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RESUMEN

El grupo Acutifoliae del género Quercus se reconoce desde Trelease (1924) y ha
albergado una gran cantidad de especies, en particular abordamos tres de ellas
con gran complejidad taxonémica y distribuidas a lo largo de la Sierra Madre
Oriental, particularmente en bosques mesofilos de montafia y encinares
humedos.

Con el objetivo de evaluar el efecto del gradiente latitudinal y las variables
ambientales que se asocian con la diversidad y estructura genética de tres
especies del grupo Acutifoliae, asi como con su identidad morfologica; el
presente estudio fue realizado muestreando diez poblaciones de Q. sartorii,
cuatro poblaciones de Q. meavei y cuatro de Q. paxtalensis, con diez individuos
en promedio por poblacion. Se utilizaron 9 loci de microsatélites nucleares
NSSRs y al menos tres hojas por individuo para los analisis de morfometria
geomeétrica. Los valores de diversidad genética fueron relativamente altos para
las tres especies (Ne=4.62; He=0.701). La diferenciacién genética fue moderada
en general (Fst=0.17) pero con un alto valor para Q. paxtalensis (Rst=0.23). Se
encontré una fuerte correlacion entre los valores de Fsr y las distancias de
Mahalanobis poblacionales (r =0.642; p =0.001), lo que indica que las diferencias
morfolégicas son congruentes con las diferencias genéticas. El numero éptimo
de grupos genéticos obtenido mediante asignacién Bayesiana es coincidente
con los grupos definidos a priori mostrando solo la poblacién de Calnali, Hidalgo

con una mezcla de los tres grupos genéticos. Los analisis morfométricos



precisan limites claros entre las tres especies, patrones alométricos semejantes
y una fuerte asociacion de la morfologia con la precipitacion media anual.

Los resultados de diversidad y estructura indican que las poblaciones mantienen
un alto flujo genético y mantienen poca estructura, asi como una fuerte

asociacion morfoldgica, tanto genética como con el ambiente.



ABSTRACT

The group Acutifoliae in the genus Quercus is recognized from Trelease (1924)
and has harbored a large number of species. In particular, we address three of
them with great taxonomic complexity and distributed throughout the Sierra
Madre Oriental, particularly in mesophilic mountain forests (Cloud Forest) and
wet holm oak forests.

In order to assess the effect of the latitudinal gradient and the environmental
variables associated with this on the structure and genetic diversity on the three
species of the Acutifoliae group as well as its morphological identity and the
covariation between the genetic diversity and the environmental variables, we
sampled ten populations of Q. sartorii and four populations of Q. meavei and Q.
paxtalensis respectively, with a mean of ten individuals per population.

We use nine nuclear SSR loci and at least, three leaves per individual for the
geometric morphometryc analysis. The genetic diversity values were relatively
high for the whole set of species (Ne = 4.62, He = 0.701). The genetic
differentiation was moderate for the whole set of species (Fsr = 0.17), but with a
high value for Q. paxtalensis (Rst = 0.23). We found a strong correlation between
the Fst's values and the Mahalanobis distances at the population level,
suggesting that morphological differences are congruent with genetic differences.
The optimal number of genetic groups, obtained through the Bayesian
assignation method, is coincident with the groups defined a priori, showing only
the population of Calnali, Hidalgo with a mixture of the three genetic groups. The

morphometric analysis showed clear limits between the three species, similar to



the allometric patterns and a strong association between the morphology and the
mean annual precipitation.

The results of structure and genetic diversity showed that the populations keep a
high genetic flow as well as a strong morphological association, both genetically

and environmentally.



l.-INTRODUCCION

1.1 Género Quercus

Las fagaceas se distribuyen en el Hemisferio Norte, dominando las regiones
boscosas de climas templados y otras regiones mas tropicales (Nixon, 1997;
Manos y Stanford, 2001). Dentro de la familia Fagaceae, el género Quercus es
el mas grande y complejo. Generalmente, se reconocen dos centros de
diversidad para el género, uno de los cuales es México. De acuerdo con
Valencia (2004), en este pais se encuentran 161 especies comprendidas en tres
secciones: Lobatae (encinos rojos), Protobalanus (encinos dorados) y Quercus
(encinos blancos).

Nixon (1993, 2006) y Manos et al., (1999) consideran al género Quercus
como un grupo monofilético. Mencionan que las sinapomorfias que lo
representan son: flores con un solo pistilo, cupulas sin valvas, estilos
decurrentes con las superficies estigmaticas expandidas, inflorescencias
unisexuales, si son estaminadas con las flores distribuidas de manera laxa y con
polen que posee la exina escabrada. La clasificacion infragenérica incluye linajes
monofiléticos reconocidos por Manos et al. (1999) y Manos y Stanford (2001).

Recientemente las clasificaciones infragenéricas de Loudon (1838, 1839),
Orsted (1871), Trelease (1924), Schwarz (1936), Camus(1936-1938, 1938-1939,
1952-1954), Menitsky(1984) y Nixon (1993) fueron revisadas y reevaluadas por
Denk et al., (2017), quienes con base en datos filogendmicos sugieren dos

grandes clados; uno comprende los grupos del viejo mundo (seccidn



Cyclobalanopsis, llex y Cerris) albergados en el subgénero Cerris y el otro
comprende a tres grupos del nuevo mundo (seccion Protobalanus, Virentes y
Lobatae) y dos grupos del hemisferio norte (seccion Ponticae y Quercus)
albergados en el subgénero Quercus.

Los estudios de riqueza de especies en distintas regiones de México aun
son incompletos, debido en parte a la complejidad taxonémica del género,
resultado de la gran variabilidad morfolégica que presentan las especies,
inclusive dentro del mismo individuo (Blue y Jensen, 1988; Valencia-A., 2004),
asi como a la facilidad para generar hibridos interespecificos que expresan
caracteristicas intermedias o extremas con respecto a sus progenitores y
dificultan la identificacion de los taxones a nivel especifico (Cristofolini y Crema,

2005; Albarran-Lara et al., 2010; Pefaloza-Ramirez et al., 2010).

1.2 Lobatae
La seccion Lobatae es endémica de América y cuenta con alrededor de 195
especies de acuerdo con Jensen (1997). A las especies de esta seccion se les
conoce como “encinos rojos” y tienen formas de vida arbustivas o arbéreas, son
perennes o caducifolios, con hojas lobuladas o enteras, con margen
generalmente dentado y aristado, aunque también puede ser entero; las bellotas
son generalmente de maduracion bianual, raramente anuales (Aldrich y
Cavender-Bares, 2011).

De acuerdo con Valencia-A. (2004), en México se encuentran 76 especies

de encinos de la seccion Lobatae, siendo 61 endémicas del territorio nacional.



En contraste con los encinos blancos se dispone de mucha menos
informacion genética en el caso de los encinos rojos, y se presume que las
barreras reproductivas en este grupo sean mas débiles que en los encinos
blancos (Guttman y Weigt, 1989; Kashani y Dodd, 2002; Aldrich et al., 2003). Por
otro lado, Magni et al. (2005) menciona que la sefial filogeografica
intraespecifica en los encinos rojos es mucho mas débil que en encinos blancos
europeos, en un trabajo con Quercus rubra, a partir del cual también Aldrich et
al. (2002) caracteriza 15 loci de microsatélites nucleares, finalmente los trabajos
de Gonzalez-Rodriguez et al. (2004) sugieren que la variacion morfolégica no
corresponde con la variacién molecular en una zona hibrida de Q. affinis y Q.

laurina.

I.-ANTECEDENTES.

2.1 Acutifoliae

Dentro de los grandes trabajos taxondmicos realizados en los encinos, el mas
antiguo que aborda el grupo Acutifoliae es el de Trelease (1924) quien propone
una clasificacion basada en series, una perspectiva que agrupaba
morfolégicamente algunos grupos de encinos, y que posteriormente Mauller
(1942) considera como el mejor intento de agrupar especies a niveles
infragenéricos. El numero de especies reconocidas dentro de este grupo ha sido
muy variado, pues Trelease (1924) consider6 once especies mas formas y
variedades; posteriormente Mduller (1942) adiciond otras series propuestas por

Trelease a la serie Acutifoliae, sumando diez especies mas. Muller y McVaugh



(1972) consideraron que el grupo esta formado por 15 especies, adicionando al
mismo a Q. uxoris. Finalmente, el ultimo trabajo que aborda la sistematica del
grupo Acutifoliae es el de Romero (2006), quien lo consider6 un complejo y
redujo varias sinonimias, reportando diez especies.

De manera general las especies que son albergadas en el grupo presentan
como caracteres hojas glabras o glabrescentes con margen dentado-aristado

casi desde la base y formas ovadas a elipticas, lanceoladas u obovadas (Fig. 1).



Figura 1. Diversidad de morfologias foliares representativas en especies
bianuales del grupo Acutifoliae, tomado de Valencia-A et al., (2016). A) Q.
meavei, B) Q. grahamii, C) Q. conspersa, D) Q. xalapensis, E) Q. skinneri, F)
Q. albocincta y G) Q. uxoris.



Adicionalmente a las especies senaladas en los trabajos antes
mencionados, Valencia et al. (2016) agregaron al grupo a Q. meavei la
recientemente descrita. Esta especie es abordada en el presente trabajo,
ademas de que se consideran como especies validas a Q. sartorii 'y a Q.
paxtalensis en contraste con la propuesta de Romero (2006) que las trata como
sinénimos de Q. xalapensis (Cuadro 1).

Es importante recalcar que la evidencia filogenética reciente basada en
secuenciacion de nueva generacion, muestra que el grupo Acutifoliae parece no
ser monofilético (Hipp et al., 2018). En dicho estudio se incluyeron Q. canbyi, Q.
uxoris, Q. cortesii, Q. grahamii y Q. acutifolia, especies que pertenecen al grupo
Acutifoliae 'y que parecen no formar un mismo clado, sugiriendo que sus
similitudes morfolégicas pueden ser resultado de convergencia.

Cuadro 1. Especies que conforman el grupo Acutifoliae reconocidas por
diferentes autores. La ultima columna menciona las especies reconocidas

en diferentes trabajos por Valencia-A. y Valencia y colaboradores, en cuya
circunscripcion basamos el presente trabajo.

