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RESUMEN

Los encinares son comunidades vegetales tipicas de México y son consideradas
especies clave debido a los servicios ecosistémicos que ofrecen. Se estima que varias
especies de Quercus se encuentran en peligro de extincion, principalmente debido a
cambios de uso de suelo y aprovechamiento no sostenible. El reconocimiento confiable
de las especies presentes en un area geografica determinada es necesario, ya que la
actualizacion de listas de especies, ademas del conocimiento sobre su ecologia, son
el fundamento de las iniciativas para su conservacion. Con la finalidad de identificar y
diferenciar a las especies del género Quercus presentes en el predio Los Ocotones,
Cintalapa, Chiapas, (México), el cual se encuentra sometido a un aprovechamiento
forestal, se realizé6 un estudio taxondmico integral, para ello se usaron datos
cualitativos, morfométricos y genéticos. Se realizaron seis muestreos entre agosto de
2018y abril de 2019. Se obtuvieron muestras foliares en 30 individuos con un diametro
a la altura del pecho (DAP) >12.73 cm, de 13 taxa distintos (diez especies formalmente
descritas y tres que por sus caracteristicas notablemente diferentes se asumen como
dos morfoespecies y un individuo potencialmente hibrido entre Q. peduncularis y
Q. glaucescens). Las hojas se herborizaron y con un vernier milimétrico se midieron
en 10 hojas de cada individuo los caracteres morfométricos mas importantes para la
determinacidon de especies en Quercus. Ademas, se extrajo ADN de los individuos
analizados, se amplificé con marcadores de cloroplasto (MatK y tRNL) y ribosomal
nuclear (ITS1-2 e ITS 3-4), se confirmd su identidad mediante comparacion con las
almacenadas en el GenBank, y finalmente se realizaron analisis de filogenia.

Todos los analisis fueron congruentes al separar a los 13 taxa dentro de los
subgéneros Lobatae (encinos rojos) y Quercus (encinos blancos). De las diez especies
reconocidas formalmente, seis pertenecen a la seccion Lobatae y cuatro a la seccion
Quercus. Dos especies: Q. glabrescens Benth. y Q. rubramenta Trel. son nuevos
registros para el predio. Los caracteres mas Utiles para separar las especies fueron:
Largo de la lamina (LL), Largo del peciolo (LP), Largo total de la hoja (LTH), Largo de
la lAmina/ Ancho maximo (LL/AM) y Longitud de la base al ancho méaximo* 100/ Largo
total de la hoja y (LBAM*100/ LTH). Estos caracteres pudieron ser capaces de explicar
>81.81% de la variacidbn morfométrica foliar de las especies. El andlisis discriminante
a partir de medias aritméticas distinguié claramente: Q. acutifolia mfsp.2, Q. calophylla
mfsp.1 y mfsp.2, Q. rubramenta y Q. scytophylla, y en menor grado:
Q. acutifolia mfsp.1 y Q. glaucescens. Genéticamente 37 de las 99 secuencias
analizadas (MatK, ITS 1-2 e ITS 3-4), coinciden con secuencias de la misma especie
0 con las especies presentes en el predio: Q. acutifolia, Q. candicans (sinonimia de
Q. calophylla) y Q. elliptica. El inico taxa que pudo ser distinguido tanto genéticamente
como morfolégicamente fue Quercus scytophylla. Finalmente se encontré que
Q. acutifolia, Q. rubramenta y Q. vicentensis, estan considerados como Vulnerables

Xii



(VU) por la Unién Internacional para La conservacion de la Naturaleza (IUCN), por lo
cual se recomienda tomar acciones especiales de conservacién para dichas especies.

Palabras clave: Encinos, marcadores cloroplasticos, marcadores ribosomales,
morfologia, morfometria.
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|. INTRODUCCION

La clasificacion de las especies tiene como objetivo crear un sistema logico de
categorias, en las cuales pueden incluirse seres vivos con suficientes caracteres
comunes como para permitir una unica referencia (Gonzales-Bueno, 1998). A pesar
de ello, nuestros esfuerzos para clasificar y enlistar a la diversidad biologica en
categorias que permitan establecer jerarquias parece estar alejada con la realidad
(Barrientos-Llosa, 2003; Ruelas, 2018), ya que establecer los limites de una especie
puede ser impreciso debido a que las caracteristicas fenotipicas (morfologia), la
fenologia, las caracteristicas bioquimicas, etc., son altamente variables en la
naturaleza (Barrientos-Llosa, 2003).

Los patrones de variaciéon morfologica en poblaciones naturales son producto
del flujo de genes, introgresion, seleccion natural, plasticidad fenotipica, deriva
genética e hibridacion (Borek y Silvieus, 2009). Esto ocasiona problemas taxonémicos
que se ven reflejados en alto nimero de sinonimias que varias especies presentan, lo
cual conduce a problemas de identificacion principalmente en los estudios en campo,
ya que se dificulta la asignacién de especie a individuos con caracteristicas distintas o
intermedias entre dos o mas especies (Valencia-Avalos, 2004; Zufiga et al., 2009).
Gran parte del arte de la taxonomia consiste en reconocer cuales caracteres son
menos variables e indicativos de una evolucion de ancestria comun, para utilizarlos
como caracteres de diagnoéstico (Borek y Silvieus, 2009). La capacidad de
reconocerlos se adquiere mediante el uso de metodologias de observacion y andlisis
de ejemplares tomados de intervalos amplios de distribucion de todas las especies
conocidas y potenciales. Segun se recolectan mas especimenes, se pone a prueba la
descripcién que hizo el autor de la especie, y en ocasiones, se llega al punto en que
es necesario realizar una redescripcion de la misma (Borek y Silvieus, 2009).

El reconocimiento y la delimitacién taxonémica de las especies, depende de la
integracion de toda la informacion que se genera del estudio de su ecologia, etologia,
reproduccion y de la variacion de sus caracteres morfologicos en areas geograficas
especificas de interés (Castro-Campillo et al., 1994; Valencia-Avalos, 2004; Zufiiga et
al., 2009). En los ultimos afos, los avances tecnoldgicos y cientificos, exigen que la
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conocimiento de disciplinas como la sistematica molecular, la genética, la filogeografia,
la biogeografia, ecologia, entre otras. Esto conduce a una mejor descripcion,
identificacion y clasificacion de linajes independientes (Martinez-Lopez, 2015). De este
modo en la actualidad para identificar y clasificar a las especies, se utilizan dos formas
principales: la primera es mediante descripciones morfoldgicas tradicionales, y otra es
el uso de datos basados en la molécula de ADN (Borek y Silvieus, 2009).

Con la llegada de las técnicas moleculares en el andlisis de la variacion de
macromoléculas, surgieron diferentes marcadores “universales” del cambio evolutivo
(Curtis et al., 2008). Los primeros marcadores moleculares incluyeron lipidos,
metabolitos secundarios, cariotipos, reacciones inmunogenéticas, electroforesis de
proteinas (isoenzimas) y la electroforesis de fragmentos de ADN. Sin embargo, fueron
la secuenciacion de los acidos nucleicos, la aplicacion de la hibridacion de ADN vy el
andlisis de los polimorfismos de fragmentos de restriccion, los que permitieron buscar
homologias en el nivel mas basico de la organizacién biolégica (Gernandt et al., 2007;
Curtis et al., 2008). La técnica conocida como codigo de barras de ADN, es una
secuencia de una region de ADN corta y estandarizada, que identifica a un organismo
individual como miembro de una especie en particular (Borek y Silvieus, 2009;
Simeone et al., 2013). Esta técnica se ha propuesto como una nueva herramienta para
los taxbnomos, y es denominada de esta manera debido a la analogia con el codigo
de producto universal que los articulos en una tienda poseen (Simeone et al., 2013).

La actualizacion y enriquecimiento de listas de especies, ademas de un
conocimiento ecoldgico y biolégico general de ellas, son el fundamento de las
iniciativas nacionales para la conservacion de la biodiversidad (Martinez-Lépez, 2015).
Sin embargo, en la actualidad se desconoce el nuamero total de especies que
conforman la biodiversidad mundial, lo cual ha sido reconocido como “impedimento
taxondmico” (Sunderland, 2012). Debido a las actividades antropogénicas y el
calentamiento global, se estima que muchas especies quedaran extintas incluso antes
de que sean descritas (Martinez-Lépez, 2015).

Los encinares o bosques de encino son comunidades vegetales tipicas de
México (Valencia-Avalos, 2004; Rzedowski, 2006). Los arboles de encino son de los
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(Oldfield y Eastwood, 2007). Sin embargo, actualmente adn no hay certeza del nimero
exacto de especies de Quercus, no obstante, los especialistas consideran a México
como el centro de diversificacion del género, ya que es el pais con la mayor riqueza y
endemismo especifico de Quercus en el mundo (Valencia-Avalos, 2004; Romero et al.,
2015). Diversos problemas dificultan conocer el numero exacto de especies del
género: la gran variacion morfologica especifica (aun dentro del mismo individuo), la
frecuente hibridacion de las mismas, la escasez, carencia e inaccesibilidad del material
tipo y de la literatura original, descripciones originales deficientes y principalmente, la
diferencia de criterios para la identificacion entre los especialistas del grupo, lo que
conlleva a la sobredescripcion de muchas de las especies (Valencia-Avalos, 2004).

En los encinos el principal criterio para la delimitacion de las especies radica en
la morfologia de las hojas (Bonfil, 1993). No obstante, han reportado que las hojas de
los encinos son un 6rgano sumamente variable y sensible a las condiciones climaticas
(Gonzalez-Rodriguez y Oyama, 2005; Zuafiga et al., 2009; Albarran-Lara et al., 2010;
Nufiez-Castillo et al.,, 2011; Ruiz-Dominguez, 2016). A pesar de ello, en la
identificacion y reconocimiento de las especies del género Quercus, todos los
caracteres morfoldégicos macroscopicos y microscépicos en las hojas (Valencia-
Avalos, 2018), asi como los caracteres morfométricos que se puedan obtener de ellas
(Bruschi et al., 2003; Tovar-Sanchez y Oyama, 2004; Gonzalez-Rodriguez y Oyama,
2005; Zadiga et al., 2009; Albarran-Lara et al., 2010). Ademas de la comparacion de
marcadores moleculares (Bellarosa et al., 2005; Simeone et al.,, 2013; Ruiz-
Dominguez, 2016; Yang et al., 2017), deben de ser tomados en cuenta.

La presente investigacion tiene como objetivo general identificar a las especies
de Quercus presentes en el predio particular bajo manejo forestal sustentable Los
Ocotones, Cintalapa, Chiapas (PMLO, 2013), diferenciandolas entre si, con base en la
comparaciéon de caracteres morfoldgicos foliares y marcadores moleculares (MatkK,
tRNL, e ITS1-2, ITS 3-4). Ademas, se aportara informacion sobre la identidad
taxonOdmica para facilitar la identificacién de las especies en campo, de tal forma que
el manejo forestal pueda reconocer e incluir la conservacion de los encinos en vias de
ubicarse en alguna categoria de riesgo. Finalmente, se proporcionara informacion con
posible uso como base para estudios futuros sobre biosistematica y evolucion de los
encinos del predio.



II. MARCO TEORICO

2.1. Clasificacion de especies

Desde los tiempos mas antiguos el hombre tuvo la necesidad de ordenar y clasificar
todo lo que le rodeaba, y mas aun las formas de vida con las que tenia contacto dia a
dia (Marzocca, 1985). La primera aproximacion a una clasificacion de los seres vivos
estuvo intimamente vinculada a la necesidad de reconocerlos, identificarlos y
distinguirlos con fines utilitarios (Gonzéles-Bueno, 1998). Los primeros registros de
clasificacion de especies, probablemente se encuentran en los grabados de ceramica,
huesos y pintura que se han encontrado en las cavernas europeas y que fueron hechos
por los cromafiones, hace mas de 10, 000 afios. Ahi se documentan varias especies
de insectos, plantas y vertebrados, como mamuts (Barrientos-Llosa, 2003). Hace
alrededor de 5, 000 afios, los chinos (y un poco después los antecesores de los
actuales iraquies y egipcios), elaboraron catalogos de flora y fauna, les daban nombre
e incluian aplicaciones y explicaciones religiosas (Barrientos-Llosa, 2003). En culturas
griegas y romanas, agrupaban a las plantas con base en sus usos medicinal,
comestible o textil). Fue hasta el siglo XVI que la clasificacion se realiz6 con base en
los caracteres morfologicos de las plantas (Marzocca, 1985).

En la actualidad, una de las condiciones béasicas del método cientifico es poder
repetir los estudios y llegar a los mismos resultados, por lo tanto, una especie mal
identificada puede llevar a grandes confusiones que invalidarian el trabajo realizado
(Barrientos-Llosa, 2003). La clasificacién de las especies tiene como objetivo crear un
sistema légico y natural de categorias, en las cuales pueden incluirse seres vivos con
suficientes caracteres comunes como para permitir una unica referencia (Gonzales-
Bueno, 1998). A pesar de ello, nuestros esfuerzos para clasificar y enlistar a la
diversidad biolégica en categorias que permitan establecer jerarquias parece estar
alejada con la realidad (Barrientos-Llosa, 2003; Ruelas, 2018), ya que establecer los
limites de una especie puede ser impreciso debido a que las caracteristicas fenotipicas
(como la morfologia, la fenologia, las caracteristicas bioquimicas, etc.) son altamente
variables en la naturaleza (Barrientos-Llosa, 2003).

El nimero de nuevas especies descritas no ha aumentado significativamente

en los ultimos 70 afos, lo cual esta teniendo un tremendo impacto en la biologia de la

4



conservacion, ya que se cree que, debido a las actividades antropogénicas y el
calentamiento global, se estima que muchas especies quedaran extintas antes de ser
descritas (Martinez-Lopez, 2015). En un pais megadiverso como México, el avance en
la descripcién de especies es relativamente lento, por lo cual existe una necesidad
permanente de realizar trabajos taxondémicos, que provean de informacién basica para
la conservacion y gestion sostenible de los recursos naturales que quedan, y que
contribuyan a superar los retos que la conservacién de la biodiversidad mundial
(Sunderland, 2012; Martinez-Lépez, 2015).

2.2. La taxonomia integrativa y sistematica molecular

Los limites propuestos para una especie son estimaciones de lo que en realidad pasa
en la naturaleza, con la recolecta de mas especimenes se pone a prueba la descripcion
gue hizo el autor de la especie, y en ocasiones se llega al punto en que es necesario
realizar una redescripcion (Barrientos-Llosa, 2003). Gran parte del arte de la
taxonomia consiste en reconocer cuales caracteres son menos variables y cuales son
respuesta de una evolucion de ancestria comuan, para utilizarlos como caracteres de
diagnéstico (Borek y Silvieus, 2009). La capacidad de reconocerlos se adquiere con la
practica mediante el uso de metodologias de observacién y analisis de ejemplares
tomados de intervalos amplios de distribucién de todas las especies conocidas y
potenciales (Gonzéales-Bueno, 1998; Borek y Silvieus, 2009).

En los Ultimos afios los avances tecnoldgicos y de conocimientos, exigen que
la taxonomia sea integrativa, por lo cual debe incorporar y unificar el conocimiento de
disciplinas como la sistematica molecular, la genética, la filogeografia, la biogeografia,
ecologia, entre otras. Esto conduce a una mejor descripcion, identificacion y
clasificacion de linajes independientes (especies) (Martinez-Lopez, 2015). Los
taxbnomos han reconocido el valor de tomar en cuenta datos tradicionales y
moleculares simultaneamente, ya que, aunque el uso de secuencias de ADN puede
ser considerada una manera directa de observar diferencias heredables entre
especies, los caracteres tradicionales o morfoldgicos son determinados por los genes,
de esta manera ambos son relevantes en la descripcion y el reconocimiento de taxones
(Gernandt et al., 2007). El descubrimiento de la reaccion en cadena de la polimerasa
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uso de datos moleculares en estudios de reconstruccion filogenética y de genética de
poblaciones (Gernandt et al., 2007). Al igual que la taxonomia, la sisteméatica molecular
o filogenética molecular establece la clasificacion con base en las relaciones
filogenéticas entre organismos y asi también, los procesos evolutivos responsables de

las mismas (Gernandt et al., 2007).

2.3. Concepto de especie

La especie es una categoria clave y concepto basico mas importante en la taxonomia
que se ha debatido durante mucho tiempo (Barrientos-Llosa, 2003). Las especies
representan un nivel de integracion bésico en la naturaleza, proveen las bases para
describir la diversidad natural y en si mismas son un instrumento para categorizar
dicha diversidad (Valencia-Avalos, 1991). En biologia es casi imposible encontrar
definiciones y conceptos de aplicacion universal, a pesar de ello, se han propuesto
distintos conceptos de especie con el fin de incorporar la diversidad de formas de vida
hasta ahora conocidas: concepto evolutivo, ecoldgico, filogenético, morfoldgico,
pragmatico, paleontoldgico, etc., cada uno con un enfoque y percepcion distinta en
funcién del grupo de organismos a analizar, conocimiento y el aspecto o punto de vista
desde el cual se estudian (Valencia-Avalos, 1991; Castro-Campillo et al., 1994:
Barrientos-Llosa, 2003). Se dice que la especie taxonGmica es una categoria artificial
gue en la mayoria de los casos no coincide con las unidades reales de la naturaleza
(Valencia-Avalos, 1991).

En afios recientes ha surgido otra controversia en torno a la consideracion de
especie, ya que, aunque se han realizado esfuerzos para establecer un concepto de
especie universal, hasta la fecha no existe uno aplicable a todos los organismos,
debido que cada concepto fue creado para ser aplicado en un campo en particular y
sigue un criterio diferente para definir lo que es una especie (Valencia-Avalos, 1991).
El reconocimiento de las especies y su delimitacion, depende de la integracion de
informacion morfologica, ecoldgica, etolégica, reproductiva, entre otros (Castro-
Campillo et al., 1994). Es asi que los conceptos se pueden complementar, ya que no
son exclusivos ni absolutos, sino interdependientes. No obstante, los conceptos de
especie taxondmica y biolégica son los mas ampliamente utilizados y aceptados para

definir especies (Valencia-Avalos, 1991).



En este trabajo se hace uso la combinacion los conceptos de especie
taxondmica y biologica para definir a las especies analizadas, ademas, para evitar
confusiones con aquellas especies que presentan dos morfotipos, se han nombrado
en general como unidades taxondmicas operativas (taxa).

Algunos ejemplos de concepto de especie son:

1) El concepto clasico de especie. Dice que una especie es aquel grupo de
individuos que puede potencialmente reproducirse entre si y dar una descendencia
fértil hasta la perpetuidad. Sin embargo, excluye a organismos con reproduccion
asexual como las medusas o las estrellas de mar, entre otros (Castro-Campillo et al.,
1994; Barrientos-Llosa, 2003).

2) Concepto bioldgico. Se basa en distinguir unidades bajo el criterio morfolégico,
separandolas entre ellas por su variacion, por lo cual se considera un aspecto practico.
A pesar de ser el mas usado hasta ahora para abordar las relaciones filogenéticas y
evolutivas entre especies posee deficiencias; su principal desventaja es la subjetividad
pues no determina objetivamente el grado de diferencias que debe tener la categoria
de especie (Valencia-Avalos, 1991). En la naturaleza existen diferentes especies que
se parecen mucho, o bien, existen organismos que pertenecen a una misma especie,
pero pueden ser diferentes entre si (Castro-Campillo et al., 1994).

3) Concepto ecoldgico de especie. Define a una especie como un linaje o conjunto
de linajes afines, que evolucionan separadamente de otros y que ocupa una
determinada zona adaptativa. Aqui se enfatiza que la especie ocupa un determinado
nicho ecoldgico diferente al de otras especies, pero la dificultad practica del concepto
radica en que no existe una definicién ni valoracion operativa de "nicho ecolégico" o
de "zona adaptativa" (Van Valen, 1976; Castro-Campillo et al., 1994).

4) Concepto evolutivo. Responde a la dificultad de aplicar el concepto biolégico a
especies que coexistieron en el pasado (especies no-dimensionales) y que tenemos
conocimiento de ellas, gracias a los restos fosiles. En este concepto la especie implica
una secuencia de ancestro-descendencia de poblaciones que evolucionan
separadamente de otras secuencias y que posee tendencias evolutivas propias
(Valencia-Avalos, 1991, Castro-Campillo et al., 1994).



2.4. Diversidad y distribucion del género Quercus

Los encinos o robles pertenecen al género Quercus L., y es uno de los grupos de
plantas lefilosas mas importantes del hemisferio norte, este género presenta el mayor
namero de especies dentro de la familia Fagaceae, con alrededor de 500 especies en
todo el mundo (Kaul, 1985; Romero et al., 2015). Se estima, por el registro fosil, que
se originaron hace unos 90 millones de afios (Encina y Villarreal, 2002). Este género
se encuentra en casi todos los bosques templados del Hemisferio Norte, asi como en
algunas regiones tropicales, subtropicales del mismo, e incluso existen algunas
especies en habitats secos en el sureste de Asia y nororiente de Africa. En América,
se localiza desde Canadé hasta Colombia, incluyendo Cuba (Valencia-Avalos, 2004).

Los encinares o bosques de encino son comunidades vegetales tipicas de
México, se presentan en casi toda la Republica Mexicana, con excepcién de la
peninsula de Yucatan (Rzedowski, 2006). Se encuentran desde el nivel del mar hasta
3,500 msnm; Debe sefalarse que el 95% se distribuye entre los 1,200 y 2,800 msnm
(Valencia-Avalos, 2004). Actualmente en México ain no hay certeza del nimero
exacto de especies para el género, lo cual podria atribuirse a factores como la alta
variabilidad morfoldgica especifica (aun dentro del mismo individuo), y la frecuente
hibridacion del género; no obstante, los especialistas consideran a México como el
centro de diversificacion del género, ya que posee la mayor riqueza y endemismo
especifico de Quercus en el mundo (Valencia-Avalos, 2004; Romero et al., 2015).

De acuerdo con Nixon (1993) en México existian de 135 a 150 especies,
ademas considera que la mayor diversidad se concentra en las areas montafiosas del
centro y el este del pais (Nixon, 1993). Valencia-Avalos (2004) estima que en México
existen 161 especies del género Quercus, ubicadas en tres secciones: 76 especies en
la seccién Lobatae (encinos rojos), 81 en la seccidon Quercus (encinos blancos) y
cuatro en la seccién Protobalanus (encinos intermedios). De las 161 especies, calculd
que 109 son endémicas para el pais (Valencia-Avalos, 2004). Por su parte, Villasefior
(2016) reportd 174 especies para el pais. En Chiapas, Breedlove (1986) registr6 27
especies de Quercus, pero recientemente Villasenor (2016), registro 44 especies para
el estado, lo que representa una cuarta parte del total nacional (de las 44 especies, 17
son endémicas al pais) (Villasefior, 2016).



2.5. Descripcion del género Quercus

El género Quercus posee hojas alternas perennifolias, subperennifolias o caducifolias
de formas variables, por lo general son pecioladas y se disponen de forma alterna
(Valencia-Avalos, 2004). Aunque la consistencia de las hojas de la mayoria es
coriacea, con experiencia se pueden reconocer diferencias (Valencia-Avalos, 2018).
Debe sefialarse que las hojas de los encinos son un 6rgano sumamente variable y
sensible a las condiciones climaticas, pueden variar considerablemente en la misma
especie y en el mismo individuo (Valencia-Avalos, 2004). La mayoria son arboles de
talla mediana, sin embargo, hay especies de crecimiento arbustivo y algunas especies
pueden llegar a ser arboles altos de gran porte (Encina y Villarreal, 2002; Valencia-
Avalos, 2004).

Son plantas monoicas, es decir, presentan pequefas flores masculinas y
femeninas de colores verdes o amarillas en el mismo arbol. Las flores masculinas
forman amentos largos colgantes (inflorescencias formadas por muchas flores
unisexuales), mientras que las flores femeninas se presentan en amentos cortos, o
bien, pueden ser solitarias (Encina y Villarreal, 2002). Asimismo, se han descrito
individuos hermafroditas en Q. glaucoides, Q. rugosa y Q. chihuahuensis (Romero et
al., 2015). Generalmente se recolectan ejemplares botanicos sin flores y sin frutos, ya
qgue la floracion se da en un corto periodo del afio y ademas los arboles alcanzan
grandes tallas, por lo que estas estructuras llegan a ser dificiles de colectar (Bonfil,
1993; Valencia-Avalos, 2018; Romero et al., 2015). Debido a que existe sincronia en
la floracion, y que la polinizacién es a través del viento (anemofilia), la hibridacion en
Quercus es frecuente, por lo cual las caracteristicas florales resultan ser muy
homogéneas lo cual limita su utilidad como criterio taxonémico (Romero et al., 2015).

La caracteristica mas distintiva de este género es su fruto, también conocido
como bellota o nuez, el cual mide de 1 a 5 cm de longitud, y esté cubierto parcialmente
en la base por una capa escamosa lefiosa llamada pericarpo o comunmente conocido
como copa o clpula (Valencia-Avalos, 2018). El tamafio y forma de la ctpula, asi como
la forma y vellosidad de las escamas que cubren a las bellotas difieren entre las
secciones, por lo cual son caracteres importantes en la identificacion; La seccion
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seccion Lobatae (encinos rojos) es tomentoso (cubiertos de tricomas), mientras que
en Protobalanus los tricomas que cubren a las escamas son dorados. Asimismo, las
escamas de las copas son mas delgadas en los encinos rojos que en los blancos, en
estos las escamas frecuentemente son engrosadas o quilladas hacia la base (Encina
y Villarreal, 2002; Valencia-Avalos, 2018). Al igual que en otras plantas superiores, las
bellotas contienen una plumula o eje del embridén hacia el apice y dos cotiledones, sin
embargo, carecen de endospermo (Valencia-Avalos, 2018). Las bellotas se dispersan
simplemente por la gravedad (baricoria) pero también pueden ser dispersadas por

escarabajos, ardillas e incluso aves como los carpinteros (Bonfil, 1993).

