (2
individuos).

Valparaiso

Lat. 22° 40 415”, Long. 103° 45’ 573"W, 6941 msnm. ZACATECAS.

Quercus magnoliifolia

Tejupilco

Lat.19°02'00"N, Long.100°04'00"W, 1886 msnm. ESTADO DE MEXICO.
Papalutla

Lat.17°44'00"N, Long. 97°54'00"W, 2194msnm. OAXACA.

Cacalutan

Lat. 21°05'00"N, Long. 104°14'00"W, 1164msnm, NAYARIT.

Quercus rugosa

Tlalpujahua

Lat. 19°46° W 100° 12" W, 2617 msnm. MICHOACAN.
Ignacio Zaragoza

Lat. 19° 42’N, Long. 97° 35’W, 2516msnm. PUEBLA.
Terrenate

Lat. 19° 30°N, Long. 97° 54’W, 2750 msnm. TLAXCALA.

Fagus grandifolia Ehrl. subs.
Mexicana

Zacualtipan
Lat. 20° 39’ 03.11” N. Long. 98° 39’ 15.87” W. 1980 msnm. HIDALGO, (3
individuos).
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Figura 4. Localizacién geografica de las 26 especies empleadas en este estudio, con 3 individuos por cada una (en la siguiente pagina se muestra la leyenda).
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V.5 Extraccion de ADN

El ADN se extrajo de las hojas colectadas y congeladas a -72°C, segun el método
Lefort y Douglas (1999) con las siguientes modificaciones. Se pesaron de 100-120 mg de
tejido vegetal, el que se macer6 en un mortero con nitrogeno liquido hasta obtener un polvo
fino, inmediatamente se afiadieron 160 pl de solucion CTAB (Tris-HCI 1M, H,O destilada,
CTAB 1%, NaCl 5M, EDTA 0.5M, PVP-40, acido ascérbico, DIECA (acido
diethyldithiocarbamico sal de sodio, 2- mercaptoetanol), previamente calentada en bafio
maria a 65°C durante 20 minutos, se molid hasta obtener una consistencia pastosa,
enseguida se afiadieron 600 ul de Solucion Dellaporta (Tris 1M, EDTA 0.5M, NaCl 5M,
H,0) (Dellaporta et al., 1983), se molid hasta obtener una consistencia homogénea y
liquida, posteriormente la mezcla se transfirié a tubos Eppendorf de 1.5 ml esterilizados y
previamente etiquetados, se agregaron 100 ul de SDS al 20%, se agit6 vigorosamente (con
las manos) durante 2 minutos. Los tubos se incubaron en bafio maria a 65°C, por 5 minutos
posteriormente se agitaron vigorosamente por 1 minuto y se incubaron otros 5 minutos en
bafio maria a 65°C. Los tubos se destaparon y se dejaron enfriar un poco, se agregaron 180
ul de solucidn de acetato de potasio 5SM mantenida a -20°C enseguida, se agitaron los tubos
durante 2 minutos, enseguida se incubaron durante 5 minutos a -20°C, enseguida se
centrifugaron durante 20 minutos a 13,000 rpm.

La fase acuosa (aprox. 600 ul) se transfirio a tubos nuevos, se afiadieron 600 pl de
isopropanol previamente enfriado a -20°C, los tubos se agitaron suavemente e incubaron a -
20°C durante 15 minutos o toda la noche.

Posteriormente se centrifugaron a 13,000 rpm durante 20 minutos, el sobrenadante

se tir0 y se decantaron los tubos por inversion sobre una sanita. Enseguida se agrego6 600 pl



de TE pH8 (10 mM Tris, HCI pH8 y 1 mM EDTA) y se agito la pastilla (ADN) hasta
resuspenderla. Enseguida se agregaron 1 ul de ARNasa (Invitrogen) y se incub6 durante 2
horas a 37°C. Posteriormente se agregaron 600 ul de fenol-cloroformo-isoamilico
(25:24:1), se agitd y centrifugd durante 5 minutos a 13,000 rpm. La fase acuosa se transfirio
a tubos nuevos y se agregaron 600 ul de cloroformo-isoamilico, se centrifugaron durante 5
minutos a 13,000 rpm. La fase acuosa se transfirio a tubos nuevos, se agregé 60 ul de
acetato de sodio 3M y 600 ul de isopropanol a -20°C, se agitaron suavemente los tubos y se
incubaron a -20°C durante 10 minutos, enseguida se centrifugaron durante 5 minutos a
13,000 rpm, el sobrenadante se tird y se decantaron los tubos nuevamente por inversion
sobre una sanita.

Las pastillas se secarén durante 30 minutos en la estufa a 60°C y posteriormente se

resuspendieron en 100 ul de TE pH8, finalmente las alicuotas se almacenaron a 4°C.

V.6 Cuantificacion del ADN

La concentracion de ADN en las muestras, se calculo por la medicion de la
absorbancia a 260-280 nm con un biofotometro (DyNA QUANT 200 Hoefer Pharmacia
Biotech); la pureza respecto a la relacion de absorbancia se determiné 260/280 nm
(A260/A2g0) para proteinas y 260/230 (Aze0/A230) para polifenoles.

Para la cuantificacion se diluy6 1ul de la muestra de ADN en 500 ul de agua,
transfiriéndose a una celda de 1ml para obtener la absorbancia de la solucién. Se obtuvieron

cantidades de ADN, que oscilaban entre 1000-5000 ng/pl= 1-5 pg/ pl.



V.7 Calidad y Pureza del ADN

Para asegurar que la calidad del ADN en la muestra fuera la suficiente para
utilizarlo con la técnica AFLP, se digirio con la enzima EcoRlI (Invitrogen). Utilizando el
siguiente protocolo: en un tubo Eppendorf sobre hielo se adicionaron: cantidad variable
(500 ng-2 pg) de la solucion con ADN; 2 pl de amortiguador (10X); 20 pl de agua
desionizada c.b.p.; 0.3 pl de enzima 10U. La mezcla de reaccién se coloc6 a 37°C, por un
tiempo minimo de 2 h. La reaccion se detuvo inactivando la enzima al colocarla a 95°C por
5 min o por adicion de mezcla de carga del gel.

Por otra parte el ADN, se amplific6 con un par de oligonucle6tidos (para una region
de cloroplasto intergénica) probados en encinos: trnD- trnT (5’- ACC AAT TGA ACT ACA
ATC CC- 3’,5’- CTA CCA CTG AGT TAA AAG GG- 3°) de la siguiente manera: se transfirié una
cantidad de ADN gendmico (200 ng), se agregd (1.5 mM) MgCl,, seguido del
amortiguador el cual estabilizo la reaccion, posteriormente se adicionaron los dNTPs (0.2
mM), se adicionaron los oligonucleétidos (10 pmol) y por altimo se agrego 1U de la
enzima Taq ADN polimerasa (Invitrogen), la reaccion se realizd en un termociclador
GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems), bajo las siguientes condiciones: 5 min
a 95°C seguido de 30 ciclos por las siguientes etapas: 1 min 94°C, 30 s 50°C, 1 min 72°C y
7 min 72°C.

La integridad del ADN digerido y amplificado fue analizada por electroforesis en un
gel de agarosa al 1% en el amortiguador de corrida TAE 1X (Tris acetato 40 mM, EDTA
2mM pH 8.3), 1 pl de ADN se mezcl6 con 1ul de amortiguador de carga (65% p/v
sacarosa, 10 mM Tris HCI pH7.5, 10 mM EDTA, 0.3% p/v de azul de bromofenol), se uso

un marcador molecular 1 kb plus (Gibco, BRL). El gel se corrié durante 20 min a 100 V,



una vez terminada la corrida, el gel se tifio durante 15 min. con una solucion de 0.5 pl/ml
de bromuro de etidio en agua.

