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obtusata, Q. rugosa, Q. laeta y Q. potosina en la regién centro de la Faja
Volcéanica Transmexicana.
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RESUMEN

Castillo-Mendoza E. 2014. “Hibridacion introgresiva en un sistema multiespecie de encinos
blancos en México” Tesis de Maestria. Maestria en Ciencias Bioldgicas. Universidad Nacional

Auténoma de México.

El fenémeno de hibridacion es considerado un evento frecuente en plantas ya que se sugiere que
entre el 50-70% de las angiospermas pudieron haber sido originadas por éste proceso. Las zonas
hibridas (ZH) pueden ser vistas como etapas en un proceso de divergencia de poblaciones hasta el
nivel de especie, por lo que, ofrecen un escenario ideal para observar el papel de la seleccion natural
en los procesos de especiacion y las caracteristicas qué pueden delimitar a las especies. Es frecuente
encontrar en la naturaleza individuos con morfologia atipica, los cuales, pueden ser hibridos
derivados de la hibridacién entre dos o mas especies. EI fendmeno de hibridacion ha sido
reconocido preferentemente mediante herramientas moleculares como RAPD-PCR vy
microsatélites (SSRs) han resultado ser muy exitosas. EI género Quercus (encinos, encinas, robles),
contiene 531 especies. México es considerado como el principal centro de diversificacion de
especies del género Quercus, conteniendo 161 especies, de las cuales 109 son endémicas. Los
encinos presentan una alta frecuencia de hibridacion en condiciones naturales, debido a las
incipientes barreras de flujo génico entre sus especies, generando complejos patrones de variacion
morfologica y genética intra e interespecifica. De manera general, los estudios de hibridacion a
nivel mundial se han realizado con solo dos especies parentales y el hibrido putativo y pocos
estudios, han analizado a tres 0 méas especies que presenten un fendmeno de hibridacion
multiespecifica. Quercus glabrescens, Q. obtusata, Q. rugosa, Q. laeta y Q. potosina, son cinco
especies dominantes de los bosques templados de México que cuando se encuentran en alopatria
pueden distinguirse facilmente por sus caracteres morfolégicos. Sin embargo, cuando estas
especies se encuentran en simpatria, muestran una morfologia atipica sugiriendo que, parte de esa
variacion puede ser explicada por eventos de hibridacion. Por lo que en el presente trabajo se
pretende determinar mediante evidencias moleculares si, las poblaciones de Q. glabrescens que se
establecen en simpatria con otras especies de encinos blancos en la region centro de la Faja
Volcanica Transmexicana, registran hibridacion. Se seleccionaron cinco sitios de Q. glabrescens
con especies de encinos blancos en simpatria (Q.obtusata, Q. rugosa, Q. laeta y Q. potosina).
Adicionalmente se eligieron cinco poblaciones alopatridas de cada una de las especies
involucradas. Las poblaciones simpétridas a Q. glabrescens conforman un gradiente en el nimero
de especies de encinos blancos asociados. Ademas, se colectaron hojas jovenes sin dafio aparente.
Dichas hojas fueron transportadas al laboratorio para extraccion y cuantificacion de ADN. Las
poblaciones alopatridas de Tlaxco (Tlaxcala), Molango (Hidalgo), Tecatitlan (Jalisco), Cerro del
muerto (Aguascalientes) y Coajomulco (Morelos) registrarén valores Q > 0.9, por lo que, se
consideraron como individuos puros. En general, en las cinco zonas simpatridas se detectaron
individuos hibridos. Los niveles de hibridacion entre los distintos sitios simpatridos varian entre el
21% vy el 50%. Asimismo, los niveles y direccion de la hibridacidn varia entre zonas simpatridas,
es decir, a pesar de la presencia de las diversas especies involucradas en este sistema de estudio, se
encontré que Q. glabrescens presenta cierta afinidad por unas especies. En Omitlan de Juarez se
encontraron tres individuos “trihibridos” conformados por el genoma de Q. glabrescens, Q. rugosa
y Q. obtusata. Los resultados obtenidos apoyan que el incremento en la He en Q. glabrescens puede
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estar siendo favorecido por los procesos de hibridacion en este gradiente de encinos blancos
asociados en la Faja Volcanica Transmexicana (FVT). Aunado a lo anterior, y, al menos para este
estudio se encontrd que no siempre gque se encuentran en simpatria las especies de encinos blancos
habra flujo genético interespecifico y ademas, parece ser que la hibridacién es afectada al menos
de manera indirecta por la abundancia relativa de las especies que se encuentran interactuando en
los distintos sitios. En contraparte, los resultados sugieren que Q. glabrescens presenta una mayor
afinidad con Q. rugosa que con cualquiera de las otras tres especies involucradas en el estudio.
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ABSTRACT

Castillo-Mendoza E. 2014. “Hibridacion introgresiva en un sistema multiespecie de encinos
blancos en México” Tesis de Maestria. Maestria en Ciencias Bioldgicas. Universidad Nacional

Auténoma de México.

Hybridization phenomenon has been considered as a frequent event in plants, as nearly 70% of
angiosperms may have arisen through this process. Hybrid zones can be seen as evolutionary
gradients towards the speciation process, which offer an ideal system to study the role of natural
selection on the speciation process. In natural conditions, it is common to find individuals with
atypical intermediate morphology, which may be the results of interspecific genetic flow between
two or more species. The hybridization phenomenon has been recognized with molecular evidence
(RAPD-PCR and SSRs) of hybridization has also been used to identify hybrid individuals. In
particular, the Quercus genus (oak’s) is one of the most diversified groups of temperate forest trees
of the northern hemisphere, with more than 500 species. Mexico is considered the center of
diversification of this genus, including 161 species, out of which 109 are endemic. A common
feature of the Quercus genus is the high frequency of hybridization and introgression in natural
conditions, due to their incipient reproductive barriers, which generates complex morphological
and genetic patterns. In general, hybridization studies worldwide have been done with only two
parental species and their putative hybrid, and very few have analyzed three or more species
involved in a multispecies hybridization system. Quercus glabrescens, Q. obtusata, Q. rugosa, Q.
laeta and Q. potosina, are five dominant elements of the Mexican temperate forests that when occur
in allopatry can be easily distinguished by their morphology. However when they occur in
sympatry they show atypical morphology. So in this paper is to determine if using molecular
evidence, stocks Q. glabrescens established sympatric with other species of white oaks in the center
of the Mexican Volcanic Belt region, recorded hybridization. Five sympatric sites of Q.
glabrescens were chosen with different oak associated species (Q.obtusata, Q. rugosa, Q. laeta
and Q. potosina). Also, five allopatric zones of each oak species were chosen. Sympatric
populations of Q. glabrescens conform a gradient in the number of white oak associated species.
Young leaves with no apparent damage were collected for DNA extraction. The allopatric
populations of Tlaxco (Tlaxcala), Molango (Hidalgo), Tecatitlan (Jalisco), Cerro del muerto
(Aguascalientes) and Coajomulco (Morelos) registrered Q values of >0.9, so these populations
were considered as pure individuals. In general, hybrid individuals were detected in the five
sympatric zones. Hybridization levels varied between 21% and 50%. Also, the level and direction
of the hybridization process varied between sympatric zones. In other words, in spite of the
occurrence of other white oak species involved in this gradient, we found three tri-hybrid
individuals were found, that were formed by the genome of Q. glabrescens, Q. rugosa and Q.
obtusata. Our results support the increase in He levels of Q. glabrescens, a fact that may be favored
by the hybridization processes found in our study system. In study, we found that the frequency
and direction of this phenomenon is dependent of the site in which these species grow and
distribute. Moreover, we detected that white oak species that occur in sympatry not always have
genetic flow between them and that the hybridization is also influenced by the relative abundance
of the species involved. In contrast, our results suggest that Q. glabrescens has more affinity with
Q. rugosa than any of the other species involved.
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PRESENTACION

Probablemente, uno de los paradigmas mas importantes de la biologia evolutiva es la hibridacién
existente en especies genéticamente cercanas. Asi, la hibridacion incluye diversas implicaciones
genéticas, ademas parece ser que cada evento de hibridacion estd intimamente relacionado con el

ambiente en el cual se desarrolla (Lepais et al. 2009).

Algunas de las especies vegetales donde se han registrado frecuentes eventos de hibridacion
entre otras, son las pertenecientes al género Quercus. En general, la mayoria de los casos reportados
de hibridacion han sido entre dos especies pertenecientes a la misma seccion. No obstante, la
hibridacidn entre tres 0 mas especies no se habia considerado como un evento posible y/o no habia
podido determinarse por las técnicas desarrolladas y/o porque los programas estadisticos no

permitian analizar dichos sistemas.

Debido a lo anterior, de manera general no se tiene informacion suficiente sobre las
implicaciones genéticas, ecoldgicas y evolutivas que tiene un evento de hibridacion
multiespecifica. En diversos estudios realizados con encinos principalmente en Europa (e. g., Curtu
et al. 2007, Lepais et al. 2009), se ha documentado que la hibridacion es contexto-dependiente del
sitio donde se encuentran en simpatria las especies parentales, ademas aunque se trate de las

mismas especies, los patrones de hibridacion dificilmente se repiten entre sitios.

Para disminuir los efectos del ambiente y del disturbio sobre los eventos de hibridacion
entre los sitios de muestreo, como lo sefialado en el parrafo anterior, se eligieron sitios que tuvieran

similitudes en altitud, tipo de suelo y grado de conservacion.

En este estudio, se abordd el fendmeno de hibridacion natural en un complejo
multiespecifico de encinos blancos que se encuentran distribuidos en la Faja Volcanica
Transmexicana y que de manera natural, estan en simpatria a través de un gradiente de riqueza de
especies. Asi, se evalud si Quercus glabrescens (especie endémica para México) hibrida con las
especies de encinos que crece en simpatria y se determind la influencia de la riqueza local de los

encinos blancos sobre los patrones de hibridacion.
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INTRODUCCION

La hibridacion se puede definir como la cruza entre individuos de dos 0 mas poblaciones que se
pueden distinguir entre ellas en al menos un carécter heredable (Harrison 1990). Este evento
involucra el apareamiento entre individuos que pertenecen a especie que Se encuentran
morfologica, fisioldgica, genética y ecoldgicamente diferenciadas. Las ventajas de esta definicion
son: a) la aplicacion no depende del concepto de especie, b) no se requiere de la asignacion
arbitraria de categorias taxondmicas particulares, y ¢) no es necesario conocer la aptitud relativa
de los hibridos o las normas adaptativas de las especies parentales (esto, segun la definicion de

especie enunciada por Stebbins [1959]) (Harrison 1990).