Trelease 1924 Miiller 1942 Romero 2006 Valencia-A..
2004, Valencia-A.
et al., 2015, 2016

Q. conspersa
Q. tonaguiae Q. correpta
Q. vexans Q. tonaguiae -
Q. candolleana Q. vexans Q. conspersa Q. acutifolia
Q. conspersa Q. candolleana
Q. conspersa
Q. albocincta Q. albocincta Q. albocincta Q. albocincta
Q. cambyi Q. cambyi . .
Q. karwinskii Q. karwinskii Q. cambyi Q. cambyi
Q. furfuracea Q. furfuracea Q. furfuracea Q. furfuracea
Q. acutifolia Q. acutifolia Q. grahamii




Q. acutifolia Q. grahamii

Q. grahamii
Q. meavei
Q. paxtalensis Q. xalapensis Q. paxtalensis
.. Q. sartorii . ..
Q. sartorii Q. huitamalcana Q. xalapensis Q. sartorii
Q. skinneri
Q. grandis
Q. chiapasensis . ) . .
Q. salvadorensis Q. skinneri Q. skinneri
Q. hemipteroides
Q. trichodonta
Q. uxoris Q. uxoris
Q. xalapensis Q. xalapensis Q. xalapensis Q. xalapensis
Q. brenesii Q. brenesii
Q. cortesii
Q. tenuaristata
Q. monserratensis
Q. gracilior

2.2 Diversidad genética en el género Quercus.

La dindmica genética que existe entre los encinos es aun incierta, en gran
medida por la alta diversidad de especies que existen en el hemisferio, aunque
los trabajos que se han realizado hasta la actualidad muestran ciertas
tendencias en cuanto a las dinamicas presentes en los diferentes continentes
donde habitan estos organismos, aun queda un largo numero de especies y
complejos de estas sin explorar y sin resolver su acervo genético.

En los encinos, el genoma nuclear es heredado de manera biparental, y el

genoma citoplasmatico solo se transmite via materna, en el caso del ADN



nuclear generalmente se encuentran altos niveles de variacién genética dentro
de las poblaciones y una baja diferenciacién entre las poblaciones (Guttman and
Weight 1989; Kremer et al. 1991; Kremer and Petit 1993; Bruschi et al. 2000;
Lorenzo et al. 2009), en contraste con ADN de cloroplasto que presenta una
ligera variacion dentro de las poblaciones y una fuerte estructura entre las
localidades (Kremer et al., 1991; Petit et al., 1993, 2002; Dumolin et al., 1995;
Grivet et al., 2008).

En el caso de los organismos del genero Quercus se han realizado
estudios en Europa y han revelado una fuerte estructura genética, como
resultado de varias rutas de recolonizacién postglacial (Le Corre y Kremer, 1998;
Petit et al., 2002). Por otro lado, las especies de encinos norteamericanos son
caracterizados por una baja estructura genética (Magni et al., 2005) y por una
alta diversidad genética (Grivet et al., 2006).

Particularmente en los encinos mexicanos se han reportado altos valores
de variacion genética dentro de las poblaciones y una baja diferenciacion entre
poblaciones con respecto a las especies de latitudes mas altas (Tovar-Sanchez
et al., 2008; Ramos-Ortiz et al., 2016), esto podria ser explicado debido a que
los efectos de las glaciaciones fueron menos severos en latitudes menores y las
poblaciones de encinos no fueron restringidas a refugios, manteniendo asi
tamafos poblacionales relativamente grandes y estables (Gonzalez-Rodriguez
et al., 2004; Cavender-Bares et al., 2011)

Algunos estudios filogeograficos realizados en dos complejos de encinos

rojos mexicanos han mostrado altos niveles de diversidad y baja estructura
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genética en comparacidbn con las especies de encinos europeos Yy
norteamericanos (Gonzalez-Rodriguez et al., 2004; Tovar-Sanchez et al., 2004).
Estos resultados implican grandes tamafios histéricos efectivos de las
poblaciones y una dinamica compleja de intercambio genético entre las
poblaciones (Pefaloza-Ramirez, 2010).

Finalmente la fragmentacién esta afectando los patrones de distribucién y
abundancia de las especies, mediante la divisién de poblaciones, interrumpiendo
la conectividad genética y reduciendo los tamafios de las poblaciones, lo que en
suma reduce la diversidad genética y el potencial evolutivo (Young et al., 1996;

Couvet, 2002; Stockwell et al., 2003).

2.3 Hibridacién
Es necesario hacer notar el papel de la hibridacién en la variacién genética de
los organismos del género Quercus. La hibridacion es un proceso importante
que puede conducir a la formacion de nuevas especies, asi como afectar los
niveles de variacion genética, adaptacién local o modificar los patrones de
selecciéon. En el género se han descrito diversos casos de supuesta hibridacion
desde 1800 (Rushton, 1993; Dodd y Afzal, 2004). Al respecto se conoce que
generalmente las cruzas intraespecificas tienen mayor éxito que las cruzas
interespecificas y, aunque algunos hibridos pueden tener una fertilidad reducida,
generalmente parecen sanos y fértiles (Salvini et al., 2009).

La hibridacién puede tener un importante papel en los procesos de

evolucion adaptativa y especiacion, es por esto que el género es un taxén
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modelo para el estudio de este fenomeno en la evolucion adaptativa (Aldrich y
Cavender-Bares, 2011).

La hibridacién es un fendbmeno muy comun en el género, principalmente
entre grupos de especies relacionadas, lo que desafia el concepto de especie
biolégica y llegd hasta la generacidén de un nuevo concepto de especie.

El denominado concepto ecolégico de especie propuesto por Van Valen
(1976), quien abord6 a las especies como un linaje o un conjunto de linajes
estrechamente relacionados, que ocupan una zona adaptable con diferencias
minimas de otros linajes en su rango; y que evoluciona por separado de todos
los linajes fuera del mismo.

De esta manera si se conjuga la alta propension a la hibridacion, la alta
variacion genética en las especies y la plasticidad fenotipica, los limites entre
estas no son faciles de establecer (Burger, 1975; Rushton, 1993).

Aunque también es posible que a pesar del flujo interespecifico la
identidad de la especie permanece tanto genética como ecoldgicamente,
revelando un patréon genético de diferenciacién interespecifica (Scotti-Saintagne
et al., 2004) consistente con la especiacién con alto flujo de genes y fuerte
seleccién divergente y especiacién ecologica (Whittemore y Schaal, 1991;
Schluter y Conte 2009; Via, 2009, 2012).

Sin embargo, es de considerarse que en comparacion con los encinos
blancos son menos abundantes los estudios que examinen el flujo genético en
encinos rojos (Moran et al., 2012), En adicion a esto, existe evidencia que

sugiere que las barreras reproductivas entre estas especies pueden ser mas
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débiles que en encinos blancos. (Guttman y Weigt 1989; Kashani y Dodd 2002;

Aldrich et al. 2003).
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2.4 Morfometria geométrica en Quercus

La clasificacion de encinos se basa principalmente en la morfologia de las hojas
debido a que las caracteristicas florales pueden mostrar poca variacion (Jensen,
1990; Jensen et al., 2002; Viscosi et al., 2009a). Sin embargo, la gran variacion
que las hojas presentan en sus caracteres genera mucha dificultad en el
momento de la determinacién taxondmica de las especies de encinos (Trelease,
1924; Jensen, 1988, 1993, 2002; Viscosi et al., 2009a). El estudio de las hojas
ha conducido a la generacion de glosarios para la descripcion de la forma y las
diferencias entre caracteres como menciona Jensen (1990), pero los resultados
pueden ofrecer interpretaciones cualitativas y subjetivas; es por eso que la
morfometria geométrica se sugiere como un método de andlisis cuantitativo para
evaluar la varianza de la forma dentro y entre especies.

Jensen (1990), fue uno de los pioneros en aplicar la morfometria
geométrica al estudio de la variacion de las hojas en especies del género
Quercus; utilizé dicha herramienta debido a que deseaban evitar evaluaciones
subjetivas de la variacion. Los landmarks que propuso utilizar los designé de
acuerdo a puntos homologos como el apice de la lamina y la insercidon del
peciolo con la misma y otros en puntos homélogos putativos como el valle que
forman los l6bulos de las hojas. Este trabajo forma parte de una serie de
publicaciones en las que exploré y evalud los diferentes métodos de analisis
estadisticos que existian en los principios de los 90’s. Posteriormente existen
diversos trabajos que reportan resultados del uso de la morfometria para

abordar problemas taxondémicos en encinos, principalmente en la busqueda de
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evidencias sobre morfologias intermedias en hibridos y limites morfolégicos
entre especies (Kremer et al., 2002; Viscosi et al., 2009a; Albarran-Lara et al.,
2010; McCauley et al., 2012). Es preciso destacar los trabajos de Viscosi et al.
(2009a, 2009b, 2010) quienes han trabajado con diferentes complejos de
encinos europeos y al igual que Jensen, exploran diferentes técnicas en sus
trabajos, que van desde la descripcion de la variacidén morfolégica que presentan
los encinos hasta la busqueda de hibridos y la covariacion entre la forma y las
distancias basadas en morfometria tradicional. Por su parte, Albarran-Lara et al.
(2010) evaluaron mediante morfometria geométrica la asimetria fluctuante que
se produce en los hibridos de Quercus magnoliifolia y Quercus resinosa en una
poblacion simpatrica en el volcan de Tequila en Jalisco, con resultados
congruentes entre la morfologia de la hoja, la distribucién altitudinal y la

hibridacion de estas especies.
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ll.- JUSTIFICACION

México alberga la mayor diversidad de encinos en el Continente Americano, una
consecuencia de esta amplia diversidad de especies es la falta de estudios que
permitan entender los niveles altos de riqueza, endemismo y la historia evolutiva
del género en México. Las especies propuestas como modelos de estudio en
este proyecto presentan amplia distribucion en el caso de Q. sartorii y
distribucion restringida en Q. meavei y Q. paxtalensis, ademas son de caracter
endémico; se desconocen los procesos que han determinado su historia
evolutiva (p. e. origen, diversificacidon y demografia historica) y se encuentran
restringidas a sistemas montafiosos que a su vez son producto de procesos
geoldgicos complejos como la Sierra Madre Oriental.

De igual forma, las especies propuestas se distribuyen en tipos de
vegetacion criticamente amenazados y presentan serios problemas
taxonémicos, lo que en conjunto representa una oportunidad unica para
desarrollar estudios que permitan resolver problemas en la clasificacion de las
especies, describir sus patrones genéticos y aportar a la conservacién de las

especies y el habitat en el que se distribuyen.
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IV.- HIPOTESIS

Se espera encontrar diferencias morfolégicas y genéticas entre Q. sartorii (de
amplia distribucién) vs Q. meavei y Q. paxtalensis (distribucion restringida),

asociadas con el gradiente latitudinal en el que se distribuyen.

V.- OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la diversidad y estructura genética, asi como la variacion morfolégica
foliar, de tres especies del grupo Acutifoliae, asi como su relacién con la
distribucién geografica y las variables climaticas de las localidades en las que se

encuentran las poblaciones.