Finalmente se observo en un transluminador de luz ultravioleta para visualizar las
bandas de ADN y captar la imagen, con el sistema de fotodocumentacion Eagle Eye 11

(Stratagene).

V.8 Montaje y analisis de AFLPs en Quercus

La técnica AFLP, constd de tres etapas principales: 1) EI ADN genomico es cortado
con dos endonucleasas de restriccion (EcoRI y Msel) (Invitrogen) y ligado a adaptadores
especificos (reaccion restriccion-ligacion), 2) amplificacion de los fragmentos cortados
mediante PCR (preamplificacion) y 3) analisis de los fragmentos amplificados en el
secuenciador por medio de fluorescencia (\Vos et al., 1995).

El montaje se llevo a cabo usando el kit de la compafia Applied Biosystems AFLP
2005, partiendo del protocolo propuesto por la compafiia posteriormente se estandarizo el
sistema, para el estudio de las especies de Quercus. Este montaje se realizé inicialmente
con tres especies (1 individuo de c/u): Quercus laurina, Q. ocoteifolia (serie Lanceolatae) y

Q. candicans (especie lejana).

V.8.1 Extraccion y digestion del ADN

Con el método de Lefort y Douglas (1999) modificado para las especies de este
estudio, se obtuvo ADN de buena calidad y con suficiente concentracién. La cuantificacion
promedio del ADN total oscil6 entre 2000-5000 ng/ul (1-5 ug/ ul), el cual fue suficiente

para el analisis molecular con la técnica de AFLP.



V.8.2 Alineacidn de los pares de adaptadores
Para la alineacion los pares de adaptadores Msel y EcoRl, los tubos se calentaron en
bafio maria a 95°C por 5 minutos, enseguida se dejaron enfriar a temperatura ambiente por

alrededor de 10 minutos, finalmente se centrifugaron a 4000 rpm por 10 segundos.

V.8.3 Reaccion ligacion-restriccion y dilucion

En un tubo de 1.5 ml se pusieron los siguientes reactivos: 1 ul de amortiguador de
ADN ligasa, 1 ul de NaCl 0.5M, 0.5 ul 1 mg/mL de albdmina sérica bovina (BSA diluida a
10 mg/ml si es necesario), 1ul de adaptador Msel, 1ul de adaptador EcoRI adaptador, 0.2 ul
EcoRlI (Invitrogen), 0.2 ul Msel (Invitrogen), 0.5 ul de amortiguador para Msel, 4 ul agua
dde, 0.1 ul ligasa del bacteriéfago T4 10X que incluye ATP (Invitrogen) y 0.5 ug de ADN
gendmico. La mezcla, se invirtié durante 10 segundos, se incub6 a 37°C por 2 horas.
Enseguida se agregaron 189 ul de buffer TE 0.1 y se mezcl6 por inversion para llevar la

reaccion a 200 ul. Finalmente la mezcla se almaceno a 2-6°C.

V.8.4 Amplificacion preselectiva

Después del producto de la reaccion restriccion-ligacion, se combind la siguiente
mezcla de PCR en un tubo de 0.2 ml: 4 ul de la reaccién de ligacién-restriccion diluida, 1
ul de pares de oligonucledtidos preselectivos AFLP y 15 ul de la solucién Core mix
(amortiguador, dNTPs, MgCl,, H,0, BSA, Taq polimerasa) se colocaron las muestras en un
termociclador GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems), con los siguientes

parametros:



Hold Ciclo Hold Hold
72°C | 94°C 56°C 72°C 60°C 4°C
2min. | 20s. 30s. 2min. | 30 min. | siempre

Para verificar el éxito de la amplificacion, 10 ul del producto de la reaccion se
corrieron en un gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE 1X a 4V/cm durante 3-4 horas, el gel
se tifio con bromuro de etidio y se observé un barrido en el gel en un transluminador

(Figura 6).

(3000 kb)
(2500 kb)
(1500 kb)
(750 kb) ADN digerido,
ligadoy

preamplificado

Figura 6. Amplificacion preselectiva de reacciones de AFLP. Carril 1) marcador de tamafio molecular 1kb
plus, carriles 1, 2, 3, 4, 5, 6) Producto de preamplificacién de AFLP en un rango de ~ 100-1500pb.

Posteriormente se agregd 190 ul de TE 101 buffer a los 10 ul de producto de
preamplificacién, se mezclé lentamente en una centrifuga durante 10 segundos.
Finalmente la mezcla se almacené a 2-6°C. Hasta la utilizacién en la amplificacion

selectiva (Caicedo et al., 1999; Simpson et al., 1999; Vos et al., 1995).



V.8.5 Amplificacion selectiva

Se combino en un tubo de PCR: 3 ul del producto diluido de la reaccién de
preamplificacion, 1 ul Msel (oligo- Cxx) a 5 uM, 1 ul EcoRI [Dye-oligo- Axx] a 1 uM, 15
ul AFLP Core Mix. Se corrid la reaccion de PCR en un termociclador Mastercycler Gradient

(Eppendorf, USA) con los siguientes parametros.

Hold No. de
ciclos

94°C 94°c 66°C 72°C 1
2min. 20 seg 30 seg 2min

- 94°c 65°C 72°C 1
20 seg 30 seg 2min

- 94°c 64°C 72°C 1
20 seg 30 seg 2min

- 94°c 63°C 72°C 1
20 seg 30 seg 2min

- 94°c 62°C 72°C 1
20 seg 30 seg 2min

- 94°c 61°C 72°C 1
20 seg 30 seg 2min

- 94°c 60°C 72°C 1
20 seg 30 seg 2min

- 94°c 59°C 72°C 1
20 seg 30 seg 2min

- 94°c 58°C 72°C 1
20 seg 30 seg 2min

- 94°c 57°C 72°C 1
20 seg 30 seg 2min

- 94°c 56°C 72°C 20
20 seg 30 seg 2min

60°C - - - 1

30 min
4°C - - - 1
siempre

V.8.6 Preparacion del amortiguador de carga y electroforésis en secuenciador
Los productos de las reacciones se separaron mediante electroforésis capilar en un
secuenciador de cuatro capilares AB13100, combinando: 4 ul (se modificd), del producto

de amplificacion selectiva 0.5 ul del marcador de tamafio molecular GenScan-500 ROX



(tamafo Standard) y 15 ul (se modificd) de formamida desionizada, se desnaturalizaron
durante 15 min (se modifico) a 95°C y se pasaron directamente a hielo, para su posterior
lectura.

El tiempo de corrida por reaccion fue alrededor de 30 min. Finalmente, se
obtuvieron los electroferogramas y se analizaron las bandas con el sofware GeneMapper

version 4.0 AFLP (Applied Biosystems) (figura 7).

“—Q. ocoteifolia

Q. candicans—

I |

Figura 7. Electroferograma de tres especies, oligonucledtido CAC/AAG, Q. laurina, Q. ocoteifoliay Q.
candicans, analizadas con el software GeneMapper version 4.0 AFLP.

V.9 Eleccion de oligonucleétidos para la amplificacion selectiva

Para la amplificacion selectiva, se probaron 23 pares de oligonucle6tidos, con el fin
de hacer una seleccidon detallada de los pares de oligonucleétidos que se usarian en el
analisis, de forma tal que se pudiera abarcar el mayor nimero de combinaciones posibles,

para que en la evaluacion final se escogieran tres (Tabla 5).



Msel

cra | cac | cag | cat | cta | ctc [ cte | cTT
AAC * * *
AAG * * | *
ACA * * * *
Dé ACC * *
(&)
w | Ace * *
ACT * * *
AGC * *
AGG * * *

Tabla 5. Seleccion de las 23 combinaciones de oligonucledtidos para el anélisis AFLP. Los cuadros con
asteriscos indican la secuencia de las combinaciones usadas, los cuadros con estrellas (CAC/AAG,
CAT/AAG, CTG/AAG) son los 3 pares de oligonucledtidos usados para el analisis.

