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RESUMEN.

La delimitacion de especies de algunos taxones de Thalictrum del centro de México
es controversial. El propésito de estd investigacion es: 1) confirmar la posicion filogenética
de las especies mexicanas dentro del clado de las andromonoicas y 2) aportar por medio del
concepto filogenético de especie una solucién a la validez de estos taxones. Se extrajo
DNA de individuos recolectados del centro de México. Se secuencié la regién del
espaciador interno transcrito (ITS) del DNA ribosomal del nicleo y se analizaron las
secuencias mediante parsimonia para determinar la posicion de las especies mexicanas con
respecto a otras especies de Thalictrum de alrededor del mundo. En cuanto a los sistemas
sexuales las andromonoicas son parafiléticas e incluyen a las especies mexicanas, las
especies hermafroditas forman un grupo polifilético, y las dioicas se colocan en dos clados
separados. El arbol de consenso estricto no mostré resolucion de los taxones mexicanos. El
andlisis de agregacion de poblaciones indica que 7. gibbosum difiere de T. hernandezii por
la morfologia del aquenio, mientras que 7. pubigerum y T. strigillosum difieren en la
densidad del indumento en el envés del foliolo. La comparacién entre T. pubigerum y T.
strigillosum revela que las dos especies comparten las mismas regiones de ITS en algunas

poblaciones.



Abstract.

The delimitation of several species of Thalictrum from central Mexico is
controversial. The purpose of this investigation is 1) to confirm the phylogenetic position of
the Mexican species of Thalictrum within the andromonoic clade and 2) to apply the
phylogenetic species concept to investigate the validity of these species. DNA was
extracted from individuals collected from central Mexico. The internal transcribed spacer
(ITS) region of ribosomal DNA was sequenced, and parsimony analysis was used to
determine the position of the Mexican species relative to other species of Thalictrum from
around the world. With respect to sexual systems, the Mexican taxa belong to a
paraphyletic group of andromonoic species, the hermaphroditic species are polyphyletic,
and the dioecious species forme two separate clades. The Mexican species form an
unresolved polytomy in the strict consensus tree. Population aggregation analysis show that
T. gibbosum differs from 7. hernandezii in the morphology of the achene and 7. pubigerum
and T. strigillosum differ in the density of the indumentum on the lower surface of the
leaflet. Comparisons between 7. pubigerum and T. strigillosum revealed that the two

species share the same ITS region in some populations.



INDICE

1.

2.

INTRODUCCION. ......cuiiiiiieeee et 1

ANTECEDENTES. ... e 3
2.1 El orden Ranunculales. .......... ..o 3
2.2 La familia Ranunculaceae ..............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 4
2.3 ElL @ENCr0 TRALICIFUML. ... e e e e e aeeeas 6
2.4 El género Thalictrum en MEXICO........uviiiiiti ittt e ieeeans 10

2.5 El problema de la especie en Thalictrum..................c.ccoevieiiiiniieencieeeneeen 11
2.6 El concepto filogenético de eSPECIe. ... ..ovuiineiiuiieiiiiiii e, 19

2.7 La region del espaciador interno del

DNA ribosomal del nUCleo..........o.oiiiiiiiii e 21

3. JUSTIFICACION . ......iiiiiiieeiiiii et 23
4. OBIETIVOS . .. e, 24
5. MATERIAL Y METODO........coouiiiiiiiii e, 24
5.1 Recolecta del material biolOZICO.......c.ovvuiiiiiiii e e, 24
5.2 Identificacion de 1as @SPECIS. . uuuuenit ettt 26
5.3 Extraccidn, amplificacion y SecuenciaCion...........oevvueerieenneennneennennnnnn 28
5.4 Edicién y alineacion de SECUCNCIAS. ... o.uveuiieiteeie et eiteeieeeeieeaeeenaenn 29

5.5 Analisis fllogeNEtICO. ... .ouiit i e 30

6. RESULTADOS . ..ot 31

6.1 ALINEACION ...nviitt it e et e e e e et e eeesreeenreeennee e D ]
6.2 Analisis fllOZeNELICO. ... .ottt e 32

6.3 Delimitacion de especies del centro de MEXicO..........oovvviiiiiiiiiiiiininnenn.. 39



7. DISCUSION . ..o 41

7.1 Anadlisis flloZEeNELICO. ... oottt 41

7.2 Delimitacion de especies
del centro de MEXICO. .. .uiuuiii et e e 43

7.3 Identificacion de las especies de
Thalictrum del centro de MEXICO.........vviuiiiiiiiiiiiiii i, 46

7.4 Clave para la identificacion de las especies de

Thalictrum del centro de MEXICO........oouiiuiiiiiiiiii i, 47

8. CONCLUSIONES. . ...ttt e e 47

9. REFERENCIAS. ... e, 50

10. GLOSARIO. ... 61

L1 ANEXO . . 65
11.1 Protocolo de la extracciéon de DNA del tejido vegetal

con el DNeasy Plant mini Kit............c..oo 65

11.2 Purificacion de DNA mediante el Kit Geneclean I1..................ccooeei. 66



LISTA DE CUADROS.

Cuadrol. Distribucién del género Thalictrum en MEXICO.......c.ovvuiiiiiiiiiiiiiiiiieannnnns 10
Cuadro 2. Localidades de recolecta de las especies de Thalictrum..................cc......... 25

Cuadro 3. Caracteres morfoldgicos diagndsticos para los taxones
del centro de MEXICO. ... .uuinet ettt 26

Cuadro 4. Estadisticas de las secuencias de la region del ITS para los taxones del
centro de México y para las especies T. clavatum, T. thalictroides, T. dioicum y
T COTIACOUML. ..c..oeveiie e e e e e e e e 32

Cuadro 5. Parametros de los datos de maxima verosimilitud..............ooovviiiiiiinnn... 37

Cuadro 6. Caracteres diagndsticos en los taxones de Thalictrum del
CENLTO A€ MEXICO. .. ettt e 39

Cuadro 7. Analisis de secuencias del ITS en los taxones de Thalictrum
[ RS s (SR (5 € [Te T 40



LISTA DE FIGURAS.

Figura 1. Thalictrum hernandezii. A) hojas, B) aquenio............c.c.ccoviiiiiiiiiiiiiiininn. 11
Figura 2. Thalictrum gibbosum. A) hojas, B) aquenio..................oooiiiiiiiiiiiiinn, 12
Figura 3. Distribucion de Thalictrum hernandezii...................c..coooiiiiiiiiiiiiiniennn 14
Figura 4. Distribucion de Thalictrum gibbosum. .................c.ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 14
Figura 5. Thalictrum pachucense. A) inflorescencia, B) aquenio......................oo.eee. 15
Figura 6. Distribucion de Thalictrum pachucense. ...................cooeiiiiiiniiiiiiniennnn.. 15
Figura 7. Thalictrum pubigerum. A) inflorescencia, B) aquenio......................cooee. 17
Figura 8. Distribucion de Thalictrum pubigerum. ..............c..cuiiiiiiiiiiiiiiiiniianne.n. 17
Figura 9. Thalictrum strigillosum A) inflorescencia, B) aquenio y C) hojas.................. 18
Figura 10. Distribucion de Thalictrum strigillosum. ................cccociiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 18
Figura 11. Diagrama de la region del ITS del DNA ribosomal del nucleo.....................23
Figura 12. Localidades donde fueron recolectas las especies del género Thalictrum........ 27
Figura 13. Filograma de los taxones de Thalictrum a partir de la region del ITS............ 35

Figura 14. Arbol de consenso estricto de los taxones de Thalictrum
apartirde laregion del ITS. .. ..o e 36

Figura 15. Arbol de méxima verosimilitud de los taxones de Thalictrum
apartirde laregion del ITS. .. ..o e 38



1. INTRODUCCION.

La sistemadtica es la rama de la biologia que trata de detectar, describir y explicar la
diversidad bioldgica (Moritz y Hillis, 1996), convirtiéndose en un drea de gran importancia
para la biologia moderna. Las tres grandes dreas de aplicacién de la sistemdtica molecular
son la estructura genética de poblaciones (como variacidon geografica y heterocigocidad),
delimitacion de especies (incluyendo hibridos) e inferencia filogenética (Baverstock y
Moritz, 1996).