2.6. Ecologia de los encinos
Los robles son especies clave en una amplia gama de hébitats ya que son sostén,
refugio y alimento de aves, mamiferos, reptiles, artrépodos y de microorganismos que
se desarrollan en la rizosfera (Oldfield y Eastwood, 2007; Romero et al., 2015). Sobre
los encinos crece una gran variedad de epifitas como orquideas, bromeliaceas,
helechos, musgos y liquenes (Bonfil, 1993). También son formadores del suelo, son
generadores de condiciones microambientales, modificadores o reguladores de
incendios y de sus efectos en el bosque, asi también son participantes activos en la
infiltracion de agua en cantidades importantes hacia el suelo (Romero et al., 2015).
En todo el mundo, muchas especies de robles estan en peligro de extincion,
principalmente debido a cambios en el uso de la tierra, pastoreo de ganado y cosecha
no sostenible (Oldfield y Eastwood, 2007). En México, los robles son un componente
dominante en los bosques de montafia y bosques secos de tierras bajas (Oldfield y
Eastwood, 2007), sin embargo, debido al aprovechamiento de su madera, un gran
namero de los bosques donde habitaban han desaparecido y otros presentan
diferentes grados de deterioro (Romero et al., 2015). Se estima que varias especies
de Quercus deben considerarse amenazadas debido a su distribucion restringida y a
la escasez de los individuos, por lo cual es necesario intensificar su manejo de manera
adecuada con las correspondientes acciones de conservacion (Oldfield y Eastwood,
2007; Romero et al., 2015), ya que su desaparicion aumenta la susceptibilidad a la
erosion, pérdida de micorrizas, de humedad, y alteraciones en el flujo de nutrimentos

y el desarrollo general del suelo (Romero et al., 2015).
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2.7. Usos de los encinos

Los encinos han servido en el desarrollo de las civilizaciones ya que durante siglos
han proporcionado una importante fuente de madera para construccion, lefia, carbon
vegetal, etc., y a su vez, las bellotas han servido de alimento para la gente en tiempos
de hambruna (Oldfield y Eastwood, 2007; Romero et al., 2015). En la actualidad, los
encinos son usados en Europa y Norteamérica industrialmente para obtener diversos
productos maderables, entre los que destacan los muebles de alta calidad, la
manufactura de chapa, la celulosa para papel, artesanias, barriles de encino blanco
para afiejamiento de vinos, asi como revestimientos de suelo e interiores de casas
(Romero et al., 2015). Sus raices se usan en medicina y sus frutos para la alimentacion
de ganado porcino (sobre todo en Europa). Su corteza tiene gran cantidad de taninos
y sustancias astringentes que han sido utilizadas como curtientes naturales. De
manera particular, la corteza de alcornogue mediterraneo (Q. suber), se ha utilizado
para elaborar los corchos de las botellas de bebidas alcohdlicas (Bonfil, 1993).

En México, los encinos son uno de los arboles mas importantes para el sustento
rural, gracias a su amplio uso como lefia para cocinar y madera como material para
construir (Oldfield y Eastwood, 2007). Algunas especies son de madera muy dura que
puede ser utilizada para fabricar vigas, durmientes y otras estructuras de construccion
(Bonfil, 1993). Dicha cualidad ha sido Gtil para salvar muchos bosques de encinos, ya
gue en el pais existen pocos aserraderos con la tecnologia para procesar y aprovechar
adecuadamente esta madera (Bonfil, 1993). Asi también diversas especies se utilizan
para obtener pulpa para papel, mangos de herramientas, cajas de empaque,
artesanias, juguetes como los trompos, e incluso instrumentos musicales (Romero et
al., 2015).

2.8. Identificacién de encinos

La taxonomia de los encinos a diferencia de otros grupos de plantas superiores, se
basa casi exclusivamente en la morfologia de las hojas, ya que las flores aportan poca
informacion para la taxonomia del género debido a la homogeneidad que la mayoria
de las especies presentan (Bonfil, 1993; Romero et al., 2015). Ademas, el género
Quercus se considera taxondmicamente complicado gracias a su amplia gama
fenotipica y gran variacion morfoldgica foliar incluso dentro de un mismo individuo,
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dependiendo de la edad y la posicion de las hojas en él (Valencia-Avalos, 2004). No
obstante, toda la informacion que se puede obtener de ellas, permite diferenciar
especies (Romero et al., 2015).

Los caracteres foliares mas utiles para el reconocimiento de especies del
género Quercus, de acuerdo con Romero et al., (2015) y Valencia-Avalos (2018) son:
1) Edad de la hoja. En general los caracteres mas utiles provienen de hojas maduras,
ya que en las hojas jévenes sufren cambios a lo largo de su desarrollo que no permiten
comparar de forma equivalente entre especies. Por ejemplo, las hojas recién surgidas,
son generalmente crasas y rojizas, cubiertas con abundantes tricomas, sin embargo,
algunas especies tienden a perderlos, o bien las mantienen solo en algunas partes de
la hoja (Valencia-Avalos, 2018).

2) Tricomas. Los principales tipos en encinos son: fasciculados estipitados,
fasciculados sésiles, fasciculados contortos, estrellados multiradiados, estrellados
fusionados en el centro, solitarios unicelulares y glandulares (Valencia-Avalos, 2018).
3) Haz y envés de la hoja. En ellos se pueden observar el color o tono de verde, se
puede observar si son lustrosas u opacas, si son rugosas o lisas, glabras o tomentosas.
En el envés son importantes el tomento, su distribucién, el tipo de tricomas y la
presencia de cera o no (Valencia-Avalos, 2018).

4) Formay tamarfo de las hojas. Es uno de los caracteres mas usados para identificar
especies de encinos, sin embargo, entre algunas especies es necesario una revision
mas detallada bajo la lupa ya que las formas de las hojas se sobreponen entre si. Las
hojas pueden tener formas elipticas, ovadas, obovadas, lanceoladas, oblanceoladas,
oblongas, entre otras (Valencia-Avalos, 2018). Algunas especies presentan hojas
pequefias que apenas alcanzan 1 cm de largo como Q. striatula, o bien otras especies
presentan hojas muy grandes que pueden medir mas de 40 cm de largo como las de
Q. magnolifolia y Q. resinosa (Valencia-Avalos, 2018).

5) Venacion. El nimero de venas secundarias que presentan las hojas de una especie
es caracteristico y aunque se sobreponen en muchas de ellas, es importante junto con
los demas caracteres para el reconocimiento de especies (Valencia-Avalos, 2018).

6) Tipo de margen. Puede ser entero, dentado o crenado (lobado, lobulado), con
mucrones o aristas, crispado o liso, revoluto o plano (Valencia-Avalos, 2018). La
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presencia de aristas resulta util para la separacion de las secciones: Lobatae (posee
aristas) y Quercus (posee mucrones) (Romero et al., 2015).

7) Forma de la base y el apice. Pueden presentar bases cordadas, agudas,
truncadas, etc. y apices agudos, redondos, obtusos, mucronados, aristados, etc. En
general, la base de la hoja es un caracter ligeramente menos variable que en apice
(Valencia-Avalos, 2018).

8) Peciolos. Su longitud y grosor, asi como la presencia 0 no de indumento son

caracteres dignos de tomarse en cuenta (Valencia-Avalos, 2018).

2.9. PCR, un método de andlisis molecular para distinguir especies

Actualmente, existen dos formas en que se pueden identificar a las especies, una es
con base en caracteristicas morfologicas, y otra es con base en caracteres
moleculares del acido desoxirribonucleico (ADN por sus siglas en espafiol) (Borek y
Silvieus, 2009). Con la llegada de las técnicas moleculares en el andlisis de la variacion
de macromoléculas, surgieron diferentes marcadores “universales” del cambio
evolutivo (Curtis et al., 2008). Los primeros marcadores moleculares incluyeron lipidos,
metabolitos secundarios, cariotipos, reacciones inmunogenéticas, electroforesis de
proteinas y la electroforesis de fragmentos de ADN, sin embargo, fueron la
secuenciacion de los acidos nucleicos, la aplicacion de la hibridacion de ADN vy el
analisis de los polimorfismos de fragmentos de restriccién, los que permitieron buscar
homologias en el nivel mas basico de la organizacién biologica: el de los &cidos
nucleicos (Gernandt et al., 2007; Curtis et al., 2008).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), es la
técnica de laboratorio mas importante y revolucionaria en la biologia molecular ya que
con ella se ha logrado la simplificaciéon e innovacion de muchas técnicas moleculares
(Serrato et al., 2014). La técnica ofrece un método simple para amplificar secuencias
especificas de ADN. Permite generar millones o miles de millones de copias de un
fragmento de ADN de interés a través de una sintesis in vitro (Passarge, 2009; Pérez-
De Castro, 2011; Serrato et al., 2014). Se dice que la sensibilidad del ADN hace posible

detectar y amplificar una anica molécula de ADN, o bien se puede acceder a un gen
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que representa menos de una millonésima parte del ADN total de un organismo
superior (Berg et al., 2007; Pérez-De Castro, 2011).

2.10. El cédigo de barras en Quercus
En los dltimos afios, las técnicas moleculares han proporcionado valiosos
conocimientos sobre las relaciones genéticas entre distintos organismos, siendo objeto
de estudio distintas especies de encinos, tal es el caso de Quercus petraea y
Q. pubescens (Bruschi et al., 2000). La técnica conocida como codigo de barras de
ADN, es una secuencia de una region de ADN corta y estandarizada, que identifica a
un organismo individual como miembro de una especie en particular (Borek y Silvieus,
2009; Simeone et al., 2013), esta se ha propuesto como una nueva herramienta para
los taxdnomos, y es denominada de esta manera debido a la analogia con el cédigo
de producto universal que poseen los articulos en una tienda (Simeone et al., 2013).
Para las plantas aun no existe un marcador universal para generar el cédigo de
barras de ADN (Borek y Silvieus, 2009), en contraste, se incluyen varias regiones de
ADN de cloroplastos como la rbcL (una regién de codificacion universal, pero de
evolucion lenta), matK (una regién de codificacion de evolucion relativamente rapida)
y trnH-psbA (un espaciador intergénico de rapida evolucion) (CBOL Plant Working
Group, 2009). Recientemente se propuso el espaciador transcrito interno ribosomal
nuclear (ITS, por sus siglas en inglés), especialmente la porcion ITS2 como codigo de
barras (CBOL Plant Working Group, 2009; ChinaPlant BOL Group, 2011; Simeone et
al., 2013; Yang et al., 2017). Sin embargo, en Quercus estos marcadores moleculares
no funcionan igual que en otras plantas, ya que se ha comprobado que los encinos
carecen de codigos de barras de ADN especificos (Simeone et al., 2013), lo cual es
resultado de una taxonomia inconsistente y limitada, una hibridacién interespecifica
frecuente, una clasificacion de linajes incompletos, polimorfismos ancestrales
compartidos e introgresion, lo cual indica desafios debido a la falta de marcadores
eficientes para el codigo de barras del género Quercus (Simeone et al., 2013). Es por
ello, que recientemente se han realizado estudios moleculares con mas marcadores
moleculares, ya que este método ha demostrado una mejor separacion de especies

en encinos (Simeone et al., 2013; Yang et al., 2017).
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2.11. Componentes principales parala PCR

Los componentes clave para una reaccion de PCR son: ADN molde, los cuatro
nucledtidos, la Taq polimerasa y los cebadores (Serrato et al., 2014), los cuales se
explican a continuacion:

1) ADN molde. Es el ADN total extraido en un conjunto de células del tejido a analizar;
También conocido como ADN blanco o plantilla (Serrato et al., 2014).

2) Nucledtidos. Los desoxirribonucledsidos trifosfato (ANTP’s) o nucledtidos, Son los
cuatro bloques basicos del ADN: adenina (dATP), guanina (dGTP), citosina (dCTP) y
timina (dTTP) (Serrato et al., 2014).

3) Tag polimerasa. Enzima que produce nuevas cadenas de ADN mediante el uso de
cadenas existentes como molde a través de la incorporacion de nucleétidos al extremo
3’ libre del cebador que se ha unido a la cadena molde (Serrato et al., 2014); La PCR
utiliza altas temperaturas repetidamente para desnaturalizar el molde de doble hélice
de ADN y separar sus cadenas, por lo cual la Taq polimerasa es ideal gracias a la
estabilidad térmica que esta proporciona (llamada de esa manera por la bacteria
Thermus aquaticus de la que se aisld). Su mayor actividad se presenta cerca de los
70°C (temperatura a la que la ADN polimerasa del humano o de E. coli no funcionaria).
Ademas, como cofactores de la polimerasa se afiaden -cationes divalentes,
generalmente en forma de cloruro de magnesio (MgClz) (Serrato et al., 2014).

4) Cebadores o primers. Secuencia corta de oligonucleotidos (pedazos cortos de
ADN de cadena sencilla de unos 20 nucleétidos de longitud), y que proporcionan un
punto de partida para la sintesis de ADN. En cada reaccion de PCR se utilizan dos
cebadores que estan disefiados para flanquear la region blanco (regién que debe ser
copiada), es decir, les agregan secuencias que haran que se unan a cadenas opuestas
del molde de ADN so6lo en los extremos de la region a copiar (Berg et al., 2007;
Passarge, 2009; Pérez-De Castro, 2011; Serrato et al., 2014).

2.12. Pasos de la PCR
La reaccion se efectlia en equipos conocidos como termocicladores que se programan
para que produzcan los ciclos de temperatura a los que se realiza la amplificacion

(Espinosa, 2007). Los ingredientes se colocan en un tubo, junto con los cofactores que
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necesite la enzima, y se someten a ciclos repetidos de calentamiento y enfriamiento a
una temperatura y duracion especifica, los cuales permiten la sintesis del ADN. Las
cadenas sintetizadas sirven de molde para la nueva sintesis de ADN, repitiéndose
estos ciclos térmicos hasta 40 veces (Berg et al., 2007; Passarge, 2009; Pérez-De
Castro, 2011; Serrato et al., 2014). En un ciclo térmico ocurren tres etapas y dan por
resultado que la molécula de ADN de doble cadena sea copiada para producir 2
cadenas de ADN. En el segundo ciclo, las dos cadenas de ADN se convierten en 4,y
asi sucesivamente. Si la reaccion es eficiente, con unos pocos miligramos de ADN
pueden ser amplificados millones o billones de copias en cuestion de 2-4 horas, segun
la longitud de la region de ADN molde (Berg et al., 2007; Passarge, 2009; Pérez-De
Castro, 2011, Serrato et al., 2014)

Las tres etapas anteriores se describen brevemente a continuacion:

1) Desnaturalizacion. La sintesis de ADN requiere que el ADN molde sea primero
desnaturalizado, esto significa separar las dos cadenas de ADN en hebras sencillas.
La union de las dos cadenas de la molécula de ADN duplex es mantenida por enlaces
de hidrégeno, y pueden ser facilmente separadas una temperatura suficientemente
alta entre 94-96°C para lograr este objetivo (Passarge, 2009; Serrato et al., 2014).

2) Templado o hibridacion. La ADN polimerasa tiene como funcion sintetizar ADN a
partir del ADN blanco (del organismos de interés), y para ello requiere de una cadena
preexistente de ADN desnaturalizado a la cual se une un pequefio segmento sintético
complementario a la cadena molde para iniciar la sintesis, conocido como iniciador,
cebador o "primer". Para unir o templar este iniciador con la molécula molde se
requiere de una temperatura adecuada para que la hibridacion ocurra, generalmente
55-65° C. A una menor temperatura se tiene mayor eficiencia, pero menor
especificidad en la amplificacion de ADN (Passarge, 2009; Serrato et al., 2014).

3) Elongacion o extension. El tercer paso del ciclo es la extensiéon del iniciador en
direccién 5' a 3' usando un ADN polimerasa y desoxirribonucleésidos trifosfatados
(DNTP's). Esta extension de los iniciadores resultard en la sintesis de una copia
adicional de ADN entre éstos. La ADN polimerasa funciona en forma 6ptima a 72°C
(Passarge, 2009; Serrato et al., 2014).
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lIl. ANTECEDENTES

La situacién taxondmica de los encinos aun no ha sido resuelta debido a su gran
variabilidad morfologica ocasionada por el flujo de genes, seleccién natural, plasticidad
fenotipica, variacion intraespecifica, deriva genética e hibridacion (Valencia-Avalos,
2004; Zaiiga et al., 2009). Al realizar un listado de la diversidad del género Quercus
para México, Valencia-Avalos (2004) documento la complicada situacion taxonémica
de los encinos, ya que encontré un total de 774 sobre descripciones y/o sinonimias de
especies, los cuales reclasificé en 161 especies de Quercus para México. En algunas
especies como Quercus rubramenta, ninguna variedad y/o sinonimia fue reportada, sin
embargo, en otras especies como Q. gambelli Nutt, J. Acad., fueron reportadas hasta
34 sinonimias (Valencia-Avalos, 2004). De esta manera, se han realizado distintos
estudios para demostrar la amplia variacion morfolégica que algunas especies
presentan o bien, para identificar correctamente entre especies mediante el andlisis de
caracteristicas morfolégicas (Bruschi et al., 2003; Tovar-Sanchez y Oyama, 2004;
Gonzalez-Rodriguez y Oyama, 2005; Zufiga et al., 2009; Albarran-Lara et al., 2010) y
mas recientemente con caracteres moleculares (Bellarosa et al., 2005; Simeone et al.,
2013; Yang et al., 2017). Asi también, se han combinado el uso de ambas herramientas
con el fin de separar especies morfolégicamente similares (Bruschi et al., 2000; Ruiz-
Dominguez, 2016). Y para detectar individuos hibridos entre dos 0 mas especies de
Quercus en areas de distribucion traslapadas (Gonzalez-Rodriguez y Oyama, 2005;
Albarran-Lara et al., 2010; Nufiez-Castillo et al., 2011).

En estudios de variacion morfolégica se han propuesto medir y calcular valores
de distintos caracteres morfologicos y anatémicos, por ejemplo, se ha evaluado la
variacion morfoldgica foliar de seis poblaciones de Q. laeta en el Parque Nacional Los
Marmoles, México, mediante la medicion de 17 caracteres morfologicos en hojas de
47 arboles. Los resultados demuestran que la distancia entre la sutura apical y basal,
distancia entre l|obulo apical y basal, y diametro de las nervaduras son las
caracteristicas morfolégicas de la hoja que diferencian las poblaciones entre las
localidades analizadas (Zufiiga et al.,, 2009). También se han examinado
morfométricamente las hojas en dos especies de robles rojos mexicanos que

presentan hibridacion: Q. affinis y Q. laurina. Se obtuvieron medidas de nueve rasgos
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en diez hojas elegidas al azar en 512 individuos de 16 poblaciones ubicadas a lo largo
de su gradiente de distribucion en México. Un analisis de agrupacion (conglomerados)
mostré dos grupos de poblaciones, que fueron congruentes con su asignacion
taxonomica (Gonzalez-Rodriguez y Oyama, 2005).

Por otra parte, se ha evidenciado la importancia y necesidad de desarrollar mas
marcadores de ADN nuclear y de cloroplastos para identificar correctamente a los
encinos alrededor del mundo. Por ejemplo, para determinar relaciones filogenéticas
entre 12 especies de Quercus en ltalia, se usaron secuencias de ADN ribosomico
nuclear y espaciadores transcritos internos (ITS1 e ITS2), lo cual demuestra la posible
presencia de taxones no observados en reconstrucciones filogenéticas anteriores,
ademas se demuestra la posible utilidad del marcador ITS para investigaciones en
sistemética molecular en los robles (Bellarosa et al. 2005). Una investigacion sobre el
poder discriminatorio de un subconjunto de cédigos de barras altamente variables
(matK, trnH-psbA, ITS2), ha revelado conflictos entre el analisis taxonémico
morfologico y de marcadores moleculares en Quercus. En el estudio, la asignacion de
especies al grupo infragenérico fue confiable, por lo que se recomendaron el desarrollo
de mas marcadores moleculares (Simeone et al., 2013). Recientemente, Yang et al.
(2017), han probado cinco marcadores de cloroplasto, un nuevo disefio de ITS y un
gen nuclear de una sola copia (SAP) como cédigos de barras de ADN para robles
chinos; estos han demostrado que la combinacion de los seis (psbA-trnH +matK-trnK
+matK+ycfl +ITS + SAP) de los siete marcadores muestran la mejor resolucién de
especies (84.85%).

Algunas investigaciones han combinado el uso de herramientas morfolégicas y
genéticas como son analisis de microsatélites (repeticiones de secuencias simples=
SSR loci) para caracterizar y discriminar entre dos taxones estrechamente
relacionados en el norte y centro de Italia: Q. petraea (Mat.) Liebl. y Q. pubescens
Willd. Los resultados sugieren que las caracteristicas micromorfolégicas son las mas
efectivas para discriminar entre Q. petraea y Q. pubescens (Bruschi et al., 2000). Mas
recientemente, en Chiapas, México, un estudio sobre variacién genética y morfolégica
de 11 especies de Quercus presentes a través del analisis de 18 caracteres

morfologicos foliares, ha demostrado que cinco caracteres morfolégicos son los mas
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importantes para la discriminacién de especies, ademas los caracteres morfologicos
combinados pueden ser considerados como caracteres especie-especificos, lo que
resulta atil para la discriminacion de las especies estudiadas. Respecto a la variacion
genética se demuestra que el gen MatK es el recomendado para separar las especies
(Ruiz-Dominguez, 2016).

V. OBJETIVOS

4.1. General

Determinar el nivel de diferenciacion morfolégica y genética de las especies de

Quercus en el predio Los Ocotones, Cintalapa, Chiapas (México).

4.2. Especificos
4.2.1. Diferenciar las especies de Quercus con base en caracteristicas

morfolégicas y morfométricas foliares.

4.2.2. Amplificar secuencias de ADN de cloroplasto (MatK y tRNL) y ADN ribosomal
(ITS1-2 e ITS 3-4) de especies de Quercus y compararlas con las almacenadas en
el National Center for Biotechnology Information (GenBank NCBI).

4.2.3. Determinar el nivel de diferenciacion genética de especies de Quercus
mediante la comparacion de secuencias de ADN de cloroplasto (MatK) y ADN
ribosomal (ITS1-2 e ITS 3-4).

4.2.4. Establecer las relaciones filogenéticas entre las especies de Quercus con
base en las secuencias de ADN de cloroplasto (MatK y tRNL) y ADN ribosomal

nuclear (ITS1-2 e ITS 3-4).

4.2.5. Reconocer el estado de conservaciéon actual e importancia ecologia de las

especies de Quercus analizadas para el predio.
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V. ZONA DE ESTUDIO

El estudio se realiz6 Los Ocotones, un predio con una superficie de 1 373 ha,
localizado en el Municipio de Cintalapa de Figueroa, en el estado de Chiapas, al sur
de México (16° 47" 31.09" y 16° 47' 48.97" latitud N, 94° 01' 29.53" y 94° 02' 4.43"
longitud W) Plan Maestro Los Ocotones (PMLO, 2013), a 36 km hacia el noroeste de
la cabecera municipal de Cintalapa. La elevacion en el sitio varia de 800 a 1 500
m.s.n.m., sin embargo, posee una altitud promedio de 1 080 m.s.n.m. (Figura 1). Los
Ocotones forma parte del corredor biolégico Chimalapas- Uxpanapa-El Ocote, y de la

Region Terrestre Prioritaria “Selva Zoque-La Sepultura” (Arriaga et al., 2000; PMLO,
2013; Caballero et al., 2017).
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Figura 1. Localizacién del predio Los Ocotones, Municipio de Cintalapa de Figueroa, Chiapas, México.
Zonificacion del predio, de acuerdo con los tratamientos del manejo forestal = CL: Corta de liberacion,
ACL: Tratamiento aclareo, NT: Sin tratamiento. Puntos de Colecta= Triangulo: ACL, Cuadrado: CL y

Circulo: NT. Elaborado por Derio A. Jiménez-L6pez, a partir de Martinez-Meléndez et al. (2021).

El predio particular Los Ocotones se encuentra bajo manejo forestal sustentable
desde el afio 2003, y esta certificado por la organizacién Rainforest Alliance por su

manejo forestal sostenible; El plan de manejo incluye el aprovechamiento de arboles
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maderables de Pinus oocarpa, P. maximinoi y en sus primeros afios se contaba con el
aprovechamiento y comercializacion de carbén vegetal obtenido de encinos (Quercus
spp.). Sin embargo, las carboneras con las que contaba el predio fueron derribados
por un sismo en el 2017, por lo que desde entonces dejaron de aprovechar a los
encinos (PMLO, 2013; Caballero et al., 2017; Martinez-Meléndez et al., 2021).

Los tratamientos principales del Método de desarrollo silvicola (MDS) son: Corta
de liberacion (CL), un tratamiento para liberar a los individuos menos deseables y asi
favorecer a las especies de arboles deseadas; Aclareos (ACL), un tratamiento para
reducir la densidad de los arboles y con ello, mejorar el crecimiento, la salud del bosque
o recuperar la mortalidad potencial; y areas sin tratamiento silvicola (NT), es decir,

areas sin aprovechamiento forestal actual (PMLO, 2013).

5.1. Clima

En general, el clima del predio es calido-humedo, con una temperatura media anual
mayor a 22°C, siendo el mes mas frio mayo con 18 °C, presenta lluvias en verano, el
porcentaje de lluvia invernal va de 5y 10.2%, con precipitacion del mes mas seco
mayor a 60 mm. Cuenta con una oscilacion anual de las temperaturas medias
mensuales entre 5y 7 °C, siendo el mes mas caliente del afio mayo (Instituto Nacional
de Estadistica, Geografia e Informatica INEGI, 2000).

5.2. Geologia y edafologia

El Predio bajo estudio se encuentra en rocas de la Era Paleozoica con clase ignea
intrusiva del tipo granito (INEGI, 2000). De acuerdo al analisis de suelo realizado para
el predio Los Ocotones por parte del laboratorio del Instituto tecnolégico Agropecuario
No. 23 de Oaxaca, en términos generales se trata de un suelo de textura arenoso
franco, con un % de materia organica que va del 1.4 a 2.6, la textura y estructura
permite un drenaje adecuad o que facilita la infiltracion del agua hacia el subsuelo (Los
Ocotones 2018). En el predio, se localizan los tipos de suelo Re+Bc+I/2/L, suelo
primario: Regosol eutrico (Re), suelo secundario: Cambisol crémico (Bc), suelo
terciario: Litosol (I). La clase textural es 2 (Media), y se refiere al contenido en la parte
superficial del suelo (30 cm.) de particulas de diversos tamafios que en este caso
corresponde con limo (INEGI, 2000; PMLO, 2013).
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5.3. Tipos de vegetacion

La vegetacion en el predio es diversa, predominan el bosque de pino-encino, el bosque
de encino-pino y el bosque tropical subcaducifolio (Rzedowski, 2006; PMLO, 2013). La
vegetacion primaria es bosque de pino encino, en la cual dominan las especies Pinus
maximinoi, P. oocarpa (Breedlove, 1981; PMLO, 2013; Martinez-Meléndez et al.,
2021). Observaciones preliminares sugieren la presencia de Quercus acutifolia Née,
Q. calophylla Née (antes Q. candicans; Valencia-Avalos et al., 2018), Q. castanea Née,
Q. crassifolia Benth., Q. crispifolia Trel. Q. dysophylla Benth, Q. elliptica Née,
Q. glaucescens Bonpl., Q. peduncularis Née, Q. sapotifolia Liebm., Q. scytophylla
Liebm., y Q. vicentensis Trel. (Martinez-Meléndez y Lépez-Santiago, 2019). Asimismo,
se presume la presencia de Q. corrugata Hook. y Q. skinnerii Benth. (Martinez-
Meléndez y Lépez-Santiago, 2019).