Finalmente de las 23 combinaciones de oligonucle6tidos evaluados en este estudio,
se seleccionaron las combinaciones CAC/AAG-JOE (173 bandas), CTG/AAG-JOE (185
bandas), CAT/AAG-JOE (243 bandas), dicha seleccion se realiz6 con base en el nUmero

de bandas polimdrficas producidas con un total de 601.



VII. ANALISIS DE DATOS
VI1.1 Analisis filogenéticos

A partir de la lectura de los electroferogramas obtenidos con los tres pares de
oligonucleotidos seleccionados, se interpretaron las bandas y con el software GeneMapper
version 4.0 AFLP (Applied Biosystems) se construyeron tres matrices con los valores de
presencia/ausencia de caracteres (1,0); posteriormente se obtuvo una matriz general, que
sirvio de base para realizar los siguientes andlisis.

Un primer analisis de reconstruccion filogenética se llevd a cabo usando maxima-
parsimonia con el programa WINCLADA (Nixon, 1999a) en su version beta (no definitiva)
que permite hacer las matrices y editar los arboles, compatible con NONA que es el que
procesa a través de un modelo de parsimonia (Goloboff, 1997). La basqueda del &rbol méas
parsimonioso se realizé a través de la opcion ‘exhaustiva’ de una estrategia de busqueda
avanzada denominada ‘Rachet’ (Nixon, 1999b) (permite saltar islas); y la optimizacién de
caracteres mediante los procedimientos FAST (= ACCTRAN), SLOW (= DELTRAN) y
UNAMBIGUOQUS. Para la construccion de los arboles se sigui6 el criterio de “grupos
externos” (outgroup), usando como tales tres especies de encinos blancos y una especie
fuera del género Quercus (F. mexicana, este taxén fue el que se traté como raiz).

Para la matriz los caracteres fueron analizados como no aditivos (parsimonia de
Fitch) ademaés de asumirlos como no ordenados (“unordered”), con 2 estados posibles (0 y
1), y excluyendo aquellos caracteres filogenéticamente no-informativos.

Se obtuvieron los arboles de consenso mas parsimoniosos, asi como las longitudes
del arbol para cada andlisis, éstas reflejan el nUmero de pasos requeridos para su
construccion, y corresponde al nimero de cambios de estado de longitud 1 que se producen,

siendo la primera medida bésica que permite comprobar la idoneidad de un arbol.



Enseguida se generaron varios indices para evaluar la homoplasia presente en los
arboles: el indice de Consistencia (IC), que estima la cantidad de sinapomorfias y por tanto,
el grado de homoplasia; cuando el valor del IC es 1 no hay homoplasia y la robustez del
arbol desciende a medida que lo hace el IC. También se estimo el indice de Retencion (IR),
el cual reduce el sesgo debido a la autopomorfia, éste es alto cuando los cambios ocurren
predominantemente en los nodos internos y bajo cuando los cambios estan concentrados en
ramas terminales (Morrone, 2000).

Para probar el soporte de las ramas de los arboles se us6 una prueba de Bootstrap
(Felsenstein, 1985) y otra de Jackknife (Lanyon, 1985; Siddall, 1995). En el Bootstrap, un
juego de caracteres son muestreados aleatoriamente reemplazandolos del juego original;
este juego aleatorio, que tiene el mismo nimero de caracteres que el juego original, es
usado para construir el nuevo arbol. La topologia de este arbol puede o no ser igual que al
arbol inferido anteriormente. En el Jackknife, semejante al Bootstrap, consiste en eliminar
al azar caracteres o0 taxones pero sin reponerlos. A partir de esta prueba, Siddall (1995)
desarroll6 un indice de monofilia que permite determinar que tan estables son los clados
presentes en los cladogramas mas parsimoniosos. Los dos procesos se repitieron 1000
veces. Al finalizar los célculos los valores de porcentaje obtenidos de las pruebas Bootstrap
y Jackknife fueron puestos en las ramas del consenso de mayoria que presenta valores
robustos de sustento, es decir superiores al 50% aparecieron sobre las ramas del arbol y
aquellas ramas soportadas por valores de Bootstrap/Jackknife inferiores al 50% se

colapsaron.



VI11.2 Anélisis fenéticos

La matriz general de similitud entre todos los caracteres para los datos de las tres
combinaciones de oligonucleotidos (que se empleo en los anélisis de UPGMA y ACP), se
estimd calculando el coeficiente de similitud de Nei-Li (1979) también conocido como

similitud de DICE, cuya férmula es:

Sij= 2a/ (22 + b + ¢)

Donde:

Sij= similitud entre el individuo i y j

a= Ndmero de bandas compartidas por los individuos iy j
b= NUmero de bandas presentes en i pero ausente en j

c= Numero de bandas presentes en j pero ausente en i

Esta matriz se construyo a través del programa PAUP 4.0 (Swofford, 2002).
Un primer criterio de agrupamiento basado en la matriz de similitud, se realizo a través del
programa NTSYS-pc (Rohlf, 1998) subprograma SAHN para construir dendogramas
usando el método UPGMA. Las siglas de UPGMA significan método para agrupar pares de
grupos mediante una media aritmética (sin peso). Es un método usado para la construccion
de arboles de distancias con base en agrupaciones de pares de unidades taxonémicas
operativas (OTUs por sus siglas en inglés) sin peso en funcion del promedio de sus
distancias (Hedrick, 2000).

UPGMA emplea un algoritmo de acercamiento secuencial en el cual las relaciones

topoldgicas locales son identificadas en orden de similitud.



Un segundo criterio de analisis de distancias fue realizado a través de Neighbor
Joining (Saitou y Nei, 1987) (“vecino mas préximo”); nuevamente se realizo a través del
programa NTSYS-pc (Rohlf, 1998), la matriz de similitud se construyé a partir del
programa GenAlEx version 6 (Peakall y Smouse, 2006). EI método se propone para
reconstruir arboles filogenéticos de datos evolutivos por distancia. El principio de este
método es encontrar pares de unidades taxondémicas operacionales [OTUs (= vecinos)] que
reducen al minimo la longitud total de la rama en cada etapa de agrupamiento de OTUs
comenzando con un arbol en forma de estrella. Las longitudes de la rama asi como la
topologia de un arbol parsimonioso pueden ser obtenidas rapidamente usando este método.

El método Neighbor Joining asi como el método de Sattath y de Tversky (1977)
demuestran ser en general mejores que otros métodos (e.g. método de Farris) para este tipo
de anélisis.

Un Gltimo criterio fue realizado a través de analisis de coordenadas principales
(ACP). Es una técnica multivariada que permite encontrar y visualizar los patrones dentro
de una matriz de datos multivariados.

El analisis se realiz6 a través del programa GenAlEx version 6 (Peakall y Smouse,
2006), el cual grafica la relacion entre los elementos de la matriz de distancia basados en
sus primeras dos coordenadas principales, no obstante las opciones estan disponibles para
graficar otras combinaciones de coordenadas.

El analisis de coordenadas principales (ACP) es un procedimiento desarrollado por
Gower et al. (1966) con la finalidad de obtener una serie de coordenadas para un conjunto
de observaciones de tipo cualitativo. Como sefiala Everit (1978) si se utiliza para variables

cuantitativas, el método es anélogo al analisis multivariado de Componentes Principales.



ACP pretende representar distancias en una dimension reducida y su criterio basico
es el de maximizar la suma de cuadrados de las distancias (autovalores).

La solucidn propuesta por Gower (1966) para la obtencion de las coordenadas
principales es practicamente identica al denominado “escalamiento multidimensional
clasico” propuesto por Torgerson (1952, 1958), hasta el punto de que, en reconocimiento a
la aportacion independiente de ambos autores, a esta técnica se le conoce también como

escalamiento de Torgerson y Gower (de Meulman, 1986).