Los caracteres morfologicos, tradicionalmente han servido como la tnica base para
la mayoria de los estudios taxondmicos (Stevens, 1984; 1986). Estos caracteres generaron
el sistema basico de clasificacion para la mayoria de los taxones (Ferguson, 1980). En la
medida que estos sistemas se pretendian refinar, se utilizaron datos adicionales como:
nimero de cromosomas, fitoquimica, micromorfologia y anatomia, entre otros (Ferguson,
1980; Grant, 1984).

La incorporacion de nuevos tipos de datos, particularmente los caracteres
moleculares, ha sido necesaria en taxones donde los caracteres morfoldgicos, por si solos,
no han resuelto los problemas taxonémicos (Gonzélez, 1997). La utilizacion de caracteres
moleculares ha generado hipétesis que han servido como base para la construccién de
nuevas clasificaciones en angiospermas (Chase y Albert, 1998), inferir relaciones
filogenéticas, aclarar procesos evolutivos y explicar la variabilidad genética a distintos
niveles (Soltis y Soltis, 1998).

Los caracteres moleculares pueden provenir de biomoléculas como proteinas,
isoenzimas, enzimas de restriccion, hibridaciéon de DNA y secuencias génicas, siendo estas

ultimas las mas recomendables en la mayoria de los casos en estudios



sistematicos, debido a que representan una fuente abundante de caracteres, tienen diferentes
propiedades estructurales y funcionales y presentan diferentes tasas evolutivas (Ritland y
Clegg, 1987; Soltis, et al., 1990; Giannasi et al., 1992; Gonzélez, 1992).

No obstante, las secuencias génicas no son la unica fuente de datos por lo que no
deben remplazar a otros, especialmente a los caracteres morfolégicos. Por el contrario un
estudio debe basarse en toda la informacién disponible, molecular y no molecular; para los
organismos de interés (Gonzdlez, 1997). La incorporacion de caracteres morfoldgicos,
fitoquimicos y anatémicos ha permitido un mayor soporte en las topologias obtenidas
cuando son combinados con caracteres moleculares (Nandi et al., 1998; Hoot, et al., 1999;
Savolainen et al., 2000). En el género Thalictrum se han hecho varios estudios con base en
caracteres tradicionales y los estudios filogenéticos solo han incluido a especies de Estados
Unidos y Eurasia, por lo tanto la posicién de las especies mexicanas dentro de la filogenia
del género se desconoce. Asi mismo la delimitacion de las especies del género Thalictrum
del centro de México es controversial debido a la falta de buenas colecciones y trabajo de
campo. Una manera de solucionar este problema es a través de andlisis filogenéticos,
comparacion de secuencias de DNA vy el andlisis de caracteres diagndsticos para cada
taxon, permitiendo la delimitacion de las especies e inferir la posicion filogenética de éstas.
Este trabajo se enfoc6 en estudiar a las especies del género Thalictrum del centro de
Meéxico para lo cual se secuenci6 la region del espaciador interno transcrito (ITS) del DNA
ribosomal del nicleo para inferir la filogenia del género. Se empled el concepto
filogenético de especie para la delimitacion de los taxones problematicos. Con este trabajo
se abren expectativas para generar mds estudios a futuro del género Thalictrum y
desarrollar marcadores més variables para solucionar problemas de especies estrechamente

relacionadas.



2. ANTECEDENTES.
2.1 El orden Ranunculales.

El orden Ranunculales estd formado por las familias Menispermaceae,
Berberidaceae y Papaveraceae. El grupo es considerado monofilético con base en el polen
tricolpado y por diversos genes como atpB, rbcL y matK (Hoot et al., 1999; Savolainen et
al., 2000; Hilu et al., 2003). En los diversos razonamientos filogenéticos realizados en
conjunto con otras familias de angiospermas, el orden ocupa uno de los linajes maés
tempranos de las herbéceas.

El orden presenta varias sinapomorfias como estambres dispuestos en espiral sobre
un receptaculo alargado, numerosos carpelos, condicion herbacea, la simetria actinomorfa y
alcaloides como berberinas e isoquilinas. Con los datos morfol6gicos el grupo se coloca en
la subclase Magnoliidae (Magnoliales, Laurales y Canellales; Nandi et al., 1998). Los
estudios cladisticos de Loconte y Estes (1989) apoyan la monofilia de la familia, asi como
el parentesco cercano con las familias Menispermaceae y Berberidaceae, mientras que los
estudios filogenéticos realizados con atpB, rbcL (Hoot et al., 1999; Savolainen et al., 2000)
y matK (Hilu et al., 2003) indican que el orden Ranunculales es el grupo hermano de
Proteaceae, Sabiaceae, Buxaceae y Trochodendraceae, otras familias que también presentan
un polen tricolpado.

Sin embargo, el registro fosil no revela cuando se origina la sinapomorfia del polen
tricolpado y ni cuando se separé el grupo (Magallon, 2004). Magallén y Sanderson (2005)
calcularon edades absolutas, con base en la divergencia del DNA, estimando que el orden
pudo haberse originado hace 150-202 millones de afios, siendo la diversificacion

congruente con el registro fésil (Crane et al., 1993).



2.2 La familia Ranunculaceae.

Segin Tamura (1993) la familia Ranunculaceae estd constituida aproximadamente
de 68 géneros y 2500 especies mientras que Walters et al. (2002) da a conocer 47 géneros
divididos en 2000 especies. La familia se encuentra en regiones templadas y boreales
(Mabberley, 1997). Es més diversa en el este de Asia con 44 géneros; en Europa y
Norteamérica se encuentran 24 géneros siendo endémicos para esta ultima regién (Tamura,
1993). En México existen 9 géneros, 103 especies y 28 taxones subespecificos reconocidos
para la familia (Villasefior, 2003).

La familia se distingue por presentar hierbas anuales o perennes, a excepcion de
Clematis que presenta tallos lefiosos y Xanthorhiza (arbustos). Pueden ser arbustos,
ocasionalmente plantas trepadoras, acudticas, con hojas bdsales y caulinares; por lo general
alternas y en ocasiones opuestas con margenes enteros, crenados, dentados y serrados; los
tejidos vasculares estdn dispuestos en un anillo o dispersos. Las Ranunculdceas presentan
flores solitarias o en inflorescencias como cimas, racimos y paniculas; por lo general son
hermafroditas pero existen géneros con flores unisexuales, mayormente actinomorfas y
algunas zigomorfas, una condicién derivada que solo es conocida en Aconitum y
Delphinium (Bhattacharyya y Johri, 1998). Las flores tienen tépalos y algunos géneros
han experimentado la pérdida de pétalos tomando su lugar sépalos coloreados (Tamura,
1965) o presentan un perianto diferenciado en caliz con cinco sépalos usualmente libres o
juntos, imbricados o valvados y una corola con cinco pétalos quizds de origen estaminal,
imbricados con formacion de nectarios en forma de cuernos en géneros como Delphinium y

Aquilegia.



Los estambres son numerosos, dispuestos en espiral con anteras adnatas que abren
longitudinalmente con granos de polen tricolpados. La base de los filamentos de los
estambres de Clematis y Pulsatilla presentan una funcién secretora (Kratochwill, 1988).
Presenta de uno a varios pistilos con estilo presente o ausente, usualmente cinco carpelos y
ocasionalmente reducidos a uno; existen géneros como Caltha que presentan glandulas de
néctar en la base de los carpelos (Smith, 1926), 6vulos de uno a varios con placentacioén
pariental y axilar, mientras que la familia presenta frutos secos en forma de aquenios,
foliculos, bayas y cdpsulas.

A pesar de la morfologia primitiva, las Ranunculaceae exhiben diversos sistemas de
polinizacién, muchas especies son polinizadas por insectos y algunas de Thalictrum por el
viento. En la mayoria de los géneros el perianto es accesible para insectos no especialistas,
pero ciertos insectos dependen obligatoriamente de las flores de Ranunculaceae. Por
ejemplo, la mosca Chiastochaeta trollii depende de la especie Trollius europaeus, y el
abejorro Bombus gersteckeri depende de Aconitum vulparia (Tamura, 1993). Las flores por
lo general son protandras, aunque puede ocurrir la autofecundacién cuando las anteras se
abren durante la maduracién de los estigmas (Keener, 1975).