Objetivos Particulares

* Determinar la diversidad y estructura genética poblacional en Q. sartorii,
Q. meavei y Q. paxtalensis mediante el uso de marcadores moleculares,
particularmente microsatélites de nucleo (ncSSRs).

* Evaluar el efecto del gradiente latitudinal donde se encuentran las
poblaciones, sobre los valores de diversidad y estructura genética.

* Analizar la relacién que guardan los estimadores de distancias genéticas

(Fst y distancias de Nei) con las diferencias morfologicas.
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Delimitar morfolégicamente las especies mediante analisis estadisticos

multivariados de morfometria geométrica
Identificar si existe relacion de la morfologia foliar con variables climaticas

en los tipos de vegetacion donde se desarrollan estas especies.
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VI.- MATERIALES Y METODO
6.1 Especies de Estudio

Quercus sartorii Liebm.

Arboles de 10-25 m de alto; caducifolios, monoicos, ramillas de 1.2-2.2 mm de
diametro, lisas o ligeramente surcadas, grisaceas a pardas, glabras o
ligeramente puberulentas con escasos pelos diminutos estrellados vy
fasciculados adpresos, lenticelas inconspicuas; yemas coénicas, ovoides o
elipsoides, de 3.3-4.8 mm de largo, escamas ampliamente ovadas, glabras con
margen ciliado, color ambar. Hojas alternas, estipulas ausentes cuando las hojas
estdn maduras; peciolos de (6) 11.4-18 (24) mm de largo x 1.2-2 mm de
didmetro, glabros o conservando algunos pelos estrellados y amarillentos;
laminas subcoriaceas, elipticas, ovadas o lanceoladas de (6) 8.8-14 de largo x
2.2-4.4 (5.4) cm de ancho, de (1.9-) 2.2-2.5 (2.9) veces mas largas que anchas;
base redondeada o truncada rara vez cuneada, en ocasiones asimétrica; apice
agudo y aristado ocasionalmente apiculado; margen con (3) 6-8 dientes cortos y
aristados, a veces marcados solo por la arista, distribuidos por arriba de la base
0 desde las dos terceras partes distales, plano o minutamente crispado
irregularmente nervacion pinnada; venas secundarias de 7-12 a cada lado de la
vena media, ascendentes, rectas, ramificandose antes de llegar al margen o las
relacionadas con los dientes llegando enteras y continuandose hasta la arista;
haz glabro, excepto sobre la base de la vena media que conserva algunos pelos

estrellados, ligeramente lustroso, venas secundarias lisas o ligeramente

19



impresas; envés envés glabro, pero conservando mechones de pelos estipitados
en las axilas de las venas secundarias y algunos pelos estrellados multiradiados
hacia la vecindad de la vena media, epidermis papilosa, vena primaria,
secundarias y venillas prominentes y algo amarillentas; venillas terciarias y
secundarias ligeramente prominentes. Flores masculinas en amentos de 5-11
cm de largo, raquis laxamente tomentoso de 3.5-10 cm de largo; flores
masculinas regular y densamente dispuestas a lo largo del raquis, subsésiles o
sobre un pedicelo de 0.2-0.4 mm de largo, bracteolas rara vez presentes en las
flores apicales, lanceolada a filiforme y pilosa, perianto campanulado, glabro de
2.3-2.7 mm de largo, unido de "2-1/4 de su longitud total dejando libres 5-6
I6bulos de apice obtuso o agudo, con maragen fimbriado, estambres de 6-8, de
2.1-2.5 mm de largo, anteras exertas de 1.5-1.2 mm de largo, mucronadas,
filamentos de 0.9-1.3 mm de largo. Frutos de maduaraciéon anual, solitarios o
mas frecuentemente en pares, subsésiles o sobre un pedunculo corto de 2-10
mm de largo; cupula hemisféricas o algo obcdnicas, de 8.5-11 mm de diametro x
6.2-9.9 mm de alto, borde erecto, escamas lisas y adpresas, triangulares,
canescentes, con pelos cortos adpresos; bellotas ovides, glabras, de 11.5-13
mm de largo x 7.8-10 mm de didmetro, incluida 4 de su longitud total en la

cupula (Fig. 2) (Valencia-A. et al., 2017).
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Figura 2. Quercus sartorii. A) ramilla con hojas. B) fruto (cupula y nuez).
Tomado de Romero (2006).
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Quercus meavei Valencia

Arboles de 20-30 m de alto; ramillas de 2.2-2.5 (-3) mm de diametro,
ligeramente surcadas, glabras o con escaso pubérulo formado por tricomas
fasciculados cortamente estipitados hacia el apice de las ramillas y base de los
peciolos, lenticelas evidentes palido amarillentas; yemas conicas a ovoides con
el apice agudo, de (3.5-) 4.2-8.5 x 2.1-3.5 mm, escamas ovadas, gris-
amarillentas a pardo-amarillentas, glabras y lustrosas, con el margen corta e
irregularmente ciliado, las superiores algo sericeas o no; estipulas linear a
angosto linear u oblanceolas, de (5-) 6.5-8(-10) mm de largo, pubérulas,
deciduas antes de que las hojas esten maduras, pocas veces persisten en el
apice de las ramillas. Hojas maduras con peciolos pardo a pardo-rojizos, de (10—
) 23-36 (—-50) mm de largo, glabros, glabrescentes u ocasionalmente pubérulos
hacia la base; laminas coridceas a semicoriaceas, lanceoladas, oblongo-
lanceoladas rara vez elipticas, de 13—18 x 4.5-7.5 cm, de 2.4-3.5 veces mas
largas que anchas; base obtusa a cuneada, en ocasiones ligeramente
asimétrica; margen ligeramente engrosado cartilaginoso, no revoluto, crispado
(8-) 11-16 dientes largamente aristados distribuidos por arriba de la base, cada
diente de (1.73-) 2.7-5 (-8.8) mm de alto; apice agudo, algunas veces
apiculado, aristado; venas secundarias de (9-)14-17 a cada lado de la vena
media, paralelas entre si, ascendentes, casi rectas, continuandose hasta la
artista que mide de 4.2-6.3 mm de largo; haz opaco, glabro, ocasionalmente
conservando algunos tricomas estrellados hacia la base de la vena media; venas

primarias y secundarias lisas a ligeramente impresas, venillas lisas; envés
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glabro, o conservando mechones de tricomas fasciculados estipitados en las
axilas de las venas secundarias, epidermis ligeramente papilosa, venas primaria
y secundarias prominentes, amarillo-palido. Amentos masculinos de 70—80 mm
de largo, raquis de 60-70 mm de largo, ligeramente piloso, flores masculinas
laxamente distribuidas, perianto ciatiforme de ca. 1 mm de largo, con 5 l6bulos
de margen ciliado, libres de 72 — 1/3 de la longitud total del perianto, estambres
6, de 2.8-3 mm de largo, anteras exsertas de 0.8-1.2 mm de largo; flores
femeninas en grupos de 2 sobre un pedunculo corto de hasta 2—4 mm de largo,
estigmas 3. Frutos de maduracion bianual, 1-2 al extremo de un pedunculo
glabro de 6-13 mm de largo; cupulas hemisféricas, margen erecto, de (13-)18—
23 mm de diametro por (8.5-) 9.5-16.5 mm de alto, escamas lanceoladas,
sericeas, lisas y adpresas en toda su extension, con el apice redondeado a
obtuso; bellotas ovoides a subesféricas, glabras rara vez ligeramente canosas
hacia el apice, de 12-16.5 x 11-16 mm, incluida de 2 —1/3 de su longitud total

en la cupula (Fig. 3) (Valencia-A. et al., 2016).
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Figura 3. Quercus meavei. A) ramilla con hojas y frutos. B) tricoma. C)
bellota. D) yema. E-G) diferentes morfologias de la lamina foliar. Tomado
de Valencia et al. (2016)
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Quercus paxtalensis C.H. Mull.

Arboles de 12-18 (30) m de alto; ramillas de 1.9-3 mm de didametro, glabras,
cafés y ligeramente surcadas, lenticelas blanquecinas, conspicuas o
inconspicuas; yemas conicas, elipsoides u ovadas, 3.5-4.9 mm de largo,
escamas ampliamente ovadas, glabras, grises a ligeramente cafés, margen
dentado o entero; estipulas desciduas. Hojas maduras con peciolos 20-40 x 0.9-
1.1 mm, glabros; ldmina subcoreacea a papiracea, lanceolada o estrechamente
eliptica, a veces oblonga, (7) 12-17 (20) x (2.6) 3.2-5.5 cm, 2.7-3.7 veces mas
larga que ancha; base cuneada a redondeada o truncada y asimétrica; margen
con 9-12 dientes largamente aristados a cada lado de la Iamina, distribuidos
desde la base, ligeramente crispados; apice agudo o acuminado, punta aristada;
venas secundarias de 10-12 (13) a cada lado de la vena media, ascendentes,
rectas, continuando dentro del diente hasta la arista, ocasionalmente venas
intermedias evanescentes presentes cerca de la base de la lamina; superficie
adaxial glabra, lustrosa, venas secundarias y primaria planas o apenas
prominente amarillentas o palidas; superficie abaxial de la lamina glabra, o
raramente con mechones de tricomas fasciculados estipitados en las axilas de
las venas secundarias, epidermis ligeramente papilosa o suavizada, vena
primaria y secundarias prominentes. Fruto anual, 1-2 subsésiles o en un
pedunculo glabro de 2.5 mm de largo; cupulas turbinadas 12.5-18 mm de
diametro x 10-13.5 mm de alto, margen erecto, escamas suavizadas,
estrechamente adpresas, gris canescente en la zona media, margen café;

bellotas ovoides, glabras o con pequefios tricomas amarillos dispersos, 18-20
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mm de largo 12-14 mm de diametro, incluidas 1/3 del largo total en la cupula

(Fig. 4) (Valencia-A. et al., 2017).

26



Figura 4. Quercus paxtalensis, ramilla con hojas y cupula de bellota. Tomado de Valencia et al.
(2017).
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6.2 Colecta de material biolégico

Se consultaron ejemplares de las especies seleccionadas en los herbarios
MEXU y FCME. Después de eliminar aquellos ejemplares mal determinados, se
generd una base de datos en la cual se georreferenciaron las localidades para
proyectarlas en un mapa y visualizar asi los sitios de colecta (Fig. 5).