VI. METODO

6.1. Muestreo de especies

Los muestreos se realizaron entre agosto de 2018 y abril de 2019. Se obtuvieron
muestras foliares de 30 individuos adultos de las especies de encinos identificadas
preliminarmente en campo (Martinez-Meléndez y Lépez-Santiago, 2019), y de
individuos con caracteristicas distintas a los conocidos en la parte noroeste del predio
forestal Los Ocotones, Cintalapa de Figueroa, Chiapas. Las muestras fueron
recolectadas de arboles con una diametro a la altura de pecho (DAP) >12.73 cm
En cada arbol muestreado, se colectaron cinco muestras con 10-15 hojas maduras,
completas, sin herbivoria y sin marcas evidentes de plaga, dichas muestras fueron
tomadas en ramas esparcidas de los mismos arboles.

Debido a que algunas especies no fueron abundantes en el predio, Unicamente
se colectaron hojas de un solo individuo, sin embargo, en otras especies se colectaron
hasta tres individuos ya que estas fueron mas abundantes. Asimismo, en algunas
especies visualmente se notd una amplia variacion intraespecifica, por lo cual se
decidi6 colectar hojas de mas individuos.

Las muestras de herbario fueron procesadas en el herbario institucional de
El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR), Unidad San Cristébal.
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Para el analisis de marcadores moleculares, las muestras se obtuvieron de material
recién colectado y con crecimiento reciente, por lo cual se obtuvieron los pices de las
ramas con hojas de rebrote u hojas nuevas, o bien con hojas maduras. Las muestras
se almacenaron y etiquetaron en una bolsa de plastico hermética tipo ziploc. Las
muestras fueron almacenadas en un congelador marca General Electric modelo FMC
9DTA WH, a -20 °C hasta su utilizacion en la extraccion de ADN.

6.2. ldentificacion de especies con base en sus caracteres morfoldgicos y

morfométricos foliares

6.2.1. Identificacion de las especies colectadas
La identificacion de las especies colectadas se realizd con apoyo de las bases de datos
Tropicos (https://www.tropicos.org) y Plants of the World Online (POWO, 2022)

(http://www.plantsoftheworldonline.org/). Asimismo, se revisaron las claves y guias de

identificacion de Valencia-Avalos y Jiménez-Ramirez (1991), Sabas-Rosales et al.,
(2015), y Valencia-Avalos et al., 2017).

Se hizo una breve descripcién de los caracteres morfologicos foliares de las
especies con base en la informacion de las claves y lo que se observd en los
ejemplares colectados (Anexo 6). Se hicieron anotaciones de caracteres morfol6gicos

atipicos respecto a los que se declaran en las descripciones formales de las especies.

6.2.2. Estimacion de los caracteres morfométricos simples y combinados.

De cada muestra herborizada se midieron los cinco caracteres morfométricos simples
foliares mas importantes para determinacion de especies de Quercus de acuerdo con
(Ruiz-Dominguez, 2016) (Cuadro 1, Figura 2), en 10 hojas colectadas de cada uno de
los 30 individuos muestreados, esto con la ayuda de un calibrador milimétrico de
caratula (vernier) marca Trupper con una precision de 0.02 mm. A partir de los de los
valores de los cinco caracteres morfométricos simples, se realizé la estimaciéon de los
cuatro caracteres morfométricos combinados (Cuadro 1), descritos por Gonzalez-
Rodriguez y Oyama (2005) mediante el software estadistico Microsoft Excel version
2016.
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Cuadro 1. Caracteres morfométricos foliares utilizados para discriminar entre especies de Quercus.

Modificado de Gonzéalez-Rodriguez y Oyama (2005) y Ruiz-Dominguez (2016)

Caracteres morfométricos Abreviacion
Simples

Largo de la ldmina (LL)

Largo del peciolo (LP)

Largo total de la hoja (LTH)
Longitud de la base al ancho maximo (LBAM)
Ancho maximo (AM)
Combinados

Largo de la lamina — Longitud de la base al ancho maximo (LL-LBAM)
Largo de la lamina/ Ancho maximo (LL/AM)
Largo del peciolo * 100/ Largo total de la hoja (LP*100/LTH)
Longitud de la base al ancho méaximo * 100/ Largo total de la  (LBAM*100/LTH)

hoja

LL —
— LTH

LP

-

~ LBAM

Figura 2. Caracteres morfométricos simples foliares medidos en 10 hojas colectadas de cada uno de

los 30 individuos muestreados de las especies de Quercus, presentes en el predio Los Ocotones
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6.2.3. Andlisis de medidas de dispersion (medias estadisticas)
Se obtuvieron los estadisticos descriptivos: media aritmética, desviacién estandar y
coeficiente de variacion, de los nueve rasgos morfométricos foliares para discriminar
entre especies de Quercus (Gonzalez-Rodriguez y Oyama 2005; Ruiz-Dominguez,
2016), con el fin de evaluar la variacion morfolégica. Se obtuvieron los estadisticos
descriptivos para 30 individuos colectados, sin embargo, debido al traslape de los
valores intra especie, se procedid a obtener el promedio (media aritmética) de los
individuos de cada especie. Este segundo andlisis indic6 una amplia variacion
morfoldgica dentro de las 13 entidades taxondmicas, no obstante, la diferencia entre
ellas fue estadisticamente significativo con un nivel de confianza del 95.0%. Dicho
analisis se realiz6 mediante las funciones del software estadistico Microsoft Excel
version 2016.

Los datos se presentan mediante diagramas de caja y bigote (box-plot).
Las especies fueron ordenadas de acuerdo a la seccidén que corresponden (Lobatae o
Quercus), y seguido se ordenaron de mayor a menor de acuerdo con el valor de su
media aritmética. Los diagramas de caja y bigote se realizaron con el software
estadistico STATGRAPHICS (StatPoint Technologies Inc., 1982-2012).

6.2.4. Andlisis de componentes principales.

El analisis de componente principales se realiz6 para reconocer la variable morfol6gica
que influye mayormente en la variacién morfoldgica descrita con las caracteristicas de
la hoja. En este andlisis se utilizaron los valores medidos en 10 hojas de 30 individuos
en 13 especies de Quercus. El andlisis se realiz6 con software estadistico
STATGRAPHICS (StatPoint Technologies Inc., 1982-2012).

6.2.5. Andlisis discriminante (AD)

Es un método estadistico usado principalmente para la clasificacion de individuos o
unidades experimentales en dos o mas grupos definidos de manera unica,
representando graficamente la dispersion del conjunto de datos. Se utilizaron a los
caracteres para la discriminacion de especies evaluando variable por variable; Para el
analisis se introdujo un valor de tolerancia de 0.001, y una P<0.05, con la finalidad de

establecer un nivel de confianza. Para desarrollar el modelo discriminante entre los 13
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taxa, se analizaron 10 hojas por individuo (30 individuos), y 9 variables predictivas; Sin
embargo, debido a los resultados obtenidos, se procedid a realizar un analisis
discriminante a partir de la media aritmética de los datos morfométricos de las 10 hojas
por cada arbol, tomando de esta manera a cada arbol como individuo para el analisis.
Dichos andlisis se realizaron mediante el software estadistico STATGRAPHICS
(StatPoint Technologies Inc., 1982-2012).

6.3. Identificacion de especies con base en datos genéticos

6.3.1. Extraccion de Acido Desoxirribonucleico (ADN)

Las extracciones de las muestras se realizaron utilizando dos protocolos Kit de
extraccion de ADN: kit comercial DNeasy Plant Mini Kit de la marca QUIAGEN® y
método de extraccion modificado CTAB 2X (Doyle y Doyle, 1987). Las extracciones de
ADN obtenidas con el kit comercial DNeasy Plant Mini Kit (marca Quiagen®), fueron
de baja concentracién y asi también la integridad del ADN se observo degradado, por
lo cual dicho ADN no se consideré aceptable para la amplificacion de los marcadores
(Matk, tRNL e ITS). De esta manera, las extracciones de ADN presentadas en los
resultados se realizaron siguiendo el método de extraccion CTAB 2X (Doyle y Doyle,
1987), modificado por el laboratorio de genética de El Colegio de La Frontera Sur
ECOSUR para hojas de Quercus (Anexo 2).

6.3.2. Cuantificacién de ADN

Se realiz6é en el espectrofotdmetro Nanodrop 2000 de la marca Thermo Scientific®,
agregando 1 pl de cada muestra. La pureza de la muestra esta relacionada con el valor
de maxima absorbancia de los acidos nucleicos detectada a una longitud de onda de
260 nm. La relacion de las absorbancias A260/A280 permite conocer si el ADN
obtenido esta contaminado por la presencia de compuestos secundarios, ya que estos
absorben a una longitud de onda de 280 nm. Esta relacién es estable y en general se
considera que el ADN es de calidad 6ptima cuando la relaciéon A260/A280 es mayor
de 1.8; sin embargo, una relacion A260/A280 mayor de 2.1 es indicativa de una
presencia de ARN en la muestra. Por el contrario, si esta relacion es baja (A260/A280

menor a 1.6) la muestra esta contaminada por proteinas y fenoles. En el caso de
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contaminacion por proteinas o fenoles sera necesario llevar a cabo un tratamiento

adicional para eliminarlas de la solucion de ADN (Red Nacional de Biobancos, 2011).

6.3.3. Visualizacion de ADN

Para evaluar presencia y calidad del ADN extraido de las muestras se realiz6 una
visualizacion mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % (P/V) en buffer TAE 1X,
tefiido con bromuro de etidio (bromuro de 3,8 diamino -6-etil-5- fenilfenantridio) (Anexo
3), el cual es un colorante fluorescente y cancerigeno (Valadez y Kahl, 2000) y
visualizado con luz ultravioleta; Las muestras integras presentan una banda de ADN
Unica perfectamente definida en la parte superior del gel de agarosa. Una muestra de
ADN degradada presenta una estela o “smear” a lo largo del gel, la cual es mas
pronunciada cuanto mayor sea la degradacion de la muestra (Red Nacional de
Biobancos, 2011), o bien, se puede observar dicha estela también es debida a las
impurezas que no pudieron ser limpiadas con el método de extraccion debido a la gran
cantidad de componentes como proteinas y metabolitos secundarios presentes en las
muestras (Figura 3). En cada pozo se cargaron 4ul de ADN y 2ul del colorante
marcador Blue orange, y el corrimiento del gel fue de 30-40 min a un voltaje constante
de 86V. La imagen fue captada por un fotodocumentador marca KODAK® modelo
ESDAS 290, conectado a una computadora, en donde con ayuda del software se

editaron y almacenaron.

= mmmw «———— Pozos de carga

Banda de ADN

— Estelas de ADN

Figura 3. Visualizacion de muestras de ADN en gel de agarosa al 1%, de

algunos individuos de Quercus presentes en el predio Los Ocotones
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6.3.4. Amplificacidon y secuenciacion

La amplificacién de ADN se realizé con la ayuda de un termociclador de punto final
modelo T100 Thermal Cycler de la marca BIO-RAD®, mediante una reaccion en
cadena de polimerasa (PCR por sus siglas en inglés). Se siguio la técnica modificada
de Erlich y Arnheim (1992).

Las reacciones se realizaron con el kit comercial PCR Master Mix, compuesta
por una mezcla de solucion Master Mix de PROMEGA® y agua libre de nucleasas
(Nuclease-Free Water). Cada reaccion incluyo 2 yl de ADN de cada muestra, 12 pl de
solucion Green Master Mix, 10ul de agua libre de nucleasas y 1 yl de cada primer
(forward y reverse), dando un volumen final de 26 ul. Los productos de amplificacion
de las secuencias fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa 2 %
(P/V) en buffer TAE 1X, tefiido con bromuro de etidio (bromuro de 3,8 diamino -6-etil-
5- fenilfenantridio) (Anexo 4). Utilizando un tampdn de carga de 3 pl de ADN, 2ul del
colorante marcador (Blue orange), y 2 ul de ladder 100 BP (BP, pares de bases por
sus siglas en inglés), en un tiempo de corrimiento aproximado de 35 min a 89 volts
(Figura 4).

«— Pozos de carga

L Ladder 100 BP

Banda de secuencia
de marcador ITS 1-2
amplificada

Figura 4. Visualizacion de productos de amplificacién de las secuencias ITS 1-2
en gel de agarosa al 2% de algunos individuos de Quercus del predio Los Ocotones
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6.3.5. Marcadores ribosomales nucleares ITS 1-2 e ITS 3-4 (espaciadores
transcritos internos por sus siglas en inglés).

Se utilizaron dos oligonucledtidos (primers en inglés): El espaciador transcrito interno
ITS 1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) -2 (GCTGCGTTCTTCATCGATGC) (Anexo 5),
y el espaciador transcrito interno ITS 3 (GCATCGATGAAGAACGCAGC) -4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) (Anexo 5), ambos disefiados por White et al. (1990),
los cuales, a pesar de haber sido disefiados inicialmente para realizar filogenias en
hongos, son utilizados también en plantas, ya que ambos pertenecen a una region del
ADN nuclear, por lo que su herencia es biparental y casi universal para plantas (Alvarez
y Wendel, 2003). Las condiciones estandares de amplificacion de ambos ITS fueron:
temperatura de desnaturalizacion de 95°C por 3 min, seguido de 35 ciclos con una
temperatura de desnaturalizacion de 95°C por 30 segundos, un alineamiento
(temperatura especifica para que se adhiriera el primer a la cadena sencilla de ADN)
de 57°C para el ITS 1-2 y de 52°C para el ITS 3-4, por 30 segundos y una extension
de 72°C por 2 min. La extension final fue de 72°C por 10 min (Anexo 5).

Aunqgue el producto de PCR obtenido en la primera amplificacion fue de buena
calidad, el ADN de 20 secuencias para el gen ITS 1-2 y otras 20 secuencias para el
ITS 3-4 (40 secuencias), resulté con caracteristicas que generaron duda, por lo cual,
todo el lote se trabajé nuevamente desde la amplificacion, y se envié nuevamente a

purificar y secuenciar por segunda vez.

6.3.6. Marcador molecular cloroplastico Maturase K (MatK)

Debido que no se logré amplificar la regién de cloroplasto MatK con el oligonucleétido
utilizado al comienzo White et al., (1990), este se sustituyd por el oligonucleétido
cloroplastico Maturase K (MatK) disefiado por Yang et al. (2017), para robles chinos,
(ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC) (CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG).
Las condiciones estandares de amplificacion de MatK fueron: temperatura de

desnaturalizaciéon de 94°C por 3 min, seguido de 35 ciclos, con una temperatura de
desnaturalizacion de 94°C por 1 min, un alineamiento de 55°C por 1 min y una

extension de 72°C por 2 min. La extension final fue de 72°C por 7 min (Anexo 5).
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6.3.7. Marcador molecular cloroplastico CD_CD (tRNL)
Asi también se agrego al andlisis genético el marcador molecular cloroplastico CD_CD
(tRNL), disefiado por Yang et al. (2017), para robles chinos. C
(CTTGACAGGGCGGTGCTCT) —D (TAATGGGGACGGACTGTAAAT) (Anexo 5). Las
condiciones estandares de amplificacion de CD_CD fueron: temperatura de
desnaturalizacién de 94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos, con una temperatura de
desnaturalizacion de 94°C por 1 min, un alineamiento de 55°C por 1 min y una
extension de 72°C por 1 min. La extension final fue de 72°C por 7 min (Anexo 5).
Posterior a su amplificacion, un total de 110 muestras correspondientes a los
cuatro marcadores moleculares se mandaron a purificar y secuenciar a la empresa
Macrogen Inc®, en Seul, Corea (Cuadro 6). La secuenciacion se realizé mediante
electroforesis capilar (Sanger®), utilizando el kit de secuenciacion ABI PRISM
BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Kits y el secuenciador ABI PRISM 3730XL
Analyzer (96 capillary type).

6.3.8. Revision, correccion y alineacién de secuencias de marcadores
moleculares

Mediante la revision visual de cromatogramas a través del programa Chromas v. 2.4.4
(McCarthy 1998- 2016), se revisO que las secuencias amplificadas mostraran
caracteristicas aceptables de ciertos parametros, tales como bases nucleotidicas
reconocidas de acuerdo a la sefial que éstas emiten, asi como la no presencia de picos
(sefal de bases) dobles a lo largo de las secuencias.

El posterior alineamiento de las secuencias aceptables se realizé6 mediante el
programa Clustal_Xv. 2.1 (Thompson et al., 1997), durante este proceso se revisé que
las secuencias fueran lo mas homogéneas posible, es decir, sin numerosas y amplias
regiones de huecos (gaps) y/o dificultades para reconocer la base presente; En dichos
casos se procedid a realizar una nueva revision de los cromatogramas para disminuir
el sesgo debido a deficiencias en la secuenciacion. Para todas las secuencias se
eliminaron un aproximado de 20 bases al inicio, ya que al comienzo de las secuencias
presentan notorias irregularidades, asi también se elimin6 una cantidad variable al final
de las mismas (entre 100 y 700 pb), y se cuiddé mantener las secuencias con una

longitud acorde al disefio de los marcadores moleculares (Anexo 5).
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6.4. Analisis de identidad de secuencias de ADN

Luego de que las secuencias fueron editadas mediante el programa Chromas v. 2.4.4
(McCarthy 1998- 2016), cada secuencia fue comparada de manera individual mediante
un Blast con las colecciones de nucleétidos de la base internacional GenBank NCBI
(National Center for Biotechnology Information http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para
contrastar el porcentaje de correspondencia al género Quercus, y asi también
comparar la identidad de las secuencias amplificadas con las especies registradas en

la base.

6.5. Filogenia molecular

Los parametros de diversidad genética de las especies analizadas se obtuvieron
mediante el programa DnaSP Versiéon 5.0 (Librado y Rozas, 2009). A partir de las
secuencias alineadas se realiz6 un andlisis de parsimonia y una reconstruccion
filogenética a través de un andlisis de similitud entre secuencias mediante el algoritmo
Neighbor-Joining (NJ) o vecino mas cercano, y la confiabilidad de los nodos se
determind a través de una prueba de bootstrap con 1000 repeticiones. También se
obtuvieron las distancias genéticas, utilizando el modelo de sustitucion de Kimura 2-
parametros (Kimura, 1980; Martinez-Castilla, 2007). Estos andlisis se llevaron a cabo
mediante el programa PAUP versién 4.0 (Swofford y Bell, 2017).

Los arboles de Neighbor-Joining de los marcadores moleculares cloroplasticos
Maturase K (MatK) y CD_CD (tRNL), fueron elaborados a partir de 26 y 25 secuencias
amplificadas respectivamente. No se presentan analisis individuales de los
marcadores moleculares ribosomales nucleares ITS 1-2 e ITS 3-4, debido a que el
analisis de filogenia molecular por separado no logré encontrar diferencias
significativas para separar a los taxones analizados. La concatenaciéon (unién) de 22
secuencias de los marcadores moleculares cloroplasticos Maturase K (MatK) y CD_CD
(tRNL) y de 21 secuencias pares de los marcadores moleculares ribosomales ITS 1-2,
e ITS 3-4 fueron utilizadas para generar 2 arboles de Neighbor-Joining (en ambos
casos disminuy6 el nimero de secuencias utilizadas debido a no se tuvieron ambas

secuencias para todas las muestras, Anexos 7-10).
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VIl. RESULTADOS

7.1. Diferenciacion de las especies de Quercus presentes en el predio Los

Ocotones, con base en caracteristicas morfolégicas y morfométricas foliares

7.1.1. Variacion morfoldgica

Se identificaron y se describieron a 10 especies de Quercus presentes en el predio
Los Ocotones (Figura 5 A-M, Anexo 6), seis especies pertenecen a la seccion Lobatae
(encinos rojos): Q. acutifolia Née. (Figura 5 A y B), Q. calophylla Trel. (antes
Q. candicans; Valencia-Avalos et al., 2018) (Figura 5 C y D); Q. elliptica Née. (Figura
5 E), Q. rubramenta Trel. (Figura 5 1), Q. sapotifolia Liebm. (Figura 5 J), Q. scytophylla
Liebm (Figura 5 K), y cuatro especies a la seccion Quercus (encinos blancos): Q.
glabrescens Benth. (Figura 5 F); Q. glaucescens Humb. (Figura 5 G); Q. peduncularis
Née. (Figura 5 H); y Q. vicentensis Trel. (Figura 5 L); Por su parte, Quercus calophylla
(Figura 5 Ay B) y Q. acutifolia (Figura 5 C y D), presentaron dos morfotipos, que,
debido a sus caracteristicas diferenciadas entre si, se separaron y analizaron como
dos morfoespecies para cada caso (mfsp.1 y mfsp.2 respectivamente). Asimismo, se
reconoce un posible individuo hibrido: Q. peduncularis x glaucescens (Figura 5 M). Los
dos morfotipos y el hibrido se tomaron como unidades taxonémicas operativas (taxa)
adicionales a las 10 especies formalmente reconocidas (Figura 5 A-M).

7.1.2. Variacion morfométrica

La variacion morfométrica fue distinta para cada entidad taxonémica y para cada
caracteristica analizada, por lo cual, el orden de jerarquia es diferente en cada analisis
(Figura 6 A-1). Q. rubramenta present6 el mayor largo de lamina (LL) y Q. glabrescens
el menor (Cuadro 2). Respecto al largo del peciolo (LP), Q. rubramenta presento los
valores més altos, y Q. peduncularis present6 los valores mas bajos (Cuadro 2). Asi
también Q. rubramenta presentd el mayor largo total de la hoja (LTH), pero
Q. elliptica el menor (Cuadro 2). Respecto al ancho maximo (AM), Q. calophylla mfsp.1
presento las hojas mas anchas y Q. acutifolia mfsp.2 las de menor ancho (Cuadro 2).

Por ultimo, Q. glaucescens presentd la mayor longitud de la base al ancho maximo
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(LBAM), y por el contrario, Q. glabrescens presentoé la menor longitud (Cuadro 2,
Figuras 5 A-M y 6 A-l).

El analisis de medidas de dispersion (medias estadisticas) de las nueve
variables morfométricas indicé una amplia variacion morfolégica dentro de las 13
entidades taxondémicas, sin embargo, la diferencia entre estas es estadisticamente
significativa con un nivel de confianza del 95.0% (Cuadro 2, Figura 6 A-l). La
separacion de especies dentro de la seccidén que corresponden (Lobatae o Quercus)
no permite diferenciarlas entre si (Cuadro 2, Figura 6 A-l). La amplia variacion
morfologica por cada especie se ve reflejada en la heterogeneidad e inconsistencia en
el orden jerarquico observado dentro de los graficos (Figura 6 A-l), asi como en la
extension de los bigotes superior e inferior de las cajas, asi como en los valores
atipicos (representados con puntos) por encima y por debajo de los extremos de
los bigotes, lo cual provoco traslapes en las nueve variables morfométricas analizadas,
no obstante, resultaron mas notables en (LBAM) y (LL/AM) (Figura 6 A-l, Cuadro 2).
Las diferencias estadisticas en andlisis morfométricos individuales fueron
pronunciadas en las especies que se encuentran en los extremos y sutiles entre las
especies dentro de los intervalos, un ejemplo del primer caso es la evidente diferencia
entre las especies de la misma seccion en el caracter LP*100/ LTH y como ejemplo
del segundo caso, la poca/nula diferencia en el tamafio de Largo de Peciolo (LP) para
ocho de las 13 entidades taxondmicas analizadas (Figura 6 B).

El coeficiente de variacién de las 13 unidades taxondmicas oscilé entre 7 % y
51 % (Cuadro 2, Figura 6 A-l). De manera particular, Q. calophylla mfsp.1 presento el
mayor coeficiente de variacion para (LL) y (LL/AM), Q. calophylla mfsp.2 el mayor
coeficiente de variacion para (AM), Q. glaucescens el mayor coeficiente de variacion
para (LL-LBAM), (LP*100/LTH) y (LBAM*100/LTH), Q. sapotifolia el mayor coeficiente
de variacion para (LP) y (LTH) y Q. scytophylla present6 el mayor coeficiente de
variacion para (LBAM) (Cuadro 2, Figura 6 A-1). Por otra parte, Q. elliptica presenté el
menor coeficiente de variacion para (LL— LBAM), Q. rubramenta el menor coeficiente
de variacion para (LL), (LP), (LTH), (AM) y (LP*100/LTH), Q. scytophylla el menor
coeficiente de variacion para (LL/AM) vy, por ultimo, el hibrido presenté el menor
coeficiente de variacion para (LBAM) y LBAM*100/ LTH) (Cuadro 2, Figura 6 A-l).