El concepto de especie ha sido definido con base en diversas caracteristicas y utilizando en
la mayoria de los casos el aislamiento reproductivo como plataforma. En la literatura existen por
lo menos 10 conceptos de especie (Torretti 2010). En ese sentido, quiza el concepto de especie que
mas ha sido aceptado es el bioldgico, el cual define a las especies como “grupos de poblaciones
naturales que pueden cruzarse y que estan aislados reproductivamente de otros grupos” (Mayr
1963). Dicho concepto es util para aplicarse en especies con reproduccion sexual y que estan
aisladas reproductivamente de otras especies, no obstante, cuando se estudian poblaciones o
especies que presentan flujo genético interespecifico este concepto no puede ser aplicado

estrictamente.

Un concepto morfologico de especie ha sido formulado por Cain (1954), quien dice que
ésta es un conjunto de individuos morfolégicamente similares separados de otros grupos por
disimilitudes morfolodgicas y que se distribuyen en intervalo bien definido. Aun cuando el concepto
morfolégico de especie no toma en consideracion relaciones de parentesco éste es de gran utilidad.
En los encinos, por ejemplo, el estudio de los caracteres morfolégicos es clave para su
identificacion en campo y éstos registran variacion atipica, la cual, en algunos casos, se ha atribuido
a fendmenos de hibridacion (Tovar-Sanchez y Oyama 2004, Cavender-Bares y Pahlich 2009,

Pefialoza-Ramirez et al. 2010).

En este sentido, uno de los conceptos de especie que mas se ha utilizado para definir a los
individuos hibridos, es el propuesto por Rieseberg y Carney (1998), el que establece que las

especies bioldgicas son grupos de organismos que se cruzan y estdn genética pero no
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reproductivamente aislados. Ademas, Wu (2001) propone que en un evento de hibridacion, el
mantenimiento de la identidad genética de las especies se debe a que no todo el genoma se
recombina y, que pequefias regiones de ADN se mantienen aisladas. Por lo que, en este estudio y
dada la naturaleza del género Quercus se utiliza el concepto propuesto por Rieseberg y Carney
(1998).

Hibridacion en plantas

En general, en condiciones naturales es casi imposible distinguir morfologicamente a los
individuos hibridos de sus especies parentales (Naisbit et al. 2003). Asi, la identificacion a través
de caracteres morfoldgicos es insuficiente dada la plasticidad fenotipica que pueden provocar que
los individuos no presenten un aspecto hibrido (Mallet 2005). En este sentido, Rieseberg et al.
(1999) encontraron que el 44% de los caracteres morfol6gicos medidos mostraron valores extremos
con respecto a sus parentales (caracteres transgresivos, revision llevada a cabo con 171 estudios:
58 con animales y 113 con plantas). Por lo que, la frecuencia con la que ocurren fenémenos de
hibridacion podria estar subestimada (Mallet 2005). Ademas, si una especie tiene diversas
presiones ambientales en sus distintas poblaciones, esto puede provocar que dicha especie presente
caracteres morfoldgicos distintos con respecto a otra especie, dando como resultado una
interpretacion errénea de hibridacion (convergencia ecolégica) (Holman et al. 2003). Por Gltimo,
si una especie presenta una cierta tendencia evolutiva (e. g., cambio en el tamafio de las estructuras
florales), el taxon que se encuentre en un paso evolutivo intermedio presentara caracteres

intermedios entre dos especies pertenecientes al mismo linaje (Judd et al. 2002).

No obstante, se calcula que las plantas hibridan en promedio de dos a tres veces mas que
los animales (Mayr 1963), lo que sugiere que las propiedades intrinsecas (e. g., perfil bioquimico
distinto al de los parentales, variacion morfoldgica inusual, distribucién intermedia con respecto a
los parentales, etc.) de las plantas, pueden favorecer el establecimiento de los individuos hibridos
(Gottlieb 1984). La hibridacion natural se encuentra distribuida de manera irregular entre los
taxones (Ellstrand et al. 1996). Asi por ejemplo, entre el 21 y el 39% de familias de plantas y entre
el 5y el 19% de géneros tienen uno o mas reportes de eventos de hibridacion (Whitney et al. 2010).
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Se ha sugerido que entre el 50-70% de las angiospermas pudieron haber sido originadas por
eventos de hibridacion (Whitham et al. 1991, Arnold 1994), y muchas parecen estar interconectadas
por limitados flujos genéticos (Stebbins 1950; 1959, Grant 1981), que, a menudo son reconocidos
por la presencia de ejemplares hibridos (Harrison 1990). Whitney et al. (2010) documentan que
existen 25 familias de plantas que presentan alta posibilidad de hibridar, entre las cuales destacan
Aspargaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Onagranaceae y Orchidaceae. Los resultados sugieren que
la hibridacion estd mas relacionada con las propiedades intrinsecas (e. g., poliploidia, rearreglos

cromosomicos) de las especies que, a las condiciones ambientales (Whitney et al. 2010).

Hibridacion introgresiva

La hibridacion no necesariamente esta relacionada con la introgresion, (definida como la constante
incorporacion de genes de una especie a otra, por el continuo flujo génico que se da entre las
especies parentales y los individuos hibridos [Harrison 1993]), ya que en muchos de los casos la
totalidad de la descendencia hibrida es infértil (Rhymer y Simberloff 1996). Sin embargo, si la
introgresion se llega a producir, ésta puede ser unidireccional (con intercambio génico de los
hibridos hacia una sola especie parental) o bidireccional (con intercambio génico de los hibridos
hacia ambos parentales) (Arnold 1997). Ademas, existe la posibilidad de generar enjambres
hibridos cuando la introgesion se da en diversos grados y existen cruzas entre los individuos
hibridos (Rhymer y Simberloff 1996).

La hibridacion introgresiva puede tener tanto repercusiones positivas como negativas para
las especies involucradas. Dentro de los impactos negativos de la hibridacion podemos mencionar
los siguientes: a) reemplazo de ambas especies parentales (Anderson y Hubricht 1948) (esto
mediante la introduccion recurrente de germoplasma de una especie a otra, provocando un efecto
de dilucion genética), b) la pérdida de especies nativas (pérdida de haplotipos unicos de ADN), c)
reduccion de la diversidad genética (por endogamia y/o relativamente bajo éxito reproductivo de
los hibridos) y d) descendencia fértil de un solo sexo (ya sea que los individuos machos o hembras
hibridos sean infértiles) (Rhymer y Simberloff 1996).

Por otra parte, entre las implicaciones positivas podemos mencionar: a) cambios evolutivos

relativamente rapidos por la formacion de combinaciones genéticas novedosas (Anderson 1948,
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Barton y Hewitt 1989, Arnold 1997), b) establecimiento en hébitats donde los parentales no pueden
establecerse (permitiendo, potencialmente la formacion de una nueva especie; Arnold 1994), c)
mejoramiento de la adecuacion (Harrison 1993), y d) transferencia de adaptaciones genéticas
(Anderson 1948).

El género Quercus

Dentro de la familia Fagaceae, el género Quercus se caracteriza por presentar la mayor amplitud
de distribucion geografica en las regiones templadas del Hemisferio Norte, asi como algunas
regiones tropicales y subtropicales del mismo (Nixon 1993b). A nivel mundial, el género Quercus
esta representado por ~531 especies (Govaerts y Frodin 1998), de las cuales 161 se encuentran en
México y 67.7% de éstas son consideradas endémicas (Valencia 2004). Por lo anterior, México es
considerado uno de los principales centros de diversificacién de encinos, en particular la Faja
Volcéanica Transmexicana FVT (Nixon 1993b). México cuenta con tres de las cinco secciones del
género Quercus: Lobatae (encinos rojos, 76 especies), Protobalanus (encinos intermedios, cuatro

especies) y Quercus (encinos blancos, 81 especies) (Valencia 2004).

Los encinares son elementos representativos de los bosques templados, los cuales ocupan
~20.5% (41 millones de ha) del territorio mexicano, del cual 5.5% corresponde a los bosques de
encino, 13.5% a los bosques de pino-encino y el 1.3% restante, a los bosques donde predominan
otras coniferas (Rzedowski 1978). En general, las especies de encinos se caracterizan por presentar
dos formas de crecimiento: arborea y arbustiva, sus especies son monoicas, autoincompatibles y
polinizadas por viento, esta dispersion de acuerdo a modelos matematicos oscila entre los 2.5 y
hasta los 30 Km (Lahtinen et al. 1996, Schueler y Schlinzen 2005). Por su parte, la mayor
proporcién de las bellotas se dispersan localmente (dispersion por gravedad). Sin embargo, su
dispersion puede ocurrir a largas distancias (dispersion por aves o mamiferos pequefios; hasta 7
km) (Grivet et al. 2008), por lo que se puede sugerir que el flujo genético via polen y semilla es

alto.

Aunque estudios recientes han mostrado la fortaleza de las barreras reproductivas presentes
en el género Quercus (Abadie et al. 2012, Lagache et al. 2013), de manera general, las especies

que conforman este género han sido definidas como especies que presentan incipientes barreras
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reproductivas, lo que promueve una alta frecuencia de hibridacion natural entre especies de una
misma seccion (Jensen y Eshabaugh 1976, Whittemore y Schaal 1991, Dumolin-Lapegue et al.
1997, Manos et al. 1999, Rosabelle 1999, Bruschi et al. 2000). Tradicionalmente, los estudios de
hibridacion se han realizado entre pares de especie parentales (e. g., Gonzélez-Rodriguez et al.
2004, Tovar-Sanchez y Oyama 2004, Nufiez-Castillo et al. 2010). No obstante, los avances en el
desarrollo de técnicas moleculares han permitido abordar los estudios en sistemas multiespecie
(Dodd y Afzal-Rafii 2004, Mallet 2005, Craft y Ashley 2006, Curtu et al. 2007, Pefialoza-Ramirez
et al. 2010), evidenciando que la hibridacion entre especies de encinos genera complejos patrones
de flujo genético que pueden ser considerados como enjambres hibridos. En general, se ha
documentado que el fendmeno de hibridacion es méas recurrente entre especies de la seccion
Quercus (Petit et al. 2002).