La familia ha desarrollado la produccién de alcaloides como isoquinolinas y
ranunculinas (Ruijgrok, 1968), magnoflorinas, berberinas y compuestos cianogénicos.
Muchas especies son cultivadas como ornamentales por la fragancia de sus flores y otras
son utilizadas como medicamentos para problemas de neuralgia, reumatismo y para calmar
el dolor y la fiebre. Clematis dioica se utiliza para la gripe y Thalictrum strigillosum para
lavados vaginales (Pérez et al., 2003). Las semillas de Nigella damascena son usadas como
condimento. Sin embargo un nimero alto de géneros son venenosos (Bhattacharyya y Johri,

1998).



Adanson (1763) dividi6 a la familia con base en grupos con frutos de una semilla y
con frutos de varias semillas. Las subfamilias de Ranunculaceae se distinguen por el tipo de
fruto, las partes de la flor, caracteres citologicos, y el niimero y tamafio de los cromosomas.
Langlet (1932) propuso la subdivisién de la familia en el grupo Ranunculus que presenta
cromosomas largos generalmente enrollados con un nimero bdsico de ocho (R-
cromosomas) y el grupo Thalictrum con pequeflos cromosomas poco curvados con nimero
basico de siete (T-cromosomas). Tamura (1966) dividi6é a la familia en seis subfamilias:
Helleboroideae, Coptoidoideae, Hydrastidoideae, Isopyroideae, Ranunculoideae y
Thalictroideae. Coptoideae fue incluida en Isopyroideae como una tribu por Kosuge (1989).
Duncan y Keener (1991) realizaron una nueva clasificaciéon con especial referencia en las
especies del Hemisferio Occidental, presentando tres subfamilias (Hydrastidoideae,

Ranunculoideae e Isopyroideae), 16 tribus y dos subtribus.

2.3 El género Thalictrum.

El género Thalictrum pertenece a la familia Ranunculaceae. Tamura (1993)
reconoci6 330 especies; pero dos afios mds tarde presentd una estimacién mas precisa con
190 especies (Tamura, 1995). Mabberley (1997) reconocié 300 especies, mientras que
Rzedowski y Rzedowski (2001) dan a conocer de 80 a 150 especies. El género se distribuye
en el Norte y Sur de América, Nueva Guinea, Eurasia, el Sur de Etiopia y Africa tropical
(Boivin, 1944).

Son hierbas perennes, generalmente altas y erectas, con raices cominmente fibrosas
y en algunas especies tienden a ser tuberosas. Presentan tallos huecos o simples con hojas
en parte basales y en parte caulinas, alternas; mérgenes enteros, lobados, crenados y

algunas veces dentados.



Las flores estan dispuestas usualmente en paniculas, frecuentemente unisexuales,
pequeias, verdosas, amarillas y rojizas (Rzedowski y Rzedowski, 2001) con un perianto de
cuatro a cinco sépalos pequefios, mientras que en algunas hermafroditas son largos y
coloreados (Boivin, 1944). Las flores carecen de pétalos, presentan estambres numerosos,
exsertos y anteras lineales, globosas, apiculadas y muy vistosas, con ovario de pocos a
muchos carpelos insertos sobre un receptiaculo y aquenios de cuatro a quince estipitados,
nervados y asimétricos. El género ha experimentado hibridacién combinada con aloploidia
(Kuzmanov y Dutschewska, 1982). En el curso de su evolucién ha desarrollado tres
sistemas sexuales: andromonoicas (flores masculinas y hermafroditas sobre el mismo
individuo), dioicas (sexos separados) y hermafroditas (sexo masculino y femenino en la
misma flor).

Las especies varian en su modo de polinizacién (Pellmyr, 1995). Solo las especies
dioicas y andromonoicas son polinizadas por el viento, mientras que las hermafroditas por
insectos. Thalictrum es el tnico género de Ranunculaceae polinizado por el viento y por
insectos a diferencia de los demds géneros de la misma familia que son zoofilicos. Lecoyer
(1885) publicé en su monografia del género Thalictrum doce especies de Norteamérica,
siete de Centroamérica y trece de Sudamérica. Por los siguientes 25 aiios, el estudio del
género fue dominado por E. L. Greene, quien describi6 45 especies y siete variedades. Rose
(1897) empez6 la monografia de América central y México pero sélo fue publicada una
parte de este trabajo. Para finales de 1942, se habian propuesto 165 nombres para designar
las especies americanas, 40 de estas especies restringidas al sur de los Estados Unidos

(Boivin, 1944).



Boivin (1944) dividi6 a Thalictrum en dos subgéneros: Thalictrum y Lecoyerium. El
primero comprende 250 especies, que presentan flores hermafroditas con pistilos mas
cortos y cinco sépalos; se distribuyen en Nueva Guinea, Eurasia y algunas en Norteamérica.
El segundo comprende 80 especies, con flores unisexuales, hermafroditas y poligamas con
pistilos largos y cuatro sépalos; distribuyéndose en Africa y en el Norte y Sur de América
(Kyung et al., 1997).

Tamura (1995) colocé al género Thalictrum en la subfamilia Thalictroideae. Duncan
y Keener (1991) colocan al género en la subfamilia Isopyroideae. El género ha sido
colocado en el grupo Thalictrum (T-cromosomas) presentando cromosomas pequefios y con
base en el nimero siete (Gregory, 1941). Hoot (1995) dié a conocer que este grupo es
parafilético con respecto al grupo Ranunculus (R-cromosomas; Kyung et al., 1997).

Johanson (1995), utilizando parsimonia de Dollo y de Wagner observéd las
relaciones presentes en los géneros Thalictrum y Aquilegia. Estos dos se encuentran con
Isopyrum presentandose un linaje monofilético que comprende los géneros Anemonella,
Thalictrum, Paropyrum, Paraquilegia, Isopyrum y como grupo hermano Aquilegia. Con la
parsimonia de Dollo, los géneros Aquilegia y Thalictrum estin unidos a Aconitum-
Delphinium-Nigela, mientras que con la parsimonia de Wagner forman un clado con
Anemone-Clematis. Utilizando caracteres morfoldgicos, citolégicos y embrioldgicos el
género Thalictrum forma un grupo con Aquilegia, Isopyrum y Anemone (Nikolic, 1994).
Hoot (1995) estudi6 la forma del fruto, metabolitos secundarios, nimero de cromosomas,
simetria floral y nectarios dando a conocer que el género Thalictrum forma un grupo
monofilético con el género Anemonella. Thalictrum, a diferencia de Aquilegia presenta un

alto grado de poliploidia (Park, 1992).



La monofilia del género se soporta en los andlisis llevados a cabo con el DNA del
cloroplasto utilizando 31 géneros de la familia Ranunculaceae, tres especies del género
Thalictrum y tres especies de dos familias relacionadas, Berberidaceae y Lardizabalaceae
como grupos externos (Johanson, 1995), con la regién del ITS (Ro y McPheron, 1997)
utilizando nueve especies del género Thalictrum, 17 del género Aquilegia y una especie de
los géneros Enemion y Leptopyrum, con el gen 26S (Ro et al., 1997) y los genes atpB y
rbcL (Hoot, 1995).

En el estudio de Ro ef al. (1997) se utilizaron seis especies del género Thalictrum,
tres especies del género Aquilegia y una especie de los géneros Anemone, Caltha, Clematis,
Cimicifuga, Consolida, Coptis, Delphinium, Hepatica, Nigella y Ranunculus. Mientras que
en el de Hoot (1995) se utilizaron 26 géneros de la familia Ranunculaceae.

Las especies norteamericanas 7. dasycarpum, T. cooleyi, T. coriaceum forman un
grupo monofilético soportado con un "bootstrap" del 98% en el estudio llevado a cabo con
la regién del ITS (Ro y McPheron, 1997), mientras que Ro ef al. (1997) dan a conocer que

la monofilia es soportada con un 68% utilizando el gen 26S.



2.4 El género Thalictrum en México.

En México existen 30 especies del género, encontrdndose en gran parte de la

Republica (Cuadro 1) en bosque mesoéfilo de montafia, de Abies y de encino y pino

(Rzedowski y Rzedowski, 2001).

Cuadro.1. Distribucion del género Thalictrum en México (Boivin, 1944).