VIIl. RESULTADOS
VI11.1 Topologia general del analisis cladistico

Se elabor6 una matriz de 78 terminales (26 especies, tres individuos por cada una)
por 601 caracteres. El analisis permitié obtener cuatro arboles méas parsimoniosos con un
indice muy bajo de consistencia (IC) de 14 que refleja una alta cantidad de homoplasia pues
esta lejano a 1 (libre de homoplasia), un indice de retencion (IR) de 58 que muestra una
cantidad mediana de homoplasia y una longitud total del arbol de 3997 que demuestra el
numero de pasos (cambios) para llegar al arbol 6ptimo.

La Figura 8 muestra uno de estos arboles, en él se aprecian cuatro clados
principales. De manera independiente se efectud el sustento de ramas Bootstrap/Jackknife,
los valores en porcentaje para cada rama estan representados en el consenso de mayoria.

En el primer clado A se observa en la parte basal, 12 terminales (cuatro especies/
tres individuos) donde se puede observar la monofilia de F. mexicana (perteneciente a la
familia Fagaceae) con respecto a los encinos blancos Q. laeta, Q. magnoliifolia y Q. rugosa
que a su vez cada especie se anida en grupos distintos. Estas 12 terminales se incluyeron
como grupo externo y cuenta con un valor de sustento de ramas (Bootstrap y Jackknife) de
100/100.

El segundo clado B el porcentaje de sustento de ramas fue menor del 50% debido a
los pocos caracteres informativos que sustentan toda la topologia; muestra un primer
subclado, formado por Q. candicans y Q. crassifolia, éstas ubicadas como especies externas
lejanas a la serie Lanceolatae sustentadas en valores de confiabilidad de ramas de 51/53 y
consideradas en el estudio morfoldgico bajo el criterio de grupo externo (Figura 9). Un
segundo subclado lo conforman en una rama independiente Q. mexicana, y otra en la que se

observa la parafilia en las especies Q. acherdophylla, Q. crispipilis, especies ubicadas en



series diferentes (debido posiblemente a procesos de hibridacién, reticulacion, flujo génico
entre otros) y Q. gentryi (dos individuos de tres) especie sin serie, todas ellas consideradas
especies externas lejanas. Estas cuatro especies coinciden parcialmente con la topologia
morfologica propuesta por Valencia (2005) donde se ubican agrupadas en un solo clado; en
la rama terminal se anida un grupo monofilético sustentado con un valor de confiabilidad
de 96/98, conformado por dos especies, Q. depressa considerada especie relacionada
directamente con la serie Lanceolatae y Unica integrante actual de la serie Depressae y Q.
laurina, especie perteneciente a la serie Lanceolatae. Las especies agrupadas en el clado B
coincide en su topologia con la filogenia morfoldgica propuesta por Valencia (2005) con
excepcion de Q. sp2 (una especie considerada distinta a Q. laurina 'y Q. depressa aunque
presenta morfologia similar), que se agrupa en el clado D.

El clado C también se colapsé y no mostrd valores mayores del 50% para sustentar
la rama, de éste se derivaron dos subclados: el primer subclado, sustentado con un valor de
confiabilidad de ramas de 93/94, en donde se ubica en una rama indepediente la especie Q.
saltillensis, la cual pertenece a una serie diferente y se considera como especie externa
lejana en el estudio morfoldgico.

En un segundo subclado se encuentran agrupadas las especies Q. viminea,
perteneciente a la serie monotipica Vimineae y Q. elliptica; estas dos terminales
consideradas como especies lejanas externas, con un valor de confiabilidad de ramas de
90/91, a partir de este grupo se derivan una parafilia de las especies Q. aristata, Q.
sapotiifolia (especies pertenecientes a la serie Aristatae, propuesta por Muller (1942) en un
trabajo posterior al de Trealease (1924), Q. eduardii y un individuo de Q. gentryi ubicadas
en series distintas y consideradas como grupos externos lejanos con un valor de

confiabilidad de ramas de 54/53.



El clado D, colapsado en su rama principal, presenta dos subclados; el primero
representado por la especie Q. nixoniana, la cual no esta asignada a ninguna serie, con un
valor de sustento de ramas de 83/90; el subclado sostiene también a un grupo monofilético
formado por Q. ocoteifolia y Q. acatenangensis, siendo consideradas estas dos identidades
por Valencia (2005) como una sola especie (Q.ocoteifolia Liebm) ademas de pertenecer a la
serie Lanceolatae y ser congruente con la topologia morfolégica.

Un segundo subclado esta formado por una rama independiente donde se ubica Q.
crispifolia, perteneciente a una serie cercana a la serie Lanceolatae, con un valor de
confiabilidad de ramas de 100/100, y un grupo con un valor de sustento de ramas de 98/98,
conformado por Q. acutifolia perteneciente a la serie Acutifoliae y Q. sp2 que en la
topologia morfoldgica la ubican como especie cercana a Q. laurina, pero que en esta
filogenia se ubica como especie separada y la relaciona méas cercanamente con Q. affinis
perteneciente también a la serie Lanceolatae, ademas de presentarse en una de las ramas
terminales de este subclado conformando un grupo monofilético con Q. rubramenta

ubicada en la serie Benthamiae con un valor de sustento de ramas de 74/73.
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género Quercus basado en caracteres morfoldgicos, propuesto por Valencia (2005).



VI11.2 Fenéticos
VI11.2.1 Analisis de agrupamiento (UPGMA)

En este analisis cada uno de los 78 taxa empleados fue considerado como un OTU,
con la finalidad de observar como se relacionan cada uno de estos individuos,
independientemente de pertenecer a una especie distinta.

De acuerdo con la topologia y el desarrollo del dendrograma (Figura 10), se
considerd que el agrupamiento obtenido con el coeficiente de Nei y Li con el método
UPGMA, brinda la informacién mas adecuada sobre las principales asociaciones entre las
especies de estudio, como se puede apreciar en el dendograma a un nivel de disimilitud del
63% ,se pueden distinguir tres grupos principales y uniéndose al tercero tres subgrupos, lo
que permite corroborar la coincidencia con la topologia filogenética agrupando con relacién
a su polimorfismo genético.

Los resultados obtenidos en el dendrograma, realizado por medio del analisis
UPGMA, indican que la topologia del &rbol obtenida no varié totalmente con respecto a la
mostrada con el analisis filogenético. Los grupos 1y 2 pertenecen al grupo externo.

El grupo 1 estd conformado por Fagus mexicana perteneciente a la familia Fagaceae, el
cual muestra un nivel de disimilitud de 63% (6 37% de similitud).

El grupo 2 estd formado por los encinos blancos Q .rugosa, Q. laeta y Q. magoliifolia,
unido a un 34% de disimilitud (6 66% de similitud) aproximadamente.

El grupo 3 es el mas grande del cual surgen 3 subgrupos (a, b y de éste ultimo se agrupa c)
formado por las 22 especies de encinos rojos (66 individuos), unido a un 18% de

disimilitud (6 82% de similitud).



Subgrupo a) incluye 8 especies principalmente (24 individuos); Q. aristata, Q.
eduardii, Q. sapotiifolia, Q. elliptica, Q. viminea, Q. gentryi, Q. depressae y Q. laurina,
unido a un 15% de disimilitud (6 85% de similitud).

Subgrupo b) conformado por 7 especies (21 individuos): Q. crassifolia, Q.
candicans, Q. mexicana, Q. acherdophylla, Q. crispipilis, Q. saltillensis, Q. crispifolia,
unido a un 10% de disimilitud (6 90% de similitud).