A esta seccion pertenece Q. glabrescens Benth. (Quercus, Nixon 1993a) que es una especie
considerada endémica para México y se encuentra bien representada en los bosques templados
asociados a la FVT vy la region norte de la Sierra de Oaxaca, ademas de distribuirse a través de un
amplio gradiente altitudinal (Zavala-Chavez 1995, Zavala 2003). Lo anterior ha favorecido que Q.
glabrescens se encuentre asociada a diversos tipos de vegetacion (bosque mesdéfilo de montafia,
bosque de Pinus-Quercus y bosque de Abies-Quercus) y, de manera natural se encuentre en
simpatria con diferentes especies de encinos blancos (Q. laeta, Q. obtusata, Q. rugosa, Q. greggii
y Q. frutex), lo que incrementa la posibilidad de que se lleve a cabo el fendmeno de hibridacién
(dicho fendmeno ya ha sido reportado entre Q. glabrescens y Q. rugosa, por Nufiez-Castillo et al.
2010). De manera particular, en un estudio realizado por Sanchez-Ortiz (2012), se caracteriz0 la
estructura y diversidad genética de Q. glabrescens en sitios que se encuentran en simpatria a traves
de un gradiente de encinos blancos en la FVT, donde se documenta que existe una asociacion
positiva y significativa entre el nimero de especies de encinos blancos creciendo en simpatria con
Q. glabrescens y su diversidad genética. Derivado de lo anterior, se propone que el incremento en
la diversidad geneética de esta especie podria ser explicado por un fendmeno de hibridacion

multiespecie.
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Zonas hibridas

Las zonas hibridas son &reas de contacto donde dos o méas poblaciones genéticamente distintas se
encuentran, se cruzan Yy tienen hibridos fértiles o al menos parcialmente viables (Arnold 1997). Su
extension depende del equilibrio entre la dispersion que lleva a la formacion de genotipos
recombinantes y la seleccion que se hace de ellos tomando como base su adecuacion relativa (Dodd
y Afzal-Rafii 2004). Por lo general, las zonas hibridas se forman en sitios donde se han presentado
disturbios ya sea naturales (actividad volcanica, terremotos y huracanes, entre otros) o antropicos
(cambio de uso de suelo, deforestacion, agricultura y ganaderia) (Arnold et al. 1990). En la
naturaleza es frecuente encontrar que el aislamiento geografico o de habitat es una barrera que
comunmente impide que se lleve a cabo la hibridacion entre especies que estan estrechamente

relacionadas genéticamente (Arnold 1997).

Las actividades humanas alteran el ambiente y generan nuevos habitats, que pueden
favorecer la hibridacion natural (esto, por la generacion de espacios donde las especies pueden
converger e intercambiar material genético y/o eliminacion de las especies que originalmente se
encontraban ahi), y el establecimiento de hibridos (Riley 1938, Fontdevila y Moya 2003). Asi, la
presencia de individuos hibridos en sitios donde ninguna de las especies parentales se encuentra
(Rieseberg 1991) sugiere que ciertos genotipos hibridos tienen una alta capacidad de establecerse
en habitats nuevos (Rieseberg 1997).

En la literatura existen diversos modelos para el estudio y entendimiento de las zonas
hibridas. Tomando como base la descripcion de Harrison y Bogdanowicz (1997), se han

desarrollado dos modelos de zonas hibridas que se describen a continuacion:

A) Zonas hibridas bimodales o de mosaico: este tipo de zonas se caracteriza por no presentar
incompatibilidades de cruza (especificidad del sistema de reconocimiento genético), al menos de
manera experimental (McMillan et al. 1997), presentan barreras precigéticas bastante fuertes y bien
definidas aungue con respecto a las barreras poscigéticas no se observa un patrén claro y el
aislamiento reproductivo no esta muy desarrollado (Jiggins y Mallet 2000). Dentro de las zonas
hibridas de mosaico, los taxa que son morfolégicamente indistinguibles y solo pueden separarse

genéticamente (Howard y Waring 1991).
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Se considera que dentro de éstas, la distribucion irregular (en parches) que presentan las
especies pueden facilitar el reforzamiento de las barreras reproductivas de las mismas, como
resultado de las diferencias entre los sitios de distribucion (Cain et al. 1999), logrando con ello que
las especies se mantengan bien diferenciadas en los sitios alopatridos a pesar del intercambio

genético existente en los sitios simpatricos.

B) Zonas hibridas unimodales o clinales: en contraparte, este tipo de zonas hibridas,
presenta un intervalo continuo de individuos intermedios estables y que ademas tienen una
diferenciacion clinal con las especies parentales. Este tipo de modelo es presentado como la
explicacion a un escenario en donde las especies pudieron haber evolucionado en parapatria
(Jiggins y Mallet 2000).

Dentro de los limites de distribucidn de las especies, los sitios que ahi se encuentran pueden
conferir ventajas para los individuos hibridos que presentan caracteres intermedios 0 que sean
capaces de romper los sistemas de reconocimiento genético que presentan las especies parentales,
esto como resultado de las condiciones ecoldgicas presentes en los limites de distribucion de las

especies parentales (Williams et al. 2001).

Barreras reproductivas

Generalmente, el aislamiento reproductivo es la barrera méas dificil de sortear por los diversos
mecanismos que este presenta y generalmente se dividen en dos, aquéllos que ocurren antes de la
fertilizacion (precig6ticos) y los que se presentan después de la misma (poscigdticos) (Fontdevila
y Moya 2003). Dentro de las barreras precigéticas estan: la separacion de hébitats, las barreras
temporales y etoldgicas, asi como la competencia gamética y la incompatibilidad genética
(Rieseberg y Carney 1998). Por otro lado, dentro de las barreras postcigoticas se pueden incluir: la

inviabilidad del hibrido, las interacciones genéticas y la esterilidad del hibrido (Rieseberg 1997).

En las zonas hibridas unimodal y bimodal (McMillan et al. 1997, Cain et al. 1999, Jiggins
y Mallet 2000), se han encontrado patrones muy heterogéneos de hibridacion (Williams et al. 2001,
Lepais et al. 2009), que han sido explicados desde diferentes perspectivas, entre las cuales se

encuentran: a) disimilitudes en la abundancia relativa de las especies que estan en un sitio
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determinado (Lepais et al. 2009), y, b) condiciones ecoldgicas locales (variacion microclimatica,
topografia, tipo de suelo, entre otros) que repercuten en la tasa de produccion de hibridos (Aldridge
y Campbell 2009). Dichas diferencias en la generacion de individuos hibridos en las zonas hibridas
pueden ser provocadas por una seleccion del medio a favor de las especies parentales y en contra
de los individuos hibridos (Dodd y Afzal-Rafii 2004, Pefialoza-Ramirez et al. 2010).

Otra posibilidad para explicar las variaciones en los patrones de hibridacion que presentan
los encinos es el grado de aislamiento reproductivo. Existen algunos estudios en donde se han
encontrado sitios en donde existe un mayor grado de aislamiento reproductivo, especialmente de
las barreras precigoticas en sitios de contacto donde las especies llevan mucho tiempo coexistiendo
(Servedio y Noor 2003, Ortiz-Barrientos et al. 2009). En este sentido, se ha sugerido que en
condiciones naturales, la seleccion en contra de los genotipos hibridos puede estar provocando que
exista un refuerzo de las barreras reproductivas precigoticas (Dobzhansky 1937, Butlin 1987). Lo
anterior tendria como consecuencia una menor produccion de individuos hibridos, sobre todo en
aquellas zonas simpaétridas en donde la coexistencia de las especies tenga mucho tiempo de existir
comparada con otras zonas en donde el contacto sea relativamente reciente. En el caso de especies
simpatridas con contacto reciente, las barreras reproductivas precig6ticas y poscigoticas podrian
aun no encontrarse bien desarrolladas, dando como resultado altas tasas de hibridacion (Lepais et
al. 2009).

El desarrollo de las barreras precigéticas por seleccion natural como resultado de la
hibridacién y generacion de individuos con baja adecuacion (e. g., reforzamiento) ha sido propuesto
para representar la etapa final de un proceso de especiacion cuando dos especies previamente
aisladas presentan contacto secundario (Dobzhansky 1940, Lewontin 1974). No obstante, para el
caso de las plantas con flores no existen estudios suficientes (Silvertown et al. 2005, Kay y

Schemske 2008) y estos pocos estudios no han considerado la historia de la zona de contacto.

Factores que influyen en la hibridacion

La hibridacion produce individuos con genotipos que no han sido sometidos a la seleccion natural,
por lo que esto puede provocar que dichos individuos sean menos exitosos que sus especies

parentales (Burke y Arnold 2001). En este sentido, la reduccién de la capacidad para adaptarse a
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un ambiente especifico por parte de la descendencia hibrida esta totalmente relacionada con las
aberraciones cromosomicas (translocaciones, deleciones), y provocando que dichos individuos
presenten una menor adecuacion en comparacion con sus especies parentales (Dobzhansky 1936,
Muller y Pontecorvo 1940, Mayr 1963, Edmands y Burton 1999).

El rompimiento de las barreras genéticas puede reducir el rendimiento de los genotipos
hibridos por el establecimiento de los individuos hibridos en sitios donde no estan bien adaptados
y ademas, debido a las interacciones desfavorables que se dan entre las especies parentales y los
hibridos (Muller y Pontecorvo 1940), lo que se traduce en la produccion de descendencia con bajos
niveles de viabilidad o fertilidad (Burke y Arnold 2001). Ademas, cuando un individuo producto
de hibridacion surge en una poblacion, éste tiene problemas de fertilidad y probablemente no puede
perpetuarse porque no encuentra facilmente otra planta compatible (e. g., alguna de sus especies
parentales) para reproducirse y desaparece sin dejar descendencia (Mayr 1992, Fontdevila y Moya
2003). Lo anterior sugiere gue, la seleccion actta en contra de ciertos genotipos hibridos lo que

conduce a una baja tasa de introgresion (Burke y Arnold 2001).

Asimismo, se ha sugerido que para que se dé el establecimiento de individuos hibridos,
éstos deben tener una produccion de genotipos recombinantes (producto del rompimiento de las
barreras genéticas) que superen a sus parentales en al menos algun habitat (Anderson 1948, Moore
1977, Arnold 1997).

Factores que favorecen la hibridacién

A) Factores intrinsecos. Existen diversos factores que pueden favorecer el establecimiento y la
reproduccion de los hibridos, entre los que se encuentran: las caracteristicas de la historia de vida,
si las especies son perennes o caducifolias, el sistema de reproduccion sexual, los mecanismos de
reproduccion asexual y, la disponibilidad de ambientes que pueden ser utilizados por los individuos
hibridos (Templeton 1981, Rieseberg 1997). Aunado a lo anterior; la presencia de rearreglos
cromosomicos (inversion, traslocacion) en las poblaciones que se forman producto de la
hibridacion, puede provocar rompimientos cromosomales posteriores con los individuos parentales
(Rieseberg et al. 1995).
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Los cambios genéticos que se dan dentro de las distintas poblaciones que pertenecen a la
misma especie frecuentemente son asimétricos, lo que provoca una “invasioén” de otras poblaciones
de la misma especie a bajas altitudes y/o latitudes (Pounds et al. 1999, Sangarin et al. 1999, Dodd
y Afzal-Raffi 2004, Aitken et al. 2008). En este sentido, Zanetto y Kremer (1995) mencionan que
la diversidad genética en los limites de distribucion de Q. petraea, (de Irlanda a Turquia y de los
Pirineos a Noruega) dentro de las reas de refugio glacial es la misma. Lo que en ultima instancia,
podria inducir que las especies que estan hibridando tengan una fuente de variacion genética que
permita a las nuevas poblaciones hibridas adaptarse a las modificaciones en el ambiente (Dodd y
Afzal-Rafii 2004, Kremer 2010, Moran et al. 2012).

