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Ruiz-Amaro, L. 2010. Hibridacién natural y variacion morfolégica del complejo Quercus
crassifolia x Q. crassipes (Fagaceae) en México. Tesis de Maestria, Posgrado en Ciencias
Biologicas, UNAM.

RESUMEN

Dentro de la familia Fagaceae el género Quercus (encinos, encinas, robles) presenta la mayor
distribucion geografica y en las regiones templadas del hemisferio norte. A nivel mundial se
reconocen 531 especies y México es considerado uno de los principales centros de
diversificacion, ya que alberga 161 de las cuales 109 son consideradas endémicas. Se ha
documentado que los encinos presentan una alta frecuencia de hibridacion, producto de las
incipientes barreras reproductivas. En general, las especies del género Quercus se han
caracterizado por presentar una amplia variacion fenotipica producto de la heterogeneidad
ambiental y de la frecuencia de hibridacion introgresiva. Quercus crassifolia H. & B. y Q.
crassipes H. & B. (Subg. Erythrobalanus) son dos especies dominantes de los bosques
templados en México. Se ha descrito que Q. crassifolia tiene una distribucion geografica en la
Sierra Madre Occidental (SMOc) , el Eje Volcanico Transmexicano (EVT), la parte mas
surefa de la Sierra Madre Oriental (SMOr) y la Sierra Madre del Sur (SMS). Por su parte, Q.
crassipes se distribuye de la SMOr hacia el EVT y es en este ultimo, donde se encuentran en
simpatria/mixtas originando individuos hibridos que se han llamado (Q. x dysophylla Benth.
pro sp.). En este estudio se evalu6 mediante marcadores micro y macro-morfoldgicos foliares
los niveles y patrones de hibridacion de Q. crassipes y Q. crassifolia y el papel del Eje
Volcanico Transmexicano como corredor bioldgico en la variacion morfoldgica del complejo.
En total, se evaluaron 12 caracteres morfoldgico foliares (cuatro macro y ocho micro-
morfoldgicos) en 250 arboles contenidos en siete zonas simpatridas/mixtas (cinco en el EVT
y dos en la SMOr), y cuatro sitios alopatridos puros (dos para cada especie parental putativa).

En general, los resultados soportan la hipdtesis de hibridacion, sugiriendo que los
individuos de Q. x dysophylla son el resultado del flujo genético entre Q. crassipes y Q.
crassifolia. El 64% de los caracteres mostraron una morfologia intermedia. Asimismo, los
analisis de funcion discriminante registraron que los caracteres macromorfologicos foliares
son la herramienta mas adecuada para detectar hibridacion. El 4rea del peciolo y el area foliar
tuvieron el mayor peso en la ordenacion de los datos en el eje 1, mientras que el angulo de la

vena presento el mayor peso en el modelo de ordenacion para el eje 2.



Seis tipos de tricomas estuvieron asociados al complejo Q. crassipes % Q. crassifolia
(cinco no glandulares y uno glandular). El tricoma multirradiado fue especifico de Q.
crassifolia, mientras que el tricoma estrellado lo fue para Q. crassipes. Por su parte, los
individuos de Q. x dysophylla soportaron la hipotesis aditiva.

Las regresiones entre la distancia geografica entre poblaciones a través del EVT y los
caracteres micro y macro-morfologicos foliares, soportan la hipdtesis de que el EVT se
comporta como un corredor biologico. En general, en Q. crassipes todos los caracteres micro-
morfoldgicas foliares presentaron una relacion negativa y significativas (menos la longitud
del brazo del tricoma), exceptuando la densidad de estomas y numero de brazos de los
tricomas, las cuales fueron positivas y significativas. Por su parte, los caracteres macro-
morfoldgico foliares presentaron una relacion negativa y significativas con el area del peciolo
y el porcentaje del area del peciolo y area foliar.

En Q. crassifolia todos los caracteres de los tricomas presentaron una relacion
negativa y significativa. Sin embargo, los caracteres de los estomas no mostraron una relacion
significativa. Por su parte, los caracteres macro-morfologico foliares presentaron una relacion
negativa y significativas con el area del peciolo y el porcentaje del area del peciolo y érea
foliar.

En general, ninguno de los caracteres macro- y micro-morfologicos foliares (tricomas)
en Q. x dysophylla presentaron una relacion significativas. Por su parte, los caracteres micro-
morfologicos (estomas) presentaron una relacion negativa y significativas con el ancho del
estoma y la cobertura, y se registré una relacion positiva y significativa con la densidad
estomatica.

Por lo anterior, se concluye que la micro y macro-morfologia foliar son una poderosa
herramienta para detectar individuos hibridos y resolver problemas de tipo taxondémico.
Asimismo, a pesar de que las zonas simpatridas/mixtas son un mosaico de variacion

morfologica foliar y el EVT se comporta como un corredor biologico..



ABSTRAC
Among the Family Fagaceae, the genus Quercus (oaks) has the greatest geographic

distribution on the temperate regions of the Northern Hemisphere. Mexico is considered one
of the centers of diversification of this genus. There are about 531 species worldwide, from
which 161 are found in Mexico and of these, 109 are endemic. It is well known that oaks have
high frequency of hybridization due to incipient reproductive barriers. Species of the genus
Quercus have a wide phenotypic variation as a result of environmental heterogeneity and the
frequency of ntrogressive hybridization. Quercus crassifolia H. & B., and Q. crassipes H. &
B. (Subg. Erythrobalanus) are two dominant species of the temperate forests of Mexico.

Q. crassifolia is distributed on the Sierra Madre Occidental ( SMOc), on the Eje Volcanico
Transmexicano (EVT), and the Southern part of the Sierra Madre Oriental (SMOr), while Q.
crassipes is distributed on the Sierra Madre Oriental (SMOr) and towards the EVT. In this
latter area (EVT), it is found in sympatry/mixed with Quercus crassifolia H. & B., producing
hybrids called (Quercus dysophylla Benth. pro sp.). In this study, we evaluated levels and
patterns of hybridization of Q. crassipes and Q. crassifolia, and the role of the Eje Volcanico
Transmexicano as a biological corridor on the morphological variation of this complex. We
evaluated 12 morphological leaf characters (four macro and eight micro characters) in 250
trees sampled in seven sympatrid/mixed zones (five in the EVT, and two in the SMOr), and
four pure alopatric zones (two for each parental putative species).

Our results support the hybridization hypothesis, suggesting that individuals of Q. x
dysophylla are the end result of the genetic flow between Q. crassipes and Q. crassifolia.
Sixty-four percent of the characters showed an intermediate morphology. Likewise,
discriminant function analyses showed that macro-morphological leaf characters are the most
adequate tools to identify hybridization. Stalk and leaf area were the most important in the
arrangement of the data in axisl, while the vein angle had the major weight in the

arrangement in axis 2.



Six types of trichomes were associated to the complex Q. crassipes x Q. crassifolia
(five not glandular and one glandular). The multiradiate trichome was specific of Q.
crassifolia, while the star-shaped trichome was it for Q. crassipes. In turn, the individuals of
Q. x dysophylla support the additive hypothesis.

The regressions between/among the geographical distance between/among populations
through the EVT and the leaf micro and macro-morphological characters support the
hypothesis that the EVT behaves as a biological corridor (environmental gradient). In
general, in Q. crassipes all the leaf micro-morphological characters presented a negative and
significant relation, excepting the density of stomas and number of arms of the trichomes,
which were positive and significant. In turn, the leaf macro-morphological characters
presented a negative and significant relation with the area of the stalk and the percentage of
the area of the stalk and foliar area.

In Q. crassifolia all the characters of the trichome presented a negative and significant
relation in regard to the geographical distance between/among populations. Nevertheless, the
characters of the stoma did not show a significant relation. In turn, the leaf macro-
morphological characters presented a negative and significant relation with the area of the
stalk and the percentage of the area of the stalk and foliar area.

In general, all the macro- and micro-morphological leaf characters (trichomes) in Q. %
dysophylla did not present a significant relation. So, the micro-morphological characters
(stomas) presented a negative and significant relation with the wide of the stoma and the
cover, and a positive and significant relation with the stomatic density was registered.

By the previous thing, it is concluded that the leaf micro and macro-morphology are a
powerful tool to detect hybrid individuals and to solve taxonomic problems. Likewise,
although the sympatric/mixed zones are a mosaic of leaf morphological variation, the EVT

behaves as a biological corridor.



INTRODUCCION

Hibridacion natural

El término hibridacién se define como la cruza entre individuos de dos poblaciones o grupos
de poblaciones, que son distinguibles con base en uno o mas caracteres heredados (Harrison,
1990). Esta definicién asume que la hibridacion debe ocurrir bajo condiciones naturales y que
las cruzas antes mencionadas producen descendencia viable F; y poseen algun grado de
fertilidad (Arnold, 1997). Para estudiar el fenomeno de hibridacion natural es necesario
considerar un concepto de especie que involucre al flujo génico como principal barrera
reproductiva, por lo que, cuando estas barreras se rompan, se estara llevando a cabo un evento
de hibridacion. En este sentido, el concepto bioldgico de especie define a la especie como
grupos de poblaciones naturales que se entrecruzan y los cuales estan aislados
reproductivamente de todos los otros grupos semejantes (Mayr, 1963). Este concepto resulta
util en el estudio de la hibridacion, ya que al romperse el asilamiento reproductivo entre
especies, estaria evidenciando el fendémeno de hibridacion. De manera mas especifica,
Rieseberg y Carney (1998) definen a la especie como grupos de poblaciones que se
entrecruzan y que se encuentran genéticamente (mas que reproductivamente) aisladas de otros
grupos semejantes.

Los estudios cientificos sobre hibridacioén natural comenzaron con los experimentos de
Kolreuter en 1761, quien documenta que las plantas hibridas de cruzas interespecificas son
algunas veces estériles o “mulas botdnicas”, las cuales se reproducen con dificultad y
probablemente no se presentan en la naturaleza sin la intervencién humana o en habitats
alterados (Roberts, 1929). Posteriormente, las publicaciones de los trabajos de Heiser (1947),
Anderson (1949) y Stebbins (1959), sobre el papel de la hibridacién en la evolucion de las

especies fueron cuestionadas y debatidas por la comunidad cientifica de ese tiempo.



Actualmente, se reconoce que el fenomeno de hibridacion se presenta de forma
recurrente en la naturaleza, particularmente en plantas (Harrison, 1990; Ellstrand et al., 1996).
Se estima que entre el 50% y el 70% de las angiospermas pudieron haber sido originadas
mediante este proceso, por lo que se ha considerado que la hibridacion es un proceso
importante en la especiacion vegetal (Whitham et al., 1991; Arnold, 1994).

Se ha documentado que la hibridaciéon se concentra en una fraccion de familias y
géneros de plantas (Ellstrand, 1996). Las familias donde se han observado el fenomeno de
hibridacién son: Poaceae (Vega et al., 2010), Cyperaceae (Nakamahe et al., 2007), Salicacea
(Broberg et al., 2010), Asteraceae (Gou et al., 2006), Rosaceae (Olsen y Whittemore, 2009),
Fagaceae (Jensen ef al., 1993,1984; Bacon y Spellenberg, 1996, Tovar-Sanchez y Oyama,
2004, Albarran-Lara et al., 2010), Pinaceae (Paques et al., 2006), Myrtaceae (Walker ef al.,
2009), Orchidaceae (Worley et al., 2009), Scrophulariaceae (Kikuchi y Tanaka, 2007) entre
otras. Algunos de los géneros pertenecientes a estas familias como Quercus, Pinus,
Euphrasia, Salix, Rumex, Rosa, se caracterizan por hdbitos perenes, sistemas de
entrecruzamientos interespecificos, aislamiento reproductivo débil, plasticidad ecologica (que
le permite a los hibridos desarrollarse hasta la madurez) y propagacion vegetativa (Ellstrand,
1996).