33



Figura 5. Variacion morfolégica del género Quercus en el predio Los Ocotones, Cintalapa, Chiapas.
A- Q. acutifolia mfsp.1; B- Q. acutifolia mfsp.2; C- Q. calophylla mfsp.1; D- Q. calophylla mfsp. 2;
E- Q. elliptica; F- Q. glabrescens; G- Q. glaucescens; H- Q. peduncularis; I- Q. rubramenta;

J- Q. sapotifolia: K- Q. scytophylla; L- Q. vicentensis; M- Q. hibrido (Q. glaucescens x peduncularis).
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Figura 6. Diagramas de cajas y bigotes (Box-plot) de los nueve caracteres morfométricos analizados

en las 13 unidades taxondmicas operativas (taxa) presentes en el predio Los Ocotones. (acu 1) Q.

acutifolia mfsp.1; (acu 2) Q. acutifolia mfsp.2; (calo 1) Q. calophylla mfsp.1; (calo 1) Q. calophylla

mfsp.2; (eli) Q. elliptica; (glab) Q. glabrescens; (glau) Q. glaucescens; (ped) Q. peduncularis; (rub) Q.

rubramenta; (sap) Q. sapotifolia; (scy) Q. scytophylla; (vic) Q. vicentensis; (hibri) Q. hibrido (Q.

glaucescens x peduncularis)
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Cuadro 2. Medias aritméticas y desviaciones estandar de 9 caracteres morfolégicos y 4 caracteres combinados de los 30 individuos.
*, valores minimos: **, valores maximos, En rojo estan los coeficientes de variacién menor y mayor

Q. acutifolia mfsp.1 152.64 16.19% 32.56% 170.49 16.70% 68.59 19.24 28.05% 47.71 22.49%
Q. acutifolia mfsp.2 130.47 28.03 21.49% 10.06 3.27 32.49% 138.03 28.87 20.92% 55.90 12.79 22.88% 36.05 * 4.71 13.06%
Q. calophylla mfsp.1 170.39 39.84 23.38% ** 27.04 5.19 19.19% 196.01 41.48 21.16% 105.72 **  28.46 26.92% 96.52 ** 19.35 20.05%
Q. calophylla mfsp.2 163.49 31.12 19.03% 25.33 4.50 17.77% 188.43 34.09 18.09% 83.23 19.68 23.64% 89.92 34.46 38.32% **
Q. elliptica 93.18 * 12.98 13.93% 7.82 2.81 35.90% 99.47 * 13.92 14.00% 54.48 9.49 17.42% 49.63 5.02 10.11%
Q. glabrescens 97.64 13.47 13.79% 7.47 1.62 21.75% 104.67 14.47 13.82% 53.09 * 9.38 17.66% 38.91 12.80 32.90%
Q. glaucescens 156.71 30.44 19.43% 9.48 3.00 31.69% 165.87 30.32 18.28% 96.16 26.32 27.37% 61.30 11.68 19.37%
Q. peduncularis 124.44 20.66 16.60% 6.61* 1.97 29.81% 130.68 21.21 16.23% 74.38 16.24 21.83% 58.61 13.90 23.72%
Q. rubramenta 172.17 ** 19.31 11.22% * 39.73 ** 3.85 9.68% * 212.51* 14.92 7.02% * 71.60 16.44 22.95% 76.96 7.48 9.72% *
Q. sapotifolia 117.42 23.96 20.41% 8.11 3.95 48.73%** 125.44 27.08 21.58% ** 62.85 14.28 22.72% 41.77 8.12 19.44%
Q. scytophylla 156.41 20.25 12.95% 29.35 4.23 14.41% 185.24 22.80 12.31% 69.79 20.32 29.12% ** 71.07 11.04 15.53%
Q. vicentensis 167.16 27.66 16.54% 7.23 1.94 26.77% 174.79 28.03 16.04% 83.81 21.89 26.12% 55.09 8.20 14.88%
Hibrido Q. 135.67 17.60 12.98% 8.19 1.52 18.59% 143.27 17.61 12.29% 78.22 12.14 15.52% * 55.29 7.41 13.40%

glaucescens x
glabrescens

Cuadro 2. Continuacion

Q. acutifoliamfsp.1  84.05 ** 17.28% 104.93 ** 15.76% 21.48% 39.88 18.34%
Q. acutifoliamfsp.2  74.57 22.71 30.45% 94.42 25.74 27.26% 7.24 1.56 21.59% 41.38 9.57 23.14%
Q. calophyllamfsp.1 64.67 21.69 33.54% 73.87 29.07 39.35% ** 14.14 291 20.59% 53.82 7.87 14.62%
Q. calophyllamfsp. 2 80.26 15.94 19.86% 73.57 15.88 21.58% 13.54 1.52 11.24% 43.92 5.01 11.41%
Q. elliptica 38.70 * 5.67 14.65% * 43.56 * 9.07 20.83% 8.03 2.78 34.60% 54.66 5.45 9.97%
Q. glabrescens 44.54 10.67 23.95% 58.73 16.3 27.76% 7.12 1.13 15.87% 50.96 7.11 13.96%
Q. glaucescens 60.56 30.63 50.58% ** 95.42 27.6 28.93% 5.93 2.23 37.61% ** 58.62 ** 14.91 25.43% **
Q. peduncularis 50.06 10.98 21.93% 65.83 14.46 21.97% 5.12 157 30.68% 56.71 6.59 11.62%
Q. rubramenta 100.57 23.51 23.38% 95.21 19.4 20.37% 18.73 ** 1.84 9.82% * 33.60 * 7.28 21.68%
Q. sapotifolia 54.58 14.40 26.38% 75.65 17.88 23.63% 6.27 2.05 32.65% 50.44 6.44 12.76%
Q. scytophylla 86.63 17.29 19.96% 85.34 10.31 12.08% * 15.88 161 10.16% 37.47 8.60 22.96%
Q. vicentensis 83.36 14.87 17.84% 112.07 23.07 20.58% 4.14* 0.84 20.41% 47.60 7.26 15.25%
Hibrido Q. glaucescens 57.45 9.78 17.02% 80.37 12.02 14.96% 5.73 0.87 15.19% 54.55 4.14 7.59% *

x glabrescens
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7.1.2.1. Andlisis de componentes principales

Los tres primeros componentes proporcionan el mayor peso en la discriminacion de
los caracteres morfomeétricos, capturando entre ellos el 93.9% de la variacion (Figura
7, Cuadro 3). El primer componente concentro 52.4% de la variacion morfoldgica, en
él, la mayoria de los caracteres se correlacionaron positivamente, excepto (LBAM*100)
/(LTH), para este componente el caracter que mas aporto a la variacion fue Largo total
de la hoja (LTH) (0.451704) (Cuadro 3). EI componente 2 comprendio el 23.5% de la
variacion, en él, la mitad de los caracteres se correlacionaron negativamente y para
este componente el caracter que mas contribuy6 fue (LBAM*100) /(LTH) (0.634621)
(Cuadro 3). ElI componente 3 concentr6 18.03% de la variacién, y para este
componente el caracter que mas contribuyo fue (LL/AM) (0.561893) (Cuadro 3).

(LL)(AM)

(LBAM*100)/(LTH)

Componente 3
(18.03%)

0-23 0.43

017 0083

Componente 1 065 037
(52.4%) Componente 2
(23.5%)

Figura 7. Componentes principales con base en nueve caracteres morfométricos de

13 taxa de Quercus del predio Los Ocotones, Cintalapa, Chiapas
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Cuadro 3. Analisis de los seis componentes principales y pesos de los componentes de los nueve

caracteres morfométricos foliares utilizados para discriminar entre especies de Quercus, en el predio

Los Ocotones. ** Caracteres foliares que mejor separan a las especies

CARACTERES Componente Componente Componente
MORFOMETRICOS 1 2 3
SIMPLES
Largo de lalamina (LL) 0.432077 0.128664 0.221644
Largo del peciolo (LP) 0.369802 -0.10827 -0.418981
Largo total de la hoja (LTH)  0.451704** 0.0789219 0.0852861
Largo base- Ancho maximo 0.268552 0.544961 0.0917616
(LBAM)
Ancho maximo (AM) 0.32513 0.302416 -0.286862
COMBINADOS
(LL)- (LBAM) 0.353387 -0.361907 0.22749
(LL) /(AM) 0.279695 -0.106345 0.561893**
(LP*100) /(LTH) 0.266938 -0.178958 -0.556654
(LBAM*100) /(LTH) -0.142558 0.634621** -0.00220523
Eigen valor 4.71566 2.11517 1.62255
Porcentaje de Varianza 52.396% 23.502% 18.028%
Porcentaje de Varianza
Acumulado 52.396% 75.898% 93.926%
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7.1.2.2. Anélisis Discriminante (AD) utilizando las hojas de 30 individuos de las
13 especies colectadas.

De nueve funciones discriminantes, siete fueron estadisticamente significativas
(P<0.05), las dos primeras funciones acumularon 68.06% y 13.75% (respectivamente)
de la variacion morfolégica y entre ambas el 81.81%. La correlacion canonica de la
primera fue de 0.9326, y el valor de su Lambda de Wilks de 0.0129513 (Cuadro 4). Lo
anterior es indicativo de que la primera funcion discriminante es capaz de separar

mejor los grupos, que en este caso corresponde a 13 taxa.

Cuadro 4. Andlisis discriminante de la variacién morfoldgica foliar entre especies de Quercus. *Valor
de funciones con mayor peso en la discriminacién de los taxa. ** Funciones discriminantes

estadisticamente significativas

Funcion Eigen valor  Porcentaje  Correlacion Lambda de Chi- GL Valor-P
Discriminante Relativo Canonica Wilks Cuadrada
1 6.67717 68.06 0.9326* 0.0129513* 1295.275 108 0**
2 1.34927 13.75 0.75785* 0.0994293* 687.8761 88 o**
3 0.720953 7.35 0.64725 0.233586 433.3535 70 o**
4 0.526663 5.37 0.58735 0.40199 271.5757 54 o**
5 0.292861 2.98 0.47594 0.613703 145.4967 40 0**
6 0.131461 1.34 0.34086 0.793433 68.9531 28 o**
7 0.102309 1.04 0.30465 0.897738 32.1473 18 0.0211**
8 0.0105252 0.11 0.10206 0.989584 3.1201 10 0.9785
9 0 0 0 1 0 4 1

El caracter morfoldgico que mas influy6é en funcion discriminante 1 es el largo
del peciolo (LP), ya que su Eigen valor fue de 0.968403. El caracter morfolégico que
mas influyd en funcién discriminante 2, fue el Largo de la lamina/ Ancho maximo
(LL)/(AM), ya que su Eigen valor fue de 6.13122 (Cuadro 5). Mediante estas dos
primeras funciones discriminantes se separan escasamente las hojas de
Q. rubramenta. Por su parte, las hojas de los demas taxa no pudieron ser separados

claramente debido a su amplia dispersion y traslape entre ellas (Figura 8).
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Cuadro 5. Coeficientes de la Funcion Discriminante de la variaciéon morfoldgica foliar entre los 13 taxa

de Quercus. *caracteres morfométricos con mayor peso en la discriminacion

Caracteres Funciones Discriminantes
morfométricas 1 2 3 4 5 6 7
SIMPLES

largo de la lamina  0.424582  -7.94906  -3.53559  -3.89E+07 -11.5887  4.54869  10.2547
(LL)

largo del peciolo 0.968403* 1.57837 -1.58487 2.62E-07 1.08687 -1.87087 -1.39994
(LP)

largo total de la -0.055283 -1.12704 1.08726 -4.3963E-  3.13254 4.72604 3.80543
hoja (LTH) 06

(LBAM) 0.532634  0.2431 -1.7438 -4, 75E+06  -5.55376 -5.0349 -2.89336
Ancho maximo -0.537637 3.55386 3.84967 2.65E+07  7.97173 -2.03902 -6.54149
(AM)

COMBINADOS

(LL)- (LBAM) 0.306316  0.667041  -2.62523 -4, 73E+06  -2.6391 -0.550999 -0.966612

(LP*100)/(LTH) 0.0461891 -1.19558 1.32117 1.79E-07 -1.26269 1.33394 1.41837
(LBAM*100)/(LTH) -0.411859 -0.103714 -0.564684 -1.96E-06 2.49715 2.64245 2.02025
(LL)/(AM) -1.01537 6.13122* 5.82874 3.53E+07 11.0171 -3.39474 -8.08392
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o Q. acutifolia mfsp.1
o Q. acutifolia mfsp.2
Q. calophylla mfsp.1
Q. calophylla mfsp.2
Q. elliptica

Q. glabrescens

Q. glaucescens

Q. peduncularis
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Q. sapotifolia

Q. scytophylla
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Quercus hibrido
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Figura 8. Funciones discriminantes con base en caracteres morfométricos de 10 hojas
de 30 individuos correspondientes a 13 taxa de Quercus identificados en el predio

Los Ocotones, Cintalapa, Chiapas
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7.1.2.3. Andlisis Discriminante (AD) utilizando el promedio de las hojas por
individuo (arbol) de las 13 especies colectadas

De nueve funciones discriminantes, dos fueron estadisticamente significativas
(P<0.05). Estas dos primeras funciones acumularon 59.32% y 23.45%
(respectivamente) de la variacion morfométrica, y entre ambas el 82.77% (Cuadro 6).
La correlacion canonica de la primera fue de 0.98464, y el valor de su Lambda de Wilks
de 2.0X10-% (Cuadro 6). Lo anterior es indicativo que la primera funcién discriminante
es capaz de separar mejor a los individuos de las 13 especies de Quercus, en el predio

Los Ocotones.

Cuadro 6. Andlisis discriminante de la variaciéon morfoldgica foliar entre individuos de los 13 taxa de
Quercus. *Valor de funciones con mayor peso en la discriminacién de las especies. ** Funciones

discriminantes estadisticamente significativas

Funcion Eigen Porcentaje Correlacion Lambda de Chi- GL Valor-P
Discriminante valor Relativo Candnica Wilks Cuadrada

1 31.8035 59.32** 0.98464** 2.03124E-05 194.477 108 O**
2 12.5744 23.45** 0.96246** 0.00066632 131.6473 88 0.0018**
3 4.03768 7.53 0.89526 0.00904487 84.7 70 0.1112
4 2.84004 5.3 0.85999 0.0455652 55.595 54 0.4145
5 1.01984 1.9 0.71057 0.174972 31.3763 40 0.8334
6 0.922128 1.72 0.69264 0.353415 18.722 28 0.9065
7 0.189174 0.35 0.39885 0.67931 6.9602 18 0.9905
8 0.16737 0.31 0.37865 0.807817 3.8416 10 0.9542
9 0.0604217 0.11 0.2387 0.943021 1.056 4 0.9012

Para ambas funciones 1y 2 el caracter morfolégico que mas influye es largo de
la lamina (LL) quién posee los valores mayores del Eigen valor: 1959.77 y 1075.7,

respectivamente (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Coeficientes de la Funcién Discriminante de la variacion morfolégica entre los 13 taxa de

Quercus. *caracteres morfométricos con mayor peso en la discriminacién en las funciones

discriminantes 1y 2

Caracteres morfométricos

1
SIMPLES
Largo de la ldmina (LL) 1959.77*
Largo del peciolo (LP) -7.13405

Largo total de la hoja (LTH) 13.329

Longitud de la base al ancho  -484.577
maximo (LBAM)

Ancho méaximo (AM) -781.857
COMBINADOS

(LL)- (LBAM) -521.626
(LP)*100/(LTH) 5.32053
(LBAM)*100/(LTH) 2.36856
(LL)/(AM) -815.082

1075.7*
2.54688
-5.08382
-307.932

-370.16

-331.599
-2.87406
-0.00110685
-384.106

Funciones Discriminantes

3

-6452.88
-3.47209
3.89121
3925.2

-491.005

4250.9
3.47907
2.67208
-512.416

4

-3806.03  -1133.06
-0.374863 0.658053

3.92367
157.567

2522.92

174.49

0.37284
2.17011
2624.23

-8.82885
-191.68

1072.98

-212.923

9 -0.00449586
-3.04906
1116.3

-2348.79
0.795078
-2.3741
-710.873

2615.62

-769.122
-0.206416
0.290219
2722.75

Las dos primeras funciones discriminantes permiten distinguir a cinco taxones:

Q. acutifolia mfsp.2, Q. calophylla mfsp.1 y mfsp.2, Q. rubramenta y Q. scytophylla, y

en menor grado a Q. acutifolia mfsp.1 y Q. glaucescens. Por su parte, las demas

especies no pudieron ser separadas debido a su traslape entre ellas (Figura 9).
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Figura 9. Funciones discriminantes de caracteres morfométricos de 30 individuos correspondientes a

13 taxa de Quercus identificadas en el predio Los Ocotones, Cintalapa, Chiapas
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7.2. Diferenciacion de las especies de Quercus presentes en el predio Los
Ocotones, con base en analisis genéticos

7.2.1. Extraccion y amplificacion de ADN

Se logro la extraccion de ADN de hojas de 30 arboles, de las 13 unidades taxonémicas
operativas (taxa) de Quercus analizadas (Anexos 7, 8, 9 y 10). Se obtuvo una
amplificacion de 30 muestras para el ITS 1-2, y 28 muestras para el ITS 3-4.
Asi también 26 muestras con el marcador de cloroplasto Maturase K (MatK) y 26
muestras con el marcador molecular cloroplasto CD_CD (tRNL). De esta manera se
secuenciaron un total de 110 muestras, correspondientes a los cuatro marcadores
moleculares. De estas, 99 secuencias fueron aceptables (nucleétidos bien definidos,
sefal clara) para obtener los parametros genéticos: se descarté una secuencia del
marcador cloroplastico CD_CD (tRNL), seis secuencias del marcador ribosomal

nuclear ITS 1-2, y cuatro secuencias del marcador ITS 3-4 (Anexos 7, 8, 9y 10).

7.2.2. Andlisis de identidad de secuencias mediante Blast GenBank NCBI

El analisis de identidad de las secuencias con el marcador de cloroplasto MatK (698
pb) de 26 individuos demostré con un porcentaje de identidad >99.92% que estas
corresponden al género Quercus (Anexo 7), para el marcador de cloroplasto CD_CD
(tRNL) (494 pb), las secuencias de 25 individuos demostraron >99.91% que
corresponden al género Quercus (Anexo 8), para el marcador ITS 1-2 (260 pb), las
secuencias de 24 individuos, demostraron >97.80% que corresponden al género
Quercus (Anexo 9), y para el marcador ITS 3-4 (370 pb), las secuencias de 24
individuos, demostraron con un porcentaje de identidad > 98.01% que corresponden
al género Quercus (Anexo 10).

Para los cuatro marcadores utilizados, la primera especie con mayor porcentaje
de identidad en el GenBank, es distinta a las determinadas en este trabajo, sin
embargo, se encontrd que, con un porcentaje de identidad menor, para los marcadores
MatK, ITS 1-2 e ITS 3-4, algunas secuencias coinciden con secuencias de la misma
especie, 0 con las especies: Q. acutifolia, Q. candicans (sinonimia de Q. calophylla,
Valencia-Avalos et al., 2018), y Q. elliptica, las cuales se encuentran presentes en el

predio (Anexos 7, 8, 9y 10).
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7.2.3. Nivel de diferenciacion genética y establecimiento de relaciones
filogenéticas entre especies de Quercus presentes en el predio Los Ocotones
7.2.3.1. Diversidad genética y filogenia de laregion de ADN cloroplastico CD_CD
(tRNL)

En el cuadro 8 se muestran los valores de diversidad genética para las especies en
las que se logr6 méas de dos secuencias y los valores de diversidad para el conjunto
de 25 secuencias. Para el Unico individuo colectado de la especie Q. vicentensis no se
logro la amplificacion para el marcad3or CD_CD (tRNL). El nUmero de haplotipos que
se registrd para las especies estuvo entre 1y 2. El nimero de sitios segregativos (Ss)
también fue entre 0 y 2. Los valores de diversidad nucleotidica (para las especies con
dos 0 mas secuencias) oscilo entre 0.00135 y 0.00270, y los de diversidad haplotidica

variaron entre 0 y 1 (Cuadro 8).

Cuadro 8. Diversidad genética de la region de ADN cloroplasto CD_CD (tRNL), de los taxa de
Quercus identificadas en el predio Los Ocotones, Cintalapa, Chiapas. N = nUmero de secuencias
analizadas, s = sitios segregativos, 1 (pi) = diversidad de nucle6tidos, h = nimero de haplotipos,

Hd = diversidad haplotidica

Secuencias CD_CD (tRNL)
Longitud (494 pb)

N s m h Hd

Taxa
Q. acutifolia mfsp.1 1 0.00135 2 0.667
Q. acutifolia mfsp.2 0 0 1 0
Q. calophylla mfsp.1 2 1 0.00203 2 1.00
Q. calophylla mfsp.2 *3 0 0 1 0
Q. elliptica 1 - - - -
Q. glaucescens 4 2 0.00203 2 0.500
Q. glabrescens 1 - - - -
Q. peduncularis 3 2 0.00270 2 0.667
Q. rubramenta 1 - - - -
Q. sapotifolia 3 1 0.00135 2 0.667
Q scytophylla 1 - - - -
Q. vicentensis _ _ _ _ _
Q. hibrido 1 - - - -

Diversidad genética de las 25
secuencias en conjunto 25 5 0.00243 5 0.730
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Un total de cinco haplotipos unicos fueron generados con base en las 25
secuencias del marcador CD_CD (tRNL). Los haplotipos 1 (H1), 3 (H3) y 4 (H4) se
presentan en mas de una especie. El haplotipo 4 (H4) se presenta en siete taxa, los
haplotipos 3 (H3) y 1 (H1) en cuatro taxa. Los haplotipos 2 (H2) y 5 (H5) se presentaron
en Q. scytophylla'y Q. glaucescens, respectivamente (Anexo 11).

El H1 se relaciona con H3 y H5, y se diferencia por una y dos mutaciones
respectivamente. Del H4 se desprenden el H3 y de este el H2, con una mutacion. Se
observa también que el H4 agrupa 7 taxa, el H3 cuatro y el H1 a cuatro. Asimismo, se
observa que el H5 sélo se presentd Q. glaucescens, y el H2 sélo se registrdo en

Q. scytophylla (Figura 10).
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Figura 10. Red de cinco haplotipos Gnicos generado a partir de 25 secuencias del marcador CD_CD
(tRNL) en 12 taxa de Quercus. El tamafio del circulo indica la frecuencia del haplotipo, y las divisiones

en su interior muestran la frecuencia del taxa que lo presenta

Mediante el algoritmo del método Kimura 2-pardmetros se realizé agrupacion a
partir de las 25 secuencias de la region de ADN cloroplasto CD_CD (tRNL) para
Quercus. En el arbol filogenético, obtenido por el método de Neighbor-Joining, se
observan dos clados (A, B) (Figura 11). El clado A, lo constituyen cuatro taxa:

Q. glabrescens, Q. glaucescens, Q. peduncularis y Q. hibrido. El clado B lo constituyen
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siete taxa: Q. acutifolia mfsp.1 y mfsp.2, Q. calophylla mfsp.1, Q. elliptica,
Q. peduncularis, Q. sapotifolia y Q. rubramenta. Seis muestras no difieren

genéticamente (Figura 11).

ARBOL Neighbor-joining (NJ) SECUENCIAS CD_CD ALINEADAS CON GRUPO EXTERNO
NJ tree
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Figura 11. Arbol filogenético con base en 25 secuencias del marcador CD_CD (tRNL) de 12 taxa de
Quercus, a través el método del vecino mas cercano (NJ) y el pardmetro 2-Kimura. Los niumeros en
cada nodo son los valores de bootstrap (1000 repeticiones). Los nimeros a la izquierda del nombre de
la especie corresponden al identificador de colecta presentado en el Anexo 6. Pueden observarse dos
clados principales: A marcado en color verde y B marcado en color rojo. Asimismo, el hibrido se

encuentra marcado en color azul
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7.2.3.2. Analisis diversidad genéticay filogenia de laregién de ADN cloropléastico
Maturase K (MatK)

En el Cuadro 9 se muestran los valores de diversidad genética para los taxa en las
gue se logré mas de dos secuencias y los valores de diversidad para el conjunto de 26
secuencias. Para el unico individuo colectado de la especie Q. scytophylla, no se logro
la amplificacion para el marcador Maturase K (MatK). El nimero de haplotipos que se
registro para los taxa estuvo entre 1y 2. El nUmero de sitios segregativos (s) fue entre
0 y 7. Los valores de diversidad nucleotidica (para las especies con dos o mas
secuencias) oscilé entre 0.00096 y 0.00673, y los valores de diversidad haplotidica
entre 0y 1. Las especies con Hd=1 fueron Q. acutifolia mfsp.2 y Q. calophylla mfsp.1
(Cuadro 9).

Cuadro 9. Diversidad genética de la regiébn de ADN cloroplasto Maturase K (MatK), de los taxa de
Quercus identificados en el predio Los Ocotones, Cintalapa, Chiapas. N = nUmero de secuencias
analizadas, s = sitios segregativos, 1 = diversidad de nucleétidos, 1 (pi) = nimero de haplotipos,
Hd = diversidad haplotidica, * = taxa con mas de dos individuos, aptos para realizar el andlisis de

diversidad genética

Secuencias MatK
Longitud (698 pb)

N s m h Hd
Taxa
Q. acutifolia mfsp.1 3 4 0.00385 2 0.667
Q. acutifolia mfsp.2 2 1 0.00144 2 1.00
Q. calophylla mfsp.1 2 5 0.00787 2 1.00
Q. calophylla mfsp.2 3 1 0.00096 2 0.667
Q. elliptica 1 - - - -
Q. glaucescens 4 0 0 1 0
Q. glabrescens 2 2 0 1 0
Q. peduncularis 3 7 0.00673 2 0.667
Q. rubramenta 1 - - - -
Q. sapotifolia 3 1 0.0096 2 .0667
Q scytophylla _ _ _ _ .
Q. vicentensis 1 - - - -
Q. hibrido 1 - - - -
Diversidad genética de las 26 26 15 0.00555 6 0.6708

secuencias en conjunto
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Un total de seis haplotipos Unicos fueron generados con base en las 26
secuencias correspondientes a 12 de 13 taxa de Quercus identificados en el predio
Los Ocotones, mediante el marcador Maturase K (MatK). Los haplotipos 1 (H1), 2 (H2)
y 3 (H3) se presentan en mas de un taxa. El haplotipo 1 (H1) se presenta en diez taxa,
el haplotipo 2 (H2) en tres taxa y el 3 (H3) en dos. Los haplotipos 4 (H4), 5 (H5) y 6
(H6) se presentaron soélo en Q. acutifolia mfsp.2, Q. acutifolia mfsp.1 y Q. calophylla
mfsp.1, respectivamente (Anexo 12).

Del H1 se desprenden el H2, H3, H4, H5 y H6, sin embargo, H2 y H6 se
desprenden desde un punto en el que se sugiere un ancestro comun hipotético, y se
diferencian de H1 por cinco y cuatro mutaciones desde el ancestro comun,
respectivamente. El H3 y H4 se relacionan con H1 ambos por una mutacion. H5 se
relaciona con H1, sin embargo, se diferencia de éste por cuatro mutaciones. Se
observa también, que el H1 agrupa 10 taxa, el H2 a tres y a H3 a dos. Asimismo, se
observa que los haplotipos 4 (H4), 5 (H5) y 6 (H6) se presentaron sélo en
Q. acutifolia mfsp.2, Q. acutifolia mfsp.1 y Q. calophylla mfsp.1, respectivamente
(Figura 12).
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Figura 12. Red de seis haplotipos Gnicos generado a partir de 26 secuencias del marcador Maturase K
(MatK) en 12 taxa de Quercus. El tamafio del circulo indica la frecuencia del haplotipo, y las divisiones

en su interior muestran la frecuencia del taxa que lo presenta
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Mediante el algoritmo del método Kimura 2-pardmetros se realiz6 una
reconstrucciéon filogenética a partir de las 26 secuencias de la regibn de ADN
cloroplasto MatK para Quercus. En el arbol filogenético obtenido por el método de
Neighbor-Joining, pueden observarse dos clados principales (A y B) (Figura 13). El
clado A lo constituyen tres taxa: Q. glabrescens, Q. glaucescens y Q. peduncularis. El
clado B lo constituyen 10 taxa: Q. acutifolia mfsp.1 y mfsp.2, Q. calophylla mfsp.1y
mfsp.2, Q. elliptica, Q. peduncularis, Q. rubramenta, Q. sapotifolia, Q. vicentensis y
Q. hibrido. De manera particular Q. calophylla mfsp.2 (ID. Colecta 22) y Q. sapotifolia
(ID. Colecta 17) son las mas emparentadas (Figura 13).

ARBOL Neighbor-joining (NJ) SECUENCIAS MATK ALINEADAS
NJ tree
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Figura 13. Arbol filogenético con base en 26 secuencias del marcador Maturase K (MatK) de 12 taxa
de Quercus, a través el método del vecino mas cercano (NJ) y el parametro 2-Kimura. Los nimeros
en cada nodo son los valores de bootstrap (1000 repeticiones). Los nimeros a la izquierda del
nombre de la especie corresponden al identificador de colecta presentado en el Anexo 6.
Pueden observarse dos clados principales: A marcado en color verde y B marcado en color rojo.