Se colectaron un total de 177 individuos de las tres especies,
representados por cuatro poblaciones de Q. meavei con 37 individuos en total,
diez poblaciones de Q. sartorii con 100 individuos en total y cuatro poblaciones
de Quercus paxtalensis con 40 individuos en total (Cuadro 2), en los estados de
Tamaulipas, San Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo, Puebla, Veracruz y Oaxaca
(Fig. 6). De cada individuo fueron seleccionadas diez hojas y preservadas en
bolsas de plastico inmersas en hielo durante el trabajo de campo vy
posteriormente se colocaron en un ultracongelador a -80°C. Ademas, por cada
individuo se preparé un ejemplar de herbario como voucher y para digitalizar tres

hojas para los analisis de morfometria geométrica.
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Figura 5. Mapa de distribucion de los registros de Q. paxtalensis, Q. sartoriiy Q. meavei en los herbarios MEXU y FCME.
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Figura 6. Mapa de las poblaciones colectadas, en puntos verdes Q. sartorii (10), en puntos azules Q. paxtalensis (4) y en
puntos rojos Q. meavei (4).



Cuadro 2. Datos geograficos para las poblaciones colectadas de Q. meavei,
Q. paxtalensis y Q. sartorii. Los datos incluyen clave de identificacion,
coordenadas y numero de individuos colectados.

Especie Estado Localidad Clave Coordenadas Individuos
colectados
1 Q. meavei Hidalgo El Fresno FRE 20°26°36”N 98°10'40”W 10
2 Q. meavei Hidalgo Ejido Pueblo Nuevo PNU 20°25’30”N 98°14'23"W 10
3 Q. meavei Puebla Mexcalcuautla MEX 19°51°24”"N 97°24'5"W 7
4 Q. meavei Veracruz Oxtlapa OXT 19°26°32”N 97°6’9”"W 10
5 Q. paxtalensis SLP Xilitla XIL 21°23'51”N 99°0°'47"W 10
6 Q. paxtalensis Hidalgo Tlanchinol TLAN 21°0’14”N 98°39'41”"W 10
7 Q. paxtalensis Hidalgo Temazate T™MZ 21°1°99”N 98°37°32W 10
8 Q. paxtalensis Tamaulipas El Cielo ECI 23°3'11”N 99°11°21"W 10
9 Q. sartorii Veracruz Huiloapan HUI 18°48'37”N 97°8°'40”"W 10
10 Q. sartorii Puebla Eloxochitlan ELO 19°52°'34”N 97°30'22"W 10
11 Q. sartorii Puebla Tetela TET 19°47°1”N 97°49°'18”W 10
12 Q. sartorii Tamaulipas Puerto de Arrazolo PAR 23°33'18”N 99°12'47"W 10
13 Q. sartorii SLP Aquismoén AQU 21°38'45”N 99°9'32"W 10
14 Q. sartorii Querétaro Rio Escanela RES 21°11°11”N 99°34°34”W 10
15 Q. sartorii Oaxaca Carrizal CARR 18°6’33”N 96°50'45"W 10
16 Q. sartorii SLP El Platanito PLA 22°29'15”N 99°28'28"W 10
17 Q. sartorii Hidalgo La Culebra LCU 21°3'31”N 99°4°22"W 10
18 Q. sartorii Hidalgo Calnali CAL 20°53'48”N 99°30°25"W 10
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6.3 Analisis de laboratorio

Extraccion de ADN

Para la obtencion del ADN se utiliz6 50 mg de tejido preservado a -80°C el cual
fue molido mediante el uso de nitrégeno liquido y un mortero. El tejido resultante
se procesé mediante un método CTAB modificado (Lefort y Douglas, 1999). El
producto final de las extracciones fue corroborado mediante electroforesis en un
gel de agarosa al 1%, cargando los pozos con 2 ul de ADN y 2 ul de buffer de
carga, y corriendo a 90 V durante 30 minutos. Posteriormente el ADN fue
cuantificado con el uso del espectrofotdometro NanoDrop 2000 (ThermoFisher),

para su dilucion final en agua ultra pura a una concentracion de 20 ng/pl.

PCR

Posteriormente se ensay6 la amplificacion de once microsatélites nucleares
(ncSSRs) descritos para Quercus rubra (Aldrich et al., 2002), tres para Quercus
petraea (Steinkellner et al., 1997) y uno para Quercus robur (Kampfer et al., 1998),
mediante PCR en un gradiente de temperaturas (48°C, 50°C, 52C, 54°C, 56°C y
58°C) para determinar la temperatura de alineamiento ideal para cada primer,
utilizando dos individuos de cada poblacion. Las reacciones de PCR se llevaron a
cabo en un volumen final de 5 pL incluyendo 2.5 yL de Master Mix (Applied
Biosystems), 0.25 uL de cada primer (10 uM), 0.7 uL de agua destilada estéril, 0.3
ML de BSA y 1 uL de ADN. Los ciclos de amplificacion se llevaron a cabo de la

siguiente manera: un minuto a 94°C como paso inicial, posteriormente 40 ciclos

32



con un paso de desnaturalizacién a 94°C por 60 s, alineamiento a 48-58°C por 45s
y extension a 72°C por 30s y finalmente un paso a 72°C por 10 minutos.

Como resultado de los ensayos se eligieron nueve ncSSRs que
amplificaron para las tres especies los cuales se agruparon para su amplificacion
por PCR multiplex (Cuadro 3). Estas reacciones se llevaron a cabo en un volumen
final de 6 L, incluyendo 3 pL de Platinum Master Mix (ThermoFisher), 1.4 yL de
agua destilada, 0.1 yL de MgCl,, 0.5 pL de primer (0.25 yL forward y 0.25 pL
reverse) y 1 yL de ADN (en concentracion de 20 ng/uL). Posteriormente se
corroboro la amplificacién de los microsatélites mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% cargando 1 L del producto de PCR y 1.2 uL de buffer de carga. La
corrida en la camara de electroforesis se realizé a 90 V durante 30 min, para su
posterior visualizacion en un transiluminador UV. A partir de los geles obtenidos se
procedié a diluir el producto de PCR. Finalmente, el producto de PCR diluido se
llevé a una placa utilizando 9 uL de formamida HIDI, 0.3 yL Gen Scan Liz-600
como estandar de tamafo (Applied Biosystems) y 1 uL de producto PCR. Las
muestras fueron desnaturalizadas a 95° durante 2 min y analizadas en un
secuenciador  ABI-PRISM 3100 Avant (Applied Biosystems). Los
electroferogramas obtenidos fueron analizados manualmente mediante el software
PeakScanner (Applied Biosystems) y GeneMapper (ThermoFisher) y registrados

en una base de datos para su posterior analisis.
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6.4 Analisis de los datos genéticos

Al obtener la base de datos se generd un templado en el software GenAlex 6.503
(Peakall y Smouse, 2006; 2012), con el cual se obtuvieron diferentes parametros
de diversidad genética, tales como el numero de alelos (N;), el numero efectivo de
alelos (Ne), el indice de Sannon (/), la heterocigosidad observada (H,),
heterocigosidad esperada (He), heterocigosidad esperada no sesgada (uHe) y el
indice de fijacion (F).

Con el objetivo de evaluar la presencia y el efecto de los alelos nulos en la
muestra se utilizo el software FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007), que realiza tres
estimaciones para conjuntos de datos con presencia de alelos nulos; el primero
estima la frecuencia de alelos nulos para cada locus y poblacion mediante el
algoritmo de maximizacién de expectativas (EM) (Dempster et al., 1977; Chapuis y
Estoup, 2007), ademas estima los valores de Fsrt sin el efecto de los alelos nulos
mediante el método ENA (Chapuis y Estoup, 2007) y finalmente calcula la
distancia genética de Cavalli-Sforza y Edwards siguiendo el método de INA

(Chapuis y Estoup, 2007).

Estructura Genética

Para evaluar la particion de la diversidad genética dentro y entre poblaciones se
llevé a cabo un analisis de varianza molecular (AMOVA) por sus siglas en inglés,
mediante el software GenAlex 6.503 (Peakall y Smouse, 2006; 2012), el cual
genera una matriz de distancias genéticas a partir de distancias geométricas con
las cuales realiza un analisis de varianza sin asumir una distribucion normal de los

datos. Como resultado, muestra el porcentaje de variacién debido a las diferencias
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de los individuos de una poblacion, la proporcion de la varianza que se encuentra
entre poblaciones, asi como la contenida entre especies. Para estas pruebas se
utilizé el estimador Rsr dado el modo de mutacién por pasos que siguen los
microsatélites. Se realiz6 un AMOVA para las tres especies juntas, y
posteriormente uno por especie, para ver como se estructuraban por separado.
Para el andlisis de la estructura genética de las poblaciones se utilizd
el software STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000), el cual usa datos genéticos
multilocus para investigar la estructura de las poblaciones. Este programa puede
inferir la presencia de poblaciones distintas, asignar individuos a las poblaciones, y
estudiar zonas de hibridacion, entre otras aplicaciones. Utiliza un algoritmo basado
en métodos Bayesianos, en donde cada individuo es asignado mediante
probabilidad a un grupo genético, y de esta manera define el numero mas
probable de grupos genéticos dados los datos. EI numero de grupos fue
determinado a partir de valores de K (1 a 5), con 20 iteraciones para cada valor.
Cada una de las corridas se realizo utilizando 50° iteraciones como burn-in y 50*
repeticiones de la cadena de Markov Monte Carlo después del burn-in, la opcién
de admixture era posible, los demas parametros fueron los establecidos por
defecto. Finalmente, mediante el recurso en linea de Structure Harvester (Earl et
al., 2012) y de acuerdo con Evanno et al. (2005) se determind la K mas probable

con el valor maximo de AK.
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Cuadro 3. Microsatélites utilizados. Nombre, motivo de la repeticion,
temperatura de alineamiento (Ta), tamano en pares de bases de acuerdo a
Aldrich (2002), grupos para el presente trabajo.

Locus Motivo de repeticion Ta (°C) Tamaio (pb) Grupo
quru-GA-IF07 (GA)22 48°C 306-348 3
quru-GA-0E09 (GA)16 48°C 186-230 1
quru-GA-0101 (GA)16 52°C 196-218 2
quru-GA-OMO05 (GA)20 48°C 184-215 3
quru-GA-2F05 (GA)21 48°C 294-322 1
quru-GA-0C19 (GA)1s 48°C 218-242 1
quru-GA-1C06 (GA)29 52°C 234-262 2
ssrQrZAG96 (TC)20 52°C 135-194 4
ssrQpZAG110 (AG)15 52°C 206-262 4

5.5 Morfometria geométrica

Se digitalizaron 496 hojas de las 18 poblaciones muestreadas de las tres

especies, mediante el uso de una camara fotografica Canon Rebel y una cama de

copiado para estandarizar la distancia y el angulo de captura de la imagen.