Evolutivamente, la hibridacion tiene diferentes consecuencias, entre las que se
incluyen el incremento en la diversidad genética, origen de adaptaciones, origen de ecotipos o
especies y el reforzamiento o ruptura de barreras reproductivas. Asimismo, se ha sugerido que
la hibridacién es un mecanismo que promueve invasiones de plantas y pueden contribuir a
mayores niveles de dispersion genética (Arnold, 1997; Caraway et al., 2001). Sin embargo,
estudios hechos por Allendorf ef al. (2001) mencionan que uno de los efectos negativos de la

hibridacion es la extinciéon directa o indirecta de poblaciones y especies. La tasa de
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hibridacién a nivel mundial esta incrementandose por la translocacion de organismos y por las
modificaciones de los habitats (disturbios) ocasionadas por las actividades humanas.
Barreras reproductivas en plantas

En la naturaleza existen barreras reproductivas que impiden el flujo génico entre especies
relacionadas. El establecimiento de estas barreras es un proceso gradual que se debe a la
acumulaciéon de cambios genéticos (Szymura y Barton, 1986), y se clasifican en tres
categorias: (1) pre-polinizaciéon, (2) post-polinizacion y (3) post-fertilizacion (Arnold,
1997).

Las barreras pre-polinizacion estdn limitadas por el tiempo de floracién y por la
preferencia de los polinizadores, ya sea por las visitas preferenciales o porque no pueden
transferir el polen en visitas de hetero-taxones. Cuando las plantas tienen -ciertas
caracteristicas florales que atraen a un grupo de polinizadores, (e.g., el aislamiento etologico),
se dice que poseen diferentes sindromes de polinizacion (no se aplica a flores polinizadas por
el viento) los cuales, cuando difieren entre taxones relacionados, pueden actuar como una
barrera del flujo génico (Grant, 1994).

Por otro lado, las barreras de post-polinizacion estan involucradas en una serie de
eventos asociados al desarrollo del tubo polinico después de que ha sido depositado el polen.
Estos eventos comprenden: (1) la germinacion del polen, (2) la penetracion en la superficie
del estigma, (3) el crecimiento del tubo polinico a través del estigma, (4) el crecimiento del
estilo en el ovario, (5) la penetracion del microéfilo y (6) el deposito de los nicleos gaméticos
((Arnold, 1997). En las cruzas, estos eventos se pueden limitar por el fendmeno de
hibridacion. Por ejemplo, la transferencia de polen entre taxa que tienen estilo diferente
(ancho y largo) puede proporcionar una barrera tanto para el desarrollo del tubo polinico
como para el intercambio génico (Williams et al., 1986; Williams y Rouse, 1988). Las

moléculas involucradas en estos eventos incrementan la capacidad de “auto-reconocimiento”.



Esta respuesta de auto reconocimiento puede ocurrir porque los gametos son muy similares o
muy divergentes. Para uno de los extremos, se puede rechazar el gameto porque es muy
similar al genotipo materno (e.g., la respuesta de auto-incompatibilidad) y para el otro
extremo, la respuesta esperada del gameto masculino es muy divergente (Heslop-Harrison,
1986). Por lo tanto, la aplicacién de auto- o hetero- compatibilidad del polen puede ser
ventajosa en un proceso de rechazo (e.g., la auto-incompatibilidad del gen).

Finalmente, en las barreras post-fertilizacion actian la seleccion exdgena y endogena,
las cuales afectan directamente la adecuacion de los hibridos, determinando cual de los
genotipos hibridos se desarrollard, sobrevivird, y contribuird de manera efectiva (en términos
numéricos) a la poblacion. La seleccion enddgena o independiente del ambiente actiia en
contra de ciertos genotipos hibridos, reduciendo su viabilidad o su fertilidad y resulta de
diferencias estructurales de los cromosomas o a la recombinacion que lleva a la disrupcion de
genomas co-adaptados. La seleccion exdgena puede ser positiva o negativa y actua en los
hibridos y en los parentales, esta seleccion se refleja en la supervivencia diferencial de los
genotipos que resulta en la seleccion dependiente del ambiente (Arnold, 1997).

Las barreras antes mencionadas pueden representar condiciones adversas para el
establecimiento de hibridos en la naturaleza y por lo tanto, éstos pudieran ser muy escasos o
nulos (Curtu et al., 2007). No obstante, a pesar de la dificultad de formar ciertas generaciones
hibridas (e.g., individuos F;), éstas llegan a establecerse con frecuencia en zonas de contacto
biogeografico o en ambientes con disturbio. En estos tipos de ambientes son favorecidas
porque aumentan su establecimiento por la poca competencia con los parentales (e.g., que
predominen individuos By, en lugar, de individuos F5). Por lo tanto, queda demostrado que las
barreras, por fuertes que parezcan, pueden ser superadas por los hibridos. Estos eventos raros
pueden ser importantes evolutivamente ya que un individuo hibrido (fértil o parcialmente

fértil) puede ser suficiente para actuar como progenitor de una linea evolutiva nueva. Se han



realizado pocos estudios evaluando la supervivencia de plantulas y juveniles hibridos de
encinos estrechamente relacionados y con cierto flujo genético. Seria importante conocer el
desarrollo de estos hibridos hasta el estado adulto o saber si el polen de una especie fertiliza la
ovocélula de la otra especie, lo que nos permitiria conocer el ciclo de vida de los hibridos

(Craft et al., 2002).

Hibridacion introgresiva

El término introgresion o hibridacidon introgresiva se define como “la infiltracion del
germoplasma de una especie a otra mediante retrocruzas repetidas de los hibridos con las
especies parentales” (Anderson y Hubricht, 1938), promoviendo un incremento en la
diversidad genética y el desarrollo de nuevas adaptaciones de la especiereceptora, debido al
nimero de combinaciones genéticas (Grant, 1981). Su papel en la evolucion de las plantas ha
sido tema de discusion desde la publicacion del libro de Anderson (1949) “introgressive
hybridization”, donde se establece que la transferencia interespecifica de genes es una potente
fuerza evolutiva, y las variedades genéticas que se producen por introgresion deben exceder a
las producidas por mutacion.

La introgresion es considerada la principal consecuencia evolutiva de reproduccion
que involucra a hibridos semifértiles en una zona hibrida (Hardig et al., 2000). Las posibles
consecuencias genéticas y ecologicas de la introgresion son: 1) aumento de la variabilidad
genética intraespecifica, 2) transferencia de adaptaciones genéticas, 3) origen de nuevas
especies o la extincion de alguna de las especies parentales y 4) reforzamiento o ruptura de las
barreras bioldgicas (Rieseberg y Wendel, 1993; Rieseberg, 1997; Hardig et al., 2000).

El fenomeno de hibridacion resulta en dos procesos de aislamiento genéticamente
inestables, por un lado el mantenimiento del hibrido y por el otro su recombinacion

(Templeton, 1981). En el primero, la hibridacion de dos especies es seguida por seleccion
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para la subsistencia del estado hibrido, en plantas a veces implica un proceso de poliploidia
(Ridley, 1996). La poliploidia es considerada como hibridacion seguida de duplicacion
cromosdmica en los individuos hibridos (Ridley, 1996). Por otro lado, la recombinacion del
hibrido, también llamada especiaciéon por recombinacién (Grant, 1981), considera que el
arreglo cromosoémico al azar en generaciones posteriores a la hibridacion puede formar
poblaciones que son homocigas para una nueva combinacion de cromosomas (sin
duplicacién). La nueva poblacion hibrida puede ser fértil y estable y tener la misma ploidia
que los progenitores y puede ser parcial o totalmente aislada de los progenitores (Rieseberg y
Noyes, 1998). Lo anterior, se establece después de que varias generaciones de hibridos se
originan por autofecundacion y por retrocruza (menos de diez generaciones) (Rieseberg y
Noyes, 1998).

La hibridacion introgresiva puede clasificarse de dos maneras: bidireccional
(simétrica) cuando los individuos hibridos tienen una retrocruza con ambos individuos
parentales o unidireccional (asimétrica) cuando los individuos hibridos tienen una retrocruza
con uno de los individuos parentales o con ambos. resultar en la formacién de una nueva
especie, la extincion de los hibridos o la extincion de alguna especie parental (Rieseberg et

al., 1996).

Zonas hibridas

Las zonas hibridas (ZH) son sitios en la naturaleza donde dos poblaciones de diferentes
especies coinciden espacial y temporalmente, se cruzan y dan origen a descendencia (hibrida)
viable y parcialmente fértil (Harrison, 1990; Berton y Hewitt, 1998). Los disturbios tanto
naturales como antropogénicos promueven nuevos escenarios que favorecen el

establecimiento de zonas hibridas (Levin y Francisco-Ortega, 1996), facilitando la disolucion
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de las barreras reproductivas (Rhymer y Simerloff, 1996) y ayudando a el establecimiento de
la progenie hibrida (Anderson, 1948; Levin y Francisco-Ortega, 1996).

Las ZH pueden ser vistas como etapas en un proceso de divergencia de poblaciones
hasta el nivel de especie (Hewitt, 1988), por lo que ofrecen un escenario ideal para observar el
papel de la seleccion natural en los procesos de especiacion y las caracteristicas que pueden
delimitar a las especies (Harrison, 1993).

En general, se han propuesto dos posibles escenarios sobre el origen de las ZH. El
primero considera que las ZH son el resultado de un contacto secundario entre las
poblaciones, las cuales se diferenciaron en alopatria, mientras que el otro escenario propone

que las ZH se originan en respuesta a gradientes ambientales (Endler, 1977).

Herramientas para detectar hibridacion

Los fenémenos de hibridacion e introgresion han sido reconocidos mediante caracteristicas en
la morfologia (Tovar-Sanchez y Oyama, 2004), anatomia (Stuessy, 1990), citogenética
(Stuessy, 1990), palinologia (Skvarla et al., 1988), etologia (Burtlin y Hewitt, 1985), quimica
(Levin, 1967), aloenzimas (May, 1992) y por algunos otros marcadores moleculares como
SSR (Short Sequence Repeat) (Tovar-Sanchez et al., 2008), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (Tovar-Sanchez y Oyama, 2004), AFLP (Amplified Fragment-Length
Polymorphisms) (Simon et al., 1993), pero el reconocimiento de estos fenémenos ha tenido
mas éxito cuando se ha usado una combinacion de estos caracteres (Tovar-Sanchez y Oyama,
2004). Sin embargo, los datos de la forma externa de los organismos continuan siendo los mas
usados para determinar organismos hibridos. Estos datos de forma macro- y
micromorfoldgica son faciles de obtener, presentan gran variabilidad y se utilizan para

caracterizar grupos taxonémicos de cualquier nivel jerarquico (Stuessy, 1990).
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En las plantas los caracteres mas empleados para distinguir y delimitar organismos
hibridos y posibles retrocruzas son las hojas, las flores, los frutos, la fisonomia general, las
ramillas, las yemas, y las estipulas (e.g., Kleinschmit et al., 1995; Bacon y Spellenberg, 1996;
Bruschi et al., 2000). Particularmente, los caracteres micromorfoldgicos en muchos casos han
sido muy eficaces para resolver problemas de hibridacion (Valencia y Delgado, 2003; Scareli-

Santos et al., 2007).