La hibridacion puede contribuir a la adaptacion o especiacién en una o dos formas (Burke
y Arnold 2001). Primero, via introgresion, transfiriendo las adaptaciones de un grupo a otro y
provocando con esto que los individuos hibridos expandan el intervalo de distribucion geogréafica
(Howard 1993, Rhymer y Simberloff 1996). Segundo, la hibridacién puede conducir a la
generacion de nuevos linajes (Arnold 1997, Rieseberg 1997) debido a la capacidad de los
individuos hibridos de combinar los alelos de ambos padres (Anderson 1848, Stebbins 1950, Grant
1958) y también a la produccion de interacciones genéticas favorables (epistasis) (Burke y Arnold
2001).

B) Factores extrinsecos. Kerner (1895) sugiere que la disponibilidad del habitat juega un papel
critico en el establecimiento de individuos hibridos. Asimismo, Anderson (1948) propone que
diversos disturbios pueden facilitar el rompimiento de las barreras precigoticas entre las especies
parentales, facilitando con esto la creacion y establecimiento de individuos hibridos. Esto, mediante
la seleccidn y acumulacidn de ciertos genotipos hibridos que se encuentran en habitats favorables
(Rieseberg 1997).

En algunos casos, la seleccion exdgena puede jugar un papel central en el establecimiento
de los hibridos (Burke y Arnold 2001). Asimismo, de manera general, el establecimiento de los
individuos hibridos se da en los bordes de distribucion de las especies parentales, favoreciendo asi
la supervivencia y el desarrollo de los mismos (Anderson 1948), en areas donde las especies

parentales no se pueden establecer.
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De este modo, Fitter y Fitter (2002), encontraron que diversas especies de plantas (estudio
realizado con 557 especies) tienden a florecer méas temprano desde hace 25 afios
independientemente de la edad de los arboles. En este mismo estudio se sugiere que el cambio en
los picos de floracion de las especies es un factor que puede incrementar las posibilidades de

hibridacién.

Por Gltimo, la distribucién espacial es otro factor que promueve un incremento en la tasa de
hibridacion. En general, se ha establecido un decremento en la densidad de las especies conforme
estas se alejan del centro de distribucion. Dichos cambios pueden afectar: a) la migracion, b) su
capacidad de adaptacion y c) los patrones de flujo genético (Aitken et al. 2008, Moran et al. 2012).
Ademas, la capacidad de dispersion dentro y entre las especies puede verse afectada en intervalos
muy amplios (Walther et al. 2002).
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JUSTIFICACION

A pesar de la alta diversidad de encinos en México, de su alto grado de endemismo de la
dominancia de las especies del género Quercus en los bosques templados, del recurrente fendmeno
de hibridacion que se ha reportado dentro del género, de la alta variacion morfoldgica atipica de Q.
glabrescens en sitio simpatricos, existen muy pocos trabajos en donde se analicen complejos
multiespecie, de que hay evidencias de hibridacion entre Q. glabrescens y Q. rugosa. Por otro lado,
no se han realizado estudios que evallen los patrones de hibridacion de Q. glabrescens a través de
un gradiente de riqueza de encinos blancos creciendo en simpatria. Por lo que, en este estudio se

planteo el siguiente objetivo general:

OBJETIVOS

Determinar mediante evidencias moleculares (microsatélites) si, las poblaciones de Q. glabrescens
que se establecen en simpatria con otras especies de encinos blancos en la region centro de la Faja

Volcéanica Transmexicana, registran hibridacion.

Los objetivos especificos son los siguientes:
Determinar los niveles de hibridacion que se presentan en las zonas simpatridas de Q.
glabrescens vy, las especies de encinos blancos asociadas.

Caracterizar los niveles de hibridacién introgresiva entre Q. glabrescens y sus especies de

encinos blancos asociadas.

Determinar el grado de diversidad genética (He) presente en los sitios simpatricos de Q.

glabrescens y especies de encinos blancos asociados en un gradiente de riqueza de especies.

Describir los patrones de hibridacion que se establecen en este gradiente de encinos blancos

presentes en la Faja VVolcanica Transmexicana.
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HIPOTESIS
Asimismo, se formulan las siguientes hipétesis:

1. Si el fendbmeno de hibridacion es frecuente entre especies de encinos blancos (Quercus), se
espera que los individuos de Q. glabrescens que se establecen en zonas simpatridas con otras

especies de encinos blancos registren hibridacion.

2. Si Q. glabrescens es una especie con endebles barreras reproductivas, se espera que conforme
se incremente el nimero de especies de encinos blancos asociados a ella aumenten sus niveles de

genoma heteroespecifico via hibridacion e introgresion.

MATERIALES Y METODOS
Especies de estudio

Este estudio aborda al analisis de la posible hibridacion de Quercus rugosa, Q. obtusata, Q. laeta
y Q. potosina con Q. glabrescens, cuyos rasgos se describen a continuacién, basados en las
descripciones de Romero-Rangel et al. (2002), Valencia (2004) y Rzedowski et al. (2005), Arizaga
et al. (2009) y Barcenas-Pazos (2011).

Quercus glabrescens Benth. Es un arbol de 6 a 20 m de altura. Sus hojas tienen forma
oblanceolada o eliptico-oblanceolada y un margen fuertemente revoluto, generalmente con dos a
cuatro dientes de cada lado hacia la mitad apical de la hoja. Su haz es brillante y glabro, asi como
el envés pero éste no es brillante y glabro en la nervadura. Sus amentos masculinos tienen 2 cm de
largo, en tanto que los femeninos contienen hasta tres flores de 1-1.8 cm de largo. Su fruto es
solitario de 15 mm de largo. Se distribuye entre 2450 y 3300 msnm en el Valle de México, desde
Real del Monte hasta Amecameca, en el Distrito Federal y en los estados de Hidalgo, Michoacan,
Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Tlaxcala y Veracruz. Q. radlkoferiana Trel. es un sinénimo

reconocido.

Quercus obtusata Humb. & Bonpl. Es un arbol de 3 a 20 m de altura. Sus hojas tienen forma

obovada, largamente obovada o eliptica y un margen engrosado y ligeramente revoluto,
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regularmente presenta de tres a ocho dientes u ondulaciones de cada lado. Su haz es lustroso y
tomentoso cerca de la base, por su parte el envés es pubescente y con pelos glandulares. Presenta
amentos masculinos de 3 cm de largo, con muchas flores distribuidas a lo largo del raquis, los
amentos femeninos de tres a seis 0 mas flores distribuidas en la mitad distal de un pedunculo de 2-
3.5 cm de largo. Tiene frutos de uno a tres, de 17 a 20 mm de largo c/u. Se distribuye entre 620 y
2580 msnm en el valle de México, desde Tepotzotldn a Tlalpan y de Otumba y Texcoco, en el
Distrito Federal y en los estados de; Durango, Guerrero, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan,
Morelos, Nayarit, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Veracruz y Zacatecas.
Ademaés se ha descrito con las siguientes sinonimias: Q. innuncupata Trel., Q. hartwegii Benth.,
Q. laxa Liebm., Q. centralis Trel.

Quercus rugosa Née. Es un arbol de 3 a 25 m de altura. Tiene Hojas con forma cdncava por el
envés, obovadas o eliptico-obovadas, y un margen engrosado, generalmente con tres y hasta 17
dientes u ondulaciones hacia la mitad distal de la hoja. Su haz es lustroso y glabro, el envés es
tomentoso con pelos ramificados y pelos glandulares abundantes. Sus amentos masculinos tienen
de 17 a 31 flores de 15-20 mm de largo, pubescentes, mientras que las flores femeninas se presentan
de 2 a 20 en peddnculos pubescentes. El fruto puede ser solitario o en grupos de 2 a 3, de 10 a 25
mm de largo c/u. Se distribuye de los 1800 a 2900 msnm, en el valle de México, desde Teoloyucan
a Tlalpan y en Real del Monte y de Pachuca a Amecameca, y en los estados de; Aguascalientes,
Chihuahua, Chiapas, Coahuila, Colima, Distrito Federal, Durango, Guerrero, Guanajuato, Hidalgo,
Jalisco, Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora,
Veracruz y Zacatecas. Asi como el sur de los EUA. Ademas se ha descrito con las siguientes

sinonimias: Q. reticulata Humb. & Bonpl., Q. conglomerata Trel.

Quercus laeta Liebm. Es un arbol de 2 a 12 m de altura. Presenta Hojas con forma oblongo-
lanceolada, oblanceolado u obovado y un margen algo engrosado y ligeramente revoluto,
generalmente de dos a 11 dientes en cada lado. Su haz es lustroso y pubescente cerca de la base,
asimismo el envés también es pubescente. Las flores masculinas presentes en amentos de 4 a 6 cm
de longitud, mientras que las femeninas de 1 a 3 en el &pice de un pedinculo pubescente de 1 a 4
cm de longitud. El fruto puede ser solitario o agrupado por pares, de 12 a 18 mm de largo c/u. Se
distribuye de los 1900 a 2700 msnm en el valle de México, desde Tepotzotlan a Tlalpan y de
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Texcoco a Chalco, y en los estados de; Aguascalientes, Coahuila, Distrito Federal, Durango,
Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Nayarit, Nuevo Leon, Puebla, San Luis Potosi, Sinaloa, Oaxaca y
Zacatecas. Ademas se ha descrito con las siguientes sinonimias: Q. pallescens Trel., Q. obscura

Trel., Q. transmontana Trel., Q. centralis Trel., Q. obtusata Humb. & Bonpl.

Quercus potosina Trel. Es un &rbol de 3 a 7 m de altura. Tiene hojas con forma obovada,
suborbicular, oblonga u oblanceolado y un margen engrosado y algo revoluto, entero o con cuatro
a 13 dientes mucronados de cada lado. Su haz presenta algunos pelos estrellados, y el envés con la
epidermis pélida, casi lisa. Las flores masculinas presentes en amentos de 3 a 5 cm de longitud,
mientras que las femeninas de dos a 10 arregladas en racimos sobre un pedunculo de 1 a 3 cm de
longitud. El fruto puede ser solitario o agrupado por pares, de 15 a 18 mm de largo c/u. Se distribuye
de los 2000 a 2450 msnm en el valle de México, se encuentra en Epazoyucan, y en los estados de;
Aguascalientes, Chihuahua, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, San Luis Potosi y Zacatecas.
Se ha descrito con las siguientes sinonimias: Q. potosina f. aptera Trel., Q. potosina f. exilis Trel.