Especie Autoridad Subgénero | Distribucion

T. arsenii B. Boivin Lecoyerium | Michoacan

T. conzattii B. Boivin Lecoyerium | Distrito Federal, Estado de México
T. cuernavacanum | Rose Lecoyerium | Morelos

T. deamii B. Boivin Lecoyerium | Tamaulipas, Nuevo Leén

T. galeottii Lecoyer Lecoyerium | Veracruz

T. gibbosum Lecoyer Lecoyerium | Puebla, Morelos, Oaxaca, Edo. de México
T. grandiflorum S. Watson Lecoyerium | Chihuahua, Durango, Nuevo Leén
T. henricksonii M. C. Johnst. Lecoyerium | Michoacan

T. hernandezii Tausch Lecoyerium | Jalisco, Guerrero, Oaxaca, Distrito Federal
T. jaliscanum Rose Lecoyerium | Jalisco

T. laeteviride B. Boivin Lecoyerium | Michoacan

T. lanatum Lecoyer Lecoyerium | Oaxaca, Puebla

T. madrense Rose Lecoyerium | Durango

T. nelsonii B. Boivin Lecoyerium | Qaxaca

T. pachucense Rose Lecoyerium | Hidalgo

T. parvifructum B. Boivin Lecoyerium | Sonora

T. peltatum DC. Lecoyerium | Estado de México

T. peninsulare Rose Lecoyerium | Baja California

T. pennellii B. Boivin Lecoyerium | Durango

T. pinnatum S. Watson Lecoyerium | Chihuahua

T. pringlei S. Watson Lecoyerium | Michoacan, Jalisco

T. pubigerum Benth. Lecoyerium | Jalisco, Hidalgo, Veracruz, Oaxaca
T. pudicum Standl. y B. Boivin Lecoyerium | Michoacan

T. roseanum B. Boivin Lecoyerium | Morelos

T. sessilifolium B. Boivin Lecoyerium | Michoacan, Puebla

T. sharpi B. Boivin Lecoyerium | Michoacan

T. strigillosum Hemsl. Lecoyerium | Ampliamente distribuida en la Republica
T. subpubescens Rose Lecoyerium | Distrito Federal

T. treleasii B. Boivin Lecoyerium | Guerrero

T. tripeltiferum B. Boivin Lecoyerium | Michoacan
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2.5 El problema de la especie en Thalictrum.

Muchos taxénomos, cuando propusieron nuevas especies de Thalictrum, tomaron en
cuenta la division, tamafio, contorno y formas de las hojas y las medidas de los peciolos.
Fueron omitidos el tipo de pubescencia, la longitud del estilo, las anteras, y la forma del
fruto, siendo estipitado, asimétrico o giboso (Boivin, 1944). Asi mismo, la falta de
colecciones cuidadosas y buenos estudios de campo han ocasionado que la literatura esté
repleta de nombres que quiza no representen distintas entidades (Park y Festerling, 1997).
Pero estos problemas no solo han ocurrido con especies norteamericanas y europeas.
También sucede con las especies del centro de México donde su delimitacion es
controvertida.

Boivin (1944) reconoce a T. hernandezii como una especie diferente de T.
gibbosum, pero Rzedowski y Rzedowski (2001) mencionan la posibilidad de que sean
sinénimos. Las especies 7. hernandezii (Fig. 1) y T. gibbosum (Fig. 2) son muy parecidas
presentando la misma altura, hojas y tallos sin pelos (glabros). Solo difieren en los

aquenios, siendo estipitado para 7. gibbosum.

B)

Fig. 1. Thalictrum hernandezii. A) hojas, B) aquenio (Boivin, 1944).
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Fig. 2. Thalictrum gibbosum A) hojas, B) aquenio.

T. hernandezii Taush

Es una planta herbiacea que mide de uno a tres metros de altura, con tallo glabro y
mds o menos glanduloso; hojas de uno a seis centimetros de largo por uno a tres
centimetros de ancho; inflorescencia grande y extendida; flores pequefas verdosas o
verdoso-rojizas; poligamo-monoicas, en menor cantidad flores masculinas; estambres y
estilos exsertos de un centimetro de largo; aquenio asimétrico, giboso y fuertemente
nervado (Boivin, 1944). Florece de mayo a septiembre encontrdndose en matorrales
secundarios y bosques mesofilos en los estados de Guerrero, Jalisco, Oaxaca, Distrito

Federal en un rango altitudinal de 1,500-2,800 metros (Sanchez, 1969; Fig. 3).

T. gibbosum Lecoyer

Planta de uno a tres metros de altura, tallo glabro de color verde claro; hojas de uno
a seis centimetros de largo por uno a tres centimetros de ancho; inflorescencia grande y
extendida; flores andromonoicas, pocas masculinas; estambres exsertos de un centimetro;

aquenios gibosos, asimétricos y fuertemente nervados (Rzedowski y Rzedowski, 2001).
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Se distribuye en la region de Amecameca, en matorrales secundarios y en bosque
mesofilo de montafia; también se conoce de Morelos, Puebla, Oaxaca y el Estado de
México; su rango altitudinal es de 2450-2800 metros (Rzedowski y Rzedowski, 2001; Fig.
4).

Thalictrum gibbosum es una planta fina y delicada muy parecida a la especie T.
pachucense (Fig. 5). Se sospecha que es la misma especie, aunque ambas se distinguen por
la altura, siendo 7. pachucense mas pequena. La medida del peciolo también varia, nueve
centimetros para 7. pachucense y cinco centimetros en 7. gibbosum. El aquenio es

fuertemente nervado solo para este tltimo.

T. pachucense Rose

Planta de veinte a cincuenta centimetros de altura; hojas basales, ldminas
triternadas, foliolos de menos de un centimetro de largo, enteros o con tres 16bulos apicales,
base entera, cuneada o acorazonada; peciolo de uno a dos centimetros; flores
andromonoicas; purpuras con estambres apiculados (Boivin, 1944), aquenios de cuatro a
cinco milimetros, gibosos, sostenidos por un pedicelo. Se distribuye en bosques de Abies y
en claros adyacentes en el estado de Hidalgo a una altitud de 2800-3000 metros (Rzedowski

y Rzedowski, 2001; Fig. 6).
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T. pubigerum Bent.

Planta de menos de un metro a 1.5 metros de alto; tallos pubescentes, pelos finos,
cortos y translucidos; hojas grandes y anchas de tres centimetros de largo por tres
centimetros de ancho, el envés es denso y suavemente pubescente; paniculas largas y
extendidas; flores hermafroditas, algunas masculinas; estambres y estilos exsertos de un
centimetro de largo; produciendo de diez frutos o menos, con aquenios de cuatro a cinco
milimetros de largo (Fig. 7). Se encuentra en laderas himedas y boscosas en Puebla,
Tlaxcala, Hidalgo, el Estado de México, Jalisco, Veracruz y Oaxaca. Altitud 2500-3000
metros (Rzedowski y Rzedowski, 2001; Fig. 8).

La distinciéon entre 7. pubigerum y T. strigillosum (Fig. 9) con base en la
pubescencia, no siempre es clara (Rzedowski y Rzedowski, 2001). Thalictrum pubigerum
es mas pequefia con hojas grandes y anchas. El tamaiio del aquenio también difiere siendo
mads grande en 7. strigillosum. Esta misma especie presenta un envés con pelos toscos a
diferencia de T. pubigerum que es suavemente pubescente con pelos finos. Las paniculas

son mas largas en T. pubigerum (Rzedowski y Rzedowski, 2001).

T. strigillosum Hemsley

Planta de veinte centimetros a dos metros de alto; tallos con pelos cortos o pelos
largos no glandulosos coloreados; hojas de uno a dos centimetros de largo; pubescencia
variada, densa en el envés de los foliolos; flores hermafroditas, pocas masculinas;
estambres y estilos exsertos de un centimetro de largo; aquenios de tres a cuatro milimetros.
Se encuentra en gran parte de la Republica Mexicana, en matorrales, zacatales y en bosques
de encino y pino. Su rango altitudinal es de 2350-3200 metros (Rzedowski y Rzedowski,

2001; Fig. 10).
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2.6 El concepto filogenético de especie.

A través de la historia de la biologia se han propuesto diferentes conceptos de
especie, lo cual ha dependido de los diferentes tipos de preguntas que se hace un
investigador y/o de los organismos con los que trabaja (Templeton, 1989). En el dltimo
siglo y medio se ha utilizado el término con dos diferentes propdsitos: como base para
describir y catalogar la diversidad bioldgica y para representar las relaciones histéricas de
la diversidad de una manera jerarquica, como base de la teoria evolutiva (Cracraft, 1989).