Caracteres micro-morfologicos

Frecuentemente, especies del género Quercus (Fagaceae) presentan variaciones complejas en
sus patrones morfoldgicos foliares, los cuales conducen a problemas de determinacion de taxa
a nivel de especie (Bruschi et al., 2000). La distincion entre las diferentes especies de encinos
y de complejos hibridos tipicamente ha sido inferida con base en los caracteres macro-

morfoldgicos (Rushton, 1993) (Cuadro 1).
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Dentro de los caracteres macro-morfoldgicos, los de tipo foliar se han empleado de manera
consistente en el 100% de los estudios, y el nimero de caracteres evaluados varia entre
estudios (de 6 a 48). Asimismo, en algunos estudios los caracteres macro-morfologicos
foliares se han combinado con alguna otra herramienta para fortalecer los resultados, por
ejemplo, caracteres del fruto (bellotas), de los brotes, los tricomas, asi como marcadores
moleculares comoRAPD’s, AFLP’s, SSR’s, Aloenzimas, € Isoenzimas.

A pesar de que los caracteres macro-morfoldgicos han sido muy utilizados, éstos
generalmente registran una amplia plasticidad fenotipica y con frecuencia pueden conducir a
interpretaciones equivocadas del fenomeno de hibridacion (Rieseberg, 1995). Por ejemplo, la
estimacion de los niveles de hibridacion entre los encinos europeos Q. robur, Q. petraeay Q.
pubescens, documentan una amplia variacion morfoldgica que en muchos casos dificulta la
determinacion taxondémica (Ass, 1993; Dupouey y Badeau, 1993; Bruschi et al., 2000).

Generalmente, la alta variacion intra-especifica en caracteres foliares, como: tamafio,
forma, pubescencia, margen de la hoja y largo del peciolo, entre otros, no permiten la
separacion de especies que estan estrechamente relacionadas, Por lo que los caracteres antes
mencionados pueden documentar un continuo morfologico sin una separacion clara (Dupouey
y Badeau, 1993). La falta de discriminacion en los caracteres evaluados en algunos complejos
hibridos puede dar lugar a conclusiones equivocadas. Por ejemplo, es comun considerar a la
densidad de la pubescencia como un caracter especifico para cada especie, sin embargo, la
transicion de una forma glabra a pubescente puede ser resultado de las condiciones
ambientales relacionadas con el contenido de humedad, por lo que la densidad de la
pubescencia puede ser resultado de una presion de seleccion externa mas que interna (Bruschi

et al., 2000).

14



Algunos autores han documentado la importancia de utilizar caracteres micro-
morfoldgicos foliares para resolver problemas taxondémicos (Hardin, 1975; Jones, 1986). En
Meéxico, estudios como los de Valencia (2003) y Vazquez (2005) han caracterizado, con fines
taxonomicos, los tricomas foliares de algunas especies del género Quercus (seccion Lobateae)
Sin embargo, existen pocos estudios en donde se evalien las caracteristicas micro-
morfoldgicas (e.g., tricomas, ceras y estomas) de la superficie foliar para determinar especies
y complejos hibridos (Scarelli-Santos et al., 2007). Estos estudios corroboran la utilidad de
los caracteres micro-morfoldgicos para la determinacion de especies y complejos hibridos en

encinos (Cuadro 2).

Cuadro 2. Estudios que utilizan caracteres micro-morfoldgicos foliares en el géneo Quercus

Autor Aiio Estudio Caracter micromorfologico
Hardin, J. W. 1979 Patrones de variacion en tricomas foliares de encinos del este de Norte América tricomas

Thomson y

Mohlenbrock 1979 Tricomas foliares de Quercus subgénero Quercus en el este de los Estados Unidos tricomas

Jones, J. H. 1986 Estudio evolutivo de las Fagaceae y las implicaciones de las caracteristicas de foliares tricomas

Manos, P.S. 1993 Variacion de tricomas foliares en Quercus seccion Protobalanus (Fagaceae) tricomas

Llamas et al. 1995 Tricomas foliares de especies de Quercus en la Peninsula Ibérica tricomas

Bussotti y Grassoni 1997 Caracterizacion micromorfologica de encinos europeos y mediterraneos tricomas, estomas, ceras
Bruschi et al. 2000 Complejo Q. petraea x Q. pubescens tricomas, estomas

Valencia, S. 2003 Caracterizacion de especies del género Quercus, seccion Lobatae (Fagaceae) tricomas

Bruschi et al. 2003 Estudio de diferentes poblaciones de Q. petraea en Italia tricomas y estomas

Ishida et al. 2003 Complejo Q. crispula x Q. dentata tricomas

Cristofolini y Crema 2005 Complejo Q. cerris x Q. suber en Italia tricomas

Vazquez, L.M. 2006 morfologia de tricomas en especies seleccionadas de encinos rojos (Quercus seccion Lobatae) — tricomas

Scarelli-Santos ef al. 2007 _Caracterizacion micromorfoldgica de Q. conzattii X Q. eduardii tricomas, estomas, ceras, polen

Asimismo, los caracteres micro-morfologicos foliares presentes en encinos europeos y
mediterraneos han permitido determinar especies de encinos (Llamas et al., 1995; Bussotti y
Grossoni, 1997). Por ejemplo, Bruschi et al. (2000) documentan que caracteres como

tricomas y estomas son de gran utilidad en la soluciéon de problemas taxonémicos, ya que
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pudieron diferenciar a Q. petraea de Q. pubescens en el centro y norte de Italia. En particular,
mencionan que el numero de tricomas glandulares y la presencia/ausencia de cera epicuticular
sobre la abertura del estoma y el largo de los brazos de los tricomas (estrellados), son
caracteres especificos para estas especies de encinos. Asimismo, estos caracteres han sido
utilizados para evaluar el efecto de las condiciones climaticas sobre la variacion morfologica
entre diferentes poblaciones de Q. petraea. En general, se documenté que el tamafio y la
densidad de los estomas brindaron informacion de las adaptaciones de las especies a las

condiciones ambientales (Bruschi ef al., 2003).

En general, los caracteres micro-morfoldgicos son una poderosa herramienta para
determinar el fendmeno de hibridacion interespecifica en encinos (Cristofolini y Crema,
2005). La variacion morfologica de los tricomas foliares (estrellados y simples) en el
complejo Q. cerris x Q. suber en Italia, por ejemplo, permitieron determinar la presencia de
individuos hibridos en este complejo.

Por su parte, Scareli-Santos et al. (2007) determinaron el grado de diferenciacion entre
Q. conzattii, Q. eduardii y sus hibridos putativos en México, con base en caracteres micro-
morfologicos (tipo de cera epicuticular, tipo de tricoma, caracteristicas de los estomas y del
polen). En general, encontraron que los hibridos pueden presentar caracteres intermedios,

transgresivos positivos o transgresivos negativos.
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Hibridacion en encinos

Dentro de la familia Fagaceae, el género Quercus (encino, encinas, robles) es el que presenta la
mas amplia distribucion geografica, pues abarca las regiones templadas del hemisferio Norte.
Este género agrupa aproximadamente 531 especies a escala mundial (Govaerts y Frodin, 1998),
siendo México el sitio donde alcanza su mayor diversificacion, dado que incluye 161 especies,
de las cuales 109 son consideradas endémicas (Valencia, 2004).

Los bosques de encinos en el territorio nacional son caracteristicos de las zonas
templadas, aunque también se les puede encontrar en zonas célidas, semidridas y humedas
(Rzedowski, 1978; Challenger, 1998). Estan distribuidos desde el nivel del mar hasta 3500 m
de altitud, aunque la mayoria se encuentran entre 1500 y 3000 m s.n.m. La altura de los
encinares varia de 5 a 30 m, aunque en ocasiones alcanzan alturas mayores. Los bosques
presentan una fenologia que oscila desde totalmente caducifolios a totalmente perennifolios.
Pueden formar bosques monoespecificos, pero es mas frecuente que la dominancia se reparta
entre varias especies del género y que compartan el habitat con otras especies como pinos y
oyameles (Rzedowski, 1978).

Se calcula que los bosques templados ocupaban 20.5% de la superficie territorial (41
millones de hectareas), de las cuales, 5.5% corresponde a los bosques de encinos y 13.7% a los
bosques de pino y a los de pino-encino, de modo que el restante 1.3% son bosques en los que
predominan otras coniferas, principalmente Abies y Juniperus (Rzedowski y Rzedowski, 1989).
Estos bosques se han eliminado en un 37% de su distribucion original, debido a disturbios
como deforestacion, agricultura, ganaderia, asentamientos humanos, e incendios (Toledo y
Ordofiez, 1993).

Los encinos presentan una alta frecuencia de hibridacién en condiciones naturales
(Palmer, 1948; Muller, 1952; Tucker, 1961; McVaugh, 1974; Cottam et al., 1982; Boecklen y

Spellenberg, 1990; Whitemore y Schaal, 1991; Rushton, 1993; Preszler y Boecklen, 1994;
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Spellenberg, 1995; Spellenberg y Bacon, 1996; Howard et al., 1997; Gonzalez-Rodriguez et
al., 2004, Tovar-Sanchez y Oyama, 2004; Curtu et al., 2007; Penaloza-Ramirez et al., 2010),
debido a sus incipientes barreras de flujo génico entre especies (Tovar-Sanchez y Oyama,
2004), lo que genera patrones complejos de variacidon morfologica y genética intra e
interespecifica (Rieseberg y Wendel, 1993).

En la naturaleza se ha observado que varios grupos de plantas han pasado por
procesos de hibridacion (Grant, 1981). De los 165 casos reportados de introgresion en plantas
superiores, mas de 90% corresponden a regiones templadas (Harrison, 1993).

En México, las zonas templadas son consideradas centros de diversificacion de pinos
(Pinus) y encinos (Quercus), dos géneros importantes y dominantes del dosel de los tipos de
vegetacion que se desarrollan en las zonas templadas (Challenger, 1998).

Quercus crassifolia Humb. & Bonpl. y Q. crassipes Humb. & Bonpl. (Subg.
Erythrobalanus) son dos elementos dominantes de los bosques templados en nuestro pais. Estas
especies cuando se encuentran en simpatria/mixtas se han detectado individuos con
caracteristicas morfologicas intermedias, los cuales han sido determinados como Q. dysophylla
Benth. pro sp. Sin embargo, recientemente Tovar-Sdnchez y Oyama (2004), utilizando
caracteres macro-morfologico foliares y RAPDs determinaron que se trata de individuos de
origen hibrido. Ademas, sefialan que la hibridacion entre estas especies ha generado patrones
complejos de variacion morfoldgica y genética intra e interespecifica. Los encinos se
caracterizan por ser anemofilos y debido a esta caracteristica, se observan grandes niveles de
flujo genético interespecifico en poblaciones de encinos que ocupan un area comun, en relacion
con el flujo intraespecifico que puede darse entre poblaciones distantes (Whitemore, 1991).

Es por esto que los estudios de los caracteres morfologicos dentro de este género
ademas de ser una herramienta que ayuda a resolver problemas taxondmicos de las especies

(Tovar-Sanchez y Oyama, 2004; Gonzalez-Rodriguez, 2004; Vazquez, 2006; Scarelli-Santos
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et al., 2007), han permitido reconocer los altos niveles de plasticidad fenotipica (Valencia,

2005).

JUSTIFICACION
A pesar de la extensa area que en México ocupan los bosques de encinos, de la alta diversidad
de especies del género Quercus en el pais, de su alto grado de endemismo, del frecuente
fenomeno de hibridacion introgresiva que ocurre en este género, de la gran variacion
morfologica foliar registrada en especies de encinos, de la hibridaciéon documentada entre Q.
crassipes 'y Q. crassifolia cuando se encuentran en simpatria/mixtas a través del Eje
Volcénico Transmexicano (EVT), no se han realizado estudios que caractericen la hibridacién
natural mediante el uso de caracteres micro-morfoldgicos foliares, ni se ha evaluado el papel

que tiene EVT como corredor bioldgico en la variacion morfologica foliar del complejo.