Posteriormente se coloco un peine de 17 radios a lo largo de la lamina foliar con el

uso del software MakeFan8 (Sheets, 2017a), para colocar 32 landmarks (marcas),

dos de estos en puntos homélogos de la hoja (insercion del peciolo con la lamina,

y el apice de la hoja) y 30 semilandmarks a lo largo del margen de la hoja en la

interseccion con los radios mediante el software tpsDig2 (Rohlf, 2016).
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Posteriormente se llevé el archivo .fps al software CoordGen8 (Sheets,
2017b) para realizar el deslizamiento de los semilandmarks mediante la
herramienta de Semiland, finalmente se exportdé la matriz de datos al software
MorphodJ (Klingenberg, 2011) para realizar los analisis de forma. Ademas de los
analisis morfométricos, también se calculé el area foliar (AF) mediante el software
Imaged 1.50i (Schneider et al., 2012). Los valores de AF fueron posteriormente
comparados entre poblaciones y especies mediante analisis de varianza (ANOVA)

en JMP 13 (CITA).

Superposicion de Procrustes, ANOVA de Procrustes

Después de la importacion de datos, se realizé la superposicion de Procrustes y
un ANOVA anidado utilizando las coordenadas resultado del ajuste, los niveles del

analisis fueron: especies, poblaciones individuos y hojas.

Anélisis de la relacion forma (shape)/tamafio (centroid size); Alometria

Para analizar la relacion que existe entre la forma y el tamafio de las hojas, se
realizaron tres regresiones (una por especie) entre los valores de las coordenadas
de Procrustes vs los valores del tamano del centroide logaritmo natural.
Posteriormente, para evaluar las diferencias entre las pendientes y las
intersecciones de las trayectorias alométricas se realizdé una prueba de MANCOVA

en el software R Studio (R Studio Team, 2015).
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Analisis de componentes principales (PCA), analisis de variable canénica (CVA) y
funcion discriminante (DF)

Una forma de evaluar las diferencias existentes entre las poblaciones y las
especies fue buscar la ordenacion de los componentes principales de la forma
para el componente simétrico y asimétrico. Posteriormente, se realizé la
ordenacion de las diferencias entre las especies mediante un analisis de variable
candnica, en primera instancia considerando a las hojas como entidades
independientes y posteriormente promediando las tres hojas que componen a
cada arbol (individuo) para apoyar la discriminacion de los grupos, basado en que
el analisis maximiza las diferencias dentro y entre los grupos definidos a priori.
Finalmente, para corroborar estas diferencias, asi como nuestra asignacion
taxonémica en contraste con la morfologia per se, realizamos un andlisis de

funcion discriminante entre las tres especies.

Relacion forma/ambiente (PLS)

Se obtuvieron los valores de las 19 variables bioclimaticas para cada localidad
mediante la base de datos de Wordclim version 1.4 (Hijmans, 2005). Mediante un
analisis de correlaciéon de Pearson en JMP 13 (www.jmp.com) se evalud la
correlacion entre las variables climaticas y se eliminaron aquellas que fueran
altamente redundantes (con un coeficiente de correlacion igual o mayor a 0.8).

A partir de las variables no correlacionadas [Bio-1 (temperatura media
anual), Bio-2 (intervalo medio diurno), Bio-3 (isotermalidad), Bio-12 (precipitacion

media anual) y Bio-15 (precipitacién estacional)] se implementd una regresion de
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minimos cuadrados parciales PLS (por sus siglas en inglés) que se utiliza para
examinar los patrones de covariacion entre dos 0 mas conjuntos de variables.
Para generar dos bloques o matrices de variables; un bloque definido por las
variables de forma (coordenadas de Procrustes) y otro bloque definido por la
interaccién de las variables ambientales en conjunto.

Finalmente para visualizar la posible relacion entre las distancias genéticas
(valores de distancias de Nei (1972) asi como Fst pareados entre poblaciones
obtenidos con la correccion de FreeNA) y las distancias geogréficas, asi como las
distancias morfolégicas (valores obtenidos de la matriz pareada de las distancias
de Mahalanobis poblacionales, proporcionadas por el software Morphod
(Klingenberg, 2011)) se realizaron diferentes pruebas de Mantel, mediante el

software GenAlex 6.503 (Peakall y Smouse, 2006; 2012).
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VIl.- RESULTADOS

La estimacion de alelos nulos para todos los locus, asi como los coeficientes Fst
corregidos mediante el método de ENA en el software FreeNA (Chapuis y Estoup,
2007), evidenciaron que no hay efecto significativo de los alelos nulos sobre las
poblaciones en cuestién (Cuadro 4).

Cuadro 4. Estimacién global de la FST de Weir (1996), sin el uso y con el uso
de la correcciéon de ENA.

Todos los loci

Fst sin usar ENA Fst usando ENA
0.111996 0.113316
Por locus

1 0.088979 0.086372
2 0.072488 0.074356
3 0.035726 0.037448
4 0.143815 0.143704
5 0.110747 0.112199
6 0.053494 0.055829
7 0.040934 0.041128
8 0.349417 0.344564
9 0.21547 0.215486

Remuestreo Bootstrap en todos los loci
95% Intervalo de confianza

0.066784 0.068115
0.17578 0.176127

7.1 Diversidad genética
Los resultados obtenidos para todas las especies muestran que la heterocigosidad
observada (H,) fue en promedio 0.704, teniendo el valor mas alto (H,=0.837) en la

poblacién de Calnali, Hidalgo (CAL) y el mas bajo (H,=0.556), en Carrizal, Oaxaca
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(CARR) ambos valores pertenecen a Q. sartorii. La heterocigosidad esperada (H,)
fue en promedio de 0.701; el valor mas alto (He=0.793) corresponde a Oxtlapa,
Veracruz (OXT) de Q. meavei y el mas bajo (H.=0.604) a Huiloapan, Veracruz
(HUI) de Q. sartorii. Mientras que el porcentaje de loci polimérficos fue del 100%
en casi todas las poblaciones, exceptuando El Platanito (PLA) en San Luis Potosi
y Tetela (TET) Puebla, con un porcentaje de 88.9% ambas poblaciones de Q.
sartorii (Cuadro 5).

Se observaron correlaciones positivas pero no significativas entre el numero
de alelos efectivos por poblacion y la latitud (r = 0.36; p = 0.13), asi como entre He
y la latitud (r = 0.31; p = 0.2) tomando en cuenta las tres especies en conjunto. De
manera individual se encontré una correlacién negativa en Q. meavei entre la He y
latitud (r = -0.93; p =0.04) y una correlacién positiva entre He y longitud (r= 0.87; p
= 0.08); y en el caso de Q. paxtalensis una correlacion negativa entre Ne vy
longitud (r = -0.85; p = 0.04) (Fig. 7).

Los valores promedio de la endogamia local y global fueron F;s = -0.017, Fr =

0.157 y Fs1=0.166 (Cuadro 6).
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Cuadro 5. Parametros de diversidad genética, para las tres especies. Nimero
de alelos (N) numero de alelos diferentes (Na), numero efectivo de alelos
(Ne), indice de Shannon (l), heterocigosis observada (Ho), heterocigosis
esperada (He), heterocigosis esperada rarefraccionada (uHe), indice de
fijacidn (F) y pocentaje de loci polimérficos (P%), se muestran los valores totales

para cada parametro por especie. En negritas totales y valores mas altos.

Especie Pob. N Na Ne I Ho He uHe F P%
Q. sartorii PAR 988 833 537 177 0.760 0.761 0.802 -0.003 100%
Q. sartorii PLA 100 6.66 485 152 0.667 0.678 0.714 0.020 88.9%
Q. sartorii AQU 10.0 6.22 4.07 141 0.633 0.649 0.684 0.015 100%
Q. sartorii RES 100 7.55 528 1.65 0.778 0.729 0.767 -0.086 100%
Q. sartorii LCU 100 7.44 488 160 0.633 0.691 0.727 0.091 100%
Q. sartorii CAL 944 800 560 181 0.837 0.791 0.835 -0.054 100%
Q. sartorii ELO 988 700 460 155 0.640 0.695 0.732 0.054 100%
Q. sartorii TET 100 6.77 463 151 0.689 0.682 0.718 -0.028 88.9%
Q. sartorii HUI 9.77 566 339 127 0.683 0.604 0.636 -0.137 100%
Q. sartorii CARR 100 6.88 4.73 154 0.556 0.684 0.720 0.170 100%
Total 9.89 7.05 4.74 156 0.687 0.696 0.733 0.004 97%
Q. meavei FRE 988 6.11 4.01 141 0.640 0.653 0.688 0.001 100%
Q. meavei PNU 100 6.44 485 148 0.578 0.681 0.717 0.164 100%
Q. meavei MEX 6.77 566 374 145 0.757 0.703 0.759 -0.086 100%
Q. meavei OXT 100 800 5.39 181 0.811 0.793 0.835 -0.026 100%
Total 9.16 6.55 449 153 0.696 0.707 0.749 0.013 100%
Q. paxta. ECI 988 7.77 519 172 0.762 0.751 0.791 -0.009 100%
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Q. paxta.
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Q. paxta.

Total
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0.689
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0.729

0.768

0.745

0.003 100%

-0.144  100%

-0.152  100%

-0.075 100%
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Figura 7. Graficos de regresion entre los valores poblacionales de heterocigosis esperada (He) y
numero de alelos efectivos (Ne) vs los valores latitudinales y longitudinales. A) Q. meavei He vs
latitud (r = -0.93; p =0.04), B) Q. meavei He vs longitud (r = 0.87; p = 0.08) y C) Q. paxtalensis Ne vs
longitud (r = -0.85; p = 0.04)
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Cuadro 6. Valores para cada uno de los nueve locus y promedio, para
endogamia local (Fis), endogamia global (F), coeficiente diferenciacion
poblacional (Fst) y nimero de migrantes (Nm).

Locus Fis Fit FST Nm

Locusl -0.078 0.061 0.129 1.687
Locus2 -0.072 0.053 0.117 1.894
Locus3 0.175 0.254 0.096 2.348
Locus4 -0.039 0.146 0.179 1.151
Locus5 -0.005 0.145 0.150 1.417
Locus6 0.030 0.128 0.101 2.219
Locus?7 0.065 0.152 0.093 2.435
Locus8 -0.123 0.292 0.369 0.427
Locus9 -0.101 0.181 0.257 0.725
Promedio -0.017 0.157 0.166 1.589

7.2 Estructura genética
El valor global de Fsr calculado mediante el analisis de frecuencias de GenAlex
fue de Fsr=0.166, mientras que la estimacién obtenida después de la correccion
ENA en FreeNA fue de Fs=0.176.