El surgimiento de los andlisis cladisticos han permitido conocer las relaciones
filogenéticas entre diferentes organismos, realizar nuevas clasificaciones y han conducido a
un concepto filogenético de especie (Gonzalez, 1997). El primero en proponer un concepto
filogenético de especie fue Cracraft (1983) describiendo que una especie “es la agrupacién
diagnosticable mas pequeifia de organismos individuales dentro de la cual hay un patrén de
ancestria y descendencia”. Por varios afios el concepto filogenético de especie ha sido
discutido por diferentes autores (por ejemplo Rosen, 1979; Hill y Crane, 1982; Donoghue,
1985) proponiendo y defendiendo un concepto basado en un patrén de caracteres
compartidos. Mishler y Theriot (2000) dan a conocer un concepto basado en la evidencia de
monofilia. Nixon y Wheeler (1990) definen una especie filogenética como la “mads pequena
agregacion de poblaciones (sexual) o linajes (asexual) diagnosticables por una unica
combinacion de estados de cardcter en individuos comparables”. Las especies divergen por
presentar una combinacioén de caracteres diagnosticables, constituyendo asi una udnica
entidad filogenética; estas diferencias permiten conocer que las entidades han evolucionado

independientemente (Nixon y Wheeler, 1992).
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Debido a que las especies presentan caracteres diagndsticos pueden llevarse a cabo
diferentes métodos para la delimitacidn de estas especies (Sites y Marshall, 2003). Entre los
métodos de delimitacion de especies se encuentran los que analizan la presencia o ausencia
de flujo génico (Porter, 1990), los que estudian las distancias génicas (Good y Wake, 1992;
Highton, 1990), la fijacién o ausencia de alelos (Doyle, 1995), y en el que las especies son
delimitadas por medio de sus atributos observables como el andlisis de agregacién de
poblaciones (AAP) presentado por Davis y Nixon (1992).

Otros métodos para la delimitacion de especies se basan en las topologias de arboles
filogenéticos. Estos requieren la construccion de genealogias, siendo las especies
delimitadas mediante nodos resueltos (Braum y Shaw, 1995). Otros métodos utilizan tanto
secuencias de DNA y morfologia, separando a las poblaciones por divergencia de
caracteres (Wiens y Penkrot, 2002). Brower (1999) presenta la agregacion cladistica de
haplotipos (ACH), el cual consiste en identificar haplotipos de diferentes individuos por
comparacion y llevar a cabo un andlisis cladistico con éstos. Este método corrobora o
rechaza hipoétesis a priori sobre la delimitacion de especies.

Por lo tanto, en esta investigacion se puede discernir si dos poblaciones pertenecen a
la misma especie o a especies diferentes. Si las poblaciones de cada especie presentan
apomorfias (morfolégicas o moleculares) y a través de andlisis de secuencias de DNA se
colocan juntas, formando un grupo monofilético, pertenecen a una misma especie. Si las
poblaciones de cada especie no comparten apomorfias, pero forman un grupo contiguo en
la filogenia es decir, un grupo parafilético, pueden corresponder también a una misma
especie (Olmstead, 1995). Pero si dos especies putativas ocurren en partes distintas de la

filogenia (un grupo polifilético) se consideran especies distintas (Brower, 1999).
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2.7 La region del espaciado interno transcrito (ITS) del DNA ribosomal del nicleo.

A pesar de la gran diversidad de genes que existen, los que codifican para el RNA
ribosomal han sido utilizados para estudios sistematicos, tanto en microorganismos, como
en plantas y animales (Hillis y Dixon, 1991; Hamby y Zimmer, 1992). La abundancia de
estos genes asi como el desarrollo de “primers” universales (White et al., 1990) ha
facilitado su aislamiento asi como las comparaciones filogenéticas para distintos niveles
taxonémicos (Gonzalez, 1997). La unidad del DNA ribosomal estd presente en miles de
copias dentro del genoma de las plantas (Appels y Dvorak, 1982). Cada repeticiéon de la
regién del DNA ribosomal del nicleo consiste de un espaciador transcrito externo (ETS),
seguido por el gen 18S, un espaciador interno transcrito (ITS-1), el gen 5.8S, un segundo
espaciador interno transcrito (ITS-2) y finalmente el gen 26S. Cada regiéon del DNA
ribosomal del nicleo se encuentra separada de la siguiente por un espaciador intergénico
(IGS; Soltis y Soltis, 1998; Fig. 11).

La longitud de las regiones codificadoras es muy similar en las plantas. El tamaiio
del gen 18S es de 1800 p.b. (Nickrent y Soltis, 1995), el tamaiio del gen 5.8S es de 164-165
p.b. (Hamby y Zimmer, 1992); la longitud del gen 26S es arriba de 3300 p.b. (Bult et al.,
1995). En las angiospermas la longitud del ITS-1 e ITS-2 presentan menos de 300 pares de
bases (ITS-1: 187 a 298 p.b., ITS-2: 187 a 252 p.b.) mientras que la longitud total es de 600
a 700 p.b. (Baldwin et al., 1995). La longitud del espaciador intergénico varia

considerablemente, de uno a ocho Kpb (Jorgensen y Cluster, 1988).
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Los espaciadores internos transcritos (ITS-1 e ITS-2) tienen como funcién la
maduracion del RNA ribosomal (Baldwin et al., 1995). Hershkovitz y Zimmer (1996) dan a
conocer que el ITS-2 estd mas conservado que el ITS-1, asi como el contenido de guaninas
y citosinas es alto en ambos espaciadores.

La regién del ITS se ha amplificado facilmente en muchas angiospermas en parte
por su pequefio tamafio, gran nimero de copias y porque los “primers” que se utilizan para
PCR (método de la reacciéon en cadena de la polimerasa) corresponden a secuencias
altamente conservadas, lo que ayuda grandemente a la amplificacién, secuenciacion,
alineamiento y andlisis filogenético (Baldwin, 1992).

Las secuencias de la region del ITS han permitido la reconstruccion filogenética en
angiospermas (Baldwin et al., 1995), algas (Bakker et al., 1995) y helechos (Stein et al.,
1992), asi como en hongos (Vilgalys y Sun, 1994) e insectos (Campbell et al., 1993). La
regién del ITS es filogenéticamente ttil a nivel de familia (Bayer et al., 1996), género
(Soltis et al., 1996) y dentro de especies para investigar relaciones entre poblaciones
alopatricas (Baldwin, 1992), resolver conflictos entre especies y proporcionar resolucion a
especies relacionadas (Baldwin et al., 1995). E1 DNA ribosomal consiste de miles de copias
por locus, y es comun que presente evolucién concertada (Small et al., 2004). La evolucién
concertada homogeniza las regiones del DNA ribosomal, siendo la evolucién de estas
regiones muy compleja. La evolucion concertada puede originarse por varios mecanismos
como cruzamiento desigual de cromosomas homdlogos y la conversion de genes, pero la
contribucién de estos dos mecanismos no es muy clara (Dover, 1982). Trabajos de Buckler
et al. (1997) y Buckler y Holtsford (1996), sugieren precaucion en las reconstrucciones
filogenéticas que presentan evolucion concertada, particularmente en niveles taxonémicos

bajos.
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Fig. 11. Diagrama de la regién del DNATr del niicleo. EI DNA ribosomal estd conformado
por los genes 18S, 5.8S y 26S y los espaciadores ITS1 (el espaciador interno transcrito 1),
ITS2 (el espaciador interno transcrito 2), IGS (espaciador intergénico) y el ETS (espaciador

transcrito externo; Soltis y Soltis, 1998).

3. JUSTIFICACION.

El género Thalictrum ha sido poco estudiado y para la identificacion de las especies
se conocen pocos caracteres diagnosticables. En el centro de México la delimitacién de
algunas especies de este género es controvertida y los pocos trabajos (Hoot, 1995;
Johanson, 1995; Ro et al., 1997; Ro y McPheron, 1997) realizados con este género no
incluyen a los taxones del centro de México.

El propésito de estd investigacion es establecer la posicion de estos taxones
utilizando secuencias de especies del mismo género de diversas partes del mundo
proporcionadas por el Dr. Aaron Liston de Oregon State University y aportar una solucién

a la validez a estos taxones mediante caracteres morfolégicos y secuencias de DNA.
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4.0 OBJETIVOS.