OBJETIVOS
General:
Caracterizar morfologicamente la hibridacion introgresiva del complejo Q. crassipes x Q.

crassifolia en México para reconocer los niveles de hibridacion a lo largo del EVT.

Particulares:
(1) Caracterizar con marcadores micro y macro-morfologicos foliares la hibridacion del
complejo Q. crassipes x Q. crassifolia en México.
(2) Conocer, mediante marcadores micro y macro-morfologicos foliares, los niveles y
patrones de hibridacion de Q. crassipes y Q. crassifolia a lo largo de su distribucion

geografica en México.
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(3) Evaluar el papel del Eje Volcénico Transmexicano sobre la expresion de los caracteres

micro y macro-morfologicos del complejo Q. crassipes x Q. crassifolia en México.

HIPOTESIS

(1) Si en las zonas simpatridas/mixtas se detecta el fenomeno de hibridacion, entonces se
espera que estas poblaciones presenten una mayor variedad en los caracteres morfoldgico
foliares en comparacion con sus especies parentales.

(2) Si Q. crassifolia se ha dispersado desde la Sierra Madre Occidental hacia el centro de
Meéxico por el Eje Volcanico Transmexicano y Q. crassipes se ha dispersado desde la Sierra
Madre Oriental hacia el mismo eje, se espera que éste funcione como un corredor biologico
favoreciendo que, conforme se incrementa la cercania geografica entre un individuo hibrido a

un sitio alopatrido, aumente la similitud morfoldgica foliar entre el parental y el hibrido.

Sistema de estudio

Para este estudio se eligieron dos especies de encinos rojos (subg. Erythrobalanus), Q. crassifolia
y Q. crassipes. Estas dos especies presentan diferencias morfologico foliares (Romero, 1993;
Valencia, 2003; Vazquez, 2006) cuando se distribuyen en sitios alopatricos. Sin embargo, cuando
estan en simpatria/mixtas se observan arboles con caracteristicas intermedias atipicas en la forma
de la hoja, los cuales han sido determinados como Q. x dysophylla (Tovar-Sanchez y Oyama,
2004).

Q. crassifolia y Q. crassipes son dos especies de encinos bien estudiados desde el punto de
vista taxonomico (Romero, 1993; Valencia, 2003; Vazquez, 2006). Pueden diferenciarse
facilmente porque Q. crassipes presenta hojas de forma angostamente-eliptica o lanceolada, con
borde entero y el apice aristado y el envés con tomento denso a esparcido blanco grisaceo

(Romero, 1993). En contraste, Q. crassifolia presenta hojas con forma obovadas u oblongo-
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obovadas, con envés amarillento pardo claro, lanoso-tomentoso, el borde a veces entero, ondulado
o dentado con 1-10 aristas.

Q. crassifolia presenta una amplia distribucion geografica en México, se encuentra en la
Sierra Madre Occidental (SMOc), la Sierra Madre Oriental (SMOr), la Sierra Madre del Sur
(SMS) y el Eje Volcanico Transmexicano (EVT); en este ultimo y a lo largo de la SMOr se
encuentra distribuido también Q. crassipes. Tovar-Sanchez y Oyama (2004) detectaron siete zonas
hibridas en México, cinco en el EVT y dos en la parte mas surefia de la SMOr

Por otro lado, mediante un estudio filogeografico con microsatélites de cloroplasto,
Tovar-Sanchez et al. (2007) proponen que la ruta de colonizacidén que Q. crassifolia ha tenido en
México. Se sugiere que esta especie inicid su incursion a través de la SMOc y posteriormente
coloniz6 el EVT y finalmente la region mas surefia de la SMOr. Después pudo haber colonizado
la SMS, Sierra de Oaxaca y Chiapas. Por otra parte, la ruta historica de colonizacién de Q.

crassipes fue desde la SMOr hacia el EVT.

MATERIALES Y METODOS

Datos morfologicos

Para determinar mediante caracteres morfoldgicos los niveles de hibridacion entre Q. crassifolia
y Q. crassipes en México, se llevo a cabo la preparacion y revision del material de herbario
colectado por Tovar-Sanchez y Oyama (2004). En total, se estudiaron siete zonas
simpatridas/mixtas y cuatro poblaciones alopatridas (dos para Q. crassifolia y dos para Q.

crassipes) (Figura 1).

Las dos zonas alopatridas se sittian para Q. crassifolia en la SMOc, en la Reserva de la

Biosfera, La Michilia, Durango y para Q. crassipes dos localidades en la SMOr, una entre los
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estados de San Luis Potosi e Hidalgo y otra localidad en el estado de Hidalgo (Figura 1). Se
seleccionaron 20 arboles en cada sitio alopatrido. Se eligieron 20 hojas por individuo sin dafo,
en total se muestrearon 1600 hojas.

Las zonas simpatridas/mixtas se localizan en el EVT (cinco localidades) y en la parte mas
surefia de la Sierra Madre Oriental (dos localidades) (Figura 1). Se seleccionaron 30 arboles: 10
de Q. crassipes, 10 de Q. crasifolia y 10 Q. % dysophylla. Se eligieron 20 hojas por individuo sin
dafio, en total se muestrearon 4200 hojas. Ambas zonas (alopatrida y simpatrida) comprenden en

total 5,800 hojas contenidas en 290 individuos en el complejo de estudio.

Figura 1. Sitios de estudio del complejo Quercus crassifolia X Q. crassipes en México.
Zonas simpatridas/mixtas:1)Cantera, 2)Canalejas, 3)Tlaxco, 4)Acajete, 5)Esperanza, 6)Agua
Blanca, 7)Palo Bendito.
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Caracterizacion de estomas y tricomas mediante Microscopia Electronica de Barrido
Para caracterizar los tipos de tricomas y estomas foliares del complejo Q. crassifolia x Q.
crassipes en México se utilizo la clave de Jones (1986) y los datos presentados por Valencia
(2005) y Vazquez (2006).

En total, se prepararon 25 muestras permanentes para Microscopia Electrénica de
Barrido (MEB) Se eligio de forma aleatoria a un individuo de cada taxa por localidad (uno de
Q. crassipes, uno de Q. crassifolia y uno de Q. x dysophylla en cada zona simpatrida/mixta),
y un individuo en cada zona alopatrida (dos sitios por cada especie parental putativa).

Las preparaciones se procesaron de la siguiente manera: se hizo un corte circular
utilizando un cortador de un centimetro de didmetro en la zona media de la hoja, incluyendo
la vena primaria. En el envés se eliminaron los tricomas de la mitad de la muestra mediante el
uso de un cepillo de dientes de cerdas suaves (Fig. 2a) y en la otra mitad se conservaron los
tricomas (Fig. 2b). Debido a que el envés de la ldmina foliar en este complejo es tomentosa y
con el fin de disminuir la densidad de éstos para tener un mejor campo de observacion, se

entresacaron algunos tricomas con ayuda de pinzas de relojero (Fig. 2¢).

Figura 2. Individuo de Q. x dysophylla perteneciente a la zona simpatrida/mixta Canalejas,
Estado de México. a) indica la parte de la muestra procesada para observar estomas, b) indica
la parte donde no se retiraron los tricomas y ¢) indica el lugar en donde se retiraron los
tricomas.
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El montaje de las muestras se realizo con etiquetas para MEB y se recubrieron con oro
sobre la superficie del envés de la hoja con un ionizador SEM Coating System, (Polaron). Las
observaciones de los tricomas y estomas se realizaron con un microscopio electronico de
barrido Zeiss DSM 950 en el Laboratorio de Biologia Celular y Tisular, UNAM, con la

asesoria del Biol. Armando Zepeda Rodriguez.

De las 25 preparaciones para MEB elaboradas, se tomaron cinco fotos por muestra,
utilizando los siguientes criterios de observacion: los estomas de la hoja a 200X, 500X y

2000X y los tricomas a 100X y 200X de magnificacion. En total se tomaron 125 fotos

Caracteres macro-morfologicos foliares

Debido a que los caracteres macro-morfologico foliares ya han sido evaluados en el complejo
Q. crassipes x Q. crassifolia para documentar el fendmeno de hibridacion, en este estudio se
decidi6 completar la informacion utilizando los siguientes caracteres: area foliar, area del
peciolo, angulo de divergencia de la vena secundaria media y porcentaje de la relacion area

peciolo/area foliar (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Lista de caracteres morfologicos examinados en el complejo Q. crassifolia %

Q. crassipes en México.

Abreviacion Descripcion Unidades
Caracteres macromorfolégicos

Lamina foliar

AF Area foliar cm?

AP Area del peciolo cm?

AV Angulo de divergencia de la vena secundaria media grados
AP% Area del peciolo  100/4rea foliar porcentaje
Caracteres micromorfologicos

Estomas

LE Longitud del estoma micras (p)
AE Ancho del estoma micras (p)
DE Densidad de estomas

CE Cobertura del estoma micras (u?)
Tricomas

LES Longitud del estipite micras (p)
LR Longitud del radio micras (p)
NR Numero de radios

LES/LR x 100 Longitud estipite/Longitud radio 100 porcentaje
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Caracteres micro-morfologicos foliares

Tricomas

Se evaluaron los tricomas fasciculados estipitados foliares asociados al complejo Q. crassipes
x Q. crassifolia, en siete zonas simpatridas/mixtas y cuatro sitios alopatridos (dos para cada
especie parental putativa).

En total, se realizaron 1,125 preparaciones semipermanentes (tres individuos de cada taxon X
localiadad, tres hojas x individuo, cinco preparaciones por hoja). Se evaluaron 135 tricomas
foliares pertenecientes a Q. crassipes, Q. crassifolia 'y Q. x dysophylla por localidad. Se
midieron 15 tricomas por hoja y tres hojas por individuo.

Los pardmetros medidos en los tricomas fasciculados estipitados son: longitud del
radio, longitud del estipite, relacion longitud del estipite/longitud del radio y numero de radios
(Cuadro 3).

Las preparaciones se hicieron de la siguiente manera: 1) se desprendieron los tricomas
de la lamina foliar utilizando un bisturi (raspando suavemente el envés), 2) los tricomas
desprendidos se colocaron sobre un portaobjetos y se afiadio una gota de agua destilada, 3) los
tricomas fueron tefiiddos durante 10 minutos con azul de toluidina, 4) se retird el exceso de
colorante y se agregd gelatina glicerinada, y 5) se colocd un cubreobjetos evitando la
formacion de burbujas de aire que dificultaran la observacion de la preparacion.

La toma de datos se realizd con un microscopio estereoscOpico marca Zeiss discovery
V8 Stereo con camara digital Power Shot A 620 y se analizaron con el programa AxionVision
proporcionado por el Laboratorio de Interaccion planta-animal del Instituto de Ecologia,

UNAM.
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Estomas
En total, se realizaron 1,125 preparaciones permanentes (cinco individuos de cada taxon x
localiadad, tres hojas x individuo, tres preparaciones por hoja).

Se evalu¢ la densidad estomatica en cinco individuos por taxon por localidad. En total,
se analizaron 15 densidades estomaticas pertenecientes a Q. crassipes, Q. crassifolia y Q. X
dysophylla por sitio simpatrido/mixto. Se midieron cinco densidades estomaticas por sitio
alopatrido puro (n=20).

En total, se caracterizaron 1,875 estomas pertenecientes al complejo (cinco individuos
de cada taxon x localidad, tres hojas x individuo, cinco estomas por hoja). Los pardmetros
medidos son: longitud del estoma, ancho del estoma, cobertura estomatica (Cuadro 3).

La cobertura estomatica (C) fue calculada con la siguiente formula (Mueller-Dombois

y Ellenberg, 1974):

2
Cz(d] :dzj T

donde: d; = diametro mayor del estoma y d, = didmetro perpendicular del estoma a d;.