Una vez que analizamos el efecto de los alelos nulos, al indagar la particion
de la variacién genética, los resultados de los diferentes AMOVA mostraron

valores de Rc¢r =0.065, que es la cantidad de variacion contenida entre las

45



especies a priori, es decir, el 6.5% de la variacion la retienen las diferencias entre
las especies, y un valor de Rsc=0.092 que es la variacién entre las diferentes
poblaciones, lo que representa el 9% de la variacién, mientras que el 85% de la
variacion restante se encuentra dentro de las poblaciones.

Por otro lado al realizar el AMOVA delimitado por especies los resultados
para Q. sartorii indicaron un Rs7=0.073, lo que representa que el 7% de la
variacion genética total se encuentra entre las poblaciones y el 93% dentro de las
mismas; para Q. meavei Rst=0.062, indicando que el 6% de la variacion genética
esta entre las poblaciones y el 94% dentro de las poblaciones; y por ultimo los
valores para Q. paxtalensis fueron los mas altos, con Rsr=0.232, que representa
que el 23% de la variacion se encuentra contenida entre las poblaciones mientras
que el 77% restante se mantiene dentro de las poblaciones (Cuadro 7).

Cuadro 7. AMOVA global y por especie, valores de Fsr globales y Rst para
cada especie, con el porcentaje de variacion contenido entre poblaciones y

dentro de las poblaciones. Suma de cuadrados (SC), media cuadratica (MS)
variaciéon estandar (Var. Est.).

SC MC Var.Est. %
Global
Entre sp. 16995.2 8497.6 59.5 7%
Entre pob. 34904.5 2326.9 78.8 9%
Dentro pob. 260399.8 775.0 775.0 85%
Total 312299.7 913.4 100%
Rst 0.130
Q. sartorii
Entre pob. 12574 .4 1397.1 42.8 7%
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Dentro pob. 102799.4 541.0 541.0 93%

Total 115373.8 583.8 100%
Rsr 0.073

Q. meavei

Entre pob. 34840.0 11613.3 346.3 6%
Dentro pob. 367374.6 5248.2 5248.2 94%
Total 402214.7 5594.5 100%
Rsr 0.062 0.012

Q. paxta.

Entre pob. 15758.8 5252.9 2253 23%
Dentro pob. 56743.1 746.6 746.6 7%
Total 72501.9 971.9 100%
Rsr 0.232 0.001

Finalmente, el resultado de la prueba de Mantel para evaluar el efecto del
aislamiento por distancia, utilizando los valores de Fsr por pares de poblaciones
(corregidos mediante FreeNA) contra las distancias geograficas fue r = -0.091 (p =
0.180) evidenciando un nulo aislamiento por distancia entre todas las especies. De
manera particular Q. sartorii tampoco muestra aislamiento por distancia (r = 0.023;
p= 0.32), para Q. meavei encontramos una valor de asociacién alto pero no
significativo (= 0.65; p= 0.25) y finalmente Q. paxtalensis (r= -0.26; p= 0.46)

tampoco presenta aislamiento.
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7.3 Patrones de estructura genética

El resultado arrojado por el andlisis de AK en Structure Harvester, indico K=3
como el valor mas probable de grupos genéticos en el conjunto de datos (Fig. 8).
Estos grupos estan representados por tres colores; el grupo genético de color
verde pertenece a las poblaciones de Q. sartorii, exceptuando la poblacién niumero
seis, que corresponde a Calnali, Hidalgo (CAL) que parece tener una proporcion
considerable del grupo genético azul y rojo. El grupo genético de color rojo es el
que es congruente con Q. meavei, en estas poblaciones parece que hay baja
proporcion de otros grupos genéticos. Finalmente, el grupo genético representado
por el color azul se encuentra principalmente en las poblaciones asignadas a Q.
paxtalensis, de las cuales, las poblaciones del estado de Hidalgo parecen
conservar la mayor proporcion de este grupo genético, mientras que la poblacién
15, El Cielo, Tamaulipas (ECI) mantiene pequefias proporciones de los grupos
genéticos verde y rojo, y la poblacién 16, Xilitla, San Luis Potosi, pertenece al

grupo genético verde o Q. sartorii (Fig. 9).
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DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 8. Numero mas probable de grupos genéticos, determinado por el
valor mas alto de A K, calculado mediante el método de Evanno et al. (2005).
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Figura 9. Histograma que muestra las proporciones de grupos genéticos de las poblaciones, sobre mapay
graficos de pastel de las proporciones de las poblaciones. En puntos verdes las poblaciones de Q. sartorii, en
puntos azules Q. paxtalensis y en puntos rojos Q. meavei.



7.4 Morfometria Geométrica

Superposicion de Procrustes, ANOVA de Procrustes

Al realizar la superposicion de Procrustes se generé un componente simétrico y un
componente asimétrico de la variacidn morfoldgica de las hojas. Los ANOVAs de
las coordenadas de Procrustes muestran los componentes de la varianza
morfoldgica divididos en dos grupos; los referentes a los cambios de tamano y los
de cambio de forma, en ambos componentes la mayor cantidad de variacién esta
explicada a nivel de los individuos (arboles) (Cuadro 8) con el 39.86% y 38.66%,
respectivamente, seguidos por las hojas como el siguiente nivel que alberga la
mayor cantidad de variacién morfolégica.

Los resultados del ANOVA por especie evidencian que en Q. meavei la
mayor cantidad de variacion en el tamafo se encuentra contenida a nivel
poblacional, mientras que para Q. paxtalensis y Q. sartorii se encuentra a nivel de
los arboles, por otro lado la variacion en la forma esta principalmente explicada a

nivel de los arboles (Cuadro 9).
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Cuadro 8. Resultados de la ANOVA de Procrustes para tamaio (CS) y forma (Shape).
Suma de cuadrados (SS), media cuadratica (MS), grados de libertad (df), valores de F y

P.

Centroid size (Tamafo)

Nivel(Efecto) %Var SS MS df F P
Especie 6.50 1007,259882 503.629941 2 12.41 <.0001
Poblacion 22.80 3528,671493 207.568911 17 5.11 <.0001
Arbol 39.86 6168,758350 40.583937 152 2.75 <.0001
Hojas 30.83 4771,323703 14.7719 323

Shape

(Forma)

Nivel(Efecto) %Var SS MS df F P (param.)
Especie 15.39 0.56099439 0.004674953 120 30.26 <.0001
Poblacion 11.40 0.41555967 0.000407411 1020 2.64 <.0001
Arbol 38.66 1.40880671 0.000154474 9120 2.38 <.0001
Hoja 34.53 1.25815914 0.00006 19380
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Cuadro 9. Resultado de la ANOVA de Procrustes por separado para cada una de las tres

especies. Suma de cuadrados (SS), media cuadratica (MS), grados de libertad (df),

valores de F y P.

Especie Atributo Nivel % Var SS MS df F P
2. meavei CS Poblacién  38.04 2361.79014 590 4 11.12 <.0001
Arbol 33.34  2069.940936 53 39 2.6 0.0001

Hoja 28.61 1776.843855 20 87
Shape Poblacion  7.91 0.069443 0.000289346 240 1.85 <.0001
Arbol 41.79  0.36673456 0.000156724 2340 1.85 <.0001

Hoja 50.28  0.44121948 0.000084 5220
). pax. CS Poblacion  9.89 277 139 2 2.75 0.0818
Arbol 48.58  1361.583588 50 27 2.6 0.0011

Hoja 41.51 1163.595655 19 60
Shape Poblacion 12.32  0.05439596 0.0004533 120 3.66 <.0001
Arbol 4545  0.20056189 0.000123804 1620 2.39 <.0001

Hoja 42.21 0.18623076 0.000051 3600
). sartorii  CS Poblacion 16.29 889 99 9 3.18 0.0023
Arbol 50.15  2737.233825 31 88 2.99 <.0001

Hoja 33.54  1830.884193 10 176
Shape Poblacion 16.54  0.29291412 0.000542434 540 3.39 <.0001
Arbol 47.67  0.84429421 0.000159904 5280 2.67 <.0001

Hoja 35.78  0.63361014 0.00006 10560

Anélisis de la relacién forma (shape)/tamario; Alometria

La interaccion de las tres regresiones entre las coordenadas Procrustes y el
logaritmo natural del tamano del centroide mostro la misma tendencia en cuanto
al cambio de las proporciones de la forma de la hoja a partir del tamafio del
centroide. Aunque los cambios son menos drasticos en Q. sartorii, seguidos de
Q. paxtalensis y siendo mas notorios en Q. meavei, dada la relacion que
guardan con el tamafo, pues Q. meavei es la especie con hojas mas grandes,

esto se puede apreciar en la grafica de dispersion de puntos (Fig. 10)
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Figura 10. Grafico de dispersiéon de puntos de la regresion entre las coordenadas de
Procrustes y el centroid size, mostrando las elipses de confianza al 0.9. Azul-Q. sartorii,
Verde-Q. paxtalensis, Rojo-Q. meavei . Arriba las formas asumidas con valores 20, 30 y 40
del tamano del centroide.

Después de probar la significancia de la alometria en las tres especies por
separado la MANCOVA se aplicé solo a los datos del componente simétrico,
para probar las diferencias en las trayectorias alométricas, basados en las lineas
de la regresion y las posibles intersecciones. El resultado de la prueba de

interseccion (especies) fue estadisticamente significativa, asi como el de la

54



direccion (tamafio), lo que significa que las trayectorias alométricas de las

especies son similares (paralelas), pero no las mismas (Cuadro 10).

Cuadro 10. Pruebas para la diferencia entre pendientes e intersecciones
alométricas mediante MANCOVA de Q. sartorii, Q. paxtalensis y Q. meavei.

Df Pillai's F Df1 Df2 Pr(>F) P
Especie 2 088076 5.1273 128 834 <22e16  0.001
Size 1 0.27370 24495 64 416 6.461e08  0.001

Especie:Size 2 0.27688 1.0470 128 834 0.3533

Residuals 479

Anélisis de componentes principales (PCA), analisis de variable candnica (CVA)
y funcion discriminante (DF)

El analisis de componentes principales para el componente simétrico acumulé
en sus dos primeros componentes el 90.1% de la variacion, con el PC1
representando el 62.3% y el PC2 el 27.9%. La grafica de dispersion en general
no muestra la separacion de los grupos definidos como las especies
establecidas a priori (Fig. 11, parte izquierda). Al visualizar las formas en los
valores positivos y negativos del PC1 y PC2, es posible asociar las formas a las

especies (Fig. 11, parte derecha).
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Figura 11. A) Grafico de dispersion de puntos de los dos primeros componentes principales en
Azul-Q. sartorii, Verde-Q. paxtalensis, Rojo-Q. meavei. B) Formas que representan valores de -0.1y

0.1 para el PC1 y PC2, las formas visualizadas son congruentes con las descritas para las tres
especies.