Asimismo, el hibrido se encuentra marcado en color azul



7.2.3.3. Andlisis de diversidad genética y filogenia de las regiones de ADN
cloropléstico Maturase K (MatK) y CD_CD (tRNL) concatenados.

En el cuadro 10 se muestran los valores de diversidad genética para las especies en
las que se logréo mas de dos secuencias, asi como los valores de diversidad para el
conjunto de las 22 secuencias concatenadas pertenecientes a 11 de las 13 taxa de
Quercus identificadas en el predio Los Ocotones. Para Q. vicentensis y Q. scytophylla
no se logro la amplificacion para ambos marcadores, por lo cual no se incluyeron en el
analisis basado en la concatenacion. El nimero de haplotipos que se registro para los
taxa estuvo entre 1y 3. El nimero de sitios segregativos (s) fue entre 1 y 9. Los valores
de diversidad nucleotidica (para las taxa con dos o mas secuencias) oscilé entre
0.00056 y 0.00506. Los valores de diversidad haplotidica fueron entre 0 y 1. Las
especies con Hd=1 fueron Q. acutifolia mfsp. 1, Q. calophylla mfsp. 1 y Q. sapotifolia
(Cuadro 10).

Cuadro 10. Diversidad genética de las regiones de ADN cloroplastico Maturase K (MatK) y CD_CD
(tRNL) concatenadas de los taxa de Quercus identificadas en el predio Los Ocotones, Cintalapa,
Chiapas. N = nimero de secuencias analizadas, s = sitios segregativos, 1 (pi) = diversidad de
nucledtidos, h = nimero de haplotipos, Hd = diversidad haplotidica, * = especies con dos 0 mas

individuos, aptas para realizar el andlisis de diversidad genética

Secuencias MatK y CD
concatenadas (1192 pb)

N s ™ h Hd
Taxa

Q. acutifolia mfsp.1 3 5 0.00281 3 1.00
Q. acutifolia mfsp.2 1 - - - -
Q. calophylla mfsp.1 2 6 0.00582 2 1.00
Q. calophylla mfsp.2 3 1 0.00056 2 0.667
Q. elliptica 1 - - - -
Q. glaucescens 4 2 0.00084 2 0.500
Q. glabrescens 1 - - - -
Q. peduncularis 3 9 0.00506 2 0.667
Q. rubramenta 1 - - - -
Q. sapotifolia 2 1 0.00084 2 1.00
Q. scytophylla _ _ _ _ _
Q. vicentensis _ _ _ _ _
Q. hibrido 1 - - - -
Diversidad genética de las 22 secuencias 22 19 0.00420 8 0.8182

en conjunto

50



Un total de ocho haplotipos Unicos fueron generados con base en las 22
secuencias concatenadas de las regiones de ADN cloroplastico Maturase K (MatK) y
CD_CD (tRNL), correspondientes a 11 taxa de Quercus identificadas en el predio Los
Ocotones, Cintalapa, Chiapas Los haplotipos H1, H2 y H3 se presentan en mas de un
taxa. El haplotipo 3 (H3) se presenta en siete taxa, el H1 y H2 en tres. Los haplotipos
4 (H4) y 5 (H5), 6 (H6), 7 (H7) y 8 (H8) se presentaron a Q. calophylla mfsp.1,
Q. calophylla mfsp.2, Q. glaucescens, Q. acutifolia mfsp.1 y Q. hibrido,
respectivamente (Anexo 13).

El H1 se relaciona con H6 y H8, y se diferencia de ellas por dos y seis
mutaciones respectivamente (Figura 14). Del H2 se desprenden el H3, H5 y H8,
diferendo de este sélo por una mutacion, de la misma manera de H2 desprende H4,
separado por 5 mutaciones. H7 desprenden de H3 diferencidndose de este por 4
mutaciones. Se observa también que el H3 agrupa siete taxa, H1 y H2 a tres.
Asimismo, se observa que el H4 sélo lo presentd Q. calophylla mfsp.1, H5 sélo se
registrd Q. calophylla mfsp.2, H6 a Q. glaucescens, H7 a Q. acutifolia mfsp.1, y H8 a
Q. hibrido (Figura 14).
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Figura 14. Red de ocho haplotipos Unicos generado a partir de 22 secuencias de las regiones de ADN
cloroplasto Maturase K (MatK) y CD_CD (tRNL) concatenadas en 11 taxa de Quercus. El tamafio del
circulo y de las divisiones en su interior representan la frecuencia de los individuos presentes de

cada taxa. El hibrido se encuentra marcado en color azul



Mediante el algoritmo del método Kimura 2-pardmetros se realiz6 una
reconstruccion filogenética a partir de las 22 secuencias concatenadas de las regiones
de ADN cloroplasto: MatK y CD (tRNL), para Quercus. En el arbol de Neighbor-Joining
(Figura 12), puede observarse un clado bien definido y otro menos definido; ambos
agrupan a 20 individuos correspondientes a los 13 analizados. El clado A lo
constituyen: Q. glabrescens, Q. glaucescens y Q. peduncularis. Por su parte, el clado
B lo constituyen Q. acutifolia mfsp.1 y mfsp.2, Q. calophylla mfsp.1 y mfsp.2,
Q. elliptica, Q. peduncularis, Q. rubramenta y Q. sapotifolia (Figura 15).

ARBOL Neighbor-joining (NJ) SECUENCIAS M_MATK Y CD_CD CONCATENADAS
NJ tree
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Figura 15. Arbol filogenético con base en 22 secuencias concatenadas de las regiones de ADN
cloroplasto Maturase K (MatK) y CD_CD (tRNL), de 11 taxa de Quercus, a través el método del vecino
més cercano (NJ) y del pardmetro 2-Kimura. Los nimeros en cada nodo son los valores de bootstrap
(1000 repeticiones). Los nimeros a la izquierda del nombre de la especie corresponden al identificador
de colecta presentado en el Anexo 6. Pueden observarse dos clados principales: A marcado en color

verde y B, marcado en color rojo. Asimismo, el hibrido se encuentra marcado en color azul.



7.2.3.4. Andlisis de diversidad genética y filogenia de las regiones de ADN
ribosomal ITS 1-2 e ITS 3-4 concatenadas

En el cuadro 11 se muestran los valores de diversidad genética para los taxa en las
gue se logr6 mas de dos secuencias, asi como los valores de diversidad para el
conjunto de las 21 secuencias concatenadas pertenecientes a 9 de las 13 taxa de
Quercus identificadas en el predio Los Ocotones, Cintalapa, Chiapas. Para
Q. rubramenta, Q. scytophylla, Q. vicentensis y Q. hibrido no se logré la amplificacion
para ambos marcadores, por lo cual no se pudieron completar los analisis. El nimero
de haplotipos que se registro para los taxa estuvo entre 1 y 4. El numero de sitios
segregativos (s) fue entre 0 y 50. Los valores de diversidad nucleotidica (para los taxa
con dos 0 mas secuencias) oscilé entre 0 y 0.05727, y los valores de diversidad

haplotidica para todas los taxa fue de 1 (Cuadro 11).

Cuadro 11. Diversidad genética de las secuencias concatenadas de las regiones de ADN ribosomal
ITS 1-2 e ITS 3-4 de los taxa de Quercus identificadas en el predio Los Ocotones, Cintalapa, Chiapas.
N = nimero de secuencias analizadas, s = sitios segregativos, 1 (pi) = diversidad de nucleétidos, h =

namero de haplotipos, Hd = diversidad haplotidica, * = Taxa con dos 0 mas individuos, aptos para
realizar el andlisis de diversidad genética

Secuencias ITS 1-2 e ITS 3-4
concatenadas (630 pb)

N s T h Hd
Taxa

Q. acutifolia mfsp.1 3 12 0.01386 3 1.00
Q. acutifolia mfsp.2 3 16 0.01887 3 1.00
Q. calophylla mfsp.1 1 - - -
Q. calophylla mfsp.2 2 7 0.01205 2 1.00
Q. elliptica 1 - - - -
Q. glaucescens 4 40 0.03125 4 1.00
Q. glabrescens 1 - - - -
Q. peduncularis 3 50 0.05727 3 1.00
Q. rubramenta _ _ _ _
Q. sapotifolia 3 38 0.04395 3 1.00
Q scytophylla _ _ _ _ _
Q. vicentensis _ _ _ _ _
Q. hibrido _ _ _ _ _
Diversidad genética de las 21 secuencias 21 147 0.05419 21 1.000

en conjunto
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Un total de 21 haplotipos Unicos fueron generados con base en las 21
secuencias concatenadas de las regiones de ADN ribosomal ITS 1-2 e ITS 3-4 para
Quercus. Se puede observar que a cada secuencia le corresponde un haplotipo
(Anexo 14). La red de los haplotipos sugiere una cohesidén genética o una filogenia
entre muestras de un mismo taxa, solo para Q. acutifolia mfsp.1 y para dos individuos
de Q. acutifolia mfsp.2. Para el resto de las especies los individuos se relacionan

filogenéticamente con individuos de un taxa diferente al asignado (Figura 16).
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Figura 16. Red de 21 haplotipos Unicos generado a partir de 21 secuencias concatenadas de las
regiones de ADN ribosomal ITS 1-2 e ITS 3-4 pertenecientes a 10 taxa de Quercus. A cada haplotipo
le corresponde una secuencia individual (un circulo). Asimismo, las secuencias del clado A (marcado

dentro del circulo de color verde) pueden diferenciarse de las demas.

Mediante el algoritmo del método Kimura 2-parametros se realizO una
reconstruccion filogenética a partir de las 22 secuencias concatenadas de las regiones
de ADN ribosomales nuclear ITS 1-2 e ITS 3-4 para Quercus, pertenecientes a 9 de
las 13 taxa identificados. En el arbol filogenético obtenido por el método de Neighbor-
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Joining, pueden observarse dos clados principales (A, B) (Figura 17). El clado A, lo
constituyen Q. glabrescens, Q. glaucescens y Q. peduncularis. El clado B lo

constituyen Q. sapotifolia y Q. elliptica (Figura 17).

ARBOL Neighbor-joining (NJ) SECUENCIAS ITS 1-3 CONCAT. COMPL. Y GRUP. EXTERNO
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Figura 17. Arbol filogenético con base en 21 secuencias concatenadas de las regiones de ADN ribosomal
ITS 1-2 e ITS 3-4 de 9 taxa de Quercus, a través el método del vecino méas cercano (NJ) y del parametro 2-
Kimura. Los numeros en cada nodo son los valores de bootstrap (1000 repeticiones). Los numeros a la
izquierda del nombre de la especie corresponde al identificador de colecta presentado en el Anexo 6.

Pueden observarse dos clados principales: A marcado en color verde y B, marcado en color rojo.



VIII. DISCUSION

8.1. Especies y morfoespecies con base en sus caracteres morfologicos foliares
Siguiendo las guias de identificacion y descripcién taxondmica y con base en el analisis
foliar se reconocieron 10 especies en el predio Los Ocotones. De estas, tres ya habian
sido reportadas por el listado floristico general del Plan Maestro Los Ocotones (PMLO,
2013), y ocho por Martinez-Meléndez y Lopez-Santiago (2019). De esta manera, en el
presente estudio se reconocen seis especies pertenecientes a la seccion Lobatae
(encinos rojos): Q. acutifolia Née., Q. calophylla Trel., Q. elliptica Née., Q. rubramenta
Trel., Q. sapotifolia Liebm., Q. scytophylla Liebm., y cuatro especies pertenecientes a
la seccion Quercus (encinos blancos): Q. glabrescens Benth., Q. glaucescens Humb.,
Q. peduncularis Née., Q. vicentensis Trel. Como resultado, en esta investigacion se
adicionan dos nuevos registros para Los Ocotones: Q. glabrescens Benth. y
Q. rubramenta Trel.

En esta investigacion, los caracteres mas Utiles para separar las especies
fueron (LL), (LP), (LTH), (LL/AM), (LBAM*100/ LTH), pueden ser capaces de explicar
>81.81% de la variacion morfométrica foliar de las especies de Quercus en el predio
Los Ocotones, los cuales son los usados por especialistas del grupo; Tovar-Sanchez
y Oyama, (2004), Gonzalez-Rodriguez y Oyama, (2005) y Zuaiiga et al., (2009),
destacan que las otras dos -caracteristicas morfoldgicas importantes por ser
significativas en la diferenciacion de encinos en niveles intra e inter-especificos, son la
longitud y el ancho de la ldmina. Por su parte, Ruiz-Dominguez (2016), sugiere que
los caracteres morfologicos simples: (LL), (LP), LTH), (AM), (LBAM), y los caracteres
morfolégicos combinados a partir de estos, son los mas importantes para la
discriminacion de especies, ademas pueden ser considerados como caracteres
especie-especificos.

Al mismo tiempo, se reconocid un morfotipo para Quercus acutifolia y
Q. calophylla (Figura 5 A, By 5 C, D), que se caracterizan entre si por diferencias de
tamafo, forma de la hoja, asi como el tipo de margen: Q. acutifolia mfsp.1 presenta un
margen dentado aristado y una hoja de mayor tamafio que Q. acutifolia mfsp.2,

mientras tanto, la mfsp.2 posee un margen entero y hojas de menor tamafo respecto
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a la mfsp.1. Por su parte, Q. calophylla mfsp.1 posee hojas de forma cuneadas a
elipticas y un margen dentado con 15-19 aristas, mientras Q. calophylla mfsp.2 posee
hojas de un tamafio mayor, doblemente aserradas con un total de 16-25 aristas, y
ademas como caracteristica principal posee hojas concavas.

El estrés hidrico ha sido uno de los factores que influye en la morfologia de las
hojas con la consecuente formacion de morfotipos adaptados a distintos ambientes
(Tovar-Sanchez y Oyama, 2004; Valencia-Avalos, 2004). La variacién espacial del
clima ejerce presiones selectivas diferenciales, que pueden impulsar la adaptacion
local al medio ambiente (Ramirez-Valiente et al., 2015), lo cual genera una mezcla de
individuos morfolégicamente diferentes por haberse desarrollado en diferentes
entornos de crecimiento (Bruschi et al., 2000). Segun Valencia-Avalos (2004) y
Matesanz y Valladares (2013), la morfologia atipica de individuos es ocasionado por
la plasticidad fenotipica. En los encinos el estrés hidrico, el clima y las deficiencias
edéaficas nutricionales, son los factores que conduce el desarrollo de morfotipos
(Bruschi et al., 2003; Tovar-Sanchez y Oyama, 2004), lo cual permite la colonizacion
de diferentes habitats (Matesanz y Valladares, 2013).

En el predio Los Ocotones se observa una compleja fisiografia debido a su
ubicacién en la parte media de la cadena montafiosa de la sierra madre de Chiapas
(PMLO, 2013), ademas hay influencia del cambio climético y del manejo forestal, que
posiblemente afecta la morfologia de las hojas de los encinos que se distribuyen en el
predio. En esta perspectiva el desarrollo de morfotipos en Q. acutifolia y Q. calophylla
puede suponerse como una respuesta ambiental microespecial, que afecté la
morfologia en las hojas diferenciando a los individuos al grado que se identificaran
morfotipos para ambos. Los analisis discriminantes separan morfométricamente a los
morfotipos de Q. calophylla mfsp.1 y mfsp.2. De igual forma, hay diferencias
morfométricas significativas entre Q. acutifolia mfsp.1 y mfsp.2, (Figura 9), lo que
sugiere que estas formas pueden tratarse como taxa diferente, sin embargo, requieren
un andlisis mas detallado para una nominacién formal. Mientras tanto es posible
considerarlos como taxa distintos para fines de registro del nimero de especies de

Quercus presentes en el predio Los Ocotones.
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8.1.2. Reconocimiento de un hibrido de Quercus con base en sus caracteres
morfolégicos y morfométricos foliares

En el presente estudio se presentd una situacion de incertidumbre respecto a la
identidad especifica del ejemplar ID.35, debido a que sus caracteristicas morfolégicas
multivariadas coinciden con mas de una de las especies analizadas, por lo cual se
propone que es resultado de un proceso de hibridacion entre varias especies
presentes en el predio (Los analisis genéticos confirman esta hipétesis, por lo que se
describen a mayor profundidad mas adelante). En un principio, la similitud de la
pubescencia entre dos especies analizadas: Q. peduncularis y Q. glabrescens
causaron confusion para sugerir la especie parental que dio origen al individuo hibrido
ID. 35 (Martinez-Meléndez Nayely, Ramirez-Marcial Neptali, Valencia-Avalos Susana,
com. pers.), sin embargo, se descartd a Q. glabrescens ya que esta especie posee
como caracteristicas distintivas hojas pequefias (LTH: 104.67 y AM: 38.91) y un
margen dentado-aserrado, las cuales no presenta el individuo hibrido (Figura 5F,
Cuadro 2, Anexo 6). De esta manera, se propone al ejemplar ID.35 como hibrido
Q. glaucescens x peduncularis, debido a que sus caracteristicas morfoldégicas mas
parecidas a las de las especies Q. glaucescens Humb. y Q. peduncularis Née.,
sugieren que pudo ser producto de la hibridacion entre ambas especies parentales
(J.W. Lépez-Santiago, obs. pers.) (Figura 5H, Cuadro 2, Anexo 6).

En el género Quercus se observa con frecuencia hibridacién entre especies, lo
cual genera una amplia gama fenotipica que conduce a problemas taxonémicos, ya
que se dificulta la asignacion de especie de los individuos con caracteristicas
intermedias entre dos o mas especies (Valencia-Avalos, 2004). La hibridacion se
facilita cuando se distribuyen dos 0 mas especies en las mismas areas geograficas de
distribucién (areas de simpatria) (Bacilieri et al., 1995; Tovar-Sanchez y Oyama (2004),
especialmente cuando hay afinidad genética (por ejemplo, especies en la misma
seccion) (Encina y Villarreal, 2002). En el estudio de Bacilieri et al. (1995), el 3% de
los individuos no pudieron ser ubicados en alguna de las dos especies estudiadas,
Q. petraea y Q. robur, debido a que varias de las caracteristicas eran intermedias entre
estas especies. De igual manera, Bacon y Spellenberg (1996), encontraron que la

presencia de individuos hibridos en las zonas simpatria, requiere una extensa
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busqueda de campo ya que los hibridos de roble son producidos de forma aislada y
esporadica (Bacon y Spellenberg, 1996; Bruschi et al., 2003).

Mediante analisis morfométricos Tovar-Sanchez y Oyama (2004), propusieron
la presencia de individuos hibridos con base en que 16 de los 17 caracteres tuvieron
valores intermedios entre las especies parentales, lo que indico que Q. dysophylla es
el resultado de la hibridacién entre Q. crassifolia y Q. crassipes (Tovar-Sanchez y
Oyama, 2004). Respecto a la presencia del individuo hibrido Q. glaucescens x
peduncularis, sus valores morfométricos intermedios en siete de los nueve caracteres
analizados entre Q. peduncularis y Q. glaucescens sugieren que el ejemplar ID.35
pudo ser producto de la hibridacion entre ambas especies parentales (Figura 5H,
Cuadro 2, Anexo 6). Ademas, el andlisis de funciones discriminantes sugiere que este
individuo es morfométricamente mas parecido a Q. peduncularis, por lo cual se
requiere un analisis mas detallado para reconocimiento formal. Mientras tanto puede
tratarse como un taxa dentro del registro de especies de Quercus presentes en el

predio Los Ocotones.

8.1.3. Variacion morfométrica
A pesar de que las dos primeras funciones discriminantes del analisis discriminantes
utilizando hojas, capturaron 81.81% de la varianza foliar, no hubo una clara
discriminacion entre especies gracias a que las estimaciones morfométricas son
dispersas y hay un traslape entre las especies, por lo que escasamente separaron a
uno de los 13 taxones analizados: Q. rubramenta, En contraste, el analisis de
funciones discriminantes a partir de medias aritméticas, distinguié claramente a cinco
taxa: Q. acutifolia mfsp.2, Q. calophylla mfsp.1, Q. calophylla mfsp.2, Q. rubramenta y
Q. scytophylla, y en menor grado a dos taxa mas: Q. acutifolia mfsp.l y
Q. glaucescens. No hubo separacion de cinco taxa: Q. elliptica, Q. glabrescens,
Q. peduncularis, Q. sapotifolia, Q. vicentensis y Q. peduncularis x glaucescens debido
al traslape morfométrico entre dichas especies. En este sentido, es evidente que la
variacion de la morfologia foliar es amplia y se traslapa entre las especies analizadas,
lo cual dificulta una separacion nitida. Cabe destacar que Quercus glabrescens,
Q. rubramenta, Q. scytophylla y Q. vicentensis pudieron ser distinguidas claramente
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con base en su descripcion taxondmica mediante las caracteristicas morfolégicas
utilizadas y el apoyo de guias de identificacion, esto sugiere que estas especies no
constituyen un problema taxonémico.

La superposicion de valores entre especies, puede ser un resultado frecuente
en los encinos, por ejemplo Bruschi et al. (2000), observaron que el traslape entre
Q. petraea y Q. pubescens, varié en funcién de la caracteristica examinada, asi
también, aunque el analisis de funciones discriminantes utilizando hojas de Ruiz-
Dominguez (2016), explico el 70.50% de la variacion morfolégica de 11 especies de
Quercus analizadas (10% menos que nuestros resultados), separ6 unicamente a solo
tres de ellas debido al empalme y amplia dispersion de los datos. En esta investigacion,
la aportacidon de cada caracteristica morfométrica analizada fue distinta ya que algunas
son mas variables que otras (dicha variacion oscila entre 7% y 51%, Cuadro 2).
Los caracteres con la variacion mas notable fueron LBAM y LL/AM.

Asimismo, se observo que algunas especies analizadas eran mas variables que
otras, por ejemplo, Q. glaucescens el mayor grado de variacién foliar, por otra parte,
Q. rubramenta es la especie con menor grado de variacién foliar en el predio Los
Ocotones. Baranski (1975) demostrd que los arboles del roble blanco (Q. alba L.) no
son variables en el mismo grado, debido a que algunos son mas variables
internamente que otros. La heterogeneidad ambiental como la variabilidad en la luz o
el microclima que encuentran las diferentes estructuras de las plantas, representan
una fuente extrinseca de variacion dentro de los arboles (Bruschi et al., 2003). De esta
manera, el traslape observado dentro de las especies analizadas puede ser debido a
los efectos ambientes que promueven similitudes o diferencias morfolégicas entre
especies.

Sis6 et al. (2001), Valladares et al. (2004), Zufiga et al. (2009), observaron que
las hojas de robles mas cercanas a la parte superior del arbol tenian menos area de
superficie, mientras que las hojas mas cercanas a la base del arbol tenian una mayor
area de superficie lo cual es ocasionado por el efecto de sombra (Sisé et al., 2001;
Bruschi et al., 2003; Valladares et al., 2004; Zuiiga et al., 2009). Asi también, Blue y
Jensen (1988), destacan que las comparaciones basadas en hojas de diferentes

tamanos pueden confundir la interpretacion (Blue y Jensen, 1988), sin embargo, es de
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conocimiento comun que la mayoria de los arboles producen una amplia gama de
tamafios de hojas, que influye en los resultados morfométricos, y posiblemente los
promedios por individuos puede ser una aproximacion confiable al valor de que tipifica
la especies (Bruschi et al., 2003). Por lo que, la colecta de hojas es un paso que debe
ser lo mas consistentes posible, por ejemplo, buscar la misma altura, de la misma
exposicién, y en la medida de lo posible la misma fecha y estado de desarrollo (Blue y
Jensen, 1988).

Aunque las caracteristicas foliares han ayudado al reconocimiento de especies
de Quercus actuales y fosiles, se considera a Quercus como un género
taxonomicamente complicado, debido a su amplia variacion morfologica (Martinez-
Cabrera et al., 2003), que es resultado de varios factores como posicion de las hojas
en el arbol, y el ambiente en el que los individuos se desarrollan (Baranski, 1975; Blue
y Jensen, 1988). Los caracteres macro y micro morfolégicos, asi como los
morfométricos son informativos en cuanto a tamafio y forma de las hojas de encinos
(Ruiz-Dominguez, 2016; Valencia-Avalos, 2018), sin embargo, es necesario ubicar
otros caracteres diagnésticos para separar mejor a las especies que se empalman

morfométricamente (J.W. Lépez-Santiago, obs. pers.).

8.1.4. Mecanismos morfoldgicos de respuesta al ambiente
Se plantea que la estructura foliar en las distintas especies de Quercus presentes en
el predio Los Ocotones, esta relacionado con su respuesta al medio en el cual se
desarrollan. Como muestra de ello, investigadores han demostrado que los peciolos
largos mantienen a las hojas separadas entre si, por lo cual permiten una mejor
transmision de la radiacion hacia capas inferiores, por el contrario, los peciolos cortos
provocan que las hojas estdn mas sobrepuestas entre si, y como resultado la captacion
de luz por las hojas de capas inferiores es menor (Bruschi et al., 2003; Valladares et
al., 2004; Gonzalez-Rodriguez y Oyama, 2005). Para el caso de las especies
analizadas con hojas pequenfas, tales como Q. glabrescens, Q. ellipticay Q. sapotifolia,
se observd que estas tienen peciolos pequefios, por su parte, las especies con hojas
de mayor superficie foliar, tales como Q. calophylla mfsp.1 y mfsp.2, Q. rubramenta y
Q. scytophylla, tienden a un peciolo mas largo (Figura 5, Cuadro 2). Sin embargo, llamé
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la atencion que particularmente, si las especies con hojas de peciolo pequefio a
mediano tienen hojas largas como lo que sucede en Q. acutifolia mfsp.1, Q. acutifolia
mfsp.2 y Q. vicentensis, estas especies tienen hojas angostas (Cuadro 5), entonces
se hipotetiza, que ello les permite una mejor transmision de la radiacion hacia capas
inferiores y con ello hacer un uso mas eficiente de los recursos Bruschi et al., 2003;
Valladares et al., 2004; Gonzalez-Rodriguez y Oyama, 2005). Son necesarios mas
estudios ex profeso para confirmar dicha hipétesis.

El clima es una importante fuerza selectiva en la naturaleza (Ramirez-Valiente
et al., 2015). Bruschi et al. (2000), Sis6 et al. (2001) y Valladares et al. (2004),
mostraron que la pubescencia se asocia con el contenido de agua del suelo, por lo que
los individuos mas densamente pubescentes se encuentran en sitios mas secos, y
tienden a ser mas resistentes ante las sequias (Bacilieri et al., 1995). El caracter de la
pubescencia (tricomas tanto en el haz, asi como en el envés y ramillas) estuvo
presente en todas las especies en diferentes grados de densidad, por ejemplo
Q. calophylla mfsp.1 y mfsp.2, Q. glaucescens, Q. peduncularis y Q. vicentensis, son
densamente tomentosas ya que presentan hojas con gran cantidad de pubescencia,
por su parte Q. acutifolia mfsp.1y mfsp.2, Q. elliptica, Q. glabrescens, Q. rubramenta,
Q. sapotifolia y Q. scytophylla presentan hojas con poca cantidad de pubescencia en
sus hojas (Anexo 6, Figura 5). Sin embargo, se debe destacar que los individuos 1D.32
(Q. sapotifolia) e 1D.35 (Q. glaucescens x peduncularis) presentan mas cantidad de
pubescencia en comparacion con los demas individuos de la misma especie.