El procedimiento para hacer las preparaciones fue el siguiente: 1) se retiraron los
tricomas del envés de la hoja con la ayuda de un cepillo de cerdas suave, 2) en un
portaobjetos limpio y libre de grasa se colocd pegamento cola loca y se depositd sobre €l un
corte de aproximadamente dos cm” por el lado del envés de la hoja sin tricomas, 3) se aplico
presion con una pesa de 81.5 gy se dejo secar por dos horas, 4) se retird el exceso de tejido de
la hoja y 5) los estomas impresos en el pegamento seco se observaron en un microscopio

optico con lente ocular graduado 40X.
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Analisis estadisticos

Se llevo a cabo un analisis de varianza (ANdeVA) para determinar el efecto de la especie
parental putativa sobre la variabilidad morfologica foliar de los 12 caracteres micro y macro-
morfologicos foliares muestreados en este estudio. Se anid6 a los individuos en las
localidades. Los datos porcentuales fueron transformados como X = arcsin (%)” y los datos
continuos fueron transformados como X = (x)”+ 0.5 (Zar, 1999).

Para determinar el nimero de caracteres intermedios en la zona de contacto putativa se realizo
el procedimiento de conteo de caracteres (Wilson, 1992), con algunas modificaciones para
poder detectar caracteres transgresivos (Rieseberg ef al., 1999). Si al llevar a cabo el analisis,
un caracter de la zona de contacto diferia significativamente con algun caracter de las especies
parentales, el caracter era registrado como transgresivo positivo cuando excedia positivamente
el valor de las especies parentales, como transgresivo negativo cuando lo excedia
negativamente, intermedio y tipo-crassipes o tipo-crassifolia cuando no diferia

significativamente de algiin parental putativo.

Por otro lado, se realizdO un andlisis discriminante para cada una de las zonas
simpatridas/mixtas (utilizando los caracteres macro y micromorfoldgicos (tricomas, estomas)
por separado). Este andlisis se realiz6 con el fin de encontrar el caracter mas util para la
discriminacion entre taxa. Asimismo, el analisis discriminante puede revelar la manera en la
que los caracteres morfoldgico foliares separan a los individuos en grupos. El programa
STATISTICA 6.0 para Windows fue utilizado para todos los anélisis estadisticos (Statsoft,
1998).

Para determinar si el EVT se comporta como un corredor bioldgico, se realizaron
regresiones entre la distancia geografica de las localidades del complejo Q. crassipes y Q.

crassifolia y los caracteres macro y micro-morfologico foliares medidos.
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RESULTADOS

Caracterizacion mediante MEB

Tricomas

En total, se determinaron seis tipos de tricomas foliares asociados al complejo Q. crassifolia x
Q. crassipes en México. Se reconocid un tricoma de tipo glandular y cinco son de tipo no
glandular (Cuadro 4). En general, el tricoma glandular simple uniseriado y el tricoma no
glandular fasciculado estipitado estuvieron presentes en todo el complejo (Q. x dysophylla,
Q. crassipes y Q. crassifolia). De los tricomas no glandulares, el tipo fasciculado sésil y el
tipo solitario unicelular s6lo se observaron en (. crassifolia, mientras que el tipo
multirradiado se encontrd en Q. crassifolia y Q. x dysophylla. Por Gltimo, el tipo estrellado se

localiz6 en Q. crassipes 'y Q. % dysophylla.

Cuadro 4. Tipos de tricomas presentes en la superficie abaxial foliar del complejo Quercus

crassifolia x Q. crassipes en México.

Taxa Glandular No glandular
Simple Solitario Fasciculado Fasciculado =~ Multirradiado  Estrellado
uniceriado unicelular sésil estipitado
Q. crassifolia X X X x +
Q. crassipes x x +
Q. dysophylla X X + +

(%) tipos de tricomas ya descritos (+) tipos de tricomas nuevos
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A continuacion se describe la caracterizacion de los cinco tipos de tricomas asociados

al complejo Q. crassifolia x Q. crassipes, utilizando la clasificacion de Jones (1986).

El tricoma glandular uniseriado simple. Consiste en una sola columna de dos o mas paredes

delgadas y cortas, multicelular, aparentemente con funciéon glandular (Fig. 3).

Figura 3. Tricoma glandular uniseriado simple, presente en Q. crassifolia en México.

Tricoma solitario unicelular. Paredes delgadas, cortos, ligeramente ondulados a rectos,

adpresos a la vena media de la cual se origina (Fig. 4).

Figura 4. Tricoma solitario unicelular, presente en Q. crassifolia en México.
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Tricoma fasciculado sésil. Caracterizado por presentar dos o mas radios unidos en la base
formando mechones; éstos pueden presentarse en forma sésil, unidos en un pedestal muy

corto de donde nacen los radios (Fig. 5).

X A < ™

Figura 5. Tricoma fasciculado sésil, presente en Q. crassifolia en México.

Tricoma fasciculado estipitado. Caracterizado por presentar dos o mas radios unidos en la
base formando mechones; sus células estan fusionadas formando una base o estipite donde
nacen los radios. En algunos casos los radios son extremadamente largos y se entrelazan (Fig.

6).

Figura 6. Tricoma fasciculado estipitado, presente en Q. crassifolia, Q. crassipes 'y Q.

dysophylla en México.
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Tricoma estrellado. Con tres o mas radios que se originan de un punto comun de fijacion, en

posicion paralela a la superficie de la hoja. Los radios se disponen en un plano (Fig. 7).

Figura 7. Tricoma estrellado, presente en Q. crassipes y Q. % dysophylla en México.

Tricoma multirradiado. Es un tricoma compuesto por varios radios, que emergen al
azar en varias direcciones de una base comun (Fig. 8). Este tipo de tricoma se observo en las

preparaciones para ser analizadas al microscopio estereoscopico.

Figura 8. Tricoma multirradiado, presente en Q. crassipes y Q. X dysophylla en México.
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Estomas

El complejo Q. crassifolia x Q. crassipes presentd en las zonas alopatridas y en la
zona simpatrida/mixta el tipo de estoma anomocitico.

En general, Q. crassipes presenta una tendencia a la reduccion en el tamafio del
estoma (largo, ancho y cobertura) a lo largo de su distribucion geografica en el EVT, hacia la
zona alopatrida (SMOr), esto es en direccion oeste-este a lo largo de su distribucion en
México (Figura 9). En las localidades ubicadas en la parte mas sureia de la SMOr (Palo
Bendito y Agua Blanca), la forma de la abertura del estoma es circular y muy abierta, lo que
permitio ver las ornamentaciones internas del estoma (Fig. 10). En estas dos localidades, no
se presentaron gran cantidad de ceras epicuticulares sobre el estoma. En las localidades de la
parte central y oeste del EVT, los estomas y la epidermis fueron cubiertos por ceras
epicuticulares. La forma de la abertura estomatica fué eliptica en las demas localidades. En
los sitios alopatridos, los estomas también presentaron poros mas cerrados que en Agua
Blanca y Palo Bendito y mayor cantidad de ceras epicuticulares (Fig. 9 y 10).

Q. crassifolia presentd en las localidades de la parte central del EVT, la presencia de
una mayor cantidad de ceras sobre la abertura del poro estomatico, lo que no permitid
observar las ornamentaciones en la cavidad interna de los estomas (Figs. 9 y 10). En las
localidades simpatridas/mixtas mas surena de la SMOr (Palo Bendito y Agua Blanca) se
presentan estomas con poros abiertos que permiten ver directamente las ornamentaciones
internas.

En las localidades de la parte central y oeste del EVT, los estomas presentaron una
mayor cantidad de ceras epicuticulares sobre el poro del estoma y la epidermis; lo que
dificulté observar las ornamentaciones internas. En los casos especificos de las localidades
ubicadas en la zona centro del EVT (Tlaxco, Acajete y Esperanza), los poros se encuentran

cubiertos por las ceras epicuticulares (Fig. 9).
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Q. x dysophylla Se observo una ligera reduccion del tamaiio del estoma (ancho, largo
y cobertura) conforme se distribuye direccion este-oeste, a lo largo del EVT (Fig. 9). Las
células guarda se observaron elevadas y los poros de los estomas abiertos en todas las
localidades. En localidades del centro y oeste del EVT se observaron pocos depositos de ceras

epicuticulares en forma de costras irregulares lisas (Figs. 9 y 10).
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Q. crassifolia Q. dysophylla

Q. crassipes

ALOPATRIDOS

CANTERA

CANALEJAS

TLAXCO

Figura 9. Estoma anomocitico presente en el complejo Quercus crassipes x Q. crassifolia en
siete zonas simpatridas/mixtas (Eje Volcanico Transmexicano) y dos sitios alopatridos en

México
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CONTINUACION

Q. crassifolia

Q. dysophylla

Q. crassipes

ACAJETE

ESPERANZA

AGUA BLANCA

PALO BENDITO

Figura 9. Estoma anomocitico presente en el complejo Quercus crassipes x Q. crassifolia en

siete zonas simpatridas/mixtas (Eje Volcanico Transmexicano) y dos sitios alopatridos en

México
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Caracteres macro-morfolégicos y micro-morfologicos foliares

En general, los analisis de varianza anidados detectaron un efecto significativo de la especie
(O. crassipes y Q. crassifolia), la localidad y el individuo (arbol) sobre cada uno de los
caracteres morfoldgico foliares evaluados, exceptuando AP% y DE en la especie y en el
individuo AE y D (Cuadro 5). Ninguno de los 12 caracteres macro y micromorfoldgicos
foliares evaluados fueron caracteres especificos para las especies parentales putativas Q.

crassipes 'y Q. crassifolia.

Cuadro 5. Promedio, error estandar y resultados de ANOVA anidado (F) para todos los
caracteres macro y micro-morfologicos foliares de Q. crassifolia y Q. crassipes en México.
Nivel de significancia P <0.001 (***); P <0.01 (**), P <0.05 (*) y ns= diferencias no
significativas.

Caracteres Unidad Q. crassifolia Q. crassipes Localidad F Especie Arbol F
macromorfolégicos

AF cm’ 46.45+0.50 8.16+£0.09 45.76%** 5774.88*** 4.3 %%*
AP cm’ 0.59+0.01 0.11+0.01 129.29%** 4382.43%** 5.99%**
AV Grados 48.01+0.17 37.68+0.23 43.00%** 1469.10%*** 7.10%**
AP% % 1.474+0.02 1.58+0.03 166.79%** 0.01 ns 6.64%**
micromorfologicos

Estomas

LE micras(p) 25.54+0.09 24.08+0.10 34.20%** 167.10%** 4.80%**
AE micras(p) 24.38+0..09 22.68+0.10 18.40%*** 198.70%** 1.80 ns
DE No./u* 59.08+2.13 66.33+3.24 6.03*** 0.19 ns 0.45 ns
CE micras(p?) 2047.95+11.44 1732.00£12.24 36.37*** 182.15%** 4. ]TH**
Tricomas

LES micras(p) 136.98+1.64 95.05+1.29 27.08%*** 475.22%* 3.91x**
LR micras(p) 779.05+11.36  451.20+£5.23 15.37%%* 400.79%** 3.27**
NR No. 2.66+0.01 3.1540.01 62.20%** 954.70*** 22 .3%**
LES/LR x 100 % 19.07+0.24 22.06+0.45 14.28%*** 37 11%%* 2.46%*

Conteo de caracteres

Por otro lado, mediante el anélisis de conteo de caracteres macro y micromorfoldgicos de las
siete zonas simpatridas/mixtas se encontrd el siguiente patron en el fenotipo de arboles

hibridos: 64.3% fueron intermedios (n=54) > 15.5% tipo Q. crassifolia (n=13), > 11.9%
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transgresivos negativos (n=10), > 5.9% tipo Q. crassipes (n=5), > 2.4% transgresivos
positivos (n=2) (Cuadro 6 y anexo 1).