Para el componente asimétrico también se realiz6 una prueba de
componentes principales en donde la variacion acumulada en los dos primeros
componentes fue de 79.7%, distribuida en el primer componente principal con el
66.3% y en el segundo con 13.3%. Los puntos en la grafica de dispersion no
presentan el mismo patron que en la grafica del componente simétrico, sino que

estan aglomerados al centro, y las formas asociadas ofrecen informacién acerca
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de que la

mayor proporcion del componente asimétrico se encuentra en el apice

de la hoja (Fig. 12).
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Figura 12. A)Grafico de dispersion de puntos de los dos primeros componentes principales
de componente asimétrico. B) Formas asociadas en valores de -0.1 y 0.1. para cada
componente principal, en azul-Q. sartorii, verde-Q. paxtalensis y rojo-Q. meavei
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Posteriormente, para maximizar y ordenar las diferencias entre las formas de las
especies se llevd a cabo un anadlisis de discriminante candnica (CVA) en el que
las dos primeras variables candnicas albergaron el 67.5% ( CV1) y el 32.5%
(CV2) de la variacion, separando a las especies con mayor claridad y mostrando
también la preponderancia de formas elipticas en Q. paxtalensis, ovadas en Q.
sartorii y obovadas en Q. meavei (fig. 13).

Por ultimo, se realizé un analisis de funcion discriminante para contrastar
la clasificacidon establecida a priori con la que resulta del analisis. Después de la
validacion cruzada y 10,000 permutaciones obtuvimos valores altamente
significativos de discriminacién por pares entre los tres grupos, con asignaciones
correctas en mas del 70% de los individuos, siendo la comparacién Q. meavei-
Q. sartorii, la que presentd mayores problemas de discriminacién ya que 31
hojas de Q. sartorii se asignaron a Q. meavei y 51 hojas de Q. meavei a Q.

sartorii (Fig.14).
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7.5 Relacion forma/ambiente

Como resultado de la regresién de minimos cuadrados parciales se generaron

dos bloques de variables; el bloque uno que alberga las coordenadas de

Procrustes de cada individuo y el bloque dos conformado por las 5 variables

bioclimaticas no correlacionadas entre si (BIO-1, BIO-2, BIO-3, BIO-12 y BIO-

15). Dentro de los coeficientes de regresion del PLS1 del bloque dos, el valor de

la BIO-12 es muy alto y significativo, y en segundo lugar se encontré la BIO-1

(Cuadro 11 y 12). La fuerza de la asociacion entre los bloques definida por el

coeficiente RV fue de 0.0268 con una alta significancia estadistica (P=0.003)

Cuadro 11. Coeficientes de los PLS del bloque 2

PLS1 PLS2 PLS3 PLS4 PLS5
BIO_1 0,01394303  -0,97730472 0,05923873 0,17274920 0,10644045
BIO_12  0,99980891 0,01291006 0,01012232  -0,01059456  -0,00087119
BIO_15 -0,00242466 -0,19391180  -0,43492768 -0,87032460 -0,12556009
BIO_2 -0,01307134  -0,03810564 0,89297404  -0,41233876  -0,17592957
BIO_3 -0,00331480 0,07519969 0,09911403  -0,20629422 0,97054269
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Cuadro 12. Valores individuales y de correlacién de pares de puntuacion
PLS entre bloques.

Singular value P % total covar. Correlation P

PLS1 5,85314653 0,0003 99,956 0,17792  0,0009
PLS2 0,12147499 0,0407 0,043 0,16142  0,0010
PLS3 0,01364021 0,8768 0,001 0,13745 0,0077
PLS4 0,01210963 0,1699 0,000 0,08634 0,3359
PLSS 0,00229531 0,4747 0,000 0,12149  0,0571

Finalmente, en la grafica de dispersion de puntos entre el PLS1 y PLS2
del bloque uno se logra apreciar cierta agrupacion de las especies con respecto
a la respuesta de la correlacion y las formas hacia valores negativos y positivos
dentro del PLS1 (Fig. 15).

Ademas, al realizar por separado el analisis de las especies visualizando
la interaccion de las variables bioclimaticas en el bloque de variables dos, se
puede observar en forma de vectores la fuerza y direccion de los mismos, de
esta manera podemos recuperar las formas que tomarian las hojas ante

diferentes combinaciones de variables climaticas interactuando (Fig. 16).
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Figura 15. Grafico de dispersion de puntos entre PLS del bloque uno y las
diferentes correlaciones de las formas en valores negativos y positivos.
Azul-Q. sartorii, Verde-Q. paxtalensis, Rojo-Q. meavei
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Figura 16. Grafico del bloque de variables dos, en forma de vectores las variables
bioclimaticas, con direccion y fuerza, acompanados de las posibles formas de las
hojas en diferentes escenarios climaticos.

7.6 Relacion distancias genéticas y morfoldgicas

Finalmente, el resultado de la prueba donde comparamos los valores corregidos
de Fsrvs las distancias de Mahalanobis entre poblaciones, (producto del analisis

de CVA en la parte de morfometria geométrica) fue positivo y altamente
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significativo (r = 0.642; p = 0.001), lo que nos indica que las poblaciones mas
alejadas genéticamente son también las mas distintas morfolégicamente (Fig.

17).
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Figura 17. Regresion entre los valores corregidos de Fst mediante FreeNA vs los valores
de las distancias de Mahalanobis poblacionales, (r = 0.642; p = 0.001).

7.7 Analisis del area foliar

Los resultados del ANOVA revelaron diferencias altamente significativas (P <
0.0001) en el area foliar. En particular, las areas foliares en Q. meavei son
superiores (~55 cm?), con respecto a Q. paxtalensis (~41cm?) y Q. sartorii (~38
cm?) con agrupacion entre estas Ultimas mediante una prueba de Tukey (Cuadro
13) (Fig. 18).
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Figura 18. Grafico de ANOVA del area foliar de las hojas agrupadas por especies, se

muestra el error estandar y sobre las barras la agrupacion mediante una prueba de
Tukey.

Cuadro 13. ANOVA de los valores de area foliar entre las tres especies.

Grados de Suma de Media de los
Fuente Razén F Prob > F
libertad cuadrados cuadrados
Especie 2 25411.64 12705.8 22.9078 <0.0001*
Error 482 267341.22 554 .6
C. Total 484 292752.86

Posteriormente, los resultados del ANOVA por poblaciones evidenciaron
que solamente son diferentes en tamafio las poblaciones de Q. meavei
pertenecientes al Ejido Pueblo Nuevo (Hidalgo), ElI Fresno (Hidalgo) vy
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Mexcalcuautla (Puebla) agrupadas también mediante una prueba de Tukey (Fig.

19).
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Figura 19. Analisis de ANOVA entre las poblaciones sometidas a estudio, se muestra el
error estandar y sobre las barras las agrupaciones mediante una prueba de Tukey, las
barras de color verde corresponden a las poblaciones de Q. sartorii, rojo Q. meaveiy azul
Q. paxtalensis.

Finalmente, realizamos mapas con las capas ambientales de la
precipitacion media anual (BIO-12) y temperatura media anual (BIO-1), lo que
permite visualizar que Q. meavei presenta afinidad por lugares mas humedos,
seguido por Q. paxtalensis y finalmente Q. sartorii podemos ubicarlo en sitios
con altas y moderadas a bajas precipitaciones (Fig. 20). Con respecto a la
temperatura, Q. meavei tiene afinidad para sitios mas frios que las otras dos

especies (Fig. 21).
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Figura 20. Precipitacion media anual y localidades colectadas para las tres especies
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Figura 21. Temperatura media anual y localidades colectadas para las tres especies



VIil.- DISCUSION

8.1 Grupo Acutifoliae

Los datos obtenidos del presente trabajo muestran una perspectiva genética de
tres especies del género Quercus, que pertenecen a uno de los grupos mas
grandes en donde se han agrupado los encinos americanos (Trelease, 1924).
Las tres especies presentan semejanza morfolodgica, aunque estan presentes en
diversos tipos de vegetacidbn. Se han realizado diferentes tratamientos
taxonoémicos, y algunos presumian que el grupo no era monofilético, en este
sentido el reciente trabajo de Hipp et al. (2018) muestra que algunas especies
del grupo que se incluyeron (Q. cambyi, Q. uxoris, Q. grahamii'y Q. acutifolia) en
la filogenia no se encuentran cercanamente relacionadas. Sin embargo, esto no
significa que el todo el grupo Acutifoliae sea polifilético, pues aun se desconoce

la cercania y las relaciones de las especies del presente trabajo y otras mas.

8.2 Diversidad genética

Los valores de heterocigosidad esperada y observada para las tres especies
fueron moderados-altos; Q. sartorii (He=0.64-0.79), Q. meavei (He=0.65-0.79) y
Q. paxtalensis (He=0.65-0.72) en comparacion con algunos de los previamente
reportados para otras especies de encinos rojos. Por ejemplo, Gugger et al.
(2013) encontraron valores de He=0.43-0.74 para Q. lobata, Valencia-Cuevas et

al. (2014) reporta valores de He (0.61-0.87) para Q. castanea, Cavender et al.
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(2011) describe valores para Q. virginiana de He=0.595 y valores separados
para Q. oleoides de He=0.712-0.516, mientras que Ramos-Ortiz et al. (2016)
obtuvo valores de He =0.752-0.838 para (Q. affinis y Q. laurina). Los valores
relativamente altos de diversidad genética en las tres especies aqui estudiadas
pueden atribuirse a tamafos poblacionales grandes en el pasado, asi como la
conectividad que pudieron presentar en periodos de expansion previa y son muy
interesantes debido al fuerte estado de amenaza de los tipos de vegetacion

donde se presentan.

8.3 Estructura genética
La estructura genética de las poblaciones estudiadas fue moderada al analizar
todas las poblaciones sin distincion de especies, con un Fsr=0.17 con la
correccion ENA. Este valor de estructura es moderado pero comparado con
otros valores de Fsr es muy elevado, por ejemplo; Ramos-Ortiz et al. (2016)
reporta el valor de Fst para Q. affinis-Q. laurina después de la correccion ENA
de Fs7t=0.06, asi como Moran et al. (2012) que para cuatro especies (Q. rubra,
Q. velutina. Q. falcata y Q. coccinea) en dos localidades describe valores de
Fst=0.004 y 0.009 posteriores a la correccion ENA, finalmente Pefaloza-
Ramirez et al. (2010) en diferentes Fsr pareadas entre Q. hypoleucoides, Q.
scytophylla'y Q. sideroxila valores entre 0.02 y 0.07.