Subgrupo c) incluye las ultimas 7 especies (21 individuos): Q. sp2, Q. acutifolia,
Q. affinis, Q. rubramenta, Q. nixoniana, Q. ocoteifolia y Q. acatenangensis, unido a un

13% de disimilitud (6 87% de similitud).
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Figura 10. Dendrograma de similitud utilizando el método de UPGMA con los valores de similitud de Nei-Li producto del analisis de los datos de las tres
combinaciones usadas en los AFLPs CAC/AAG, CTG/AAG, CAT/AAG, empleando todos los individuos incluidos en este estudio (26 spp/tres individuos)



VI111.2.2 Analisis de Neighbor- Joining (N-J)

En este analisis F. mexicana, Q. rugosa, Q.magnoliifoliay Q. laeta fueron las
especies utilizadas para enraizar el arbol siguiendo el criterio de “grupo externo” (outgroup)
(Figura 11). Es importante, mencionar que el arbol generado a través del analisis del
“vecino mas cercano” obtenido a partir de la matriz de similitud, revela una estructura muy
similar a la obtenida usando el método de unién media aritmética no ponderada UPGMA
disponible en el programa NTSYS-pc, diferenciandose solamente por las longitudes de las
ramas en la topologia del arbol (que representan normalmente el nimero de cambios que

han ocurrido en esa rama).
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Figura 11. Dendrograma de similitud construido mediante el método de Neighbor Joining con los valores de similitud de Nei-Li disponible en GenAlEx 6.0



VI111.2.3 Analisis de coordenadas principales (ACP)

Se realizd un grafico de dispersion de los 78 individuos, en dos dimensiones
(coordenadas), el analisis incluyo al principio al grupo externo (F. mexicana, Q. laeta, Q.
magnoliifolia y Q. rugosa) pero al final se excluyo por que al graficar no se distinguian las
22 especies de estudio agrupandolas a todas en una misma coordenada.

En el analisis fue posible encontrar un patrén entre las especies (Figura 12), que
presenta la maxima dispersion de datos, es decir se grafica el eje de mayor variabilidad de
los datos y se construye, pasando una recta de modo tal que se maximice la dispersion de
datos en un sentido y se minimice la distancia de todos los puntos (individuos) a ésta.

El grafico muestra que las unidades (individuos/ especies) forman grupos definidos
con algunas excepciones tal es el caso de Q. crispipilis, Q. gentry y Q. eduardii, donde uno
de sus individuos no est& agrupado, lo cual se puede interpretar que dentro de estas
especies, es decir entre sus individuos se presenta un gradiente de diferenciacion genética
mayor que las demés especies de estudio.

Se puede observar en todo el analisis, diferencias con la topologia del arbol
filogenético molecular y las topologias de los dendogramas de similitud (UPGMA y
Neighbor Joining) con respecto a sus grupos definidos, con excepcién de Q. sp2 que se
agrupa cercanamente con Q. laurina y Q. depressa como se observo en el analisis
filogenético con caracteres morfoldgicos, estas ultimas dos especies incluyendo a Q.
gentryi en los andlisis anteriores se agrupaban con Q. crassifolia, Q. candicans, Q.
mexicana, Q. acherdophylla, y Q. crispipilis, pero en este analisis presentan lejania entre
ellas, ademas de incluir a Q. viminea que también presenta congruencia en la topologia

morfoldgica.



Cabe sefialar que las cinco especies antes mencionadas omitiendo a Q. viminea,
presentan un patron de cercania mayor que todas las demas especies de estudio,
traslapandose algunos individuos, pero aun asi se puede observar los grupos bien definidos.

Otras especies tales como Q. elliptica, Q. aristata, Q. sapotiifolia 'y Q. eduardii,
presentan cercania entre estas, con excepcion de Q. saltillensis.

Finalmente, se observa también un patrén de cercania de las especies Q. ocoteifolia,
Q. acatenangensis (consideradas como una sola especie), Q. nixoniana, Q. crispifolia, Q.

acutifolia, Q. affinis y Q. rubramenta.
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Figura 12. Gréfico de anélisis de coordenadas principales de las 22 especies (66 individuos) de estudio sin
grupo externo.



IX. DISCUSION

Actualmente hay controversia respecto a la clasificacion del género Quercus, a
pesar de que el reconocimiento de los dos subgéneros Cyclobalanopsis y Quercus, y a
secciones Lobatae, Protobalanus, Quercus y Cerris han sido totalmente aceptados. Sin
embargo, hay dudas sobre la agrupacién de especies del mismo género denominadas series;
existen diferentes propuestas con respecto a éstas, tal es el caso de la clasificacion hecha
por Trelease (1924) (tomada en este estudio como referencia), en la cual parece que las
series son artificiales e inexactas. Aun siendo una obra muy valiosa, necesita una revision
detallada para decidir sobre la validez, la aceptacion o la sinonimia de muchos de los
nombres de sus especies y asi corregir errores que pueden verse reflejados en la historia del
grupo y en las relaciones entre especies, obtenidas tanto morfol6gica como molecularmente
(\Valencia, 2004).

Durante mucho tiempo ha sido claro que en el género Quercus existen mucho
mayores dificultades para delimitar a las especies utilizando como criterio el aislamiento
reproductivo o genético que en la mayoria de las plantas y animales (Burger, 1975; Van
Valen, 1976).

Ademas de ser un género de taxonomia complicada, muchas de sus especies son
poco conocidas (Zavala, 1990), y los problemas taxondmicos de las series son causados por
la gran variacién morfoldgica que éstas tienen (Valencia, 2005), (lo cual podria indicar
plasticidad fenotipica, hibridacién e introgresién interespecifica). Como resultado, existe
una variabilidad tan grande que se han descrito muchas mas especies de las que realmente
existen; hay demasiados nombres de especies de encinos, particularmente para las

mexicanas. Muchos nombres han aumentado la lista de sinonimias y otros permanecen en



duda y deben ser evaluados para incorporarlos a la relacion de especies aceptadas en la
literatura taxondmica del género (Muller y McVaugh, 1972).

En México, existen pocos trabajos modernos en el género Quercus a nivel de
subgénero y de seccion realizados por Nixon (1993a) y Manos et al. (1999) y otros estudios
basados en complejos y delimitacién de grupos de especies (series), como Nixon y Muller
(1992) (Glaucoidea), Valencia (1994) (Lanceolatae), Spellenberg y Bacon (1996)
(Racemiflorae) y Romero et al. (2000) (Q.acutifolia-Q.conspersa), Gonzélez et al. (2004)
(complejo Q. affinis -Q. laurina de la serie Lanceolatae), Tovar-Sanchez et al. (2004) (Q.
crassifolia y Q. crassipes) en México.

Son aun mas escasos los estudios a nivel de relaciones filogenéticas entre especies
del género Quercus, tal es el caso de Valencia (2005), donde tratar de establecer las
relaciones filogenéticas de la serie Lanceolatae, tomando en cuenta 42 caracteres
morfoldgicos (34 de estructuras vegetativas y ocho del fruto) y el trabajo de Dodd et al.
(2003) quienes estudiaron las relaciones genéticas y diversidad entre cuatro especies de
encinos rojos de California y la estructura genética de sus poblaciones con AFLPs.

A pesar de que hay pocos estudios comparativos para inferir filogenias entre datos
morfoldgicos y moleculares, los existentes han demostrado que la divergencia morfolégica
y la molecular son muy independientes. Hillis (1994) concluye que la combinacién de datos
moleculares con los morfoldgicos maximizard, tanto la utilizacion como el contenido de la
informacidn. En este estudio se uso el marcador molecular AFLPs (Vos et al., 1995) que ha
demostrado su eficiencia para la caracterizacion de germoplasma, caracterizacion de
poblaciones genéticas, mapeo de diferentes especies de interés econdmico y estudios
filogenéticos en diferentes organismos incluyendo plantas, bacterias y hongos (Lin y Kuo,

1996; Majer et al., 1996; Becker et al., 1995).