En particular en la localidad de Cantera, 83.3% de los caracteres fueron intermedios
(n=10), y 16.7% (n=2) transgresivos negativos. En la localidad de Canalejas, 66.7% fueron
intermedios (n=8), 33.3% tipo Q. crassifolia (n=4). En la localidad de Tlaxco, 58.3% de los
caracteres fueron intermedios (n=7), 25% tipo Q. crassipes (n=3), 16.7% transgresivos
negativos (n=2). En la localidad de Acajete, 75% de los caracteres fueron intermedios (n=9),
16.7% tipo Q. crassifolia (n=2), y 8.3% tipo Q. crassipes (n=1). En la localidad de Esperanza,
41.7% fueron intermedios (n=5), 33.3% tipo Q. crassifolia (n=4), 25% transgresivos
negativos (n=3). En la localidad de Agua Blanca, 66.7% fueron intermedios (n=8), 16.7%
transgresivo negativo (n=2), 8.3% tipo Q. crassipes (n=1), y 8.3% transgresivo positivo
(n=1). Por ultimo, en la localidad de Palo Bendito, 58.3% fueron intermedios (n=7), 25% tipo
Q. crassifolia (n=3), 8.3% transgresivo positivo (n=1) y 8.3% transgresivo negativo (n=1)

(Cuadro 6 y anexo 1).
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Cuadro 6. Conteo de caracteres morfologico foliares del complejo Q. crassifolia x Q.

crassipes en siete zonas simpatridas/mixtas en México.

Caracter Q. crassifolia Hibrido Q. crassipes El hibrido es Fenotipo

(promedio=d.e.) (promedioxd.e.) (promedio=d.e.) diferente de

(Tukey, P<0.05)

CANTERA
Caracteres macromorfologicos
AV 7.30+0.46 6.79+0.43 6.41+0.50 Ambos Intermedio
AF 53.04+6.54 45.85+5.88 40.96+7.50 Ambos Intermedio
AP 0.68+0.30 0.28+0.12 0.16+0.09 Ambos Intermedio
AP % 1.38+0.78 1.09+0.46 1.94+1.10 Ambos Transgresivo (-)
Caracteres micromorfologicos
LB 718.614+238.60 456.31+£75.32 573.91£185.20 Ambos Intermedio
LES 125..28439.80 106.77+£21.49 128.75+21.49 Q. crassipes Intermedio
NB 2.66+0.25 2.90+0.29 2.92+0.30 Q. crassifolia Intermedio
LES/LB%  18.68+6.73 23.78+6.93 23.79+5.10 Q. crassifolia Intermedio
LE 26.53+2.37 26.34+2.08 26.76+2.18 Ninguno Intermedio
AE 24.96+2.28 24.37+£2.07 24.12+1.99 0. crassifolia Intermedio
DE 54.80+12.98 47.40+9.65 45.60+1.14 Ninguno Intermedio
CE 2091.57+£269.83 2027.81+243.03  2041.814+266.84 Ninguno Transgresivo (-)
CANALEJAS
Caracteres macromorfologicos
AV 49.024+6.43 46.07+7.62 34.24+9.80 Ambos Intermedio
AF 48.34+22.04 22.784+9.62 7.71£2.80 Ambos Intermedio
AP 0.74+0.26 0.38+0.19 0.224+0.10 Ambos Intermedio
AP % 1.74+0.77 1.84+0.99 3.45+7.19 Q. crassipes Intermedio

Caracteres micromorfologicos

LB

LES

NB
LES/LB%
LE

AE

DE

CE

755.43£221.93
134.75+30.64
2.60+0.28
18.92+5.67
27.20£2.33
24.50+2.16
42.20+£9.44
2109.16+284.60

761.30+228.26
119.63+31.27
2.78+0.28
16.61+4.83
26.00£2.00
24.42+2 .44
38.20+5.01
2109.16+282.39

541.27+£194.46
113.46+25.20
3.01+0.36
27.28+£30.22
24.88+2.74
23.55+2.63
58.40+9.31
1851.16+265.64

Q. crassipes
0. crassifolia
Ambos
Q. crassipes
Q. crassipes
Ninguno
Q. crassipes
Q. crassipes

Tipo Q. crassifolia
Intermedio
Intermedio

Tipo Q. crassifolia
Intermedio
Intermedio

Tipo Q. crassifolia

Tipo Q. crassifolia
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CONTINUACION

TLAXCO

Caracteres macromorfologicos
AV 46.09+5.65

AF 48.05+£19.10
AP 0.37+0.15

AP % 0.91+0.58
Caracteres micromorfologicos
LB 795.794295.113
LES 150.62+40.78
NB 5.30+1.46
LES/LB% 20.66+7.46

LE 27..37+1.67
AE 25.44+3.05
DE 61.60+13.57
CE 704.29+102.61
ACAJETE

Caracteres macromorfologicos

AV 47.85+5.12
AF 35.31+11.49
AP 0.24+0.13

AP % 0.74+0.43
Caracteres micromorfologicos
LB 749.17+306.35
LES 141.68+59.44
NB 2.73£0.30
LES/LB% 19.86+7.15

LE 26.52+2.29
AE 23.414+2.24
DE 48.80+77.125
CE 1968.93+290.83
ESPERANZA

Caracteres macromorfologicos
AV 47.32+7.86
AF 46.17+18.15
AP 0.75+0.29

AP % 1.75+0.70
Caracteres micromorfologicos
LB 713.84+231.81
LES 142.314+26.82
NB 2.91+1.34
LES/LB% 21.33+5.50

LE 26.72+2.07
AE 25.2442.10
DE 66.40+6.87

CE 2130.28+289.84

41.16£7.75
18.20+9.92
0.10+0.09
0.61+0.47

663..01£160.40
95.69+18.29
4.70+1.04
15.094£3.93
26.02+£2.11
24.20+2.02
70.00£9.13
636.50+83.43

46.28+7.20
20.24+48.73
0.1040.05
0.57+0.38

558.10£138.50
110.68+23.49
2.76+0.25
20.75+5.70
27.1242.21
24.30+2.22
55.20+6.22
2086.24+275.06

43.89+7.21
20.45+10.51
0.30+0.133
1.724+0.85

742.12+194.20
133.02+27.08
2.78+0.33
18.89+5.18
26.04£1.79
24.27+2.32
69.60+5.85
1996.79+246.25

42.30+7.85
7.55£2.72
0.08+0.07
1.06+1.40

336.59+£102.27
60.26+17.29
8.00£1.07
15.88+4.65
21.53+1.56
20.53+1.40
85.00+31.05
471.74453.15

29.49+10.70
9.02+3.04
0.05+0.07
0.67+0.76

439.65+93.74
102.23+18.22
2.86+0.29
24.00+5.51
26.08+2.49
24.32+2.81
61.00+10.72
2012.02+379.4466

33.43+6.53
7.80+£3.14
0.10+0.04
1.384+0.63

536.40+114.64
137.63+24.51
3.33+£0.26
26.32+5.16
24.90+1.39
23.42+1.37
48.64+0.41
1837.44+140.85

Q. crassifolia
Ambos
Q. crassifolia
Ambos

Ambos
Ambos
Ambos

Q. crassifolia
Ambos
Ambos
Ninguno
Ambos

Q. crassipes
Ambos
Ambos

Q. crassifolia

Ambos

Q. crassifolia
Ninguno

Q. crassipes
Q. crassipes
Ninguno
Ninguno
Ninguno

Ambos
Ambos
Ambos
Q. crassipes

Q. crassipes
Ninguno
Ambos
Ambos

Q. crassipes
Ambos

Q. crassipes
Ambos

Tipo Q. crassipes
Intermedio
Tipo Q. crassipes
Transgresivo (-)

Intermedio
Intermedio
Transgresivo (-)
Tipo Q. crassipes
Intermedio
Intermedio
Intermedio
Intermedio

Tipo Q. crassifolia
Intermedio
Intermedio

Tipo Q. crassipes

Intermedio
Intermedio
Intermedio
Intermedio
Tipo Q. crassifolia
Intermedio
Intermedio
Intermedio

Intermedio

Intermedio

Intermedio
Tipo Q. crassifolia

Tipo Q. crassifolia
Transgresivo (-)
Transgresivo (-)
Transgresivo (-)

Tipo Q. crassifolia

intermedio

Tipo Q. crassifolia

Intermedio
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CONTINUACION .

AGUA BLANCA

Caracteres macromorfologicos
AV 44.93+7.86

AF 36.77+£15.18
AP 0.37+0.14

AP % 1.57+0.66

Caracteres micromorfologicos

LB 558.10+138.50
LES 110.68+23.49
NB 2.76+0.25
LES/LB%  20.73£5.70

LE 25.78+2.04

AE 24.01£1.56

DE 74.80+8.04

CE 1954.42+229.55
PALO BENDITO
Caracteres macromorfologicos
AV 45.90+5.94

AF 60.43+£26.20
AP 0.61+0.31

AP % 1.14+0.76

Caracteres micromorfologicos

LB 829.28+295.34
LES 128.36+£34.98
NB 2.77+0.24
LES/LB%  17.29+7.51

LE 25.20+1.94

AE 23.08+1.71

DE 55.20+6.30

CE 1837.09+217.20

43.94447.57
23.74+99.80
0.32+0.13
1.58+0.81

679.81+£208.59
118.134£29.53
2.84+0.30
17.98+5.12
24.86+1.83
22.66£1.68
71.60+13.04
1780.50+205.38

43.58+6.18
24.8+11.08
0.19+0.07
0.89+0.52

73.61+£234.55
110.24+51.21
2.90+0.28
16.80+13.02
25.93+2.98
23.1443.34
63.00+20.82
1916.43+385.54

42.94+8.04
9.89+3.77
0.15+0.07
1.79+1.19

471.83421.25
120.87+29.53
2.91+0.34
26.73£7.76
24.09+2.39
22.61£2.59
76.20+0.44
1722.254+233.55

39.93+6.20
8.83+£3.98
0.09+0.06
1.14+0.84

399.82+119.94
84.60+22.50
3.10+0.33
21.8845.15
24.18£1.76
23.21£1.52
62.60+10.94
1769.65+£190.86

Ninguno
Ambos
Ambos
Ambos

Ambos
Ninguno
Ninguno
Ambos
Ninguno
Ninguno
Ninguno

Q. crassifolia

Ambos
Ambos
Ambos
Ambos

Ambos
Ambos
Ambos

Q. crassipes
Q. crassipes
Ninguno
Ninguno

Q. crassipes

Intermedio
Intermedio
Intermedio
Intermedio

Transgresivo (+)
Intermedio
Intermedio

Transgresivo (-)
Intermedio
Intermedio

Transgresivo (-)

Tipo Q. crassipes

Intermedio

Intermedio

Intermedio
Transgresivo (-)

Intermedio
Intermedio
Intermedio
Tipo Q. crassifolia
Tipo Q. crassifolia
Intermedio
Transgresivo (+)
Tipo Q. crassifolia

Analisis de funcion discriminante (caracteres macro-morfolégicos)

Por otro lado, los analisis de funcion discriminante utilizando los caracteres macro-

morfoldgicos foliares muestran que los individuos de Q. x dysophylla son intermedios entre

Q. crassifolia y Q. crassipes, en las siete zonas simpatridas/mixtas (Fig. 11). En general, los

analisis de funcion discriminante de la variacion morfologica foliar en las localidades

simpatridas/mixtas de Cantera, Canalejas, Tlaxco, Agua Blanca y Palo Bendito mostraron que

el area del peciolo (AP) contribuye con los valores mas altos al modelo de ordenacion en el
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eje FDI1. Por otro lado, en las localidades simpatridas/mixtas de Acajete y Esperanza fue el
area foliar (AF) la que presentd el valor mas alto. En general, en todas las localidades
simpatridas/mixtas, el d&ngulo de la vena (AV) fue el caracter con mayor valor en el eje FD2,
con excepcion de Acajete, en donde el area del peciolo (AP) obtuvo el mayor valor (Cuadro
7).