Con base en los datos obtenidos en la revision bibliografica se realizaron tres cuadros en
donde se muestran: los periodos florales de las cinco especies involucradas en este estudio, la
distribucidn altitudinal maxima y minima de las mismas y por tltimo, la distribucion geografica de

las especies.

Al comparar la fenologia floral (cuadro 1), se encuentra que cuatro de las cinco especies
involucradas en este estudio coinciden entre Abril y Mayo, la duracién es de 3 meses excepto en
Q. glabrescens (en la cual la floracién solo dura dos meses) y que entre Marzo y Junio al menos
dos especies del conjunto florecen simultaneamente. Unicamente Q. laeta alarga su floracion hasta

Julio.

Por otra parte, con respecto a la distribucion estatal y altitudinal (cuadro 2), se encontro que tres de
las cinco especies se distribuyen en al menos 15 o0 més estados (46.8% del territorio nacional) y las
otras dos especies se distribuyen en nueve estados. Aunado a lo anterior, la distribucién altitudinal
estd en promedio por encima de los 1800 m y por debajo de los 3300 m (# 1500 m) con excepcion

de Q. obtusata en la distribucion altitudinal minima.
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Por dltimo, todos los sitios de colecta se encuentran ubicados dentro de la Faja Volcanica
Transmexicana (figura 1) dentro de cinco estados (Aguascalientes [un sitio], Hidalgo [cuatro

sitios], Jalisco [un sitio], Morelos [dos sitios] y Tlaxcala [un sitio])

Cuadro 1. Fenologia floral de cinco especies de encinos blancos (Q. glabrescens, Q. obtusata, Q. rugosa,
Q. laeta, y Q. potosina) en la region centro de la Faja Volcanica Transmexicana (Romero-Rangel et al.
2002, Rzedowski et al. 2005, Bonfil 2006, Romero et al. 2007, Sabas-Rosales 2011).

Especie/mes Ene Feb Mar Abr Mayo Jun Jul

Q. glabrenses X X

Q. obtusata X X X

Q. rugosa X X X

Q. laeta X X X
Q. potosina X X X

Cuadro 2. Distribucion por estados y altitudinal (minima y maxima) de cinco especies de encinos blancos
en México (Romero-Rangel et al. 2002, Valencia 2004, Rzedowski et al. 2005, Bonfil 2006, Romero et al.
2007, Sabas-Rosales 2011).

Rango altitudinal

Especie Presencia por estados (m)
Q. glabrenses 9 2450 — 3300
Q. obtusata 17 620 — 2580
Q. rugosa 22 1800 — 2900
Q. laeta 15 1900 — 2700
Q. potosina 9 2000 — 2450

33



A~
4
/
el R
V2 B

Figura 1. Sitios de colecta alopatridos: 1= Tlaxco, Tlaxcala; 2= Molango, Hidalgo; 3= Tecatitlan, Jalisco;
4= Cerro del Muerto, Aguascalientes; 5= Coajomulco, Morelos. Sitios simpatricos: A= Mineral El Chico,
Hidalgo: B= Cardonal, Hidalgo; C= Huitzilac, Morelos; D= Omitlan de Juarez, Hidalgo.

Sitios de estudio

Se seleccionaron cuatro sitios simpatricos: Mineral del Chico (Q. glabrescens, Q. obtusata),
Cardonal (Q. glabrescens, Q. obtusata, Q. rugosa), Huitzilac (Q. glabrescens, Q. obtusata, Q.
rugosa, Q. laeta) y Omitlan de Juarez (Q. glabrescens, Q. obtusata, Q. rugosa, Q. laeta, Q.
potosina), entre Q. glabrescens y especies asociadas de encinos blancos a través de un gradiente
de riqueza. Ademas, cinco zonas alopatridas: Tlaxco (Q. glabrescens), Molango (Q. obtusata),
Tecatitlan (Q. rugosa), Cerro del Muerto (Q. laeta) y Coajomulco (Q. potosina) (Figura 1, Cuadro
3).



Cuadro 3. Nombre de la localidad, estado, especies de encinos por localidad, coordenadas geogréaficas, tamafio de muestra y altitud de sitios de
colecta de Q. glabrescens (cuatro poblaciones simpatridas) y sitios alopatridos de Q. glabrescens, Q. obtusata, Q. rugosa, Q. laeta y Q. potosina en
la region centro de la Faja VVolcanica Transmexicana.

Latitud, longitud Tamafio de Altitud
Localidad Estado Especie (N-O) muestra (m)
Alopétridas
Tlaxco Tlaxcala Q. glabrescens 19°41°46”° - 98°04°54”° 20 2588
Molango Hidalgo 20°47°26” - 98°43°31” 20 1655
Tecatitlan Jalisco 19°24739” - 103°11°23” 20 1657
Cerro del Muerto Aguascalientes Q. laeta 21°52°23” - 102°22°50” 20 1914
Coajomulco Morelos Q. potosina 19°02°08” - 99°11°58” 20 2667
Simpétridas
Mineral EI Chico Hidalgo Q. glabrescens, 20° 127527 -98°43” 14” 30 2580
Cardonal Hidalgo Q. glabrescens, , 20° 11’40 -98° 44’ 32 30 2898
Huitzilac Morelos Q. glabrescens, , , Q. laeta 19°00° 39> -99° 15> 14’ 30 2318
Omitlan de Juéarez Hidalgo Q. glabrescens, , , Q. laeta, Q. potosina 20° 09’ 44> - 98°39’ 15 30 2522
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Antes de realizar todas las colectas botanicas se llevd a cabo una revisién de herbario y de
literatura para conocer e identificar aquellos caracteres morfoldgico-foliares distintivos de cada
especie y asi poderlas identificar de manera certera en el campo, esto en los sitios alopatridos.
Asimismo, en todos los sitios simpatricos se colectaron hojas de individuos que morfolégicamente
eran identificados como Q. glabrescens. Los ejemplares de herbario fueron determinados por la
especialista del grupo, Dra. Susana Valencia Avalos (Herbario de la Facultad de Ciencias
Biologicas, UNAM). Tanto las poblaciones alopatridas como las poblaciones simpatridas se
encuentran ubicadas en la FVT, las zonas simpatridas se encuentran a una altitud promedio de 2579

my las zonas alopatridas de 2096 m.

Datos moleculares

Se colectaron hojas joévenes (10 hojas) sin dafio aparente de 220 individuos, 120 provenientes de
cuatro zonas de simpatria (30 plantas por sitio) y 100 de cinco zonas de alopatria (20 plantas por
especie). El tejido de las hojas se congel6 con nitrégeno liquido y fue transportado al laboratorio
de Marcadores Moleculares del Centro de Investigacion en Biodiversidad y Conservacion
(CIByC), UAEM, para la posterior extraccion de ADN. EI ADN total fue extraido por medio de
un DNAeasy Plant Mini Kit (Qiagen Valencia; California, EE.UU.). La concentracion de ADN de
cada muestra se obtuvo mediante un analisis fluorométrico (Eppendorf, Biophotometer,
Hamburgo, Alemania) y la calidad del ADN se estimd mediante la comparacion de la intensidad
de las bandas con las normas conocidas de ADN de lambda en un gel de agarosa al 0,8%.

Finalmente, se diluyeron todas las muestras de ADN a una concentracién de 15 ng/ul.

Un total de 18 secuencias cebadoras de microsatélites nucleares fueron probadas. De éstos,
unicamente seis amplificaron y presentaron polimorfismo entre individuos, por lo que, los analisis
genéticos se realizaron con cuatro loci de microsatélites para Q. glabrescens, Q. rugosa, Q. laeta,
Q. potosina y Q. obtusata. Las secuencias cebadoras seleccionadas son (nSSR): QpZAGG110
(Steinkellner et al. 1997), QpZAG11 (Kampfer et al. 1998), Quru-GA-0EQ09, y Quru-GA-1C08
(Aldrich et al. 2002).

La mezcla de amplificacion para cada muestra contenia 20 mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM
de KCI, 2 mM de MgCl2, 0.13 mM de cada dNTP, 25 uM de primer, 15 ng de DNA genémico y
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0.8 unidades de Taq polimerasa, en un volumen final de 15 pl. La reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se realiz6 en un termociclador marca Mastercycler Eppendorf (AG, Hamburgo)
de la siguiente manera: 5 min a 95°C, seguido por 30 ciclos de: 1 min a 94°C c/u, 1 min a 50°C,

30 segundos a 72°C y una extension final de 8 min a 72°C.

La temperatura de alineacion fue cambiada para cada uno de los diferentes primers de
microsatélites: 53°C para QpZAGG110 QpZAG11 y Quru-GA-0E09, 50°C para Quru-GA-1C08,
48°C para Mdt1, 46°C para Mdt3 y 44°C para Mdt4. Todos los ciclos de hibridacion se prolongaron
durante 1 min. Todos los primers utilizados fueron 5" marcados con fluoresceina. Los productos
del PCR se solucionaron en geles de agarosa al 4% a 60 W durante 1.5 h. Dependiendo de la
intensidad de las bandas en el gel de agarosa de prueba, éstos se diluyeron 1:10 - 1:90 con agua
desionizada. Los fragmentos polimorficos obtenidos fueron secuenciados en un secuenciador
automatico marca ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, CA, EE.UU.) utilizando 9,5 ml de
formamida (Applied Biosystems, CA, EE.UU.), 0,5 ml de ROX 500 (Applied Bisystems, CA,
EE.UU.) ademas, se utiliz6 como estandar de tamafio y 1 ml de cada producto de PCR. Los alelos

fueron evaluados utilizando el software GeneMapper ver. 3.7 (Applied Biosystems, CA, EE.UU.).

Analisis estadistico

Se decidio realizar los andlisis con el programa estadistico STRUCTURE version 2.1 (Pritchard et
al. 2000), debido al hecho de que es un programa que ha sido ampliamente utilizado en sistemas
de hibridacién y, a que ha sido el programa mas utilizado en complejos multiespecie.

El programa STRUCTURE se basa en un método bayesiano de agrupamiento de datos no
agrupados. Las ventajas de este programa se basan en el hecho de que a partir de las frecuencias
alélicas de los individuos presentes en cada locus, asigna a los individuos a poblaciones “K” (donde
“K” puede ser desconocido) al cluster correspondiente (poblaciones separadas), ademas, indica el
numero de clusters o poblaciones involucradas en la muestra. Si las frecuencias alélicas indican

que los individuos se mezclan, STRUCTURE los asigna a dos o mas poblaciones.