Por otro lado, al realizar el AMOVA separando las especies, es
particularmente interesante el nivel de diferenciacion encontrado en Q.

paxtalensis, ya que presenta un Rsr alto (0.23), lo que podria explicarse como
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resultado de que Ila lejania entre las poblaciones han favorecido su
diferenciacién. Sin embargo, debemos ser cuidadosos y verificar la identidad
taxonémica de las muestras, ya que la poblacion de Xilitla (S.L.P.), de acuerdo
con el software STRUCTURE, pertenece a Q. sartorii, lo que podria incrementar
la estructura genética dentro de este grupo que fue definido a priori como Q.
paxtalensis y la poblacién de Calnali (Hidalgo) muestra claramente hibridacion
en su ancestria, esto es muy interesante debido a que morfolégicamente
corresponde totalmente a Q. sartorii y no muestra caracteres intermedios como
generalmente lo hacen los hibridos. Es preciso sefalar que la gran lejania
geografica que existe con la poblacion tipo de Q. paxtalensis (Paxtal, Chiapas),
podria indicar que se trata de una especie diferente con una morfologia muy
similar

Sin embargo, para Q. sartoriiy Q. meavei se encontraron valores de Rsr
muy bajos (0.07 y 0.06, respectivamente) lo que indica una escasa estructura
genética poblacional, producto tal vez de la conectividad pasada o de numeros
poblacionales efectivos altos. Estos valores son similares a los encontrados en
Q. macrocarpa que han reportado valores de Fsr bajos (0.026) Craft y Ashley
(2007). Cavender et al. (2011) a su vez reporta valores de Fsr muy bajos que
van desde 0.005 hasta 0.13 en Q. virginiana y Q. oleoides, asi como el trabajo
de Grivet et al. (2008) GST= 0.052 para Q. lobata.

De esta manera es posible mediante nuestros datos inferir que las

poblaciones presentan un alto flujo de genes a pesar de la heterogeneidad de la
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Sierra Madre Oriental y de la distribucion natural en parches de sus tipos de

vegetacion.

8.4 Correlacién entre la variacion morfolégica y genética

La prueba de Mantel realizada para comparar el coeficiente de diferenciaciéon
genética (Fst) por pares de poblaciones y las distancias de Mahalanobis
basadas en el analisis de morfometria geométrica, mostré una alta correlacién
entre ambas matrices. Este resultado contribuye a robustecer la idea de que las
tres especies estudiadas mantienen una identidad morfolégica y genética. Por
otro lado, como lo mencionan Cavender-Bares et al. (2011) la covariacion entre
la variacion fenotipica y los marcadores genéticos puede ser explicada si
procesos como el flujo genético y la deriva han afectado histéricamente ambos
tipos de variacion. Es importante mencionar que existen muy pocos analisis de
este tipo en la literatura, y que la mayoria de los existentes utilizan morfometria
tradicional o elipticos de Fourier, aproximaciones que pueden sobre o
subestimar la morfologia real de los organismos, puesto que son procesos
automatizados, lo que reduce la confiabilidad y no existe una reconstruccion

grafica detallada de las estructuras (Viscosi, 2015).
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8.5 Morfometria Geométrica

Un enfoque importante en el estudio de la morfologia de las hojas es la
separacion de los componentes de la forma en simétricos y asimétricos, debido
a que como menciona Viscosi (2015) esto reduce la variacion producida por la
inestabilidad en el desarrollo, lo que puede ocasionar asimetria en los individuos.

Nuestros resultados del ANOVA anidado, reflejan que los individuos
(arboles) son el nivel al que se encuentra la mayor cantidad de variacién. Un
resultado contrario ha sido reportado por Viscosi (2015) quien reporta valores
mas altos a nivel de especies tanto en forma como en tamano del centroide aun
en especies cercanamente relacionadas. En nuestro estudio la baja cantidad de
variacion retenida a nivel de especies puede ser producto de la cercania
taxonémica que presentan y la alta variabilidad en los individuos podria ser
explicada por la alta plasticidad fenotipica que presentan estos encinos.

Al realizar el ANOVA separando las especies, tanto el tamano del
centroide como la forma presentan la mayor cantidad de variacion a nivel de
individuo. Esto puede ser consecuencia de las condiciones ambientales de las
localidades en las que se desarrollan los arboles, ya que la precipitacién y la
temperatura difieren a lo largo del gradiente geografico considerado, y estas
variables climaticas pueden influir sobre la cantidad de recursos que los

individuos poseen al momento de desarrollar las laminas foliares.

Alometria
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En los analisis morfométricos es importante considerar la relacién que guardan
el tamafo y la forma, lo cual ha sido poco estudiado para los encinos
americanos ya que se ha reportado que algunos encinos europeos difieren sus
tamanos de hojas en un gradiente altitudinal (Bresson et al., 2001) lo que afecta
también la morfologia dado la relacion alométrica que guardan, en encinos
americanos. Rodriguez-Gémez et al. (2017) reportan asociaciones entre la
morfologia y el gradiente ambiental asi como Ramos-Ortiz et al. (2015) en la
relacion entre el largo y ancho de las bellotas con el gradiente latitudinal, lo que
puede conducir a seleccion diversificadora pues en diferentes sitios se pueden
favorecer tamafios o formas en especifico.

En nuestro caso las trayectorias alométricas de las tres especies son muy
similares en cuanto a la pendiente (efecto de la especie x tamafio) pero
diferentes en cuanto a las dimensiones, es decir, que las especies cambian su
relacion de tamafio y forma de la misma manera mientras el rango del tamafio
del centroide es compartido, pero esta relacion no se conserva siempre, ya que
Q. meavei tiene tamanos foliares mas grandes seguido por Q. paxtalensis y
finalmente Q. sartorii lo que provoca que la relacion con la forma cambie. Dicha
similitud en los cambios en las proporciones podria ser explicada por la cercania
que tiene presuntamente este grupo de especies, ademas de los tipos de
vegetacion donde se desarrollan y las variables ambientales influirian

directamente sobre los tamanos al interior de las especies.

Discriminacion de especies
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El analisis de componentes principales para el componente simétrico muestra
que nuestros analisis estan capturando alrededor del 90% de la variacién total
de las hojas, lo que provee de robustez a todos los andlisis realizados, ademas
de que de manera incipiente muestra una tendencia en la forma de los grupos,
asi como el componente asimétrico revela que las hojas guardan de manera
general una forma simétrica, solo cambiando en el tercio distal de la lamina.

El analisis de variable candnica fue el que permitid discriminar casi
completamente las especies y fue congruente con las formas que presentan los
organismos. Esta prueba logré mejores resultados al promediar las formas de
las hojas por individuo, reduciendo asi el sesgo que puede provocar la
plasticidad fenotipica y reflejar de manera general la forma de las poblaciones,
pero restando poder estadistico a la prueba, aunque se mantuvo su alta
significancia estadistica. Este analisis fue reforzado con la aplicacion de la
funcién discriminante que nos provee cifras en cuanto a la asignacion
morfolégica que realizamos contra la que ofrece el promedio de las formas para
cada especie, resultando nuestras determinaciones bastante coherentes con

todos los morfos de los taxa.

8.5 Ambiente vs forma

Un punto a resaltar en este trabajo es la correlacion realizada mediante minimos
cuadrados parciales entre el componente morfolégico y las variables

ambientales en los sitios de colecta, factores que afectarian directamente la
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expresion de la forma en los arboles, y en efecto se pudo observar una muy
fuerte relacién de la precipitacidn con los cambios en la forma de las hojas,
seqguido por la temperatura media anual. La precipitacién es un factor clave en el
habitat de estas especies ya que tienen una afinidad por zonas de alta humedad
(p. e. bosques mesdfilos o encinares humedos). De esta manera pudimos
visualizar los diferentes cambios en las formas de las especies dependiendo de
estas dos variables ambientales principalmente.

Finalmente, el analisis de area foliar nos ayudd a cuantificar las
diferencias en los tamafos de las laminas que son muy diferentes solamente
para Q. meavei. De manera empirica podriamos sefalar una relacion entre el
tamano y la precipitacion de los sitios, asi como el tamano de los organismos

gue son los mas altos entre las especies del presente trabajo.

8.6 Importancia de los encinos en el BMM

Como se ha mencionado los bosques mesoéfilos de montafia son un tipo de
vegetacion sumamente amenazado, y en donde los elementos del género
Quercus tienen una gran importancia. Es por esto que especies como Q.
meavei, Q. paxtalensis y Q. sartorii son muy importantes de mantener, ya que
son especificas de este tipo de vegetacién, en donde diversos estudios
estructurales evidencian a los elementos del género Quercus con alto valor e
importancia ecologica (Meave et al., 1992; Luna et al., 2007), ya que tienden a
albergar mayor diversidad que bosques mesdfilos dominados por otros

elementos arboreos (Juarez, 2013).
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De esta manera las especies del género Quercus desempefnan un papel
sumamente importante en la dinamica y los procesos ecosistémicos de los BMM
al mantener estrechas interacciones con plantas epifitas, animales y hongos
ademas de proveer alimento a un gran numero de organismos. Es también
importante resaltar el papel que juegan en la retencion y el balance del agua en
los bosques, por lo que se pueden considerar como grupos fundadores o clave

en los ecosistemas en los que se presentan (Gonzalez et al., 2012).
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IX.- CONCLUSIONES

-Los valores de diversidad genética muestran valores altos en general, y son
congruentes con lo reportado para encinos americanos, siendo inclusive mas

elevados que los previamente reportados.

-La estructuracion genética en general es moderada-baja excepto para Q.

paxtalensis, que muestra un Rst bastante alto.

-No existe relacion entre las distancias genéticas y las distancias geograficas, lo

que indica un nulo aislamiento por distancia.

-Existe una gran relacién entre las distancias genéticas y morfolégicas, lo que
provee de identidad a las especies y puede dar indicio de que los procesos de

flujo o deriva han afectado histéricamente de la misma manera a las especies.

-El numero y distribucién de los grupos genéticos obtenidos mediante asignacion

Bayesiana es congruente con lo establecido taxonédmicamente, encontrando solo

una poblacién con una considerable mezcla de ancestrias.

-La relacion entre forma y tamano (alometria) es muy importante para describir

las formas y los procesos evolutivos que se expresan fenotipicamente.
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-Diferentes pruebas estadisticas apuntan a una correcta clasificacién de las
formas a priori, contribuyendo a la delimitacion de especies.

-Las variables ambientales juegan un importante papel en la expresion de las
formas en estas especies.

-Existen pocos estudios que aborden de manera integrativa los aspectos de

morfologia y genética en los encinos mexicanos.
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