Asimismo, se observé que las hojas de ambos presentaron un color verde
aceituna opaco distintivo, a diferencia de los demas individuos colectados (Anexo 6,
J.W. Lépez-Santiago, obs. pers.). La extraccion de recursos maderables y la
construccion de vias de acceso, pueden ser un factor que influye indirectamente en el
desarrollo de la morfologia foliar de los encinos presentes en el predio Los Ocotones,
ya que la extraccion de madera mediante los tratamientos de corta de liberacion (CL)
y aclareos (ACL), del método de desarrollo silvicola (MDS) aplicado en el predio
(PMLO, 2013), afectan la estructura del bosque al abrir el dosel, reduciendo la

densidad y volumen de las especies dominantes, lo cual transforma la composicion,
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diversidad y funcionamiento del bosque (Martinez-Meléndez et al., 2021), por lo tanto,
el ambiente del entorno inmediato de los ejemplares difiere.

Las plantas han generado distintos mecanismos de adaptacion morfolégica
para adaptarse a su medio como un mecanismo de respuesta al estrés (Bruschi et al.,
2003; Valladares et al., 2004). Ramirez-Valiente et al. (2015), argumentan que, en las
plantas, los pigmentos foto protectores juegan un papel importante en las respuestas
a corto plazo al estrés ambiental. Bruschi et al. (2003), mencionan que las hojas que
se desarrollan en un amiente de estrés hidrico, temperaturas extremas y mayor
radiacion solar, se puede presentar fotoinhibicion. De igual modo, Bruschi et al. (2000),
consideran que los caracteres de densidad de pubescencia son el resultado de
presiones de seleccion ambientales en lugar de ser genéticas debido al mayor
potencial adaptativo de pubescencia. En este sentido el color aceituna opaco en los
individuos ID.32 (Q. sapotifolia) e ID.35 (Q. glaucescens x peduncularis), se puede
suponer como un mecanismo de respuesta al estrés del sitio en donde se desarrollan.
Entonces, al estar creciendo en laderas totalmente expuestas al sol y estar apartados
de una masa arbdérea (J.W. LOpez-Santiago, obs. pers.), los individuos ID. 32 y 35,
difieren morfolégicamente (presencia de pubescencia) y fisioldgicamente (pigmentos)
para evitar la fotoinhibicion.

8.2. Especies y morfoespecies con base en los analisis genéticos

8.2.1. Identidad de secuencias ADN de cloroplasto y ADN ribosomal nuclear

Las identificaciones morfologicas de especies estan siendo acompafiadas cada vez
mas por identificaciones basadas en codigos de barras de ADN, debido a su precision
(Hebert et al., 2003; Leray et al. 2019). En los grupos en los que las caracteristicas
morfolégicas no son suficientemente distintivas, la identificacion de especies puede
depender en gran medida de la informacién genética contrastada con bases de datos
masivos como la del National Center for Biotechnology Information (GenBank NCBI)
(Nilsson et al., 2006; Benson et al., 2013; Leray et al. 2019). Sin embargo, para varias
especies aun no hay suficiente informacion de referencia en bases de datos (Leray et
al., 2019, Nilsson et al. 2006).
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En esta investigacion, las 99 secuencias de los cuatro marcadores utilizados
(ADN cloropléstico y ADN ribosomal nuclear) correspondieron en promedio > 97.80%
al género Quercus en la base del GenBank. Sin embargo, a nivel de especie, las
secuencias con el mayor porcentaje de identidad en el GenBank, no coincidieron con
la determinacion hecha en campo. Unicamente 37 secuencias (de los marcadores
MatK, ITS 1-2 e ITS 3-4), coinciden con secuencias de la misma especie o con las
especies: Q. acutifolia, Q. candicans (sinonimia de Q. calophylla Valencia-Avalos et
al., 2018) y Q. elliptica, las cuales se encuentran presentes en el predio.

Con el marcador ITS 1-2, y con un porcentaje de identidad >91.32% hubo
consistencia en 16 de 24 secuencias analizadas, entre la especie identificada en
campo con la ubicada en el GenBank: Q. acutifolia, Q. candicans (sinonimia de
Q. calophylla) y/o Q. elliptica. Para MatK, Q. candicans fue la especie con un
porcentaje de identidad menor (> 98.90%) en 18 de 26 secuencias. Para ITS 3-4, Q.
candicans y Q. elliptica fueron las especies con un porcentaje de identidad menor (>
81.73%) en 3 de 26 secuencias. Para tRNL (CD_CD), ninguna secuencia coincidié con
las especies analizadas. Con lo anterior se puede sugerir que la determinacion a nivel
de género con base en secuencias puede ser Util, en casos en los cuales se carece de
experiencia en la determinacion con base en caracteristicas morfologicas. Sin
embargo, es necesario incrementar el nimero de especies y secuencias en el

GenBank para que la base de datos pueda ser utilizada como referencia.

8.2.2. Andlisis de diversidad genética

La utilidad de los marcadores genéticos de ADN de cloroplasto CD_CD (tRNL) y
Maturase K (MatK) utilizados se demostré en estudios previos (Hilu et al., 2003; Hebert
et al., 2003; Borek y Silvieus, 2009). Asi como la de los marcadores genéticos de ADN
de ribosomal nuclear ITS 1-2, 3-4 utilizados (Alvarez y Wendel, 2003; Bellarosa et al.,
2005; Simeone et al., 2013; Ruiz-Dominguez, 2016; Yang et al., 2017). Cuando los
loci de un gen, por ejemplo, el del cloroplasto se han separado de un ancestro comun
y han evolucionado de forma independiente, se espera que posean discrepancias
interespecificas, con lo cual se puede considerar que se estan analizando poblaciones

y/o especies diferentes (Li et al., 2015). Los marcadores ITS 1-2, 3-4 pertenecen a una
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region del ADN nuclear, por lo que su herencia es biparental y casi universal para
plantas (Alvarez y Wendel, 2003). Por su parte el ADN de cloroplasto (ADNcp) se
hereda por via materna y se considera un marcador genético Gtil para rastrear la
historia demografica, para explorar la divergencia de especies e identificar especies
(Thomson et al., 2010; Yang et al., 2017). No obstante, los haplotipos se pueden llegar
a compartir entre especies de encinos (Cavender-Bares, 2018), debido a intercambio
genético entre las especies de robles a través de la hibridacion y la introgresion
(Gonzéalez-Rodriguez et al., 2004).

A través de las redes de haplotipos se lograron identificar cinco haplotipos para
el marcador CD_CD (tRNL), seis haplotipos para el marcador Maturase K (MatK), y
ocho haplotipos para las secuencias de marcadores de cloroplasto concatenados. En
estos tres marcadores hay haplotipos compartidos entre especies, ademas se
observaron especies con mas de un haplotipo, por lo cual estas pueden ser
consideradas como las especies con mayor diversidad genética. Para los marcadores
ITS 1-2 e ITS 3-4 concatenados, se lograron identificar 21 haplotipos Unicos (un
haplotipo por individuo). Las relaciones muestran varias mutaciones entre los
haplotipos de los marcadores genéticos de ADN de ribosomal nuclear, y muy pocos
entre los marcadores genéticos de ADN de cloroplasto.

Los patrones genéticos del presente estudio coinciden con el observado por
Gonzélez-Rodriguez et al. (2004), ya que se encontraron seis haplotipos en diferentes
poblaciones de Q. affinis y Q. laurina, en estas poblaciones, dos de estos haplotipos
fueron altamente frecuentes en ambas especies, asi también algunos haplotipos son
compartidos y se presentaron en mas de una especie. Por su parte, Ruiz-Dominguez
(2016) logré identificar 10 haplotipos en ADN de cloroplasto y 15 haplotipos para ITS,
en 11 especies de encinos distribuidos en Chiapas, algunos haplotipos fueron
compartidos y se presentaron en mas de una especie (hasta siete especies) y también
algunas especies poseen mas de un haplotipo. El alto nimero de haplotipos obtenidos,
a pesar del bajo nimero de individuos analizados, permitié a Ruiz-Dominguez (2016),
sugerir la utilidad estos marcadores moleculares como caracteres genéticos para
estudios de filogenia o de filogeografia de especies de encinos. Ademas, concluye que

las especies analizadas poseen una alta diversidad intrapoblacional.
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Los resultados de la presente investigacion sugieren la utilidad de los
marcadores genéticos de ADN de cloroplasto CD_CD (tRNL) y Maturase K (MatK), asi
como de los marcadores genéticos de ADN de ribosomal nuclear ITS 1-2, 3-4, para
separar algunas especies Yy posiblemente para estudios filogenéticos y/o
filogeogréficos. La cantidad de haplotipos encontrados sugiere que en el predio Los
Ocotones, existe una alta diversidad de especies de Quercus. Sin embargo, se
recomienda analizar un mayor numero de individuos de cada especie, para
estimaciones de diversidad poblacional precisas. También es recomendable utilizar un
mayor numero de marcadores moleculares para lograr una mayor separacion y

delimitacién de especies (Simeone et al., 2013; Yang et al., 2017).

8.2.3. Relaciones filogenéticas entre las especies de Quercus del predio

La reconstruccién filogenética a partir de secuencias de ADN cloroplastico y ADN
ribosomal nuclear, permitio separar a Q. elliptica, Q. sapotifolia y Q. scytophylla. Por el
contrario, los demas taxa analizados no pudieron ser diferenciados. La reconstruccion
filogenética del marcador CD_CD (tRNL) separé a Q. scytophylla, lo cual fue
consistente con la informacién morfolégica. De esta manera Q. scytophylla es el Ginico
taxa que pudo ser distinguido de los demas tanto genéticamente como
morfolégicamente. En cuanto a Q. sapotifoliay Q. elliptica, esta investigacién demostré
que, aunque las reconstrucciones filogenéticas con el ADN cloroplastico y los andlisis
morfométricos no permitieron distinguir claramente entre ambas, el analisis
morfologico y la reconstruccién filogenética a partir de las secuencias concatenadas
de las regiones de ADN ribosomal (ITS 1-2 e ITS 3-4) confirman la separacion
taxondmica de ambas, ya que existe una diferenciacion genética que permite confirmar
su identidad taxondmica como especies separadas. Cabe resaltar que los problemas
taxonodmicos no fueron exclusivos de esta investigacidn, sino que ambas especies han
sido confundidas por especialistas, debido a su gran similitud morfolégica, inclusive
han sido propuestas como una variedad de la otra. Por ejemplo, Valencia-Avalos
(2004) reclasifico material herborizado de Q. sapotifolia que habia sido identificado
como Q. elliptica Liebm. y Q. elliptica var. microcarpa (Liebm.).
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De igual importancia, en el presente estudio las reconstrucciones filogenéticas
distinguen claramente a los taxa en las secciones a la cual pertenecen: Lobatae y
Quercus (Figuras 11,13, 15y 17), lo cual también fue detectado por Ruiz-Dominguez
(2016). Los resultados obtenidos demostraron que en todas las reconstrucciones
filogenéticas el grupo A (marcado en color verde) es altamente consistente y esta
constituido por las especies de la seccion Quercus (encinos blancos) identificadas
morfolégicamente en esta en esta investigacion: Q. glabrescens Benth,,
Q. glaucescens Humb., Q. peduncularis Née. y Q. vicentensis Trel. Por su parte, el
grupo B (marcado en color rojo) lo constituyen las especies de la seccion Lobatae
(encinos rojos) identificadas morfolégicamente en esta investigacion: Q. acutifolia
Née., Q. calophylla Trel., Q. elliptica Née., Q. rubramenta Trel., Q. sapotifolia Liebm. y
Q. scytophylla Liebm.

En esta investigacion en todas las reconstrucciones filogenéticas el grupo A
(marcado en color verde) es altamente consistente, sin embargo, el clado B es
consistente Unicamente en la reconstruccion del marcador Maturase K (MatK), y de las
secuencias concatenadas de Maturase K (MatK) y CD_CD (tRNL), ya que en las
reconstrucciones filogenéticas del marcador CD_CD (tRNL) y de las secuencias
concatenadas de ITS 1-2 e ITS 3-4, algunos taxa muestran una relacion distinta ya
gue no se encuentran agrupados con los ejemplares del mismo taxa, sino que se
encuentran fuera del clado aleatoriamente o en forma de politomias. De la misma
forma, Ruiz-Dominguez (2016), demostrd que la limitacion para separar correctamente
entre especies con base en marcadores moleculares ocurre al interior de cada seccion,
ya que observo el mismo patrén de separacion inconsistente en la seccion Lobatae,
llegando a hipotetizar a dichos individuos como resultado de eventos de hibridacién (lo
cual se habla a mayor profundidad mas adelante).

Debido a que los caracteres tradicionales o morfolégicos son determinados por
los genes, el uso de secuencias de ADN se puede considerar una manera mas directa
de observar diferencias heredables entre especies (Gernandt et al., 2007). Asimismo,
Valladares et al., (2004) en su estudio, describen que la variacion en las caracteristicas
morfologicas foliares entre individuos de Q. laeta, puede ser el resultado de diferencias

genotipicas en los individuos. Tovar-Sanchez y Oyama (2004), sugieren que las
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diferencias observadas en el tamafo de las hojas Q. crassifolia y Q. crassipes,
probablemente se deban a los factores ambientales y no a los factores genéticos. Por
su parte, Bruschi et al., (2003), mencionan que los robles italianos muestran grandes
niveles de diversidad fenotipica y genética lo cual es evidencia de la capacidad para
adaptarse a diversas condiciones ecoldgicas. En los encinos, la morfologia foliar esta
determinada genéticamente, y la intensa presion de seleccién a la que estdn sometidas
las hojas da como resultado diferentes fenotipos, dependiendo del medio en que se
desarrollan (Tovar-Sanchez y Oyama, 2004; Zufiga et al., 2009). Entonces, se puede
asociar la diversidad morfolégica que presentan las especies analizadas como
respuestas a los factores ambientales y eso puede llegar a ser observado los
individuos de Q. acutifolia y Q. calophylla en el predio de Los Ocotones, ya que estos
presentaron dos morfotipos, los cuales pudieron ser separados morfolégicamente, sin
embargo, genéticamente no mostraron diferencias significativas para ser considerados

como taxa distintos.

8.2.4. Reconocimiento del individuo hibrido en el predio Los Ocotones
Es poco el conocimiento sobre las especies de Quercus en México, debido a su amplia
distribucion, alta variabilidad morfologica y sobre todo, la alta frecuencia de hibridacién
entre especies, lo cual ha sido detectado a través de caracteristicas morfolégicas y
marcadores moleculares (Van Valen, 1976; Bacon y Spellenberg, 1996; Valencia-
Avalos, 2004; Gonzalez-Rodriguez y Oyama, 2005; Tovar-Sanchez y Oyama, 2004;
Zuhiga et al., 2009; Albarran-Lara et al., 2010; Nufez-Castillo et al., 2011; Dorado y
Rangel, 2014, Valencia-Cuevas et al., 2015). Quercus L. ha sido propuesto como un
género relevante para entender como la hibridacién y la introgresion influyen en la
evolucion de las plantas (Gil-Pelegrin et al., 2017). Los individuos hibridos
generalmente presentan caracteristicas fisicas intermedias entre las dos o mas
especies que les dieron origen, lo cual dificulta su taxonomia (Valencia-Avalos, 2004;
Gonzalez-Rodriguez y Oyama, 2005; Zadiga et al., 2009; Albarran-Lara et al., 2010;
Nufez-Castillo et al., 2011; Dorado y Rangel, 2014, Valencia-Cuevas et al., 2015).
En esta investigacion llama la atencién que en las tres reconstrucciones
filogenéticas de ADN cloroplastico, el individuo hibrido Q. peduncularis x glaucescens
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muestra una agrupacion peculiar, ya que en la reconstruccion filogenética del
marcador MatK, este se encuentra agrupado con las especies del clado B (seccion
Lobatae), y en la reconstruccion filogenética del marcador CD_CD, este se encuentra
agrupado con las especies del clado A (seccion Quercus), donde también se
encuentran las dos especies parentales sugeridas (Q. peduncularis Née, y
Q. glaucescens Humb.). Sin embargo, en la reconstruccion filogenética realizada
mediante la concatenacion de ambas secuencias de ADN cloroplastico, este se
encuentra en un haplotipo y/o clado intermedio entre ambas secciones, lo cual sugiere
que el individuo ID. 35, ademas de ser hibrido entre las dos especies parentales de la
seccion Quercus; este también posee informacion genética de otras especies de la
secciéon Lobatae, con ello se confirma que la amplia variedad morfologica que este
individuo presenta (analizada en la seccion de morfologia), es resultado del flujo de
genes e hibridacion entre varias especies del predio Los Ocotones.

A pesar de la ocurrencia de hibridacion entre especies de encinos, la creacion
de una nueva especie por hibridacion es poco comun, por lo cual, detectar el fenémeno
de hibridacién es poco probable (Dorado y Rangel, 2014). Hasta el afio 2015, en
México soOlo se reconocen cuatro casos de especies hibridas formales en Quercus
(Valencia-Cuevas et al., 2015), ya que la mayoria de los hibridos de roble son
producidos de forma aislada y esporadica, y por lo regular son eliminados a través de
la seleccion natural (Bacilieri et al., 1995; Valencia-Avalos, 2004). De acuerdo con Klier
et al., (1991) y Tovar-Sanchez y Oyama (2004), las zonas hibridas con altos niveles
de perturbacién son las que presentan mayor numero de individuos hibridos (en su
mayoria juveniles). Los disturbios producidos por actividades humanas como la tala,
la deforestacion, los incendios y la agricultura, pueden mejorar el establecimiento de
hibridos ya que modifican las barreras reproductivas (Bacilieri et al., 1995; Encina y
Villarreal, 2002; Romero et al., 2015). En esta perspectiva la presencia del individuo
hibrido ID. 35 identificado como Q. peduncularis x glaucescens, y con caracteristicas
de mas especies de otra seccidn en la que se encuentran sus parentales, puede
deberse a una respuesta ambiental de las condiciones geograficas del predio, y los
posibles efectos que el manejo forestal del MDS tiene en el predio, tal y como lo que

sucede con la presencia de morfotipos en las especies de Q. acutifolia y Q. calophylla.
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La hipétesis de hibridacion y de introgresion de Bacilieri et al. (1995) plantea
que las poblaciones actuales mezcladas pueden contener un niamero de individuos
introgresivos distribuidos a lo largo del rango ecoldgico y morfologico. La hibridacion
bioldgica promueve la diversidad del acervo genético al originar genotipos nuevos en
las poblaciones de las especies involucradas (Dorado y Rangel, 2014), siempre y
cuando los hibridos se puedan establecer y reproducir con las especies parentales,
mediante el proceso de introgresion (retro cruces), infiltrando de esta manera
fragmentos del genoma de una especie a otra (Grant, 1989; Bacon y Spellenberg,
1996; Lopez de Heredia 2013), tal y como fue documentado en Q. crassifolia y
Q. crassipes (Tovar-Sanchez y Oyama, 2004). Es necesario realizar un estudio
exhaustivo para encontrar mas individuos hibridos Q. peduncularis x glaucescens, asi
como de las especies parentales, y de esta manera corroborar que el individuo ID. 35
no es resultado de una hibridacion esporadica y pueda ser reconocido formalmente,
sin embargo, este tema excede los objetivos planteados en la presente investigacion,

por lo cual se sugiere realizar una investigacion enfocada a estudiar este fenémeno.

8.2.5. Reconocimiento del Flujo de genes en el predio Los Ocotones

También, llama la atencién que en las cuatro reconstrucciones filogenéticas analizadas
(ADN cloroplastico y ADN ribosomal nuclear), el individuo ID. 9 identificado como
Q. peduncularis no se agrupa con los individuos de su misma especie 0 seccion, sino
que se agrupa con las especies de la seccion Lobatae dentro del clado B (Figuras 10-
17). Asimismo, llama la atencién que a pesar de que en las tres reconstrucciones
filogenéticas de ADN cloroplastico analizadas, el individuo ID. 24 identificado como
Q. acutifolia mfsp.2, se agrupa con los individuos de su misma seccion, en la
reconstruccién filogenética del ADN ribosomal nuclear, no que se agrupa con los
individuos de su misma especie, sino que se agrupa con individuos de
Q. calophylla mfsp.1, Q. calophylla mfsp.2 y Q. sapotifolia (Figuras 10-17).

En su estudio Ruiz-Dominguez (2016) tres individuos de Q. laurina no se
agruparon como una misma especie en los arboles filogenéticos realizados. Lo mismo
se observo para los individuos de Q. crispipilis, por lo cual propone que esto puede ser
el resultado de una determinacion fenotipica errénea, o incluso pueden ser hibridos
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(Ruiz-Dominguez, 2016). Sin embargo, la explicacion que mejor responde las
agrupaciones de Q. peduncularis (ID. 9) y Q. acutifolia mfsp.2 (ID. 24) con otros
individuos distintos a la especie que fueron asignados, puede ser el flujo genético, el
cual es un fendbmeno comun en los robles (Quercus spp.), el cual puede ocurrir
simultaneamente en diferentes especies (Campbell y Reece, 2007; Valencia-Cuevas
et al., 2015). El flujo genético es definido como el proceso de transferencia de genes
entre dos 0 mas especies (Curtis y Schnek, 2006).

Algunos estudios con marcadores moleculares revelan que existe baja
diferenciacion poblacional en algunas especies de encinos, lo que sugiere un elevado
flujo génico (via polen) entre poblaciones (Petit et al., 2003; Gonzalez-Rodriguez y
Oyama, 2005). Esto implica que una gran proporcion de la variacién genética total de
la especie puede encontrarse dentro de cualquier poblacion y por esta razén, puede
esperarse un amplio intervalo de variacion fenotipica con base genética entre
individuos, aun cuando las caracteristicas morfolégicas puedan estar sujetas a
restricciones del desarrollo y del ambiente (Bruschi et al., 2003; Seehausen, 2004). El
rol de la transferencia horizontal de genes mediante el flujo génico se reconoce cada
vez mas como un factor en la capacidad de los organismos de larga vida para
adaptarse a nuevos o entornos cambiantes (Cavender-Bares, 2018). Respecto a esto,
el flujo de genes interespecificos puede contribuir a la adaptacion y al mantenimiento
de una alta diversidad genética dentro de las poblaciones. EI mantenimiento de alta
variacion genética y la capacidad de evolucion de rasgos funcionales criticos, junto
con la variacion plastica, son mecanismos probables que contribuyen a la persistencia
de especies a largo plazo mas de lo que la adaptacién a condiciones muy locales hace
(Cavender-Bares, 2018).

En este sentido también se puede ver que las agrupaciones de
Q. peduncularis (ID. 9) y Q. acutifolia mfsp.2 (ID. 24) con otros individuos distintos a
sus especies reconocidas, asi como también la evidencia que el individuo hibrido
ID. 35 identificado como Q. peduncularis x glaucescens presenta caracteristicas
morfolégicas y genéticas de mas especies presentes en el predio Los Ocotones,
comprende situaciones ecologicas que implican el estudio del flujo genético entre las

especies analizadas, lo cual excede los objetivos planteados en la presente
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investigacion. Dependiendo de la amplitud del flujo de genes interespecifico, una serie
de implicaciones evolutivas y ecoldgicas podrian afectar a este grupo de especies
(Bacilieri et al., 1995; Seehausen, 2004; Lépez de Heredia, 2013). Dichos objetivos
pueden ser objeto de estudio en investigaciones futuras, sin embargo, la informacion
aqui presentada puede ser utilizada como base para estudios futuros sobre
biosistematica y evolucion de los encinos del predio.

8.3. Ecologiay conservacion de las especies de Quercus presentes en el predio
Las especies de Quercus muestran amplia variacion morfolégica y adaptativas (Pérez-
Ramos et al., 2014), lo cual les ha permitido habitar una gran diversidad de espacios
geograficos y condiciones ecolégicas (Romero et al., 2015). La riqueza de especies de
encinos suele ser variable a lo largo de su distribucién, y esta se encuentra
estrechamente relacionada con el entorno en el que se desarrollan, ya que los sitios
que poseen una mayor diversidad de habitats con variaciones ecoldgicas son propicios
para el desarrollo de un mayor nimero de especies (Cavender-Bares, 2016; Encina y
Villarreal, 2002). En Estados Unidos, particularmente en Florida, la diversidad de
robles es considerada alta, ya que en este estado se han registrado un total de 26
especies, de las cuales 17 especies coexisten en el norte del estado (Cavender-Bares
et al., 2006). En México, en algunos estados el nUmero de especies es relativamente
mayor, por ejemplo, Encina y Villarreal (2002), reportaron 31 especies de Quercus
(incluyendo tres variedades) en el estado de Coahuila, lo cual lo atribuyen a la posicion
geografica y tamafo del estado, pero principalmente la fisiografia irregular que
ocasiona la presencia de una serie de sierras aisladas, cuyas altitudes medias fluctian
entre 1,000-2,500 m, pero alcanzan elevaciones de hasta 3,600 metros sobre el nivel
del mar.

En México, Nixon (1993), considera a las montafias del centro y el este de
México como centros de diversificacion del género. Asimismo, Valencia-Avalos (2004),
indica que el estado con mayor rigueza en el pais es Oaxaca, y debe su alta riqueza
especifica gracias a su compleja fisiografia, la cual esta determinada por la confluencia
de cadenas montafiosas tales como la Sierra Madre Occidental, parte del Eje

Volcanico Transversal, la Sierra Madre del Sur y la Sierra Madre de Chiapas (los
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altimos dos, también para Chiapas), de esta manera ambos estados gozan de una
posicion geografica de alta importancia que alberga una de las mas elevadas
diversidades de ecosistemas en todo Mesoamérica y Norteamérica (Valencia-Avalos,
2004).

El registro mas reciente de encinos presentes en México de Villasefor (2016),
reportd un total de 174 especies para el pais. De acuerdo con Valencia-Avalos, (2004),
en el estado de Chiapas se distribuyen 44 especies. Para el predio forestal Los
Ocotones, Martinez-Meléndez (2012) y en el Plan Maestro Los Ocotones (PMLO,
2013), sugieren la presencia de siete especies de encinos, mientras que Martinez-
Meléndez y Lopez-Santiago (2019), sugieren 12 especies de encinos. No obstante, en
este estudio se registraron formalmente a 10 especies, ademas de una morfoespecie
para Q. calophylla y otra para Q. acutifolia, asi como un individuo producto de la
hibridacién Q. peduncularis x glaucescens, con lo cual se propone que en el predio
Los Ocotones coexisten 13 taxa del género. La presencia los 13 taxa de Quercus en
la zona de estudio probablemente esta determinado por la heterogeneidad del relieve
del predio y por su ubicacion en la parte media de la cadena montafiosa de la Sierra
Madre de Chiapas (PMLO, 2013), lo que hace que Los Ocotones sea un sitio idéneo
para albergar una gran riqueza de encinos (Cruz-Jiménez, 2021).