Por su parte, los andlisis de funcioén discriminante basados en los caracteres micro-
morfoldgicos foliares (tricomas y estomas) no mostraron una separacion entre taxa, por lo que

se decidio no incluirlos.
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Figura 10. Andlisis de funcidn discriminante para la variacién macro-morfologica foliar en el
complejo Q crassifolia x Q. crassipes en siete zonas simpatridas/mixtas en México.
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La comparacion del complejo presentd un alto nivel de significancia (P <0.001) en la

variacion entre taxa de los ejes discriminantes, que varid entre el 85.56% (Esperanza) y el

96.97% (Agua Blanca) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Anélisis de funcion discriminante para la variacion de los caracteres macro-
morfologico foliares de siete zonas simpatridas/mixtas del complejo Q. crassifolia x Q.

crassipes en México.

Variable DF1 DF2
CANTERA

AF -0.45 0.48
AP -1.68 -0.41
AV 0.53 -5.74
AP% 0.33 1.18
Eigenvalor 3.29 0.25
% variacion 92.97 7.03
Significancia ~ <0.001 <0.001
TLAXCO

AF -0.59 0.15
AP -1.62 0.37
AV -0.12 -1.69
AP% 0.09 0.0
Eigenvalor 3.13 0.20
% variacion 89.4 10.60
Significancia  <0.001 <0.001
ESPERANZA

AF -1.66 -0.29
AP -0.35 0.76
AV -0.30 -4.67
AP% -0.26 -0.6
Eigenvalor 3.12 0.2

% variacion 85.56 14.44
Significancia  <0.001 <0.001
PALO BENDITO

AF -0.60 -0.24
AP -1.61 0.47
AV -1.56 -4.77
AP% 0.10 0.3
Eigenvalor 2.58 0.05
% variacion 94.00 6.0
Significancia  <0.001 <0.001

Variable DF1 DF2
CANALEJAS

AF 0.02 0.91
AP -1.05 -0.22
AV -0.21 -1.72
AP% 0.87 0.96
Eigenvalor 3.6 0.24
% variacion 93.78 6.22
Significancia <0.001 <0.001
ACAJETE

AF -0.68 0.16
AP -0.31 1.72
AV 0.18 0.2
AP% -0.04 -0.24
Eigenvalor 2.61 0.28
% variacion 90.17 9.83
Significancia <0.001 <0.001
AGUA BLANCA

AF -0.45 -1.1
AP -0.82 1.25
AV 0.13 2.15
AP% 0.5 -0.72
Eigenvalor 1.54 0.05
% variacion 96.97 3.03
Significancia <0.001 <0.001
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Analisis de regresion lineal

El analisis de regresion lineal mostro las siguientes relaciones significativas entre los
caracteres macro y micro-morfologicos foliares del complejo Q. crassipes x Q. crassifolia y
la distancia geografica entre localidades en direccion oeste-este (siguiendo la ruta historica

propuesta de colonizacion de ambas especies parentales putativas en México):

Caracteres macro-morfolégico foliares. Q. crassifolia y Q. crassipes registraron una relacion
negativa y significativa entre el area del peciolo (AP) y el porcentaje de la relacion area del
peciolo y ldmina foliar (AP%) con la distancia geografica entre las localidades. Por su parte,
Q. x dysophylla no registré ninguna relacion significativa (Fig.12). El angulo de divergencia
de la vena secundaria media(AV) y el area foliar (AF) no presentaron una relacion
significativa, con respecto a la distancia geografica entre localidades, en ninguno de los taxa

analizados.

Caracteres micro-morfoldgico foliares (tricomas)
En general, Q. crassifolia 'y Q. crassipes registraron una relacion negativa y significativa entre

todos los caracteres del tricoma y la distancia geografica entre las localidades en direccion
oeste-este a través del EVT, exceptuando a Q. crassipes, especie en la que la relacion longitud
del radio (LR) y distancia geografica no fue significativa. Por su parte, Q. X dysophylla no
presentd ninguna relacion significativa entre las caracteristicas evaluadas de los tricomas y la

distancia geografica (Fig. 13).
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Caracteres micro-morfoldgico foliares (estomas).
Q. crassipes y Q. x dysophylla mostraron una relacion negativa y significativa entre todos los

caracteres del estoma y la distancia geografica entre localidades en direccion oeste-este a
través del EVT, exceptuando la relacion longitud del estoma en Q. % dysophylla cuya relacion
no fue significativa. Por otra parte, no registré ninguna relacion significativa en los caracteres

micro-morfologicos evaluados en los estomas en Q. crassifolia (Fig. 14).

Q. crassifolia Q. dysophylla Q. crassipes
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Ay
<
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<
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Figura 11. Regresion lineal de los caracteres macro-morfologicos foliares, angulo de la vena
secundaria (AV), area foliar (AF), area del peciolo (AP), porcentaje del area del peciolo/area foliar
(AP%) y la distancia geografica entre localidades del complejo Q. crassipes x Q. crassifolia en
Meéxico en direccion oeste-este a través del Eje Volcanico Transmexicano (EVT). SMOc = Sierra
Madre Occidental, SMOr = Sierra Madre Oriental. Zonas simpatridas/mixtas:1)Cantera, 2)Canalejas,
3) Tlaxco, 4)Acajete, 5)Esperanza, 6)Agua Blanca, 7)Palo Bendito. Zonas alopatridas: 8)El Pifion,
9)Cuesta Colorada, 10)Cuesta blanca 1 y 11)Cuesta Blanca 2.
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Figura 12. Regresion lineal de los caracteres micro-morfologicos de los tricomas, longitud del radio
(LR), longitud del estipite (LE), nimero de radios (NR), porcentaje de la relacion longitud del
estipite/longitud del radio (LES/LR%) y la distancia geografica entre localidades del complejo Q.
crassipes % Q. crassifolia en México en direccidbn oeste-este a través del Eje Volcanico
Transmexicano (EVT). SMOc = Sierra Madre Occidental, SMOr = Sierra Madre Oriental. Zonas
simpatridas/mixtas:1)Cantera, 2)Canalejas, 3) Tlaxco, 4)Acajete, 5)Esperanza, 6)Agua Blanca, 7)Palo
Bendito. Zonas alopatridas: 8)El Pifion, 9)Cuesta Colorada, 10)Cuesta blanca 1 y 11)Cuesta Blanca 2.
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Figura 13. Regresion lineal de los caracteres micro-morfologicos de los estomas (LE) longitud del
estoma, (AE) Ancho del estoma (CE) cobertura del estoma, (DE) densidad del estoma y la distancia
geogréafica entre localidades del complejo Q. crassipes % Q. crassifolia en México en direccion oeste-
este a través del Eje Volcanico Transmexicano (EVT). SMOc = Sierra Madre Occidental, SMOr =
Sierra Madre Oriental. Zonas simpatridas/mixtas:1)Cantera, 2)Canalejas, 3) Tlaxco, 4)Acajete,
5)Esperanza, 6)Agua Blanca, 7)Palo Bendito. Zonas alopatridas: 8)EIl Pifion, 9)Cuesta Colorada,
10)Cuesta blanca 1y 11)Cuesta Blanca 2.
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DISCUSION

Hibridacién natural del complejo Quercus crassipes y Q. crassifolia

Q. crassipes 'y Q. crassifolia son dos especies de encinos rojos que registran un frecuente
fendmeno de hibridacion cuando se encuentran en simpatria/mixtas a través del EVT y en la
parte mas surefia de la SMO. A pesar de la frecuente hibridacion introgresiva documentada en
este complejo (Tovar-Sanchez y Oyama, 2004), los resultados obtenidos en este estudio con
caracteres foliares micro y macro-morfoldgicos sugieren que ambas especies continuan siendo
morfoldgicamente distintas en su distribucion alopatrida y simpatrida, por lo que estas
especies siguen conservando algiin grado de cohesividad genética.

Generalmente, los individuos hibridos en las zonas hibridas han sido reconocidos por
la presencia de caracteres morfoldgicos intermedios entre las dos especies parentales
putativas. Asimismo, dentro de los caracteres morfologicos, los de tipo foliar son
considerados una poderosa herramienta para la deteccion de individuos hibridos dentro de
especies del género Quercus (Rieseberg y Ellstrand, 1993; Kleinschmit et al., 1995; Bacon y
Spellenberg, 1996; Hardig et al., 2000; Bruschi et al., 2000; Gonzalez-Rodriguez et al., 2004;
Tovar-Sanchez y Oyama, 2004; Gugerli et al., 2008). En este estudio, los caracteres macro y
micro-morfologicos evaluados mostraron, en general, la morfologia foliar intermedia de los
hibridos en comparaciéon con sus especies parentales putativas. Lo anterior respalda los
resultados de Tovar-Sanchez y Oyama (2004) quienes documentan una hibridacion
morfoldgica foliar intermedia del complejo Q. crassipes x Q. crassifolia en siete zonas
simpatridas/mixtas en México. Asimismo, la morfologia foliar intermedia en este complejo
produce una variacion compleja, producto del fenomeno de hibridacion introgresiva en las

zonas simpatridas/mixtas.
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En general, son muy pocos casos en los que la morfologia foliar intermedia en encinos
no ha reflejado hibridacion, por ejemplo, en el complejo formado por Q. lobata y Q. douglasii
los aparentes fenotipos intermedios entre estas dos especies parentales putativas no son
necesariamente hibridos y los hibridos verdaderos no son necesariamente fenotipicamente
intermedios (Craft et al., 2002).

Por otro lado, en el complejo Q. crassipes % Q. crassifolia s6lo 14% de los caracteres
micro y macro-morfologico foliares fueron transgresivos o “extremos” (Rieseberg y Ellstrand,
1993; Schwarzabch et al., 2001). Se ha sugerido que la presencia de estos caracteres nuevos o
“extremos” encontrados en estos estudios pueden explicarse por: 1) una mayor tasa de
mutacion en los hibridos, ii) la accidon complementaria que tiene una nueva combinacién de
alelos en los hibridos, iii) los alelos no expresados en los parentales pueden estar sometidos a
un nuevo patrén de regulacion en los hibridos o 1v) a una baja estabilidad en la ontogenia de
los hibridos (Rieseberg, 1995). Por lo anterior, en este estudio se esta evidenciado que el
complejo Q. crassipes x Q. crassifolia contiene una mezcla de caracteres intermedios y
transgresivos, los cuales varian entre sitios de simpatria/mixtos reflejando complejos patrones
morfoldgico foliares que pueden favorecer el establecimiento y la amplitud de distribucion
geografica de estos individuos.

Por otro lado, los tricomas foliares han sido propuestos como un caracter confiable que
permite evidenciar hibridacion y diferenciar a las especies parentales putativas (Cuadro 2). En
este estudio se describido por primera vez el tricoma multirradiado en Q. crassifolia y el
tricomas estrellado en Q. crassipes. Asimismo, los tricomas antes mencionados fueron
detectados en Q. x dysophylla, 1o que refleja una aditividad de los tipos de tricomas presentes
en los parentales putativos, por lo que se sugiere que los tipos de tricomas presentes en los
hibridos pueden definir el origen de las especies parentales putativas de donde proviene el

tricoma (Thomson y Mohlenbrock, 1979). Ademas, se puede considerar que el tipo de tricoma
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es un caracter clave para detectar hibridacion entre las dos especies parentales de este
complejo (Hardin, 1979; Thomson y Mohlenbrock, 1979).