4.1 OBJETIVO GENERAL.
Determinar la posicion filogenética de los taxones del género Thalictrum del centro de
México utilizando el espaciador interno transcrito (ITS) del DNA ribosomal del nicleo

en conjunto con otras especies del mismo género de diversas partes del mundo.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES.
Evaluar la validez de los taxones del centro de México con base en los criterios de

monofilia y divergencia.

Delimitar estos taxones utilizando caracteres morfolégicos y secuencias de ITS.

Comprobar si los taxones del centro de México pertenecen al clado de las

andromonoicas.

5. MATERIAL Y METODO.
5.1 Recolecta de material biolégico.

Las plantas fueron recolectadas (Cuadro 2) en los estados de Hidalgo, Querétaro y
en el Estado de México (Fig. 12). Estos estados forman parte de las provincias de Llanuras
y Sierras de Querétaro e Hidalgo y de Lagos y Volcanes de Anahuac (Cervantes et al.,
1990). La recolecta se llevd a cabo en bosque de Abies, Pinus y Quercus asi como en
matorral secundario; sobre laderas y a orillas de arroyos, entre 1500 y 2900 metros de

altitud. Posteriormente las plantas se prensaron y se secaron.
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Una vez secas las plantas se almacenaron en el Herbario de la Universidad

Auténoma del Estado de Hidalgo para posteriormente ser identificadas utilizando dos

claves (Boivin, 1944; Rzedowski y Rzedowski, 2001). A las plantas se les cortaron algunas

hojas para guardarlas en sobres que fueron etiquetados con los datos correspondientes

(fecha y lugar de recolecta). Estos sobres fueron colocados en el congelador a —80° C para

extraer el DNA posteriormente.

Cuadro 2. Localidades donde fueron recolectadas las especies del género Thalictrum.

Especie

No. de
recolecta

Fecha de recolecta

Estado

Localidad

Coordenadas

T. gibbosum

DTM22

19/12/2004

Edo. de México

Amecameca

N 19° 07" 35"
0 98° 46' 36"
Altitud 2300m

T. hernandezii

DTM15

28/11/2004

Edo. de México

Toluca

N 19°08' 15"
0 99° 55' 27"
Altitud 2496m

T. hernandezii

DTM16

28/11/2004

Edo. de México

Toluca

N 20° 09' 16"
0 99° 57' 29"
Altitud 2496m

T. hernandezii

DTM17

28/11/2004

Edo. de México

Toluca

N 20° 09' 16"
0 99° 57' 29"
Altitud 2496m.

T. pachucense

DTM7

10/08/2003

Hidalgo

Zimapan

N 20°48' 17"
0 99° 15' 37"
Altitud 2080m

T. pubigerum

DTM3

25/06/2003

Hidalgo

La Estanzuela

N 20°10'20 "
0 98°45'15"
Altitud 2780m

T. pubigerum

DTM4

10/08/2003

Hidalgo

Zimapin

N 20° 48' 17"
0 99° 15' 37"
Altitud 2080m

T. pubigerum

DTMS5

10/08/2003

Hidalgo

Zimapin

N 20° 48' 17"
0 99° 15' 37"
Altitud 2080m

T. pubigerum

DTMG6

10/08/2003

Hidalgo

Zimapin

N 20° 48' 17"
0 99° 15' 37"
Altitud 2080m

T. pubigerum

DTM13

11/10/2004

Hidalgo

Real del Monte

N 20° 08' 51"
0 98° 40' 59"
Altitud 1,559m

T. strigillosum

DTM1

19/06/2003

Hidalgo

Pefias Cargadas

N 20° 06' 34"
098°37'41"
Altitud 2740 m
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T. strigillosum DTM10 18/08/2004 Hidalgo Molango N 20° 47" 26.2"

0 98°43'41.2"
Altitud 1559m

T. strigillosum DTM12 11/10/2004 Hidalgo Real del Monte N 20°08'51"

0 98° 42' 60"
Altitud 1,559m

T. strigillosum DTM20 08/12/2004 Querétaro Pinal de Amoles N 21° 10" 52"

0 99° 34' 28"
Altitud 2095m

T. strigillosum DTM21 08/12/2004 Querétaro Pinal de Amoles N 21°10'52"

0 99° 34' 28"
Altitud 2095m

5.2 Identificacion de las especies.

Para poder identificar las especies del género Thalictrum del centro de México, se
distinguié la pubescencia densa y suave en el envés de los foliolos, pelos opacos y
translucidos en el tallo asi como hojas y tallos glabros. En el momento de la recolecta
algunos ejemplares eran jovenes y pocos tenian el aquenio, en algunos ejemplares el fruto
llegaba a caerse y era dificil establecer a que especie pertenecia.

Los caracteres morfolégicos que se seleccionaron para delimitar a los taxones del
centro de México fueron tomados a partir de las claves que se han realizado para la
identificacion de estas especies. Los caracteres corresponden a tallos y envés de los foliolos
pubescentes o glabros, la coloracion de los pelos y tamafio de estos, asi como las formas de

los aquenios (Cuadro 3).

Cuadro 3. Caracteres morfolégicos diagnésticos para los taxones del centro de

México.

Estructura Caracteristica

Tallos y foliolos | Glabros o pubescentes
Pelos Translucidos u opacos
Tallos Pelos cortos o largos
Aguenios Gibosos y estipitados
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5.3 Extraccion, amplificaciéon y secuenciacion de DNA.

La extracciéon del DNA genémico de las hojas se llevd a cabo por medio de
morteros con pistilo para romper las paredes celulares y con nitrégeno liquido, siguiendo
los pasos del protocolo DNeasy Plant Mini Kit de QIAGEN (anexo).

El DNA purificado fue diluido en 100 pul de Tris-EDTA. Para estimar la cantidad y
calidad de DNA extraido, se colocaron 2 pl de éste en un gel de 0.9% de agarosa; mediante
electroforesis los fragmentos se separaron y el DNA presente en el gel fue visualizado en
una caja de luz UV (302 nm).

Para la amplificacién del DNA se utilizé el método de la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR; Mullis, 1990) con las siguientes concentraciones: 1X Buffer, 1.56 mM de
MgCl,. 0.2 mM de cada dANTP (Invitrogen) 1 pM de los “primers” ITS4 (5°-
tecttecgettattgatatge-3’) e ITSS5 (5°-ggaagtaaaagtcgtaacaagg-3’), 2 U de Tag polimerasa
recombinante (Invitrogen) y 1 pul de DNA gendémico.

Las reacciones se llevaron a cabo en un Termociclador, GeneAmp PCR System
(Applied Biosystems) primero aplicando una temperatura de 94°C por tres minutos, seguido
por 30 ciclos de: 3 min. a 94°C, 50 s a 55°C y 80 s a 72°C, por ultimo a 72°C por 5 min. La
reaccion de PCR fue verificada en un gel de agarosa. Las amplificaciones exitosas fueron
purificadas con el Kit Geneclean III Kit (Bio101; anexo). Finalmente el producto de PCR
purificado se colocé en otro gel para verificar que la calidad del producto fuera la adecuada

y que no quedara algun reactivo de la PCR.
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Después se llevo a cabo una reaccion de secuenciacion utilizando 6 ulL del producto
purificado, 1 pl de 5X Buffer, 1 pl de 2 uM de “primer” y 2 ul de BigDye Terminator
Reaction Mix (Applied Biosystems) en un termociclador por 69 ciclos de 30 s a 96°C, 15 s
a 50°C, 4 min. a 60°C y 15 min. a 4°C.

Los productos fueron precipitados con acetato de sodio con pH 4.6, se colocaron 25
pl etanol al 95% y 150 pl de etanol al 70%, se centrifugo por cinco min. a 12000 rpm. Se
desech¢ el liquido, se sec6 en el “SpeedVac’y se agregd 25 pl de Template Suppression
Reagent (Applied Biosystems).

Después de aproximadamente 25 minutos se pasé la muestra a los tubos de
secuenciacion para posteriormente ser colocados en un secuenciador automéatico de DNA

(ABI310, Applied Biosystems).