Los robles son un componente dominante en los bosques de montafia y
bosques secos de tierras bajas en México, y se encuentran entre los arboles mas
importantes para el sustento rural, principalmente debido a su amplio uso como lefia'y
madera (Oldfield y Eastwood, 2007; Romero et al., 2015). En Estados Unidos y en
México, los robles son el género que posee la mayor rigueza de especies en sus
bosques, gracias a su aprovechamiento, los robles se encuentran entre los cinco
géneros con mayor riqueza de especies de arboles forestales (Cavender-Bares, 2016).
Tanto Q. peduncularis y Q. sapotifolia son unos de los mejores arboles del pais para
la lefia, debido a su alta densidad y la facilidad con que se puede cortar y dividir, asi
como su lento ritmo de quema y buena produccion de calor (Oldfield y Eastwood,
2007).
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En todo el mundo, muchas especies de robles estan en peligro de extincion,
debido a que, durante los ultimos 200 afios grandes &reas de bosques de encino en
las tierras altas de México y América Central han sido despejados para realizar
cafetales y pastoreo de ganado, asi como sobreexplotacion de madera, lefia y carbon,
y cosecha no sostenible, por lo tanto, es posible que varias especies de encinos estén
en una condicién de vulnerabilidad (Oldfield y Eastwood, 2007). A pesar de ello, el
estado de conservacion de las especies de robles es poco conocido en varias partes
del mundo. Por ejemplo, a pesar de que especialistas consideran a México como el
centro de diversificacion de género (Valencia-Avalos, 2004; Romero et al., 2015), en
México actualmente aun no hay certeza del nimero exacto de especies para el género,
y ademas no existen datos suficientes sobre la abundancia y distribucién para muchas
especies descritas como para ubicarlas en alguna categoria de riesgo (Oldfield y
Eastwood, 2007). Como muestra de ello, se puede observar que tanto en la Norma
Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2001 y la NOM-059-SEMARNAT-2010, no incluyen
a ninguna especie de Quercus (SEMARNAT, 2002; SEMARNAT, 2010). Por su parte,
la modificacidén y actualizacion del Anexo Normativo Il de la NOM-059-SEMARNAT-
2010 de 2019 (SEMARNAT, 2019), incluye unicamente a Quercus macdougallii
Martinez. en la categoria de riesgo Amenazada (A), sin embargo, esta especie no se
encuentra registrada en el predio de Los Ocotones.

A pesar de la falta de informacion por parte del gobierno mexicano, podemos
utilizar a estudios de otras partes del mundo que nos ayuden a conocer el estado de
conservacion de las especies. Por ejemplo, el informe del estado de conservacion en
la naturaleza de los robles en todo el mundo del 2007, de la Unién Internacional para
La conservacion de la Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés), considera a cuatro
especies de Quercus presentes en el predio: Q. calophylla Née (antes Q. candicans;
Valencia-Avalos et al., 2018), Q. elliptica Née, Q. sapotifolia Liebm. y Q. peduncularis
Née. en un estado de conservacion de preocupacion menor (LC), no obstante,
considera a Q. vicentensis Trel. dentro de la lista de robles amenazados globalmente,
calificando su estado de conservacién como Vulnerable (VU) (Oldfield y Eastwood,
2007).
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Actualmente, la Lista Roja de Especies Amenazadas de la IUCN (IUCN, 2022)
considera siete especies de Quercus presentes en el predio: Q. calophylla Trel.,
Q. elliptica Née., Q. sapotifolia Liebm. Q. scytophylla Liebm. Q. glabrescens Benth.
Q. glaucescens Humb., y Q. peduncularis Née. como especies con un estado de
conservacion de preocupacion menor (LC). Sin embargo, considera a: Q. acutifolia
Née., Q. rubramenta Trel., y Q. vicentensis Trel (dos especies mas en comparacion
con el listado de 2007) en un estado de conservacion Vulnerable (VU) (IUCN, 2022).
Cabe aclarar que la Lista Roja de Especies Amenazadas de la IUCN considera a un
taxdén como Preocupacion Menor (LC) cuando la evidencia indica que los taxones son
abundantes, sin embargo, considera como Vulnerable (VU) a un taxén cuando la
evidencia indica que enfrenta un alto riesgo de extincidn en la naturaleza (IUCN, 2022).

En relacién con este tema, se tiene conocimiento que, durante los primeros
afos, el manejo forestal sustentable del predio particular Los Ocotones contaba con la
comercializacién de carbon vegetal obtenido de encinos (Quercus spp.), sin embargo,
las carboneras con las que contaba el predio fueron derribados por un sismo en el
2017, por lo que desde entonces dejaron de aprovechar los encinos para ese fin
(PMLO, 2013; Caballero et al., 2017; Martinez-Meléndez et al., 2021), por lo cual es
posible que durante los afios de aprovechamiento de carbon de los encinos haya
tenido efecto en la abundancia de los mismos en el predio Los Ocotones. Los estudios
de Cruz-Jiménez (2021) y Martinez-Meléndez et al., (2022), han demostrado que el
manejo forestal del predio permite la presencia de al menos cinco especies de encinos
Q. calophylla Schitdl. Q. elliptica Née, Q. glaucescens Bonpl., Q. peduncularis Née, y
Q. sapotifolia Liebm. Por lo cual, es probable que estas cinco especies toleren la
perturbacion que implica MDS aplicado hasta el momento, sin embargo, es necesario
realizar un estudio especifico para ver lo que sucede con las demas especies, el cual
podria ser un aspecto que deberia ser considerado y abordado en estudios futuros.

Respecto al efecto de la intensidad del manejo forestal en el predio, Martinez-
Meléndez (2022) sefiala que hasta ahora el aprovechamiento forestal no ha tenido un
impacto negativo en la rigueza efectiva de especies de arboles en los sitios
muestreados, sin embargo, la estructura arbdrea si presenta cambios significativos, ya

que la densidad de encinos pequefios y medianos fueron mas altos en NT (Sin
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tratamiento) y més bajos en CL (Corta de liberacion) (Martinez-Meléndez, 2022). Esto
se debe a que durante las intervenciones del método de desarrollo silvicola aplicado
(MDS), se reduce la densidad y tamafio de los arboles, lo cual promueve la
regeneracion y crecimiento de las especies de interés maderable (PMLO, 2013;
Martinez-Meléndez et al. 2021). Martinez-Meléndez et al. (2021), también dan a
conocer que los encinos remanentes que dejan en pie durante la aplicacion de los
tratamientos del MDS, estan funcionando como reservorios de epifitas, las cuales
tienen un papel importante para mantener el ecosistema saludable (Martinez-
Meléndez, 2022). Asimismo, Cruz-Jiménez (2021), en su estudio sobre el efecto de la
estructura de la vegetacion del predio Los Ocotones en la diversidad de aves, sefala
que a pesar de que los sitios sin manejo forestal presentan la mayor riqueza y
diversidad de aves, la diversidad de aves no se ve afectada por la estructura de la
vegetacion, probablemente debido a la aplicacion del manejo forestal sustentable.
Martinez-Meléndez y Lépez-Santiago (2019), sefialan que los estudios actuales
sobre los encinos en Chiapas, en México y en el mundo deben ser multidisciplinarios,
ya que para dilucidar y concebir el tremendo peso que los encinos tienen en la
vegetacion de climas templados y sub-tropicales del hemisferio boreal, nos lleva a
estudiar no solo al género Quercus, sino también al ambiente y a la estructura de la
comunidad vegetal circundante (Martinez-Meléndez y Lépez-Santiago, 2019). De esta
forma es necesario informar a las autoridades del predio para que tomen mas acciones
de conservacion y proteccion para los encinos presentes en el predio, debido a su
importancia ecoldgica como refugio de otras especies de flora amenazadas y
asociadas a Quercus, como lo son las epifitas (Martinez-Meléndez, 2022), sugiriendo
de esta manera a las autoridades del predio que el manejo forestal tome medidas de
conservacion especial para Q. acutifolia, Q. rubramenta, y Q. vicentensis, ya que la
lista de robles amenazados de la IUCN los considera en un estado de conservacion
Vulnerable (VU) (IUCN, 2022). Tal y como lo que se realiza dentro de areas protegidas
de La Reserva de la Biosfera El Triunfo con la especie de roble Q. benthamii, la cual

se encuentra globalmente amenazada (Oldfield y Eastwood, 2007).
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IX. CONCLUSIONES

Los analisis de descripcion taxonémica morfolégica cualitativa, permitieron
identificar formalmente a 10 especies para el predio Los Ocotones. También se
reconocieron dos morfotipos y un individuo posiblemente hibrido, que se
tomaron como unidades taxonOmicas operativas (taxa) adicionales a las 10
especies formalmente reconocidas, de esta manera son 13 el niumero de
especies potenciales en Los Ocotones.

Esta investigacion adiciona dos nuevos registros de encinos para el predio:
Q. glabrescens Benth. y Q. rubramenta Trel.

El andlisis estadistico indica una amplia variacibn morfométrica y traslape de
las nueve variables morfométricas en los 13 taxa, a pesar de ello, permite
distinguir confiadamente algunas especies. El analisis discriminante a partir de
medias aritméticas resultd efectivo para separar claramente a cinco taxa:
Q. acutifolia mfsp.2, Q. calophylla mfsp.1 y mfsp.2, Q. rubramenta y
Q. scytophylla, y en menor grado a dos taxa mas: Q. acutifolia mfsp.1 y
Q. glaucescens.

Los caracteres mas Utiles para separar las especies fueron (LL), (LP), (LTH),
(LL/AM) y (LBAM*100/ LTH).

El analisis de funciones discriminantes sugiere que el individuo hibrido
Q. glaucescens x peduncularis, es morfométricamente mas parecido a
Q. peduncularis.

La amplia variacién foliar (variacion fenotipica) puede ser atribuido a la
plasticidad fenotipica, en respuesta al estrés hidrico, grado de exposicion, entre
otros factores ambientales. La variacion foliar tiene un componente genético
probablemente igual de importante que el ambiental, ya que se observo que
cada arbol present6 un genotipo distinto. La interaccion genotipo ambiente
puede tener un efecto mayor en Quercus calophylla, asi como Q. acutifolia, ya
gue a ambas se proponen dos morfoespecies.

En las 99 secuencias amplificadas, la primera especie con mayor porcentaje de

identidad en el GenBank, es distinta a las determinaciones hechas previamente
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en esta investigacion. Unicamente 37 secuencias (de los marcadores MatK, ITS
1-2 e ITS 3-4), coinciden con secuencias de la misma especie o con las
especies: Q. acutifolia, Q. candicans (sinonimia de Q. calophylla) y Q. elliptica,
las cuales se encuentran presentes en el predio. Cabe destacar, que con el
marcador ITS 1-2, en 16 de 24 secuencias analizadas y con un porcentaje de
identidad (>91.32%) hubo consistencia, entre la especie identificada en campo
con la ubicada en el GenBank.

Se lograron identificar cinco haplotipos para el marcador CD_CD (tRNL), seis
haplotipos para el marcador Maturase K (MatK), ocho haplotipos para los
marcadores de cloroplasto concatenados y 21 para los marcadores de
ribosomales nucleares ITS 1-2 e ITS 3-4 concatenados. El alto nimero de
haplotipos observados validan el uso de los marcadores de cloroplasto y
ribosomal-nuclear, como herramienta para estudios filogenéticos.

Q. acutifolia mfsp. 1 puede ser considerada como el taxa con mayor diversidad
genética cloroplastico, debido a que posee tres haplotipos.

Los analisis de identidad filogenética son congruentes con la asignacion
taxondmica a nivel de subgénero, ya que lograron separar a los 13 taxa en los
subgéneros: Lobatae y Quercus. Sin embargo, no son congruentes con la
asignacion taxondmica a nivel de especie.

La reconstruccién filogenética a partir de secuencias de ADN cloroplastico y
ADN ribosomal nuclear, permiti6 separar a Q. elliptica, Q. sapotifolia y
Q. scytophylla. Sin embargo, Q. scytophylla es el Unico taxa que pudo ser
distinguido tanto genéticamente como morfolégicamente de los demas taxa
analizados.

Se puede asociar la diversidad morfolégica que presentan las especies
analizadas como respuestas a los factores ambientales y eso puede llegar a ser
observado en los individuos de Q. acutifolia y Q. calophylla en el predio Los
Ocotones, ya que estos presentaron dos morfotipos, los cuales pudieron ser
separados morfolégicamente, sin embargo, genéticamente no mostraron

diferencias significativas para ser considerados como taxa distintos.
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Se encontro que de acuerdo con la Lista Roja de Especies Amenazadas de la
IUCN actual, tres taxa de Quercus presentes en el predio: Q. acutifolia Née.,
Q. rubramenta Trel., y Q. vicentensis Trel (dos especies mas en comparacion
con el listado de 2007) estan considerados en un estado de conservacion
Vulnerable (VU) (IUCN, 2022).

79



X. RECOMENDACIONES

Analizar un mayor numero de hojas por cada individuo, y un mayor nimero de
individuos de cada especie, con el fin de reducir el sesgo de medicion.

Utilizar otros caracteres morfolégicos diagnostico para separar mejor a las
especies que se empalman morfométricamente, o bien, realizar estudios
complementarios sobre morfometria geométrica, tal y como realizaron Liu et al.
(2018).

Analizar un mayor niamero de individuos para cada taxa, asi como realizar
estudios de genética de poblaciones de manera individual para cada taxa, con
el fin de estimar la viabilidad de estas.

Utilizar un mayor nimero de marcadores moleculares para lograr una mejor
separacion y delimitacion de especies, tal como lo realizaron Yang et al. (2017).
Realizar un estudio que permita confirmar la potencial hibridacion entre
Q. peduncularis x glaucescens y de esta manera corroborar que el individuo ID.
35 es resultado de una hibridacion y pueda ser reconocido formalmente.

Se recomienda realizar un analisis enfocado en el estudio del flujo genético de
Q. peduncularis (ID. 9), Q. acutifolia mfsp.2 (ID. 24) y el hibrido Q. peduncularis
X glaucescens (ID. 35) para comprender la razén por la cual presentan
caracteristicas genéticas de mas especies presentes en el predio, o bien, estan
mas emparentados con otros individuos distintos a sus especies reconocidas.
Se sugiere que el manejo forestal incluya medidas de propagacion y
establecimiento especial para las especies vulnerables (VU): Q. acutifolia,
Q. rubramenta y Q. vicentensis dentro de areas protegidas.

Se propone realizar una revision a los documentos de la certificacion del predio,
por parte de la Rain Forest Alliance de 2012, para incluir la conservaciéon de los
fragmentos de encinares (Martinez-Meléndez Manuel, com. pers.).

De igual importancia, consideramos que las areas sin tratamiento son una
prioridad para el bienestar del predio y para la conservacién de especies
relacionadas y dependientes de los arboles de Quercus como las epifitas

vasculares y las aves (Martinez-Meléndez, 2022).
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XII. ANEXOS

Anexo 1. - Equipo institucional de laboratorio de genética de El Colegio De La

Frontera Sur utilizado en la extraccién y amplificacion de ADN de las especies

del género Quercus.

Bafio Maria con agitacion marca Sheldon®, modelo SWBR17.
Camara de electroforesis con fuente de poder marca BIO-RAD®
Centrifuga marca Eppendorf®, modelo 5427 R.

Concentrador de ADN marca Eppendorf®, modelo 5301.

Congelador marca General Electric, modelo FMC 9DTA WH a -20 °C
Espectrofotometro marca Thermo Scientific®, modelo Nanodrop 2000.
Fotodocumentador marca KODAK® modelo EDAS 290

Termociclador de punto final marca BIO-RAD®, modelo T100 Thermal Cycler.
Micropipetas

BioHit Proline® 100- 1000 pl

BioHit Proline® 10- 100 pl

BioHit Proline® 2 — 20 ul

BioHit Proline® 1 -5 pl

Rainin SL® 10- 100 pl
Rainin SL® 20 pl
Rainin SL® 10 pl

Rainin SL® 2 pl

Corning LAMBDA Plus® 10- 100 pl
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Anexo 2. - Método de extracciéon CTAB 2X, modificado para hojas de Quercus
2019. Laboratorio de genética, El Colegio de La Frontera Sur ECOSUR.
Dia 1

1.

Lavar minuciosamente con agua de la llave las muestras de los apices de rebrotes
(si estan presentes, sino hojas maduras), para retirar la suciedad, seguido de un
lavado con agua destilada. Secar con toallas de papel tipo sanitas y dejar secar a
temperatura ambiente.

Pesar aproximadamente 0.0100 a 0.0200g de tejido foliar seleccionado (evitar
nervaduras primarias), trocear con la ayuda de una tijera de un estuche de
diseccion y macerar en un mortero de porcelana con pistilo de manera suave, no
muy brusca (para evitar dafio en el ADN) con la ayuda de nitrégeno liquido, hasta
obtener un polvo lo mas fino posible.

Agregar a un tubo Eppendorf de 1.5 ml, junto con 1000 yl de CTAB 2X. pasar a
vortex por 15 segundos para homogeneizar la mezcla.

Dejar incubar en bafio Maria con agitacion por una noche a una temperatura de
65°Cy 80 Rpm.

Dia 2.

5.

8.

Centrifugar a 12 700 Rpm. en la centrifuga, durante 8 minutos y trasladar
aproximadamente 700 pl de sobrenadante a tubos nuevos.

Agregar 700 pl de cloroformo: octanol (24:1), agitar hasta homogeneizar y
centrifugar a 10 000 Rpm durante 10 minutos

Trasladar aproximadamente 600 ul de sobrenadante a un tuvo nuevo que contenga
700 ul de alcohol puro al 96%. Este paso es fundamental para obtener ADN limpio,
se debe evitar recuperar material de la difase que se forma.

Dejar reposar durante 4 noches a una temperatura de -20°C.

Dia 6.

9.

Centrifugar a 12 700 Rpm. durante 9 minutos. Eliminar el sobrenadante decantando
el tubo en un recipiente con sumo cuidado, para evitar que se caiga el pellet o botén

formado en el fondo del tubo.
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Anexo 2 - 2

10. Limpiar pellet agregando 300 pl de etanol al 80% frio y centrifugar a 12 700 Rpm.
durante 7 minutos.

11.Eliminar sobrenadante decantandolo en un recipiente con sumo cuidado y dejar
reposar durante 5 minutos.

12.Centrifugar los tubos en el concentrador de ADN, durante 8 minutos con la tapa de
los tubos abiertos.

13. Hidratar pellet con 200 ul de agua tridestilada desionizada esterilizada o agua grado
biologia molecular.

14.Cuantificar las muestras de ADN en el espectrofotometro, agregando 1 ul de cada
muestra a la vez.

15.Si las muestras se notan impuras se realiza un lavado de fenol.

16.Agregar 100 pl de fenol-cloroformo-isoamil alcohol mixture, y pasar a vortex por 15
segundos. Centrifugar a 12 700 Rpm. durante 6 minutos.

17.Recuperar aproximadamente 200 pl de sobrenadante y agregarlo a nuevo tuvo
Eppendorf que contenga 800 ul de alcohol isopropanol al 96%.

18.Dejar reposar durante dos noches a una temperatura de -20°C.

Dia 8.

19.Centrifugar a 12 700 Rpm. durante 9 minutos. Eliminando el sobrenadante
decantado en un tubo

20.Limpiar el Pellet agregando 300 pl de etanol al 80 % frio y centrifugar a 12 700
Rpm. durante 7 minutos.

21.Eliminar sobrenadante decantandolo y dejar secar por 5 minutos. Centrifugar en el
concentrador de ADN durante 8 minutos.

22.Hidratar el Pellet con 80 ul de agua libre de nucleasas.

23.Visualizar ADN en un gel de agarosa al 1%. Agregando 3 ul de ADN y 2 ul de
colorante azul, y dejar corriendo con un voltaje de 87 Watts.

24.Dejar reposar en bromuro de etidio durante 15 minutos, después de eso visualizar

y tomar una foto con la camara.
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Anexo 3. - Electroforesis en gel de agarosaal 1% (P/V) para visualizacion de ADN.

1. Preparar soluciéon de agarosa al 1% en TAE al 1X. Se disuelven 0.3 g de Agarosa
en 30 ml de amortiguador TAE 1X en un matraz Erlenmeyer de 125 ml, y se realiza
una agitacion leve.

2. El matraz se mete a un horno de microondas durante 1:05 minutos

aproximadamente, hasta que la mezcla se vea homogénea y cristalina.
Retirar matraz y dejar enfriar a temperatura ambiente aproximadamente 5 minutos.
Preparar el molde de la camara de electroforesis, el cual debe de estar sobre un
lugar que se encuentre plano (tener en cuenta el nivelador), vaciar la mezcla en el
molde y colocar el peine para los pozos necesarios (10-15 segun sea necesario).

5. Esperar de 15 a 20 minutos a temperatura ambiente para que la mezcla se
solidifique por completo.

6. Una vez que el gel esté solido, se retira el peine con mucho cuidado, para evitar
romper el gel y sumergir el gel en la cadmara de electroforesis que contiene
amortiguador TAE 1X. En la camara de electroforesis, el nivel de TAE al 1X debe
cubrir al gel en su totalidad.

7. En un parafilm se colocan 2 pl de colorante marcador (Blue orange) por cada
muestra. Se toma 4 pl de ADN y se mezclan con el colorante con la ayuda de la
micropipeta, y esta mezcla se coloca en uno de los pozos del gel (Colocarlos de
manera ordenada para evitar confusiones.

8. Tapar la cdmara de electroforesis y colocar los electrodos, asegurandose que la
terminal negativa (negro) se encuentre en el extremo superior.

9. Encender la fuente de poder a un voltaje de 87 volts por 35 minutos aprox.

10. Apagar la fuente de poder cuando el frente de color y las bandas se encuentren a
2 cm del extremo inferior (positivo).

11.Retirar el gel de la cAmara de electroforesis, y colocarlo durante 15 minutos en una
charola que contiene 80ul de bromuro de etidio disueltos en 500ml de agua
destilada.

12.Retirar el gel de la charola con ayuda de guantes y espatulas.

13.Finalmente observar el gel en el transiluminador de luz ultravioleta por unos

segundos.
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14. Fotografiar el gel directamente del transiluminador, a través del fotodocumentador,

guardar o imprimir la imagen en blanco y negro.

15. Apagar el transiluminador, y con ayuda de una espatula retirar el gel, y depositarlo

en el contenedor de desechos contaminados.

Anexo 4. - Electroforesis en gel de agarosa al 2% (P/V) para visualizacion de ADN

amplificado.

1.

Preparar solucion de agarosa al 2% en TAE al 1X: Disolver en un matraz
Erlenmeyer de 125 ml, 0.6 g de agarosa en 30 ml de amortiguador TAE 1X, y
realizar una agitacion leve.

El matraz se mete a un horno de microondas durante 1:05 minutos
aproximadamente, hasta que la mezcla se vea homogénea y cristalina. Cuando el
microondas margue 40 segundos, detenerlo y sacar el matraz con cuidado para
agitarlo levemente, volver a meter y seguir con el proceso.

Retirar matraz y dejar enfriar a temperatura ambiente aproximadamente 5 minutos,
o bien deja enfriar en un recipiente con agua hasta que la parte interior de la mano
soporte el calor, antes de que el gel haya solidificado.

Preparar el molde de la cAmara de electroforesis, el cual debe de estar sobre un
lugar que se encuentre plano (tener en cuenta el nivelador), vaciar la mezcla en el
molde y colocar el peine para los pozos necesarios (10-15 seguin sea necesario).
Esperar de 15 a 20 minutos a temperatura ambiente para que la mezcla se
solidifique por completo.

Una vez que el gel esté sélido, se retira el peine con mucho cuidado, para evitar
romper el gel y sumergir el gel en la cadmara de electroforesis que contiene
amortiguador TAE 1X. En la cAmara de electroforesis, el nivel de TAE al 1X debe
cubrir al gel en su totalidad.

En un parafilm se colocan 2 pl de colorante (Blue Orange) por cada muestra. Se
toman 3 ul de muestra de ADN y se re suspende con el colorante con la ayuda de

la micropipeta, y dicha mezcla se coloca en uno de los pozos del gel.
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8. Enuno de los pozos, colocar el marcador de peso molecular (ladder) de 100 pb. El
tampdn de carga para el marcador molecular es de 2 pl de ladder mas 2 pl de Azul
de bromofenol o Blue Orange.

9. La camara de electroforesis se conecta a la fuente de poder a un voltaje de 89
voltios por aproximadamente una hora y media.

10.Una vez que el gel haya corrido, se saca el molde de la camara y se tifie por 15
minutos en una charola que debe contener 80 pl de Bromuro de etidio disueltos en
500 ml de agua corriente.

11.Con ayuda de la espatula destinada al uso de Bromuro de etidio, se saca el gel de
la charola y se pasa al transiluminador de luz ultravioleta. Se cierra la tapa,
asegurandose que el transiluminador cubra por completo la luz ultravioleta para
evitar dafos en los ojos.

12.Se fotografia el gel directamente con ayuda del fotodocumentador.

13.Se apaga el transiluminador, se retira la tapa del mismo y con ayuda de la espétula,
se retira el gel para ser depositado en el recipiente para geles tefiidos.

14.Con una servilleta, se retira el exceso de bromuro del transiluminador. La servilleta
y los guantes utilizados son desechados en el recipiente rotulado como “Basura

contaminada”.

Anexo 5. Marcadores moleculares utilizados para la identificacién de especies en el predio Los

Ocotones, Cintalapa, Chiapas. Tm (-C) = Temperatura de alineamiento. Bp (Pares de bases)

] - : : Longitud
Referencia Region Secuencias de los primers e sl
amplificada (-C) analizadas
White et al. Forward (5'-3") TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS 1-2 57°C 260 pb
(1990) Reverse (3-5") GCTGCGTTCTTCATCGATGC
White et al. Forward (5'-3') GCATCGATGAAGAACGCAGC
ITS 3-4 52°C 370 pb
(1990) Reverse (3'-5\TCCTCCGCTTATTGATATGC
Forward (5'-3)
Yang et al. ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC
MatK 55°C 698 pb
(2017) Reverse (3'-5)
CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG
Yang et al. CD_CD Forward (5'-3') CTTGACAGGGCGGTGCTCT — 491 oh
(2017) (tRNL) Reverse (3'-5\TAATGGGGACGGACTGTAAAT P
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Anexo 6.- Lista de especies de Quercus colectadas en el predio Los Ocotones,

Cintalapa, Chiapas. y la descripcion de sus caracteres morfoldgicos foliares.