Ademas, realiza la asignacion de individuos a Clusters en funcion de su parecido genético

“Q” (Representa una estimacion de la proporcion que el genoma de un individuo tiene de las
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poblaciones parentales). En este estudio y, tomando como base los criterios de Evanno et al. (2005)
y Curtu et al. (2009) se decidié que todos aquellos individuos con una “Q” > 0.9 serian considerados
como individuos puros dentro de los sitios alopatridos, mientras que, en los sitios simpatricos todos
aquellos individuos con una “Q” < 0.89 serian considerados como individuos hibridos. Por ultimo,
dentro de los sitios simpétricos en caso de encontrar individuos con genoma de tres 0 mas especies
en un porcentaje > 0.10 estos serian considerados como trihibridos, y/o (en caso de existir) tetra o

penta-hibridos.

Para poder analizar a las cinco poblaciones alopatridas, dentro del programa STRUCTURE
se eligio el “modelo no mixto” (los individuos son discretamente de una poblacion o de otra

poblacion “K”).

En contraparte, para analizar a las cuatro poblaciones simpatridas, dentro del programa
STRUCTURE se eligio el “modelo de vinculacion” (como el modelo anterior, pero con loci
ligados, tienen méas probabilidades de provenir de la misma poblacién). Se analiz6 en cada sitio a
las especies involucradas de cada sitio simpatrido, (debemos recordar que los individuos colectados

en dicho sitios morfoldgicamente pertenecian a la especie Q. glabrescens).

Para la realizacion de los analisis estadisticos, STRUCTURE fue corrido utilizando el
modelo de mezcla con las frecuencias alélicas correlacionadas y sin informacion previa. Asimismo,
para todas las corridas se utilizé un periodo de quema de 50,000 repeticiones seguido de 100,000
iteracciones de la cadena Markov-Montecarlo. De manera adicional para darle mayor fortaleza a
los datos obtenidos y con base en los criterios propuestos por Evanno et al. (2005), se eligi6 el

valor mas probable de K, que resultd de utilizar el valor méaximo de AK.

Para poder visualizar y editar los graficos de los resultados otorgados por el programa
STRUCTURE, se utiliz6 la version 9.01 del programa “GHOSTSCRIP” (www.ghostscript.com) y
la version 5.0 del programa “GHOSTVIEW” (pages.cs.wisc.edu).

Por ultimo, para obtener la heterocigosis esperada (He), dentro del programa estadistico
STRUCTURE, se utiliz6 el “modelo no mixto” (individuos son discretamente de una poblacion o

de otra).
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RESULTADOS

De acuerdo a los valores de probabilidad logaritmica se obtuvieron cinco grupos: InP(D) = —
7337.23. En consecuencia, STRUCTURE determind cinco grupos genéticos bien delimitados, lo
que concuerda con los cinco fenotipos de especies puras. Ademas, estos resultados fueron
confirmados por los valores de AK, indicando que una K =5 es el nimero mas probable de grupos
genéticos (Fig. 2). Utilizando el modelo no mixto de mezcla genética en el programa
STRUCTURE, las poblaciones alopatridas denotaron una alta proporcién de ancestria (Q > 0.9) de
un solo grupo genético (Fig. 3). En general, estos resultados muestran una clara correspondencia

entre las especies designadas y las inferidas por los grupos genéticos.

En general, las poblaciones alopatridas de Tlaxco (Tlax), Molango (Hgo), Tecatitlan (Jal), Cerro
del Muerto (Ags) y Coajomulco (Mor) registraron valores Q > 0.9, por lo que, se consideraron
como grupos genéticamente distintos. Excepto, un individuo de Q. rugosa, en la zona alopéatrida
de Tecatitlan debido a que presentd una Q = 0.89, por lo que, fue eliminado para los subsecuentes

analisis (Figura 3).
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Figura 2. Grupos genéticos estimados (K) mediante el analisis de cluster STRUCTURE: (a)
promedio y desviacion estandar de InP(D) de 10 corridas independientes de STRUCTURE vy (b)
gréfica del estadistico AK con respecto al cluster genético K (de 1 a 10). En ambos casos el pico y

numero mas probable de grupos genéticos.



Localidad  Grupo morfolégico Asignacion genctica

“Q. glabrescens™ “Q. obtusata”  “Q. laeta” “Q. rugosa” “Q. potosina”
Tlaxco Q. glabrescens 0.984 0.004 0.004 0.005 0.003
Molango Q. obtusata 0.006 0.975 0.005 0.007 0.006
) L
;' ! Tecatitlan Q. laeta 0.007 0.007 0.977 0.005 0.005
| |
'5 C. del Muerto Q. rugosa 0.009 0.006 0.008 0.969 0.009
Coajomulco Q. potosina 0.005 0.008 0.004 0.006 0.978
M. El Chico Q. glabrescens
. L. 0.940 0.048 0.003 0.005 0.004
Simpatrida
Cardonal Q-glabrescens 0.888 0.007 0.004 0.098 0.003
Simpatrida
HeeiaE Q-glaoreseens 0.910 0.034 0.012 0.040 0.004
Simpatrida
0. De Judrez G- glabrescens 0.800 0.034 0.003 0.17 0.003

Simpatrida

Figura 3. Asignacion genética de cinco poblaciones alopatridas que representan las especies puras de Q. glabrescens, Q. obtusata, Q. laeta, Q.
rugosa y Q. potosina, asi como cuatro sitios simpatridas basados en los analisis de cuatro nSSRs con métodos Bayesianos mediante el programa

STRUCTURE (Cada linea horizontal representa la probabilidad de que los individuos pertenezcan a un grupo genético).
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Por otro lado, dentro de las cuatro zonas simpatridas se detectaron individuos hibridos. En
la zona simpétrida del Mineral EI Chico, se documentd que el 94% del genoma poblacional (n =
30) evaluado pertenece a Q. glabrescens y un 4.8% corresponde a Q. obtusata (Figura 3).
Asimismo, en la zona simpatrida de Cardonal, se documento que el 88.8% del genoma poblacional
(n = 30) evaluado pertenece a Q. glabrescens y un 9.8% pertenece a Q. rugosa (Figura 3). Del
mismo modo, en la zona simpétrida de Huitzilac el 91% del genoma poblacional (n = 30) analizado
pertenece a Q. glabrescens, el 3.4% pertenece a Q. obtusata y un 4% pertenece a Q. rugosa (Figura
3). Por dltimo, en la zona simpatrida de Omitlan de Juarez el 80% del genoma poblacional (n = 30)
evaluado pertenece a Q. glabrescens, el 17% pertenece a Q. rugosa y el 3.4% pertenece a Q.
obtusata y (Figura 3).

Q. glabrescens no hibrida con todas las especies de encinos blancos. La zona simpétrida de
Huitzilac no se encontrd evidencia genética de hibridacion con Q. laeta (Figura 3). Asimismo, en
la zona simpatrida de Omitlan de Juéarez no se encontr6 evidencia genética de hibridacion con Q.

potosina, ni con Q. laeta (Figura 3).

En general, los niveles y direccidn de la hibridacion varia entre zonas simpatridas, es decir,
a pesar de la presencia de las diversas especies involucradas en este sistema de estudio, se encontro
que Q. glabrescens presenta cierta afinidad por hibridar con ciertas especies. Asi, en la zona
simpatrida de Mineral ElI Chico se encontré que Q. glabrescens hibrida con Q. obtusata. No
obstante y, a pesar de la presencia de Q. obtusata en la zona simpatrida de Cardonal, Q. glabrescens
hibrida con Q. rugosa y no asi con Q. obtusata. Asimismo, en la zona simpatrida de Huitzilac se
encontrd que Q. glabrescens hibrida con Q. obtusata y Q. rugosa, ademas en este mismo sitio Q.
glabrescens no hibrida con Q. laeta. Por ultimo, en la zona simpétrida de Omitlan de Juarez se
encontré que Q. glabrescens hibrida con Q. rugosa y con Q. obtusata. Aunado a lo anterior, en
esta zona se encontraron tres individuos “trihibridos” conformados por el genoma de Q.
glabrescens, Q. rugosa y Q. obtusata. En contraparte, no hibrida con Q. laeta ni con Q. potosina
(Figura 3).
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Cuadro 4. Valores promedio de asignacion genética poblacional (n = 30) de Q. glabrescens en cuatro zonas
simpatridas basados en un método bayesiano implementado en el programa STRUCTURE. Valores > 0.1
implican que la contribucion genética presente en cada sitio alopéatrido fue significativa (en negritas).

Sitio Q. glabrescens Q. laeta Q. potosina
M. El Chico 0.940 0.048 0.005 0.003 0.004
Cardonal 0.888 0.007 0.098 0.004 0.003
Huitzilac 0.910 0.034 0.040 0.012 0.004
Omitlan de Juérez 0.800 0.034 0.170 0.003 0.003
100
90
80
<
= 70
S
D
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=
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]
= 2
(9]
L]
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=
2 30
-
20
10
0
Mineral el Chico Cardonal Huitzilac Omitlan de Juarez
Poblaciones simpatridas de Q. glabrescens
B Q. glabrescens 0. glabrescens * Q. obtusata
B Q. glabrescens * Q. rugosa B Q. glabrescens x Q. rugosa % Q. obtusata

Figura 4. Proporcion de categorias genéticas en las poblaciones simpatridas de Q. glabrescens, determinados
por el programa STRUCTURE.

43



Los resultados proporcionados por el programa STRUCTURE indican que en el sitio de Mineral
el Chico el 90% (n =30) de los individuos analizados son Q. glabrescens “puros” mientras que el
10% (n =30) son individuos hibridos entre Q. glabrescens x Q. obtusata. Asimismo, en el sitio de
Cardonal el 80% (n =30) de los individuos analizados son Q. glabrescens “puros” mientras que el
20% (n =30) son individuos hibridos entre Q. glabrescens x Q. rugosa. Por su parte, en el sitio de
Huitzilac el 86% (n =30) de los individuos analizados son Q. glabrescens “puros” mientras que el
7% (n =30) son individuos hibridos entre Q. glabrescens x Q. obtusata y el 7% (n =30) restante
pertenece a individuos hibridos entre Q. glabrescens x Q. rugosa. Por tltimo, en el sitio de Omitlan
de Juéarez el 64% (n =30) de los individuos analizados son Q. glabrescens “puros” mientras que el
23% (n =30) son individuos hibridos entre Q. glabrescens x Q. rugosa, el 10% (n =30) pertenece
a individuos “tri-hibridos” entre Q. glabrescens x Q. rugosa x Q. glabrescens y el 3% (n =30)

corresponde a individuos hibridos entre Q. glabrescens x Q. obtusata (Figura 4).

Por ultimo, mediante la utilizacion del programa STRUCTURE de manera general se
encontré que, conforme se incrementaban el nimero de especies asociadas a Q. glabrescens, se
incrementaba su He. Por lo que, los resultados obtenidos en este estudio apoyan que el incremento
en la He en Q. glabrescens puede estar siendo favorecido por los procesos de hibridacion en este

gradiente de encinos blancos asociados en la FVT (Cuadro 5).