5.4 Edicion y alineacion de secuencias.

Las secuencias de ITS 5 e ITS 4 para T. hernandezii, T. gibbosum, T. pachucense, T.
pubigerum y T. strigillosum fueron editadas en el programa BioEdit (Hall, 1999). Para
conocer la posicion de estos taxones dentro de la filogenia del género, las secuencias finales
fueron alineadas en conjunto con otras 38 especies de diversas partes del mundo no
publicadas (Aaron Liston, comunicacién personal). Las especies Aquilegia fragrans,
Aquilegia skinneri, Enemion bipernatum, Enemion occidentale, Leptopyrum fumarioides y
Paraquilegia grandiflora de la familia Ranunculaceae fueron incluidas como grupos

externos.
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5.5 Analisis filogenético.

Las secuencias se analizaron mediante parsimonia y mdxima verosimilitud en el
programa PAUP* 4.0B10 (Swofford, 2003). El andlisis de parsimonia se llev6 a cabo con
62 taxones terminales mediante una busqueda heuristica con 10,000 replicas para la
incorporacién secuencial de los taxones al azar “random sequence addition” e intercambio
de ramas “tree-bisection-reconnection” (TBR).

Para manejar el nimero elevado de arboles mds parsimoniosos se guardaron un
maximo de dos por cada replicado utilizando los comandos “nchuck” y “chuckscore”. Los
valores de “bootstrap” (remuestreo) fueron determinados con 10,000 replicas de “simple
addition sequence” y con “mulpars=off*

Debido a que el anélisis de maxima verosimilitud sélo puede llevarse a cabo con
pocos taxones terminales, no se incluyeron las secuencias de las especies de diversas partes
del mundo; ademds las secuencias de las especies de este género del centro de México que
fueron proporcionadas por el Dr. Aaron Liston de Oregon State University tampoco se
colocaron en el andlisis debido a que no pudieron ser examinadas mediante
electroferogramas para conocer si presentaban sitios polimorficos en el ITS. Para escoger
un modelo evolutivo se llevé a cabo una prueba de cociente de “log-verosimilitud” en el
programa Modeltest 3.0 (Posada y Crandall, 1998). El anélisis de mdxima verosimilitud us6
una busqueda heuristica con incorporacion secuencial de los taxones “as-is” con

intercambio de ramas TBR.
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6. RESULTADOS.
6.1 Alineacion.

Las 62 secuencias fueron alineadas manualmente, resultando una matriz de 625
pares de bases. Las posiciones entre la 241 a la 410 no presentaron variaciéon. Se introdujo
un mayor nimero de “gaps” en las especies, T. dasycarpum, T. dioicum, T. flavum, T.
revolutum, T. minus, T. coriaceum, T. aquilefolium, T. clavatum y T. thalictroides en las
posiciones 10 a la 90. Las especies T. revolutum, T. flavum y T. clavatum presentaron
caracteres faltantes entre las posiciones 287-309 mientras que 7. reniforme, T. coriaceum y
T. steyemarki presentaron caracteres faltantes entre las posiciones 545-625.

Los grupos externos presentaron un mayor nimero de “gaps” en las posiciones de la
10-90 para el género Paraquilegia, en las posiciones 120-140 para el género Leptopyrum 'y
para Aquilegia y en las posiciones 1-17 para el género Enemion.

En algunos casos no fue posible determinar que nucledtido aparece en una posicion.
Por ello se utilizaron cédigos de ambigiiedad (ejemplo: Y = T o C) presentando un mayor
numero de estas T. gibbosum en las posiciones 30, 43 y 617, Thalictrum strigillosum 12 en
las posiciones 50, 75 y 617, T. pubigerum 3 en las pocisiones 189, 201 y 617 y por dltimo
T. pubigerum 5 en las posiciones 202, 590 y 617. Los codigos de ambigiiedad fueron
tratados como caracteres faltantes en los anélisis filogenéticos.

La variacion de la region del ITS para el género Thalictrum se observa en el Cuadro
3 siendo el contenido de guaninas y citosinas para ITS1= 0.601, 5.8S= 0.541 e ITS2=

0.658. El numero de sitios variables fue de 113 sitios para el ITS1, 13 sitios para 5.8Sy 118
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sitios para ITS 2; mientras que fueron 80 sitios informativos para ITS1, 5 sitios para 5.8S y
64 sitios para ITS2. Siendo la regién del ITS2 la que presenta un mayor nimero de sitios
variables. El mayor contenido de guaninas y citosinas corresponde a la regién ITS 2. El

5.8S es el menos variable e informativo.

Cuadro 4. Estadisticas de las secuencias de la region del ITS para especies del centro

de México y para las especies T. clavatum, T. thalictroides, T. dioicum y T. coriaceum.

PARAMETRO ITS1 5.8S ITS2 TOTAL
Longitud alineada. 235 162 216 613
Rango de longitud . 221-228 162 215-216 598-606
Promedio del contenido de G + C 0.601 0.541 0.658 0.600
Numero de sitios variables 113 13 118 245
Numero de sitios informativos 80 5 64 149

6.2 Analisis filogenético.

La reconstruccion filogenética de la region de ITS en Thalictrum, recuperd 11,568
arboles mas parsimoniosos de 464 pasos, un indice de consistencia (IC) de 0.616, indice de
retencion (IR) de 0.953 e indice de consistencia excluyendo caracteres informativos (ICexc)
de 0.511. Asi mismo la filogenia present6 422 caracteres constantes, 115 informativos y 88
variables no informativos. Uno de los drboles mds parsimoniosos se presenta en la Fig. 13.
El filograma (Fig. 13) y el arbol de consenso estricto (Fig. 14) de la regién del ITS muestra
que la monofilia de Thalictrum es soportada con un valor de “bootstrap” (remuestreo) del

72%.
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Los taxones del centro de México T. pubigerum, T. gibbosum, T. hernandezii y T.
pachucense no presentan resolucién y se agrupan con las especies 7. arsenii, T.
henricksoni, T. lanatum, T. grandiflorum y T. podocarpum. Dos de cuatro ejemplares de las
especies T. hernandezii forman un grupo monofilético con un valor de remuestreo del 80%.

Los taxones norteamericanos forman tres grupos monofiléticos separados. El
primero estd constituido por las especies T. dasycarpum, T. cooleyi, T. coriaceum, T.
pubescens y T. revolutum con un valor de remuestreo del 97%. Las especies T.
dasycarpum, T. cooleyi y T. coriaceum presentan una politomia en el arbol de consenso
estricto (Fig. 14) y no existe resolucion en el filograma; estas especies forman un grupo
hermano con 7. revolutum y T. pubescens con valores de remuestreo del 97%.

Las especies T. revolutum y T. pubescens forman un grupo monofilético con valor
de remuestreo del 75%. El segundo grupo de taxones norteamericanos lo forman las
especies T. polycarpum, T. dioicum, T. occidentale, T. venulosum, T. fendleri, T.
sparsiflorum, T. heliophilum y T. pinnatum con un valor de remuestreo del 97% siendo el
clado de mayor soporte dentro de las especies norteamericanas

El dltimo grupo estd formado por las especies 7. clavatum, T. thalitroides y T.
faurei con un valor de remuestreo de 89%. Las especies T. clavatum, T. thalictroides
forman un grupo monofilético con un valor del 80%. Las especies de Eurasia 7. flavum y T.
ramosum forman un grupo monofilético con un valor de remuestreo de 63%. La especie T.
delavayi en el arbol de consenso estricto no presenta resolucidn, a diferencia del filograma
donde forman un grupo monofilético con 7. minus con un valor de remuestreo del 78%

(Fig. 13).
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En ambos arboles la especie 7. uchiyamai no presenta resolucién, mientras que los
dos ejemplares de T. aquilegifolium estan unidas con un valor del 100%. La especie
peruana 7. decipiens y la de los Himalayas 7. reniforme forman un grupo monofilético con
un 76% para ambos arboles, estas ultimas estdn unidas con 7. sparsiflorum 1 con un valor
de remuestreo del 53% a diferencia del arbol de consenso estricto donde esta especie no
presenta resolucion (Fig. 14).

Las especies Leptopyrum fumarioides y Paraquilegia grandiflora forman un grupo
monofilético con un valor de 93%. Aquilegia skinneri y A. fragrans son unidas con un valor
de 100%, mientras que Enemion biternatum y E. occidentale forman un grupo monofilético
con un valor de 93%.