Los tipos de tricomas, tanto en las especies parentales como en los hibridos, son
caracteres determinados genéticamente, por lo que no varian; lo que si puede modificarse son
sus caracteristicas cuantitativas, como la densidad, el nimero de rayos y su distribucion en la
lamina foliar. Estos rasgos estan relacionados con la amplitud de su distribucion geografica y
estan modificadas por el ambiente en donde se establecen las poblaciones (Thomson y

Mohlenbrock, 1979).

Efecto del ambiente en la formacion de zonas hibridas

En general, todas las zonas simpatridas/mixtas detectadas en el complejo Q. crassipes x Q.
crassifolia, se caracterizan por presentar disturbios tanto naturales como antropogénicos. Los
disturbios en los sitios de estudio fueron deforestacion, introduccién de ganado, incendios,
urbanizacion, eliminacion del bosque para campos de cultivo y tala de arboles para carbon. Se
sugiere que los ambientes con disturbio son un factor que promueve la hibridacion y el
establecimiento de la progenie hibrida, ya que modifica las condiciones y los recursos donde
se desarrollan las especies parentales, por lo que en ambientes alterados, los individuos
hibridos viables o por lo menos parcialmente fértiles seran mas competitivos (vigor hibrido)
que los parentales. Sin embargo, se ha sugerido también que si los ambientes alterados
retornan a un estado de predisturbio, entonces los hibridos serian eliminados (Arnold et al.,
1990; Klier et al., 1991; Arnold, 1997). No obstante, esto seria muy poco probable que se
presentara en este complejo porque en las visitas realizadas se observd un incremento en la
extension del area perturbada y una mayor frecuencia de individuos hibridos.

En algunas zonas simpatridas/mixtas la introduccion de ganado es una actividad
frecuente que deteriora los ambientes (Rieseberg er al., 1995) y evita el establecimiento de

nuevos individuos, lo que favorece que especies como los encinos tengan una combinacion en
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los tipos de propagacion, combinando una reproduccion sexual y un crecimiento vegetativo.
Por lo tanto, se esperaria que los individuos hibridos viables puedan establecerse e
incrementar su cobertura de forma clonal y aumentar de esta manera la posibilidad de
reproducirse con otro individuo hibrido o con alguna especie parental putativa (Ellstrand,

1996).

El Corredor Biologico del Eje Volcanico Transmexicano

Se ha documentado que la ruta historica de colonizacion que tuvo Q. crassifolia en México
fue de la SMOc hacia el EVT y la region més surefia de la SMOr. Por su parte, Q. crassipes
incursiond en México de la SMOr hacia el EVT (Tovar-Sanchez y Oyama, 2008). Lo anterior
apoyaria que la ruta de colonizacion de algunas especies de encinos siguid la trayectoria de
los pinos, de norte a sur (Styles, 1993); esto propiciado por las caracteristicas de historia de
vida de las especies de ambos géneros, por ejemplo, ser especies pioneras y capaces de
colonizar rapidamente los flujos de lava resultantes de la intensa actividad volcanica que
caracteriz6 al EVT a partir del Mioceno (Granham, 1993).

El escenario antes mencionado, debid facilitar que las especies que se encontraban
aisladas geograficamente en la SMOr (Q. crassipes) y SMOc (Q. crassifolia), pudieran entrar
en simpatria/mixtas a través de las montafias del EVT. Este sistema orografico es considerado
geologicamente como el sistema montafioso mas joven de México y atraviesa al pais desde el
Golfo de México al Oceano Pacifico por su parte central, en direccion este-oeste. Se ha
descrito que la evolucion del EVT inicié en el Terciario Medio con el surgimiento de la
fraccion occidental, seguida del levantamiento de la parte central y oriental durante el
Plioceno-Cuaternario (Ferrusquia-Villafranca, 1993).

Tovar-Sanchez y Oyama (2004) han documentado que el complejo Q. crassipes x Q.

crassifolia presenta una hibridacion introgresiva que varia espacialmente (entre zonas
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hibridas), y que la direccién de la introgresion (simétrica o asimétrica) muestra que en el
EVT, los hibridos que se encuentran geograficamente mas cercanos a la SMOr muestran una
hibridacién introgresiva unidireccional hacia Q. crassipes, evidenciando una mayor
semejanza genética y morfoldgica con esta especie parental putativa. Por otro lado, los
individuos hibridos que se localizan en la parte mas cercana a la SMOc tienen una mayor
semejanza con la especie parental putativa Q. crassifolia.

Este estudio permitid reconocer el papel de las cadenas montafiosas del EVT sobre la
variacion macro y micro-morfolégica de tipo foliar del complejo Q. crassipes *x Q.
crassifolia. Los resultados obtenidos muestran que existe un efecto significativo de la
localidad sobre el 100% (12) de los caracteres micro y macro-morfoldgico foliares evaluados,
lo cual puede ser el reflejo de la amplia distribucion geografica que estas especies tiene sobre
las principales cadenas montafiosas de México y revelan ademds la amplia variedad
topografica, de climas, asi como la compleja historia tanto geologica como bioldgica que
existe en nuestro pais. A partir de nuestros resultados, sugerimos un régimen heterogéneo de
seleccion en el que, debido a la estrecha relacion que mantienen las plantas con su habitat, las
poblaciones se diferenciaron morfolégicamente como adaptacion a su entorno por efecto de
las condiciones heterogéneas ambientales que se presentan entre localidades (Ricklefs y
Millar, 2000). Lo antes mencionado es apoyado por las correlaciones significativas obtenidas
entre la distancia geografica entre poblaciones y su micro y macro-morfologia foliar (ver Figs.
12-14). Es decir, las poblaciones son mas similares morfolégicamente mientras mas cercanas
estén geograficamente, lo que sugiere una estructuracion geografica de las poblaciones de Q.
crassifolia, Q. crassipes 'y Q. x dysophylla.

Asimismo, se sugiere que las poblaciones con mayor proximidad geografica han
estado expuestas a presiones selectivas similares y por ende reflejan una mayor similitud

morfoldgica foliar. Ademads, otro factor que puede influir en la diferenciaciéon morfoldgica
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entre poblaciones es el propuesto por Tovar-Sdnchez y Oyama (2008) quienes encontraron
que conforme se incrementa la distancia geografica entre poblaciones de Q. crassifolia se
incrementa la diferenciacion genética y se reduce significativamente el nivel de flujo genético.
Por lo antes mencionado, sugerimos que conforme se incrementa la proximidad geografica
entre poblaciones se incrementa su similitud morfoldgica y genética. El mismo patrén se

documenta para Q. crassipes.

Marcadores foliares especificos para cada especie.

La comparacion de los caracteres macro y micromorfologicos foliares entre las
especies parentales de este complejo, no permitieron determinar un caracter especie especifico
dada la gran variedad morfologica de Q. crassifolia y Q. crassipes a lo largo de su
distribucion geografica en México. Q. crassifolia es una especie con una amplia distribucién
geografica ya que se distribuye en las principales cadenas montafiosas del territorio mexicano,
abarcando desde los limites geograficos con Estados Unidos e incursionando hasta la parte
norte de Guatemala. Por su parte, Q. crassipes se distribuye en la SMOr, y en el EVT. Este
estudio muestra un efecto significativo de la localidad, el taxon y el individuo sobre los
caracteres morfologicos foliares, lo que apoya la amplia variabilidad y plasticidad
morfoldgica foliar que se registran en estas especies, producto de su alta diversidad genética
(Tovar-Sanchez y Oyama, 2008) y la heterogeneidad ambiental registrada en los sitios donde
se distribuyen. Lo anterior es apoyado por el estudio de Takahide (2003), quien evalud la
variacion morfolégica de Q. crispula y Q. dentata en Japoén y no detectd caracteres
especificos para estas especies, producto de la amplia distribucién geografica que presentaron
las especies.

En este estudio, los tipos de tricomas fueron una herramienta robusta que permitieron

diferenciar a las especies parentales y a los hibridos. Q. crassifolia por ejemplo, presentd
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como caracter especifico el tipo de tricoma multirradiado y Q. crassipes mostr6 el tipo
estrellado. Asimismo, los individuos hibridos (Q. x dysophylla) mostraron todos los tipos de
tricomas especificos de ambas especies parentales, por lo que proponemos una aditividad de
estos caracteres en este complejo hibrido. Lo anterior resalta la importancia de los caracteres
micro-morfologicos en la deteccion de hibridos y la determinacion de especies parentales
putativas. Lo antes mencionado es apoyado por los trabajos de Scareli-Santos et al. (2007) en
el complejo Q. conzarttii x Q. eduardii, quienes documentan que los tricomas pueden

diferenciar a las especies parentales y apoyar la hipotesis de hibridacion en este complejo.

Conservacion de zonas hibridas (simpatridas/mixtas)

Las zonas hibridas formadas por el complejo Q. crassipes x Q. crassifolia son importantes
desde el punto de vista evolutivo, ya que los individuos que presentan hibridacion
introgresiva incrementan la diversidad genética de las especies parentales, lo cual es muy
probable por la presencia de hibridacion introgresiva unidireccional y bidireccional, que
depende en este sistema de la cercania con los sitios alopatridos puros. Por esto sugerimos
que el EVT pueda estar funcionando como un corredor bioldgico. Ademas, se ha
documentado que los hibridos de este complejo actiian como un reservorio de biodiversidad,
ya que contienen una alta diversidad (H’), un elevado numero de especies raras y una alta
abundancia de la artropodofauna asociada. La importancia de estos organismos radica en el
papel ecologico que desempefian, pues actiian como polinizadores, herbivoros, depredadores,
presas, parasitos, parasitoides y detritivoros (Castillo-Mendoza, 2007; Marti-Flores, 2008;
Tovar-Sanchez, 2009). Por lo anterior, si los programas de conservacion tienen como
objetivo mantener la biodiversidad, entonces es indispensable generar estrategias que

permitan el manejo de estos nuevos ambientes.
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Las zonas simpatridas/mixtas evaluadas registraron una hibridacién introgresiva,
como resultado de incipientes barreras reproductivas, lo cual es un fenémeno frecuente entre
especies del género Quercus (Rieseberg y Ellstrand, 1993; Kleinschmit et al., 1995; Bacon y
Spellenberg, 1996; Hardig et al., 2000; Bruschi et al., 2000; Gonzalez et al., 2004; Tovar-
Sanchez y Oyama, 2004; Gugerli et al., 2008). Esto hace necesario el incremento de estudios
relacionados con el rompimiento de barreras reproductivas entre especies, asi como evaluar la
adecuacion de las poblaciones hibridas. Lo anteriormente propuesto podria ayudar a entender
el efecto que tienen los hibridos en la extincion de poblaciones parentales (e.g., erosion

genética) y en el establecimiento de poblaciones hibridas.
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Anexo 1. Frecuencia de los caracteres intermedios, transgresivos positivos y transgresivos negativos del complejo Q. crassifolia

Q. crassipes en México.

ANEXO

AGUA PALO Totales
Caracter CANTERA CANALEJAS TLAXCO ACAJETE ESPERANZA BLANCA BENDITO
n n n n n n n

Macromorfoldgicos

intermedios 3 4 1 2 3 4 3 20
transgresivos positivos 0 0 0 0 0 0 0 0
transgresivos negativos 1 0 1 0 0 0 1 3
Tipo Q. crassifolia 0 0 1 1 1 0 0 2
Tipo Q. crassipes 0 0 1 1 0 0 0 3
Micromorfologicos

intermedios 7 4 6 7 2 4 4 34
transgresivos positivos 0 0 0 1] 0 1 1 2
transgresivos negativos 1 0 1 0 3 2 0 7
Tipo Q. crassifolia 0 4 0 1 3 0 3 11
Tipo Q. crassipes 0 0 1 0 0 1 0 2
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