Especie e ID

de colecta de Descripcion
individuos
o Forma: Hojas lanceoladas simples alternas de apice acuminado y aristado;
Q. acutifolia ) ] )
i bases acuminadas y/o atenuadas tanto iguales, como desiguales.
mfsp. 1 Née.

Individuos con

Haz con superficie brillosa y envés glauco,
Margen: sinuado dentado (9-19 aristas).

ID de colecta » ) )
Venacion: Pinnada, 10-13 venas secundarias a cada lado
13,19y 23 o . .
El individuo 13 presenta hojas menos mucronadas y con borde mas entero
Forma: Hojas lanceoladas simples alternas de apice acuminado y de bases
Q. acutifolia  acuminadas y/o atenuadas desiguales.
mfsp. 2 Née.  Haz con superficie muy brillosa y envés glauco con presencia de pubescencia en

Individuos con

las venas axilares.

ID de colecta  Margen: Entero
7,21y24 Venacién: Pinnada, 10-13 venas secundarias a cada lado
El individuo 8 presenta algunas hojas con borde ondulado
Forma: Hojas concavas cuneadas a elipticas simples alternas de apice
cuspidado y mucronado; bases truncadas desiguales.
Q. calophylla L i _
Haz con superficie brillosa y envés glabro con mucha pubescencia color
mfsp.1 Trel.

Individuos con

blanquecina.
Margen: dentado (15-19 aristas)

ID de colecta . i .
15y 1V Venacioén: Pinnada, 10-12 venas secundarias a cada lado
y N .

El individuo 1V presenta hojas de forma cuneadas y de borde ondulado con
pequefios mucrones
Forma: Hojas concavas obovadas simples alternas de apice cuspidado y

Q. calophylla . )
mucronado; bases truncadas u obtusas, tanto iguales, como desiguales.

mfsp. 2 Trel.

Individuos con

Haz con superficie brillosa y envés glabro con mucha pubescencia color

ID de colecta blanquecina.
Margen: doblemente aserrado (16-25 aristas).

ity 22 Venacioén: Pinnada, 10-12 venas secundarias a cada lado

Q. elliptica Forma: Hojas elipticas a obovadas simples alternas de apice redondeado; bases
Née. redondeadas y/o obtusas tanto iguales, como desiguales.
Individuo con  Haz con superficie brillosa y envés glauco,
ID de colecta  Margen: Entero
18 Venacion: Pinnada, 9-15 venas secundarias a cada lado.
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Q.
glaucescens
Humb.

Individuos con

Forma: Hoja oblanceoladas a lanceoladas simples alternas de apice agudo a
cuspidado; bases acuminadas y atenuadas tanto iguales, como desiguales.
Haz con superficie brillosa y envés glauco con presencia de pubescencia en las
venas axilares.

Margen: Undulado y/o dentado a lobulado.

ID de colecta » i .
Venacioén: Pinnada, 9-11 venas secundarias a cada lado.
8,12,30y31 Lo . .
El individuo 8 presenta hojas de forma elipticas y de borde entero
9 Forma: Hoja cuneadas (oblanceoladas) simples alternas de apice agudo; bases
' truncadas, cordadas y reniformes tanto iguales, como desiguales.
glabrescens o ] 3 o .
Benth Haz con superficie brillosa y envés glabro con mucha pubescencia (inclusive en
enth.

Individuos con
ID de colecta V

las ramillas).

Margen: dentado- aserrado con mucrones en cada diente corresponden a cada

vena.
yil Venacién: Pinnada, 10-12 venas secundarias a cada lado.
Forma: Hoja cuneadas (oblanceoladas) simples alternas de 4pices agudos,
obtusos obcordados y/o retusos; bases truncadas, cordadas y reniformes tanto
Q. iguales, como desiguales.

peduncularis
Née.
Individuos con
ID de colecta
9,10,14y 16

Haz con superficie brillosa y envés glabro con mucha pubescencia inclusive en
las ramillas.

Margen: undulado y aserrado y/o festonado (parecen ser lobuladas), con
mucrones (que corresponden a cada vena) en cada ondulacion.

Venacién: Pinnada, 8-15 venas secundarias a cada lado.

Los individuos 9,10 y 14 presentan hojas en lugar de ser onduladas, parecen

dentadas y de forma cuneadas (oblanceoladas).

Q. rubramenta
Trel.
Individuo con
ID de colecta
33

Forma: Hojas acumitadas, aristadas Y/o subuladas simples alternas de apice
acuminado y/o cuspidado; bases redondeadas y/o obtusas cordadas y/o
reniformes tanto iguales, como desiguales.

Haz con superficie poco brillosa con pubescencia en las venas primarias y
secundarias; envés glabro con poca pubescencia inclusive en las ramillas.
Margen: Entero

Venacién: Pinnada, 13-18 venas secundarias a cada lado.

Q. sapotifolia
Liebm.
Individuos con
ID de colecta |,
17,25y 32

Forma: Hojas oblongas, oblanceoladas a elipticas simples alternas de 4pice
obtusos a redondeados y/o agudos; bases redondeadas y/o truncadas tanto
iguales, como desiguales.

Haz con superficie brillosa y pubescencia en las venas primarias; envés glauco.
Margen: Entero
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Venacion: Pinnada, 13-19 venas secundarias a cada lado (venas secundarias
grandes gruesas y pequefias delgadas intercaladas entre si).

El individuo 17 presenta algunas hojas muy muy grandes

El individuo 32 posee hojas de forma subulada, con un color verde aceituna,

ademas de presentar pubescencia en el envés de la hoja

Q. scytophylla
Liebm.
Individuo con
ID de colecta
VI

Forma: Hojas subuladas a elipticas simples alternas de apice acuminado,
aristado; bases truncadas, atenuadas, cordadas y/o reniformes desiguales.
Haz con superficie brillosa y envés glabro con

poca pubescencia.

Margen: doblemente aserrado (15-19 aristas) a espinoso

Venacion: Pinnada, 8-12 venas secundarias a cada lado. El 1er par de venas

secundarias se encuentra unido en la vena central.

Q. vicentensis
Trel.
Individuo con
ID de colecta
34

Forma: Hoja oblongas a lanceoladas simples alternas de 4pice agudo
y/cuspidado; bases truncadas, cordadas y reniformes tanto iguales, como
desiguales.

Haz con superficie brillosa y envés glabro con mucha pubescencia inclusive en
las ramillas.

Margen: ondulado y/o dentado con mucrones que corresponden a cada vena.

Venacién: Pinnada, 13-15 venas secundarias a cada lado.

hibrido Q.
glaucescens x

peduncularis

Forma: Hojas cuneadas (oblanceoladas) y elipticas simples alternas de apice
agudos, obtusos a cuspidado; bases tanto atenuadas, redondeadas truncadas,
cordadas y reniformes con terminacién igual o desigual.

Haz con superficie brillosa, de color verde aceituna y envés glabro con poca

Individuo con . ] ) ]
pubescencia presente inclusive en las ramillas.
ID de colecta
35 Margen: entero y ondulado
Venacion: Pinnada, 13-14 venas secundarias a cada lado.
TOTAL: 30 Individuos pertenecientes a 13 unidades taxondmicas operativas (especies)
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Anexo 7. Determinacion de las especies de Quercus presentes en el predio de Los Ocotones Cintalapa, Chiapas con base en lacomparacion

de secuencias del marcador cloroplastico tRNL (CD_CD).

aceptables y no utilizadas para los analisis filogenéticos.

— Secuencias no amplificadas. MAL: Secuencias con caracteristicas no

Especie identificada CD_CD Primer especie con Porcentaje Especies presentes Porcentaje de
con el ID. colecta mayor % de de identidad Sequence en el predio identidad 2da Sequence ID
identidad ler especie ID especie
Quercus acutifolia si Quercus marilandica  100.00% MG709436.1
mfsp.1 (13)
Quercus acutifolia . 0
mfsp.1 (19) Si Quercus rubra 99.80% KU186950.1
Quercus acutifolia . 0
misp.1 (23) Si Quercus rubra 99.80% KU186950.1
Quercus acutifolia
mfsp.2 (7) MAL
Quercus acutifolia . 0
mfsp.2 (21) Si Quercus rubra 99.80% KU186950.1
Quercus acutifolia . 0
mfsp.2 (24) Si Quercus rubra 100.00% KU186950.1
Quercus calophylla Quercus rubra 100.00% KU186952.1
mfsp.1 (V)
2;1:;.(:1u?1(;';1lophylla Si Quercus rubra 99.79% KU186954.1
lophyll . .

Quercus cajophylia Quercus marilandica  100.00% MG709436.1
mfsp.2 (11)
Quercus calophylla Si Quercus marilandica  100.00% MG709436.1
mfsp.2 (11I)
Quercus calophylla Si Quercus marilandica  99.80% MG709436.1
mfsp.2 (22)
Quercus elliptica (18)  Si Quercus rubra 99.80% KU186950.1
Quercus glabrescens i
V)

|
8‘1‘?0”5 glabrescens Quercus stellata 100.00% MG709405.1
g;ercus glaucescens Quercus stellata 100.00% MG709405.1
Quercus glaucescens Quercus stellata 99.39% MG709405.1

(12)
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Anexo 7 -2

Quercus glaucescens

(30) Si Quercus stellata 100.00% MG709405.1
g‘i‘;rcus glaucescens o Quercus stellata 100.00% MG709405.1
%)’ercus peduncularis Quercus rubra 100.00% KU186950.1
Quercus peduncularis
(10)
lari .
8li§rcus peduncularis Si Quercus stellata 100.00% MG709405.1
8Lé§rcus peduncularis Si Quercus stellata 100.00% MG709405.1
g‘;‘;rcus rubramenta - ; Quercus rubra 100.00% KU186950.1
Quercus sapotifolia (I) Si Quercus marilandica  100.00% MG709436.1
Quercus sapotifolia
a7
8‘;‘;“:”5 sapotifolia Quercus rubra 100.00% KU186950.1
o
g;)arcus sapotifolia g Quercus rubra 100.00% KU186950.1
8;:;3 reus scytophylla Quercus marilandica  99.80% MG709436.1
Quercus vicentensis
(34)
Quercus hibrido (35) Si Quercus stellata 99.80% MG709405.1
o5 0 secuencias con
TOTAL Individuos 99.91% identidad similar a
analizados las especies

presentes en el predio
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Anexo 8. Determinacidn de las especies de Quercus presentes en el predio de Los Ocotones Cintalapa, Chiapas con base en lacomparacién

de secuencias del marcador cloroplastico Maturase K (MatK). — Secuencias no amplificadas. MAL: Secuencias con caracteristicas no

aceptables y no utilizadas para los analisis filogenéticos.

Especie identificada Primer especie con Porcentaje Especies presentes Porcentaje de
con el ID. colecta mayor % de de identidad Sequence en el predio identidad 2da Sequence ID
identidad ler especie ID especie

2‘];‘36;1”?12;’“”0"& Si Quercus incana 100.00% MH551845.1 Quercus candicans 99.86% MF044999.1

2;’5;1”?1&9;“”0“& Si Quercus coccinea  99.86% NC047481.1 Quercus candicans 99.71% MF044999.1

2;‘56:1“?22;““‘(0“"" Si Quercus incana 100.00% MH551845.1  Quercus candicans 99.86% MF044999.1

— _ _ .

2?:;:2“?7?(:““ olia Si Quercus coccinea 100.00% NC047481.4 Quercus candicans 100.00% MF044999.1

2?;;0;?26‘1()””0“61 Si Quercus incana 100.00% MH551845.1 Quercus candicans 99.86% MF044999.1

Quercus acutifolia

mfsp.2 (24)

2;‘:;‘31“2\3?'0%3'"6‘ Si Quercus incana 99.05% MH551845.1  Quercus candicans 98.90% MF044999.1
lophyll - .

g;’:gcluilcs‘;‘ ophylia g Quercus grahamii 100.00% MK239964.1 Quercus candicans 99.71% MF044999.1

2;‘:;"2”Z|§a'°phy"a Si Quercus incana 100.00% MH551845.1 Quercus candicans 99.86% MF044999.1

2;‘:;"2”Z|T)6"°phy"a Si Quercus incana 100.00% MH551845.1  Quercus candicans 99.86% MF044999.1
lophyll _ .

2;’::2”?2;‘;‘ ophylia g Quercus incana 100.00% MH551845.1 Quercus candicans 99.86% MF044999.1

Quercus elliptica (18)  Si Quercus incana 99.85% MH551845.1 Quercus candicans 99.71% MF044999.1

| . -

%‘;ercus glabrescens Quercus liebmannii  99.71% MK239967.1

8‘1’;”“5 glabrescens Quercus liebmannii ~ 100.00% MK239967.1

Quercus glaucescens Quercus liebmannii ~ 100.00% MK239967.1

(8)
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Anexo 8 - 2

Quercus glaucescens

(12) Si Quercus liebmannii 100.00% MK239967.1
g‘(‘)‘;rcus glaucescens o Quercus liebmannii  100.00% MK239967.1
gﬁrcus glaucescens Quercus liebmannii  100.00% MK239967.1
gL)Jercus peduncularis Quercus incana 100.00% MH551845.1  Quercus candicans 99.86% MF044999.1
Quercus peduncularis i
(10)
8:(;rcus peduncularis Si Quercus liebmannii 99.71% MK239967.1
agrcus peduncularis Quercus liebmannii  100.00% MK239967.1
g;')arcus rubramenta - ; Quercus incana 100.00% MH551845.1  Quercus candicans 99.86% MF044999.1
Quercus sapotifolia (I) Si Quercus incana 100.00% MH551845.1 Quercus candicans 99.86% MF044999.1
8‘;?“3“5 sapotifolia o Quercus incana 99.71% MH551845.1 Quercus candicans 99.57% MF044999.1
Quercus sapotifolia i
(25)
Quercus sapotifolia Quercus incana 100.00% MH551845.1  Quercus candicans 99.86% MF044999.1
(32)
Quercus scytophylla i
(V)
g:)arcus vicentensis Si Quercus incana 100.00% MH551845.1 Quercus candicans 99.86% MF044999.1
Quercus hibrido (35) Si Quercus incana 100.00% MH551845.1 Quercus candicans 99.86% MF044999.1
26 18 secuencias con
TOTAL Individuos Promedio: identidad similar a
analizados 99.92% las especies

presentes en el predio
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Anexo 9. Determinacidn de las especies de Quercus presentes en el predio de Los Ocotones Cintalapa, Chiapas con base en lacomparacién

de secuencias del marcador ribosomal nuclear ITS 1-2 (espaciadores transcritos internos, por sus siglas en inglés). — Secuencias no

amplificadas. MAL: Secuencias con caracteristicas no aceptables y no utilizadas para los andlisis filogenéticos.

Especie identificada ITS 1-2 Primer especie con Porcentaje Especies presentes Porcentaje de
con el ID. colecta mayor % de de identidad Sequence en el predio identidad 2da Sequence ID
q p q
identidad ler especie ID especie
2?Segclu?12§ut|foha Si Quercus falcata 98.53% EU646163.1 Quercus acutifolia 91.32% MK169246.1
ercus acutifoli . . .. -
%L,pr 1”?19)“ ola Si Quercus hintonii 97.12% MK169265.1 Quercus acutifolia 93.44% MK169246.1
ifoli . . . o
2?:;2“?;;““ ola Si Quercus hintonii 96.71% MK169265.1 Quercus acutifolia 93.44% MK169246.1
uercus acutifolia . . N -
2fsp 2(7) Si Quercus hintonii 97.52% MK169265.1 Quercus acutifolia 92.98% MK169246.1
ifoli . . . .
2?:;:2“?2611():““ ola Si Quercus hintonii 98.35% MK169265.1 Quercus acutifolia 93.80% MK169246.1
ercus acutifoli .
Quercus acutifolia Si Quercus rubra 98.35% MT227761.1 Quercus acutifolia 95.06% MK169246.1
mfsp.2 (24)
Quercus calophylla
mfsp.1 (V) MAL
uercus calophylla . )
%‘sp 1(15) Py Si Quercus rubra 97.93% MT227761.1 Quercus candicans 96.28% KM200958.1
Quercus calophylla
mfsp.2 (11) MAL
lophyll .
2;’:;‘;”?”? opviia g Quercus rubra 97.11% MT227761.1 Quercus candicans 95.45% KM200958.1
ercus calophylla . ]
Quercus calophy Si Quercus rubra 98.35% MT227761.1 Quercus candicans 96.69% KM200958.1
mfsp.2 (22)
Quercus elliptica (18)  Si Quercus hintonii 99.17% MK169265.1 Quercus elliptica 96.69% MK169261.1
ercus glabrescens . )
8;; usg Si Quercus stellata 97.22% AF174636.1  Quercus candicans 96.28% KM200958.1
Egﬁc)ercus glabrescens Si Quercus pyrenaica 97.12% FM244221.1
Quercus glaucescens Si Quercus pungens 96.41% KM200975.1

(8)
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Anexo 9 - 2

Quercus glaucescens

(12) Si Quercus vaseyana 99.20% KM200976.1
gg)ercus glaucescens Si Quercus pungens 96.41% KM200975.1
Quercus glaucescens Sj Quercus robur 98.01% EM244237 1
(31) subsp. robur —
g):ercus peduncularis Si Quercus hintonii 97.10% MK169265.1 Quercus candicans 96.28% KM200958.1
Quercus peduncularis Sj Quercus robur 98.01% EM244237 1
(20) subsp. robur e
i uercus dentata .01% .
aiircus peduncularis 0 d 98.01% KM051445.1
Quercus peduncularis
(16) MAL
Quercus rubramenta
(33) MAL
Quercus sapotifolia () MAL
8%3“:“5 sapotifolia Si Quercus rubra 99.17% MT796544.1 Quercus candicans 96.28% KM200958.1
ifoli . -
gg)arcus sapotifolia Si Quercus rubra 98.76% MT227761.1 Quercus elliptica 96.69% MK169261.1
i uercus rubra .93% . uercus candicans .28% .
ggrcus sapotifolia Si Q b 97.93% MT227761.1 Q di 96.28% KM200958.1
8;:;3 reus scytophylla o Quercus hintonii 97.93% MK169265.1 Quercus candicans 96.28% KM200958.1
Quercus vicentensis Si Quercus robur 96.81% EM244237 1
(34) subsp. robur -
Quercus hibrido (35) MAL
o4 16 secuencias con
TOTAL Individuos 97.80% Identidad similar a
analizados las especies

presentes en el predio

106



Anexo 10. Determinacién de las especies de Quercus presentes en el predio de Los Ocotones Cintalapa, Chiapas con base en la

comparacion de secuencias del marcador ribosomal nuclear ITS 3-4 (espaciadores transcritos internos, por sus siglas en inglés). -

Secuencias no amplificadas. MAL: Secuencias con caracteristicas no aceptables y no utilizadas para los andlisis filogenéticos.

Especie identificada ITS 3-4 Primer especie con Porcentaje Especies presentes Porcentaje de
con el ID. colecta mayor % de de identidad Sequence ID en el predio identidad 2da Sequence ID
identidad ler especie especie
2?:F:clu?12():utlfolla Si Quercus rubra 99.12% MT796544.1
2?Segclu?12§utlfoha Si Quercus humboldtii 100.00% MK138673.1
%’Segclui’zas(;“t'm“a Si Quercus humboldti  99.71% MK138673.1
2?:;0;?7?(:“”0“61 Si Quercus ilicifolia 99.64% MG237163.1
2;Jsegczu?zei§utlfoha Si Quercus rubra 98.82% MT796544.1
2?segzu?2a4,§Utlf0|la Si Quercus rubra 98.82% MT796544.1
Quercus calophylla Quercus
misp.1 (IV) Py Si environmental 99.38% KU568522.1 Quercus candicans 98.33% KM200958.1
- sample voucher
2;’:gclu(sl(;?|°phy"a Si Quercus rubra 98.53% MT796544.1
2$:F:02u?||():alophylla Si Quercus rubra 98.53% MT796544.1
lophyll .
2?:;0;?”?;1 ophyfia Si Quercus rubra 97.95% MT796544.1
2;’;‘32”?2;‘;‘|0phyna Si Quercus licifolia 99.01% MG237163.1
Quercus elliptica (18) Si Suube;:uigﬁifea 85.83% KM588211.1 Quercus elliptica 81.73% MK169261.1
|
Quercus glabrescens MAL
V)
| . .
Sﬁircus glabrescens Quercus pontica 98.46% FM244159.1
Quercus glaucescens o, Quercus pontica 98.77% FM244159.1

(8)
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Anexo 10 - 2

Quercus glaucescens

Quercus petraea

i 0,
(12) Si subsp. petraea 97.52% FM244058.1
gg)ercus glaucescens Si Quercus pontica 98.77% FM244159.1
Quercus glaucescens Sj Quercus mfect_orla 97.83% FM243939.1
(31) subsp. boisseri .
Quercus . .
peduncularis (9) Si Quercus fulva 99.66% MK169262.1 Quercus candicans 98.33% KM200958.1
Quercus . Quercus robur 0
peduncularis (10) Si subsp. robur 99.07% EM244244.1
Quercus Si Quercus infectoria o 5oy FM243939.1
peduncularis (14) subsp. boisseri
Quercus )
peduncularis (16)
Quercus rubramenta
(33) MAL
g)uercus sapotifolia o Quercus ilicifolia 98.68% MG237163.1
8%3”:”8 sapotifolia Si Quercus ilicifolia 99.67% MG237163.1
g;rcus sapotifolia Si Quercus candicans 91.92% KM200958.1
g;)arcus sapotifolia o Quercus licifolia 98.68% MG237163.1
Quercus scytophylla i
)
Quercus vicentensis
(34) MAL
Quercus hibrido (35) MAL
3 secuencias con
24 98.01% identidad similar a
TOTAL Individuos ' las especies
analizados presentes en el
predio
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Anexo 11. Haplotipos Unicos generados a partir de 25 secuencias del marcador CD_CD (tRNL) para
Quercus, pertenecientes a 12 de las 13 especies de Quercus identificadas en el predio Los Ocotones,
Cintalapa, Chiapas. Los nimeros entre paréntesis a la derecha del nombre de la especie corresponden
al identificador de colecta.

Haplotipos Frecuencia Especies dentro de cada haplotipo
Q. glaucescens (8, 30 y 31)
Q. glabrescens (11)
Q. peduncularis (14 y 16)
Q. hibrido (35)
Q. scytophylla (VI)
Q. acutifolia mfsp.1 (13)
6 Q. calophylla mfsp.1 (1V)
Q.
Q.
Q.
Q.
Q.

H1 7

H2 1

H3 calophylla mfsp.2 (ll, Il y 22)
sapotifolia (1)
acutifolia mfsp.1 (19 y 23)
acutifolia mfsp.2 (21 y 24)
calophylla mfsp.1 (15)

Q. elliptica (18)

Q. peduncularis (9)

Q. rubramenta (33)

Q. sapotifolia (25y 32)

H5 1 Q. glaucescens (12)

H4 10

Anexo 12. Haplotipos Unicos generados a partir de 26 secuencias del marcador Maturase K (MatK)
para Quercus, pertenecientes a 12 de las 13 especies de Quercus identificadas en el predio Los
Ocotones, Cintalapa, Chiapas. Los nimeros entre paréntesis a la derecha del nombre de la especie

corresponden al identificador de colecta.

Haplotipos Frecuencia Especies dentro de cada haplotipo

Q. acutifolia mfsp.1 (13 y 23)

Q. acutifolia mfsp.2 (21)

Q. calophylla mfsp.1 (15)

Q. calophylla mfsp.2 (1l y )
H1 13 Q. elliptica (18)

Q. peduncularis (9)

Q. rubramenta (33)

Q. sapotifolia (1'y 32)

Q. vicentensis (34)

Q. hibrido (35

Q. glabrescens (Vy 11)
H2 8 Q. glaucescens (8, 12, 30 y 31)

Q. peduncularis (14 y 16)
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H3 Q. calophylla mfsp.2 (22)
Q. sapotifolia (17)

H4 Q. acutifolia mfsp.2 (7)

H5 Q. acutifolia mfsp.1 (19)

H6 Q. calophylla mfsp.1 (1V)

Anexo 13. Haplotipos Unicos generados a partir de 22 secuencias de las regiones de ADN cloroplastico

Maturase K (MatK) y CD_CD (tRNL) para Quercus concatenados, pertenecientes a 11 de las 13

especies de Quercus identificadas en el predio Los Ocotones, Cintalapa, Chiapas. Los nimeros entre

paréntesis a la derecha del nombre de la especie corresponden al identificador de colecta.

Especies dentro de cada haplotipo

Haplotipos Numero de haplotipos
Q. glabrescens (11)
H1 6 Q. glaucescens (8,30 y 31)
Q. peduncularis (14 y 16)
Q. acutifolia mfsp.1 (13)
H2 4 Q. calophylla mfsp.2 (Il 'y 111)
Q. sapotifolia (1)
Q. peduncularis (9)
Q. calophylla mfsp.1 (15)
Q. elliptica (18)
H3 ! Q. acutifolia mfsp.1 (23)
Q. acutifolia mfsp.2 (21)
Q. rubramenta (33)
Q. sapatifolia (32)
H4 1 Q. calophylla mfsp.1 (IV)
H5 1 Q. calophylla mfsp.2 (22)
H6 1 Q. glaucescens (12)
H7 1 Q. acutifolia mfsp.1 (19)
H8 1 Q. hibrido (35)
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Anexo 14. Haplotipos Unicos generados a partir de 21 secuencias concatenadas de las regiones de

ADN ribosomal ITS 1-2 e ITS 3-4 para Quercus, pertenecientes a 9 de las 13 especies de Quercus

identificadas en el predio Los Ocotones, Cintalapa, Chiapas. Los nimeros entre paréntesis a la derecha

del nombre de la especie corresponden al identificador de colecta.

Especies dentro de cada haplotipo

Haplotipos Numero de haplotipos
H1 1 Q. acutifolia mfsp.2 (22)
H2 1 Q. sapotifolia (25)
H3 1 Q. sapotifolia (17)
H4 1 Q. acutifolia mfsp.2 (21)
H5 1 Q. acutifolia mfsp. 1 (19)
H6 1 Q. glabrescens (11)
H7 1 Q. glaucescens (31)
H8 1 Q. acutifolia mfsp.1 (23)
H9 1 Q. glaucescens (12)
H10 1 Q. acutifolia mfsp.2 (7)
H11l 1 Q. peduncularis (14)
H12 1 Q. peduncularis (9)
H13 1 Q. glaucescens (30)
H14 1 Q. calophylla mfsp.2 (22)
H15 1 Q. glaucescens (8)
H16 1 Q. acutifolia mfsp.1 (13)
H17 1 Q. sapotifolia (32)
H18 1 Q. calophylla mfsp.2 (lIl)
H19 1 Q. peduncularis (10)
H20 1 Q. elliptica (18)
H21 1 Q. calophylla mfsp.1 (15)
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