Como se observd en el anélisis de AFLPs, la existencia de variacion en los patrones
de bandas resultantes en los electroferogramas con las diferentes combinaciones usadas en
el presente estudio, permitieron seleccionar tres combinaciones de oligonucleétidos para la
evaluacion final CAC/AAG, CTG/AAG, CAT/AAG, mismas que permitieron la obtencion
601 caracteres, siendo un nimero adecuado de bandas legibles asi como una buena
proporcion de bandas polimérficas para su andlisis. El patron de bandas que se observo en
los individuos de las especies estudiadas, fue leido desde los 50, hasta los 525 pares de
bases en las tres combinaciones de oligonucledtidos usados. Los ensayos preliminares
mostraron que la técnica de los AFLPs detecta loci altamente polimorficos y reproducibles
debido al uso de oligonucle6tidos iniciadores largos permitiendo asi las condiciones para el
uso de amplificaciones astringentes (Simpson, 1997a) confiriendo un alto grado de
confiabilidad.En este estudio se propone gue aumentando el nimero de combinaciones de
oligonucleotidos selectivos a partir de tres, los valores de polimorfismos aumentaran de un
75% hasta un 90%, los &rboles de consenso que se obtuvieron sugieren que las
combinaciones adicionales de los oligonucle6tidos selectivos podria mejorar la resolucion.

Para hacer la filogenia mas completa y siguiendo la congruencia de caracter o
evidencia total (Jones et al., 1993) que indica que al tener varias matrices de datos
independientes, lo mejor es juntarlas en una sola matriz para obtener un cladograma de
éstas, los datos de los tres oligonucle6tidos, se unieron en una sola matriz para obtener una
filogenia mas resuelta que las obtenidas con cada conjunto de caracteres por separado y la
obtenida usando la congruencia taxondémica, obteniendo una matriz con un total de 601
caracteres. Un problema que surgi6 al estudiar de cerca las especies relacionadas (en ésta
caso de una misma serie) fue la existencia de polimorfismos compartidos pues si las

especies son representadas por un individuo solamente, tales polimorfismos compartidos



podrian ser omitidos. Por lo tanto, se utiliz6 tres individuos de cada especie para explicar
polimorfismos compartidos (Bensch et al., 2005). Cabia la posibilidad de que aun
incluyendo 3 individuos por cada especie, se pudiera encontrar que la mayoria de estos no
se agruparan en un mismo clado tal era el caso del trabajo de Knijff et al. (2001) en el cual
su agrupamiento no fue claro, ademas de presentar un porcentaje de variacion bajo (23%),
esto debido a las diferencias entre las especies, sugiriendo usar otros marcadores de mejor
alcance (Campbell et al., 2003), que pudieran proporcionar una resolucion mejor. Para
analizar la matriz de datos, se llevaron a cabo los analisis filogenéticos y fenéticos, con el
fin de tener una congruencia taxonémica, es decir, que haya un consenso entre los
diferentes analisis apoyados por los diferentes conjuntos de datos. Las asociaciones de
marcadores moleculares por medio de los anélisis filogenéticos y fenéticos, se consideran
muy Utiles ya que incluyen un gran namero de caracteres ademas de ser una clasificacion
jerarquica que puede ser usada para decidir las relaciones filogenéticas entre especies y los
niveles umbrales de similitud entre especies (Singh, 1999). Asimismo, indican la formacion
de clados (grupos) un poco distintas a las consideradas a partir del planteamiento clasico
basado en andlisis morfologico (Trelease, 1924).

Con respecto a la topologia filogenética, los niveles de confianza del Bootstrap y
Jackknife (1000 replicas) excluyendo las ramas principales que se colapsaron (excepto la
del grupo externo), variaron con porcentajes de 50 al 100%, los valores menores implican
ramas débiles y colapsadas. En contraste valores altos por arriba del 80, hasta el 100% (tal
es el caso de los grupos monofiléticos: Q. depressay Q. laurinay Q. sp2 y Q. acutifolia)
representan mayor afinidad entre especies, con la seguridad de que dicho clado realmente
existe en el verdadero arbol filogenético. Sin embargo, en ninguno de estos casos afecto la

formacion de los principales clados. Comparando estos resultados con la filogenia



morfoldgica, sus niveles de confianza de ramas fueron bajos y solo estuvieron presentes en
3nodos C, Jy L (59/60, 52/54 y 61/60 respectivamente). Con base en los mayores valores
de confianza de unién en la topologia de las especies (analisis filogenéticos) y el alto nivel
de similitud (analisis fenéticos), se podria considerar el hecho de que existen variaciones
morfolégicas entre estos taxa, con pocas diferencias significativas a nivel de genoma.

De esta manera se considera que si existe variacion entre las especies del género
Quercus (incluso entre los individuos de una misma especie) a partir de marcadores tipo
AFLP y caracteres morfolédgicos; ubicando a las tres especies de la serie Lanceolatae, como
un grupo parafilético, permitiendo considerar el hecho de que es necesario un arreglo
sistematico a nivel series de la seccion Lobatae, en virtud de que la clasificacion de
Trelease (1924) basada en caracteristicas morfoldgicas y anatomicas externas.

Los resultados obtenidos a partir de marcadores moleculares tipo AFLP, indican que
el arbol filogenético, los dendrogramas y el analisis de agrupamiento, mostraron algunos
grupos definidos, que coinciden parcialmente con la topologia morfolégica pero que
presentan una diferencia con el disefio de las series de la seccion Lobatae a partir de la
clasificacion de Trelease (1924). Sin embargo, como lo anota Koopman et al. (2001), al
menos parte de las bandas representan marcadores dominantes que tienen dos estados de
caracter 0/1, lo cual puede incluir homoplasias en el juego de datos y posiblemente divida a
un &rbol con topologias erroneas en el analisis cladistico. Asimismo, dichos autores
consideran que los analisis fenéticos y cladisticos, en casos de topologias idénticas, las
homoplasias son menores, lo que no afecta a las conclusiones de las relaciones entre las
especies; inclusive cuando las homoplasias son mayores por diferencias entre los analisis,

las relaciones filogenéticas no se afectan a pesar de las objeciones tedricas.



Actualmente es dificil realizar una comparacion de los resultados observados con la
técnica AFLP, tanto con los cladisticos (maxima parsimonia), como con los métodos de
agrupamiento (UPGMA), de distancia (Neighbor Joining) y de coordenadas (ACP), debido
a que esta técnica estimo parcialmente una hipotesis filogenética, representando de manera
aproximada las relaciones entre las especies. Hasta la fecha no se conocen reportes de
trabajos previos al respecto con este modelo, y mucho menos en el género Quercus, por lo
que se puede considerar Util esta primera prueba realizada. Sin embargo, existen trabajos
como el de Koopman et al. (2001) quienes concluyen que dicha técnica molecular es
adecuada para el estudio de las relaciones entre especies cercanas, siempre y cuando existan
trabajos previos, que apoyen los resultados obtenidos con AFLPs, ya sean caracteres
morfoldgicos u otro marcador molecular.

Acorde a lo reportado por Valencia (2005), la topologia del arbol filogenético de las
26 especies de estudio con caracteres moleculares, comprende el 73% de las especies en
total del estudio morfoldgico (30 especies: 25% de la seccion Lobatae), incluyendo el 100%
de las especies de la serie Lanceolatae. El arbol filogenético obtenido es una hipétesis
filogenetica parcial para el género Quercus seccion Lobatae, donde no se apoya como
grupo monofilético a Quercus affinis, Q. laurina y Q. ocoteifolia, denominado serie
Lanceolatae.

Es necesario mucho mas trabajo filogenético para resolver los limites entre las
especies y sus relaciones dentro de este grupo. Se considera que dentro de este estudio se
encuentran individuos variables y confusos al igual que en la filogenia morfolégica.
Asimismo, deberia conocerse el desarrollo del principal objetivo de una investigacion
referente a la evolucion vegetal, y que esta incluya la combinacion de aspectos

morfoldgicos y moleculares.