Cuadro 5. Valores de heterocigosis esperada (He) en poblaciones de Q. glabrescens a través de un gradiente
de encinos blancos asociados en el ENT, mediante cuatro primers de microsatélites.

. Q. glabrescens Especies .
Localidad (He) Asociadas Especies
Tlaxco 0.4770 0 Q. glabrescens
Mineral EI Chico 0.4091 2 Q. glabrescens, Q. obtusata
Cardonal 0.6414 3 Q. glabrescens, Q. obtusata,
Huitzilac 0.6119 4 Q. glabrescens, Q. obtusata, Q.laeta
Omitlan de Juarez 0.7875 5 Q. glabrescens, Q. obtusata, Q.laeta, Q. potosina

Tomando como base a los cuatro microsatélites analizados en este estudio, y, la utilizacion del
programa estadistico STRUCTURE sin ninguna informacion previa de la morfologia fueron
asignados tanto los individuos puros como hibridos, existiendo una excelente correspondencia
entre los sitios de colecta (alopatridos) y la asignacion genética en las poblaciones alopatridas.

Asimismo, para la asignacion de los individuos hibridos en las zonas simpatridas, se utilizo el
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modelo de mezcla con 10° iteracciones y un periodo de quema 50 000 repeticiones obteniendo los

resultados previamente mostrados.

DISCUSION

Asignacion genética de especies de encinos blancos

En general, la identificacion morfoldgica-foliar de especies de encinos fue apoyada por los analisis
de cuatro microsatélites nucleares que detectaron un ndmero similar de grupos genéticos bien
definidos. Lo anterior, coincide con el mismo nimero de especies de encinos blancos que estan
comprendidas en este estudio. En este sentido, Evanno et al. (2005) documentan que tanto el
numero de secuencias cebadoras empleadas como el tamafio de muestra (numero de individuos)
son relevantes en la adecuada deteccion del nimero de grupos genéticos. Diversos autores
proponen que cuando las poblaciones se encuentran fuertemente aisladas, el uso de 5 o 6 secuencias
cebadoras de microsatélites puede ser suficiente para identificar las especies puras utilizando el
programa STRUCTURE (Craft et al. 2002, Salvini et al. 2009, Moran et al. 2012). En este estudio
la utilizacién de cuatro secuencias cebadoras (NSSR’s) y el uso de 30 individuos por zona
simpatrida fueron suficientes para delimitar adecuadamente el nimero de grupos genéticos, lo que

sugiere que cada una de las especies de encinos estudiadas esta bien delimitada genéticamente.

Asimismo, en este estudio se detectd que los individuos de cada poblacién alopatrida de Q.
glabrescens, Q. rugosa, Q. laeta, Q. potosina y Q. obtusata fue asignada de manera particular a un
grupo genético (Q > 0.9), lo que sugiere que las especies no tienen una contribucion significativa
de otra especie de encino (Lepais et al. 2009), por lo que, fueron asignadas como “puras” indicando

que cada especie de encino sigue manteniendo su propia identidad genética.

Hibridacion de Q. glabrescens con encinos blancos en zonas mixtas

En este estudio, se registrdé que el porcentaje de hibridacion entre sitios varia de 10% a 36%
(promedioxD.E., 23+14.1 %). Estos valores son similares a los reportados por Lepais et al. (2009)
quienes documentan que el porcentaje de hibridacion entre sitios varia entre 10.7% y 30.5% (Q.

robur, Q. petraea, Q. pirenaica, y Q. pubescens). Por su parte, Curtu et al. (2007) evaluaron el
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flujo genético interespecifico entre las especies Q. robur, Q. petraea, Q. pubescens, y Q. frainetto
registrando que los niveles de hibridacion varian 1.7 % a 16.2 % entre pares de especies. Asimismo,
Curtu et al. (2009) reporta en un complejo multiespecie que el porcentaje promedio de hibridacion
es de 27.5%.

Las variacion entre los porcentajes de hibridacion y entre los pares de especies en las zonas
mixtas pueden ser explicadas debido a las diferencias en las barreras reproductivas entre especies
de encinos, asi como por las variaciones ambientales entre las zonas (Petit et al. 2002; Abadie et
al. 2012). Por ejemplo, Lepais et al. (2009) sugieren que la fortaleza de las barreras reproductivas
en encinos puede ser un factor que limite el fendmeno de hibridacién en las especies Q. robur, Q.
petraea, Q. pubescens y Q. pyrenaica. Por lo anterior, es probable que algunas especies de encinos
blancos que se encuentran en simpatria con Q. glabrescens sean mas propensas de hibridar con
ésta, lo que puede explicar en parte la mayor frecuencia de hibridacion de Q. glabrescens x Q.
rugosa, Q. glabrescens x Q. obtusata y la no presencia de hibridos entre Q. glabrescens y las

especies Q. laeta o Q. potosina.

En cada zona simpatrida las especies de encinos blancos seleccionados se caracterizaban
por ser dominantes del dosel, sin embargo, no se evalud la densidad de cada especie por localidad.
Lo anterior, puede ser un factor que influya en los patrones de hibridacion entre especies, como
proponen Lepais et al. (2009), quienes sugieren que la abundancia relativa de las especies
parentales puedes ser una de las principales barreras reproductivas, afectando la dinamica con la

que se lleva a cabo la hibridacion entre especies.

La no deteccion de individuos hibridos entre Q. glabrescens y las especies Q. laeta 0 Q.
potosina, puede deberse a mecanismos de aislamiento reproductivos asimétricos (Lowry et al.
2008). Por ejemplo, Abadie et al. (2012) encontraron que el aislamiento reproductivo existente
entre Quercus robur y Q. petraea se debe principalmente a las barreras que presentan el tubo
polinico, la tasa de germinacion y la produccion de bellotas. Los resultados obtenidos en este
estudio muestran que mas del 60% del aislamiento reproductivo puede ser explicado por barreras
precigoticas. Los autores sugieren que, diferencias geneticas existentes entre las especies parentales
sumadas a una alta sensibilidad a variaciones microambientales pueden explicar una tasa de
aislamiento reproductivo tan alta. Por lo anterior, se sugiere realizar futuros estudios que evalten

las barreras reproductivas entre Q. glabrescens, Q. laeta y Q. potosina.

46



En general, los sitios de estudio se caracterizaron por tener la misma historia geografica,
todos ubicados en la regién centro de la Faja VVolcénica Transmexicana (FVT), tener el mismo tipo
de clima (templado subhumedo), la misma altitud (entre 2318 a 2898 m), el mismo tipo de
vegetacion (bosque maduro) y, ademas, todas las localidades estaban asociadas a suelos profundos
y con pendientes. La FVT es un sistema orogréafico que atraviesa al pais de costa a costa por su
parte central en direccion este-oeste, y es considerada geol6gicamente como el sistema montafioso
mas joven. Se sugiere que su evolucion inicio durante el Terciario Medio con la formacion de la
porcion occidental, seguida del desarrollo de la porcion central y oriental durante el Plioceno-
Cuaternario (Ferrusquia-Villafranca 1993). La FVT se caracteriza por presentar una topografia
compleja, que favorece una amplia variedad de ambientes, héabitats y microhabitats (Challenger
1998), por lo que, ésta variacion ecoldgica entre sitios puede promover la variacion en el
aislamiento de barreras entre especies (Lepais et al. 2009, Abadie et al. 2012). Lo anterior, puede
ser un factor que explique la direccion y la frecuencia de hibridacion entre Q. glabrescens y las
especies de encinos blancos que crecen en simpatria con ésta en la FVT.

Asimismo, se sugiere que, al estar ubicados los sitios de estudio en la cercania de carreteras
y asentamientos humanos, éstos pueden promover algin grado de disturbio en la zona. En este
sentido, ha sido documentado que un factor importante que puede modificar la dindmica de las
poblaciones estudiadas son los disturbios (e.g., tala de arboles para incrementar el area para
construir viviendas), ya que éstos pueden afectar la direccion en los patrones de hibridacion, asi
como la abundancia de las especies y por ultimo puede determinar el éxito potencial de los
individuos hibridos o de los parentales (determinado por las caracteristicas fenotipicas de los
individuos). Por ejemplo, Tovar-Sanchez y Oyama (2004) estudiaron a Q. crassipes y Q.
crassifolia) en cinco zonas hibridas en la FVT encontrando que, conforme se incrementaba el grado
de disturbio, mayor era la cantidad de individuos hibridos encontrados. Ademas, los disturbios
pueden provocar cambios en los patrones fenologicos de las especies (debilitando barreras
precigéticas), facilitando con ello la hibridacion entre especies (Carlquist 1974, Soltis y Soltis
2009).

En ese sentido, estudios recientes mencionan que la estructura espacial de las poblaciones
y las abundancias relativas de las especies parentales tienen un efecto significativo sobre la
hibridacion, asi como su direccion (Buerkle 2009, Lepais et al. 2009, Field et al. 2010). Curtu et

47



al. (2009) encontraron que cuando convergen diversas especies y se forma un enjambre hibrido
(cuando la introgesion se da en diversos grados y existen cruzas entre los individuos hibridos,
Rhymer y Simberloff 1996), la mayoria del polen efectivo presente en el sitio de estudio, pertenecia
a una sola especie parental, lo que podria indicar que la frecuencia de hibridacién entre Q.
glabrescens x Q. rugosa puede estar favorecida por la abundancia de los individuos de Q. rugosa
en los sitios de estudio y en consecuencia por la alta cantidad de polen que producen en relacién a

las otras especies que se establecen en simpatria.

A pesar del recurrente fendmeno de hibridacion que registré Q. glabrescens con Q. rugosa
y Q. obtusata en este estudio, los analisis de STRUCTURE sugieren que las poblaciones de Q.
glabrescens sigue manteniendo su propio grado de cohesion genética. Lo anterior, es apoyado por
los estudios de Kremer et al. (2002) (Q. robur y Q. petraea) y Tovar-Sanchez y Oyama (2004) (Q.
crassipes y Q. crassifolia) quienes documentan que las especies parentales putativas que evaluaron

se mantenian distintas, a pesar de la recurrente hibridacion entre ellas.