De manera semejante, la investigacion taxonémica del género aun tiene mucho que
aportar, pues se requiere llenar grandes huecos, pero éstos podrian cubrirse no solo con
estudios taxondmicos regionales (Gonzalez, 1993), sino también con trabajos que aborden
problemas especificos, tales como el esclarecimiento de grupos por debajo del nivel de
subgénero (series o secciones) o la redescripcion y reubicacién de especies originalmente
descritas con escasos elementos y que, por tanto, han sido mal entendidas; existen muy
pocas propuestas sobre la validez de especies y sinonimias de una manera condensada tal es
el caso de Valencia (2005).

Hasta la fecha no se conocen reportes de trabajos previos respecto al modelo
AFLPs, y mucho menos en el género Quercus, por lo que se puede considerar util esta
primera estimacion realizada, pues el trabajo ha demostrado el potencial de este marcador
para dilucidar parcialmente las relaciones filogenéticas entre las especies de la serie

Lanceolatae.



X. CONCLUSIONES

Se tratd de probar la hipotesis de reconocer a la serie Lanceolatae, seccion Lobatae
del género Quercus, como grupo monofilético por medio de caracteres moleculares
(AFLPs), basandose en los criterios filogenéticos y fenéticos de las especies que la
integran. Los resultados que se obtuvieron muestran que la serie Lanceolatae es un grupo
parafilético y que la clasificacion previa de Trelease (1924) para esta serie en particular es
artificial.

Los resultados con esta técnica y analizados mediante los programas Winclada,
NONA y un analisis de soporte de ramas (Bootstrap, Jackknife) para el analisis
filogenético, ademas de los programas GenAlEx6, N-TSY'S p, donde se realizé un analisis
de coordenadas principales (ACP), uno de agrupamiento UPGMA y uno de distancias
genéticas Neighbor Joining, obtuvieron un arbol filogenético como una hipétesis
filogenetica parcial para el género Quercus seccion Lobatae, este arbol concuerda
parcialmente con analisis previos morfoldgicos, encontrando una parcial congruencia entre
ambos datos, con base en esto, se propone usar la técnica AFLPs como una herramienta util
para resolver relaciones filogenéticas, cuando no existan otros marcadores informativos y
se tenga una hipétesis previa morfoldgica que lo sustente.

Se necesita en trabajos posteriores tratar de incluir un nUmero mayor de caracteres
morfoldgicos asi como el uso de otros marcadores moleculares, con el fin de tratar de
resolver los limites entre las especies y sus relaciones dentro de la serie Lanceolatae.
Ademas se considera que dentro de éste estudio se encuentran individuos variables y

confusos de algunas especies al igual que en la filogenia morfoldgica.



De esta forma, en este estudio se ha discutido la clasificacion a nivel de serie por
Trelease (1924) basada en caracteristicas morfoldgicas y anatomicas externas para el
género Quercus, destacando la parafilia de la serie Lanceolatae. Se sugiere, un arreglo
sistematico a nivel series de la seccion Lobatae, en virtud de que la clasificacion de
Trelease (1924) basada en caracteristicas morfoldgicas y anatomicas externas no han
podido clarificar y delimitar estos grupos.

Se propone un estudio posterior con la inclusion de todas las especies de encinos
rojos de México con la finalidad de tener un punto de partida méas exacto en la obtencion de
hipotesis filogenéticas para el género Quercus.

Finalmente algunos de los temas que se precisa atender acerca de los encinos de
México son: a) distribucién detallada (considerando habitats y factores asociados, e.g.
disturbio) al nivel genérico e infragenérico, asi como por regién ambientalmente
delimitada, b) tendencias evolutivas relacionadas con la distribucion geografica, ¢) y
esclarecimiento y resolucion de problemas taxonémicos, mediante estudios detallados de la

distribucion de especies afines.
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XIl. GLOSARIO

Algoritmo: Es una serie de pasos organizados que describe el proceso que se debe seguir,
para dar solucién a un problema especifico, un algoritmo genético es un método de
busqueda dirigida basada en probabilidad.

Autopomorfia: Es un estado apomorfico presente en un Gnico taxén.

Caracteristica de herencia: cuantitativa: variable independiente bien definida que en un
OTU puede presentar 2 0 mas estados mutuamente excluyentes; estados de caracter
generalmente continuos

Especiacion simpatrida: se da cuando se origina una especie a partir de una 0 mas
especies ancestrales en ausencia de disyuncion geogréfica.

Clado: Es una de las ramas del arbol filogenético propuesto para agrupar a las especies. Por
consiguiente, un clado se interpreta como un conjunto de especies emparentadas (con un
antepasado comun).

Dendrograma: es un término genérico para la representacién diagramatica de un arbol
filogenético.

Estado apomorfico: Es aquel que surge a partir del estado plesiomorfo, es decir que resulta
de una transformacién del caracter dentro del grupo en estudio.

Estado plesiomorfico: Es aquel que surge primero en el tiempo, ya que se halla o se infiere
que se hallaba en el antecesor del grupo en estudio.

Distancia genética: se basa en las diferentes frecuencias de alelos en los individuos 6
poblaciones; es una funcidon de las frecuencias génicas en cada individuo (métodos basados

en matrices de distancias: NJ, UPGMA, ACP)



Fenética: también conocida como taxonomia numeérica, es una técnica cuya finalidad es la
clasificacion de los organismos basandose en su similitud, generalmente en su morfologia,
0 en cualidades observables, sin tomar en cuenta su filogenia o relacion evolutiva.
Fenotipo: Es cualquier caracteristica detectable de un organismo (estructural, bioquimico,
fisioldgico o conductual) determinado por una interaccion entre su genotipo y su medio.
Andlisis filogenético: Es la disciplina encargada de estimar la reconstruccion evolutiva de
los organismos, representada en forma de arbol filogenético.

Filogenia: (del griego: phylon = tribu, raza y genetikos = relativo al nacimiento, de génesis
= nacimiento) es la historia evolutiva de los taxones, es decir, los grupos de la clasificacion
de los seres vivos

Gene concatenado: regiones unidas unas con otras.

Genotipo: Es el contenido genético (el genoma especifico) de un individuo, en forma de
ADN.

Homologia: Es la expresidon de una misma combinacion genética y que se supone tienen el
mismo origen evolutivo (ancestro comun)

Homoplasia: Es el cambio evolutivo paralelo que hace que dos organismos presenten un
mismo caracter adquirido independientemente, en términos genéticos, se llama alelos
homoplésicos a fragmentos que tienen el mismo tamafo cuando en realidad sélo tienen en
comun la longitud en pares de bases.

Monofilético: También conocido como clado o grupo natural. Es aquel que incluye todos
los descendientes de un ancestro comun, es decir, que realmente existen como resultado de
la evolucion. Pueden ser reconocidos por compartir una o mas sinapomorfias o por poseer

una combinacién particular de caracteres.



Nodos internos o componentes: Son los puntos de ramificacién del cladograma, es decir
que estan conectados con dos 0 mas nodos o taxones terminales.

Ramas internas o internodos: Son los segmentos que unen nodos internos.

Ramas terminales: Son los segmentos que unen nodos internos y taxones terminales.
Taxones terminales: Son las unidades en estudio, es decir los taxones que se hallan
situados en los extremos de las ramas terminales y estan conectados con un solo nodo
interno o con la raiz.

Parafilético: también conocido como grado. Es aquel que excluye algunos de los
descendientes del ancestro comun y estan basados en simplesiomorfias.

Poblacion panmictica: Es una poblacidn que se reproduce al azar.

Polifilético: Es aquel que incluye descendientes de ancestros distintos y se forman con base
en paralelismos o convergencias.

Politipico: De muchos tipos

Raiz o nodo basal: Es la base o punto de partida del cladograma.