Hibridacion de Q. glabrescens en zonas mixtas

En la zona mixta del Mineral El Chico, conformada por Q. glabrescens y Q. obtusata se encontr
que hay un porcentaje de hibridacion de 10% (Figura 3). Esto podria explicarse porque el pico de
floracién de estas dos especies coincide durante los meses de abril y mayo. Asimismo, Q. obtusata
en este sitio de estudio se encuentra en los limites superiores de su distribucion altitudinal (2580
m) (Valencia 2004), por lo que, la presencia de individuos hibridos en dichas zonas puede deberse
al rompimiento de las barreras reproductivas provocado por el estrés de encontrarse en el limite de
la distribuciéon (Williams et al. 2001). Por ejemplo, se ha sugerido que las poblaciones que se
encuentran en los limites de su distribucién espacial (poblaciones periféricas), presentan una menor
abundancia debido a que suelen ocupar una menor area en comparacion con las poblaciones con
distribucion mas céntrica (Abbitt et al. 2000), asi como una menor cantidad de polen y son mas
susceptibles a presentar hibridacion con sus especies cercanas filogenéticamente. Por lo anterior,
se puede sugerir que la poblacion periférica de Q. obtusata puede estar propensa a eventos de
hibridacion, ya que esta asociada directamente con la altitud, siendo una periferia geogréfica y

ecologica (Lesica y Allendorf 1995).
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Asimismo, se considera que la supervivencia de los individuos hibridos en las poblaciones
periféricas puede deberse a que ellos se establecen en diferentes gradientes en donde se encuentran
mejor adaptados que las especies parentales (Freeman et al. 1999). Por ejemplo, Himrane et al.
(2004) proponen que las variaciones morfologicas y ecofisiolégicas del hibrido Q. subpyrenaica
favorecen que tengan una mayor amplitud de distribucion geogréfica en relacion a las especies

parentales (Q. faginea y Q. pubescens).

Para el caso Cardonal, zona mixta formada por Q. glabrescens, Q. obtusata y Q. rugosa se
documento que Q. glabrescens hibrida Gnicamente con Q. rugosa, de los 30 individuos analizados
el 20% son hibridos (Figura 3). Lo anterior, sugiere que la presencia fisica de individuos de Q.
glabrescens y Q. obtusata en esta localidad no necesariamente implica el establecimiento de
individuos hibridos, sugiriendo que las variaciones ecoldgicas entre ambientes son un factor que
promueve cambios en la expresion de barreras reproductivas entre especies. Por ejemplo, Jensen
et al. (2009) evaluaron los niveles de hibridacion entre Q. robur y Q. petrea en diferentes sitios de
un bosque mixto en Dinamarca. Los autores sugieren que los cambios en la presencia/ausencia de
hibridacion entre localidades, pueden ser promovidas por las condiciones ambientales que originan
cambios en la expresion de barreras reproductivas. Por otro lado, los resultados obtenidos en este
estudio muestran que la hibridacion entre Q. glabrescens y Q. rugosa esta presente en todas las
zonas de simpatria, cambiando el porcentaje de hibridacion entre sitios. Estos resultados son
congruentes con lo reportado por Nufiez-Castillo et al. (2010) quienes documentan hibridacion en
este mismo complejo mediante morfologia foliar. Lo anterior, sugiere que Q. rugosa presenta una
mayor afinidad genética con Q. glabrescens que las otras especies de encinos blancos involucrados
en este estudio. Probablemente, la amplitud del intervalo de distribucidn geografica que registra Q.
rugosa (se distribuye en 22 estados de la Republica Mexicana, Valencia 2004) y su dominancia en
el dosel de los encinares sea un factor que contribuya a que el fendmeno de hibridacion sea mas

frecuente con Q. glabrescens.

En la zona hibrida de Huitzilac conformada por Q. glabrescens, Q. obtusata, Q. rugosa y
Q. laeta se encontrd que de los 30 individuos analizados 14% son hibridos. En esta zona hibrida,
el fendbmeno se dividid entre tres de las cuatro especies involucradas, ya que Q. laeta no registro

eventos de hibridacion, el 7% de los individuos hibridos esta conformado por Q. glabrescens y Q.
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obtusata y el 7% de los hibridos restante esta conformado por Q. glabrescens y Q. rugosa (Figura
3).

En particular, en este estudio no se detectaron individuos hibridos entre Q. glabrescens y
Q. laeta, lo que sugiere que las barreras reproductivas entre estas dos especies son muy fuertes.
También, el no sobrelapamiento en los picos florales puede estar limitando el flujo genético
horizontal entre estas especies, ya que Q. glabrescens florece de marzo a abril y Q. laeta florece
de mayo a julio. Esta diferencia fenoldgica, al menos en este sitio forma una fuerte barrera
precigdtica que impide que la hibridacion se lleve a cabo. Sin embargo, es importante considerar
que un muestreo mas exhaustivo podria corroborar si efectivamente la hibridacion entre estas
especies puede o no ocurrir. Por ejemplo, Lepais et al. (2009) documentan que registraron un
incremento de individuos hibridos conforme se intensificé el tamafio de muestra, por lo que, se
sugieren realizar estudios futuros con una mayor intensidad de muestreo y realizar pruebas de

cruzas entre especies para apoyar o rechazar esta hipatesis.

Por dltimo, en la zona mixta de Omitlan de Juarez formada por Q. glabrescens, Q. obtusata,
Q. rugosa, Q. laeta y Q. potosina se document6 que de los 30 individuos analizados, el 36% son
hibridos. De estos individuos, el 23% esta conformado por el complejo Q. glabrescens x Q. rugosa,
el 3% esta conformado por el complejo Q. glabrescens x Q. obtusata y el 10% esta conformado
por individuos “tri-hibridos” conformados por Q. glabrescens x Q. rugosa x Q. obtusata (Figura
3). Este sitio contiene el mayor numero de encinos blancos con los que estd en simpatria Q.
glabrescens y, donde mas hibridos fueron detectados con un mayor nimero de combinaciones
genéticas. Probablemente, la perdida de heterogeneidad y/o la reduccion en la densidad de las
poblaciones puede provocar que las comunidades multiespecie lleguen a formar enjambres
hibridos en algunas poblaciones, aunque en otras poblaciones estas mismas especies se mantengan

coexistiendo sin formar hibridos (Seehausen et al. 2008).

Debido al estudio tradicional con dos especies parentales y la contribucion genética que
estas representan dentro de las zonas hibridas, se tienen pocos datos que puedan ser considerados
como parte de la explicacion a la formacion de individuos trihibridos. A pesar de ello, Rieseberg y
Wendell (1993) y Kaplan y Fehrer (2007) sugieren que para que se forme un tri-hibrido debe de de
haber primero la formacién de individuos hibridos fértiles entre al menos dos especies parentales,

posteriormente deberia de haber cruzas entre estos hibridos y una tercer especie o con individuos
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hibridos provenientes del flujo genético entre la combinacion de diferentes especies. Por ejemplo,
se han detectado individuos tri-hibridos en sus sistemas de estudio naturales entre los siguientes
complejos Q. robur x Q. petreae x Q. pubescens (Lepais et al. 2009), Q. sideroxyla x Q.
hypoleucoides x Q. scytiphylla (Pefialoza-Ramirez et al. 2010) y Q. castanea x Q. crassipes x Q.

crassifolia (Valencia-Cuevas 2014).

Relacion entre diversidad genética e hibridacion

En un estudio previo, Sanchez-Ortiz (2012) documento que existe un incremento en los niveles de
diversidad genética en las poblaciones de Q. glabrescens a través de un gradiente de riqueza de
encinos blancos. La autora, propone que este patron puede ser atribuido a eventos de hibridacién
entre las especies asociadas. Los resultados obtenidos en este estudio, apoyan la hipétesis propuesta
por Sanchez-Ortiz (2012), ya que los individuos con morfologia atipica de Q. glabrescens
resultaron ser la combinacidn genética entre Q. glabrescens y algunas de las especies de encinos
blancos con los que crece en simpatria. Estos resultados son similares con los obtenidos por

Valencia-Cuevas (2014), en un gradiente de encinos rojos asociados a Q. castanea en México.

Ademas, se detectd una relacion positiva y significativa entre los valores de diversidad
genética de Q. glabrescens y el numero de individuos hibridos presentes en los sitios simpatricos
(r = 0.87, P <0.01). Lo anterior, apoya la hipotesis de que la hibridacién es un mecanismo que
incrementa la diversidad genética de las especies involucradas en dicho proceso (Collado-Romero
et al. 2010, Field et al. 2010, Zapala et al. 2010, Sanchez-Ortiz 2012, Valencia-Cuevas 2014).
Ademas, la hibridacién incrementa los niveles de heterocigocidad y genera una nueva combinacion
de la informacidn genética que contienen aquellos individuos que estan pasando por este proceso
(Moody y Les 2007, Wolfe et al. 2007).

Estos resultados son consistentes con los encontrados con Field et al. (2010) en un estudio
realizado con Eucalyptus aggregata y E. rubida. Los autores encontraron que existia una
introgresion hacia E. aggregata y que, en la zonas hibridas la He era mayor que en cualquiera de
las zonas alopatridas. Por su parte, Tovar-Sanchez et al. (2008), utilizando microsatélites de

cloroplasto, encontraron que la diversidad genetica que se encontraba en las zonas hibridas de
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Quercus crassifolia y Q. crassipes era mayor que en las zonas en donde se encontraba Unicamente

alguna de las especies parentales.
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CONCLUSIONES
Con base en los resultados obtenidos, se formulan las siguientes conclusiones:

1.- La frecuencia y la direccion de la hibridacion es contexto-dependiente de la localidad. En
general, el hecho de que las especies de encinos blancos se establezcan en simpatria no

necesariamente implica eventos de hibridacion.

2.- La hibridacion es un fendmeno que incrementa la diversidad genética de las especies

involucradas en dicho proceso.
3.- En este estudio no se detectd que Q. glabrescens hibride con Q. laeta 0 Q. potosina.

4.- Se registré una mayor frecuencia de hibridacion entre Q. glabrescens y Q. rugosa, seguida

de Q. glabrescens y Q. obtusata. La frecuencia de hibridacion varia entre sitios simpatricos.

5.- En el sitio con el mayor numero de encinos blancos (Omitlan de Juarez) establecidos en
simpatria, se document la presencia de individuos tri-hibridos (Q. glabrescens x Q. rugosa
x Q. obtusata).

6.- Se deben realizar mas estudios de hibridacién en complejos multiespecie para conocer la

dindmica que ocurre cuando se involucran a tres 0 mas especies.

7.- Se considera que se deben realizar m&s muestreos en otros sitios de simpatria donde se
encuentren las especies involucradas en este estudio, con la finalidad de robustecer los

eventos de hibridacion detectados en este estudio.

8.- Ahora que ha sido confirmado que, en este gradiente de encinos blancos asociados se
presentan eventos de hibridacion multiespecifica, se sugiere que, seria de gran utilidad
realizar otro estudio pero utilizando marcadores macro y micro morfoldgicos para ver cuales
son los impactos que tiene la hibridacion tanto en las especies parentales como en los

individuos hibridos.

9.- En diversos estudios realizados con comunidades de artropodos asociadas a especies de
encinos, se ha encontrado que la diversidad genética de las especies hospederas tiene

repercusiones directas sobra las comunidades asociadas (a mayor diversidad genética, mayor
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diversidad de artrépodos asociados), por lo que, se considera relevante evaluar los efectos de
la diversidad genética sobre las comunidades de artrépodos asociadas al dosel.
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