Sistematica: Es el estudio de la clasificacion de las especies con arreglo a su historia
evolutiva o filogenia

Similitud: taxa que comparten una caracteristica

Simplesiomorfia: Es un estado plesiomorfico presente en dos 0 mas taxones.
Sinapomorfia: es un estado apomarfico compartido por dos 0 mas taxones.

Taxon: Es un grupo de organismos emparentados, que en una clasificacién dada han sido
agrupados, asignandole al grupo un nombre en latin, una descripcion, y un "tipo", que si el
taxdn es una especie es un espécimen o ejemplar concreto

Taxa: En latin el plural de taxon es taxa, y es como suele usarse en inglés, pero en espafiol

el plural adecuado es taxones



Taxonomia: Es el estudio de la clasificacion de los organismos, tiene por objeto agrupar a
los seres vivos que presenten semejanzas entre si y que muestren diferencias con otros
seres.

Variabilidad genética interespecifica: Se refiere a la variacion en el material genético
entre especies, sujetas a cambios evolutivos en los que subyacen cambios genéticos, los que
a su vez estan influenciadas por factores como: seleccidn natural y deriva génica que actdan
principalmente disminuyendo la variabilidad de éstas o migracion y mutacion que actdan
aumentandola.

Variabilidad genética intraespecifa: Se refiere a la variacion en el material genético
dentro de las especies.

OTU: unidad taxondmica operacional, los objetos de estudio (los taxones terminales)

pueden ser especies, géneros o cualquier otra categoria taxondmica.



XI11l. ABREVIATURAS USADAS

ACP andlisis de coordenadas principales

ADN Acido Desoxirribonucleico

AFLP Polimorfismo de los fragmentos de restriccién amplificados de ADN
ARN Acido Ribonucleico

CTAB Tris-HCI 1M, H,0 destilada, CTAB 1%, NaCl 5M, EDTA 0.5M, PVP-40, acido
ascorbico, DIECA (4cido diethyldithiocarbdmico sal de sddio, 2- mercaptoetanol)
D.O. Densidad Optica

DAF huella digital obtenida por amplificacién de secuencias al azar del ADN
EC electroforesis capilar

EDTA &cido etilendiaminotetracético

G+C guanina + citosina

h hora

IC indice de Consistencia

IR Indice de Retencion

ITS secuencias de transcripcion interna

JOE fluordéforo 6-carboxi-4",5 -dicloro-2",7" - dimetoxifluoresceina

m metro

M molaridad

m.m marcador molecular

mg miligramos

min minutos

ml/g mililitros por gramo

MLEE electroforesis de isoenzimas



mm milimetros

mM milimolar

msnm metros sobre el nivel del mar

N nitrégeno molecular

ng/ul nanogramos por microlitros

N-J vecino méas préximo

nm nanomolar

°C grados centigrados

OTU unidad taxonémica operacional

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

QTL loci de rasgos cuantitativos o cuantificables

RAPD Amplificacion aleatoria de fragmentos polimdrficos de ADN
RFLP Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion
rpm revoluciones por minuto

SDS sulfato dodecasil (detergente)

SSR microsatélites

TE Tris-EDTA

TBE Tris-Borate-EDTA

Trel. Trelease

U Unidades enzimaticas

ul microlitros

UPGMA Meétodo del grupo sin peso con una medida aritmética (analisis de agrupamiento)
urf unidades relativas de fluorescencia

V voltios



V/cm voltios por centimetro
ug microgramos
ug/ ul microgramos por microlitros

uM micromolar



XIV. APENDICE I

A continuacion se presentan las principales caracteristicas de las 4 especies
pertenecientes al grupo externo, las 22 especies restantes del estudio se reportan en el
trabajo de Valencia (2005).

1.- Quercus laeta Trel. Mem. Nat. Acad. Sci. 20: 70. pl. 86, 87. 1924.

Arbol pequefio de 5-8 (-12) m de alto. Ramillas de 1.5-2.5 mm de diametro, glabrescentes,
lenticelas palidas y conspicuas. Yemas 2-3.5 mm de largo, ovoides, obtusas. Hojas con
peciolo de 2-5 (-10) mm, pubescente; ldminas angostamente elipticas, oblongas,
lanceoladas, oblanceoladas u ovobadas, de (3-) 6-10 (-17) cm de largo, por (1-) 2-6 (-9) cm
de ancho; base abruptamente redondeada a cordada, rara vez aguda; margen engrosado y
resoluto; apice obtuso angostamente eliptico o agudo; haz endurecido, lustroso, pubescente
cerca de la hoja; envés uniformemente o poco pubescente, con tricomas palidos muy
ramificados, sésiles retorcidos y enredados o con algunos mechones de pelos glandulares
rojizos. Frutos de maduracion anual, solitario o en grupos de dos 6 tres. Cupula
hemisférica de 10-20 mm de diametro. Bellota ovoide, a veces largamente ovoide, de (0.5-)

7-12 (-20) mm de diametro.

2.- Quercus magnoliifolia Trel. Mem. Nat. Acad. Sci. 20: 65-66. pl. 72. 1924.

Arbol de 5-10 m de alto. Ramillas de 2-5 mm de diametro, estriadas longitudinalmente
pero no muy marcadas, glabrescentes. Yemas 2-4 mm de largo, ovoide-elipsoidales,
obtusas, casi glabras. Hojas con peciolo de 5-15 mm, glabrescentes; laminas amplias y un
tanto estrechamente obovadas, rara vez elipticas, de (5-) 15-25 cm de largo, por (4-) 7-12 (-
25) cm de ancho; base cuneada, aguda, redondeada o auriculada; margen engrosado y

finamente revolutos; apice callosos o cortamente mucronados; haz duro, lustroso, casi



glabro con frecuencia pubescente en la base de la nervadura central; envés palido, con
tricomas sésiles sobrepuestos. Frutos de maduracién anual, solitario o en grupos de dos 6
tres. Cupula hemisférica de 15-25 mm de diametro. Bellota ovoide, de 20-30 (-40) mm de

largo, de 10-25mm de didmetro.

3.- Quercus rugosa Trel. Mem. Nat. Acad. Sci. 20: 75-76. pl. 101, 102. 1924.

Arbol de 10-20 (-30) m de alto. Ramillas de 2-5 mm de diametro, un tanto corpulentas.
Yemas 2-5 mm de largo, ovoides, obtusas, inconspicuas. Hojas con peciolo de 5-10 mm,
pubescente; laminas muy rugosas, obovadas, eliptico-obovadas o casi suborbiculares, de
(4-) 8-15 (-20) cm de largo, por (2-) 5-8 (-13) cm de ancho; base cordada; margen
engrosado, revolutos y a veces plegados; apice obtuso y redondeado; haz duro, un tanto
lustroso, esencialmente glabro excepto la base de la nervadura principal; envés denso y
finamente pil6so, los tricomas con frecuencia enmarafiados, copiosamente glandular-
puberolento, con pelos simples vermiformes. Frutos de maduracion anual, solitario o en
grupos de dos 6 tres. Capula hemisférica (2-) de 8-15 mm de diametro, de 5-12mm de alto.

Bellota ovoide, de (8-) 15-25 (-30) mm de largo, de (5-) 8-12 (-15) mm de diametro.

4.- Fagus grandifolia Ehrl. subs. mexicana

Arbol caducifolio que crece hasta 20-35 m, con corteza gris plateada. Hojas con peciolo
corto, color verde oscuro; margen entero y serrado, de 6-12 cm (raramente 15 cm). Yemas
gue se observan en invierno son muy caracteristicas entre los arboles de Norteamérica, pues
son largas y estrechas (15-20 mm por 2-3 mm) con dos filas de escamas superpuestas en
las yemas. Fruto es una nuez aguda, contenida junto con otra dentro de una capsula

tetralobulada de espinas no muy agudas.
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