En cuanto a los sistemas sexuales las especies andromonoicas de México forman un
clado junto con tres especies hermafroditas (7. arsenii, T. henricksoni y T. steyemarkii, T.
tripeltiferum y T. decipiens) (Fig.13). La condicion hermafrodita se presenta en muchos
clados y linajes diferentes (polifilético), observandose esta condicién en las especies de
Eurasia, las dos especies mexicanas 7. arsenii y T. henricksoni y las especies de América
del Norte 7. clavatum, T. thalictroides y T. faurei (Fig. 13).

Las especies dioicas se presentan en tres linajes diferentes: un clado formado por 7.
dasycarpum, T. cooleyi, T. pubescens y T. revolutum; un segundo clado formado por 7.
polycarpum, T. fendleri, T. sparsiflorum, T. heliophilum, T. dioicum, T. occidentale, T.

venulosum y T. sparsiflorum 1; y un tercer linaje donde se ubica aislado 7. sparsiflorum 2.
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El sistema sexual hermafrodita es el estado pleisomdrfico en el género, debido a que
los primeros dos linajes de Thalictrum que divergen en la filogenia 1) 7. ichangensis — T.
clavatum y 2) T. macrocarpum al igual que el grupo externo presentan esta condicion.

El modelo escogido para el andlisis de maxima verosimilitud dependié del acomodo
de las bases nitrogenadas, y permitié dos tasas diferentes de transiciones siendo elegido el

modelo k8luf que da a conocer el modelo de substitucién de éstas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Parametros de los datos de maxima verosimilitud.

Sitios
Numero de Modelo Score-InL | Frecuencia | Substitucion invariables
Taxones. ()
16 | K8luf 926.94 | A=.2171 A-C=1.000 0.9621
C=.31101 | A- G = 3.9467
G=.2980 | A-T=.0000
T=.1748 | C-G =.0000
C-T=3.9467
G-T=1.0000

El andlisis de maxima verosimilitud, solo para las especies del centro de México, da
a conocer cuatro grupos. El primer grupo estd formado por tres ejemplares de T.
hernandezii. El segundo grupo estd formado por Thalictrum pubigerum 13, Thalictrum
strigillosum 10, 12, 20 y 21. El tercer grupo por las especies 7. pubigerum 3 'y 6 con T.
gibbosum. El cuarto grupo estd formado por los ejemplares 7. pubigerum DTM 2,4,y 5, T.

strigillosum DTM 1y T. pachucense DTM 7 (Fig. 15).
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6.3 Delimitacion de especies del centro de México.

El andlisis llevado a cabo con la agregacién de poblaciones (Davis y Nixon, 1992)
se observa en el Cuadro 6. Se utilizaron cinco caracteres morfoldgicos. Estos caracteres son
diagnésticos permitiendo distinguir a las poblaciones de las especies de Thalictrum del

centro de México.

Cuadro 6. Caracteres diagnésticos en los taxones de Thalictrum del centro de México.

Tallos con
Taxo6n Pubescencia Pelos pelos Aquenio Aquenio
cortos y
largos giboso estipitado
DTM 2 suave [translucido| ausente ausente ausente
DTM 3 suave [translucido| ausente ausente ausente
DTM 4 suave |translucido| ausente ausente ausente
DTM 5 suave [translucido| ausente ausente ausente
DTM 6 suave [translucido| ausente ausente ausente
DTM 13 suave translucido| ausente ausente ausente
T. pubigerum
DTM 1 densa opaco presente | ausente ausente
DTM 10 densa opaco presente ausente ausente
DTM 12 densa opaco presente ausente ausente
DTM 20 densa opaco presente ausente ausente
DTM 21 densa opaco presente ausente ausente
T. strigillosum
DTM 15 glabra ausente ausente | presente ausente
DTM 16 glabra ausente | ausente | presente | ausente
DTM 17 glabra ausente | ausente | presente | ausente
T. hernandezii
DTM 7 glabra ausente ausente presente ausente
T. pachucense
DTM 22 glabra ausente ausente presente | presente
T. gibbosum
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Un cardcter morfologico distingue a las especies Thalictrum gibbosum y T.
hernandezii, mientras que T. pubigerum y T. strigillosum difieren en tres caracteres. La
comparacion de las secuencias de la regién del ITS (Cuadro 7) muestra que se puede
distinguir los ejemplares de T. hernandezii del ejemplar de T. gibbosum. Tienen una
diferencia constante en la posicion 439.

Los ejemplares de las poblaciones 7. strigillosum DTM 1 y de T. pubigerum DTM
13 y los ejemplares de 7. pubigerum DTM 3 y DTM 6 con T. strigillosum DTM 10 fueron
idénticos. Ademas los ejemplares de T. pubigerum DTM 4 y DTM 5 también son iguales
con respecto a T. pachucense DTM 7.

Cuadro 7. Anélisis de secuencias del ITS en los taxones de Thalictrum del centro de
Meéxico.

Posicion de la alineacion.

Taxoén 30 102 202 228 439 578 600
DTM 2 A T G G C T C
DTM 3 A G A G C T C
DTM 4 A G G G C T G
DTM 5 A G G G C T G
DTM 6 A G A G C T C
DTM 13 T G G G C T G
T. pubigerum

DTM 1 T G G G C T G
DTM 10 A G A G C T C
DTM 12 A G G G C T G
DTM 20 A G A G C T G
DTM 21 A G A G C T G
T. strigillosum

DTM 15 A T G G T T G
DTM 16 A T A A T C G
DTM 17 A T A A T C G
T. hernandezii

DITM 7 A G G C T T G
T. pachucense

DTM 22 A G A G C T C
T. gibbosum
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7. DISCUSION.
7.1 Analisis filogenético.

Los estudios de las especies de Thalictrum del centro de México son escasos y s6lo
hay antecedentes de tres autores (Rose, 1899; Boivin, 1944; Rzedowski y Rzedowski,
2001). Se observo heterogeneidad en las secuencias de las especies del género Thalictrum
del centro de México. Esta diferencia en las secuencias da a conocer que atn la evolucién
concertada del marcador del ITS no ha actuado suficientemente rdpido para homogenizar
copias. Puede ser el caso de que una reciente hibridacién estd ocurriendo (Kim y Janson,
1994).

Estudios realizados por Kuzmanov y Dutschewska (1982) dan a conocer que el
género estd dividido en dos grupos de poliploides, en el primer grupo la hibridacién y la
poliploidia han promovido el éxito reproductivo y adecuacién a diferentes nichos, mientras
que en el segundo grupo los cambios evolutivos todavia contindan. A este segundo grupo
es quizd al que pertenecen las especies del centro de México. Otra posibilidad que explica
la heterogeneidad de las copias del ITS es la retencion de copias del ITS ancestrales que
divergieron antes de los eventos de especiacion.

Las especies T. sparsiflorum 1 y T. difusiflorum pertenecientes al subgénero
Thalictrum se colocan con T. decipiens y T. reniforme, dos especies del subgénero
Lecoyerium. Lo mismo sucede con las especies de Norteamérica 7. dasycarpum, T. cooleyi,
T. coriaceum, T. pubescens y T. revolutum (subgénero Lecoyerium) que forman un grupo
monofilético con las especies de Eurasia (subgénero Thalictrum) T. uchiyamai, T. delavayi,

T. flavum, T. ramosum, T. minus y T. aquilegifolium.
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Finalmente la especie T. sparsiflorum 2 del (subgénero Thalictrum) estd ubicada en
un clado formado por T. occidentale, T. venulosum, T. fendleri, T. heliophilum y T.
pinnatum, otras especies del subgénero Lecoyerium.

La clasificacion realizada por Boivin (1944) basada en la distribucién, morfologia
de los pistilos, nimero de sépalos y el sistema sexual no concuerda con el arbol de
consenso estricto (Fig. 14) de la region del ITS. Los estudios realizados por Ro y McPheron
(1997) con la regién del ITS con ocho especies de Norteamérica y dos de Eurasia tampoco
concordaron con la clasificaciéon en subgéneros realizada por Boivin (1944).

Debido a la falta de resolucion de las especies del centro de México en el filograma
y el arbol de consenso estricto, se realizé un arbol de maxima verosimilitud (Fig. 15) dando
como resultado cuatro grupos. El primero si concuerda con las caracteristicas que presentan
las especies 7. hernandezii al ser glabras. Un segundo grupo formado por las especies
Thalictrum strigillosum DTM 10, 12, 20, 21 y Thalictrum pubigerum DTM 13, se colocan
juntas por presentar pubescencia densa en el envés de los foliolos y pelos cortos y largos en
el tallo, solo en las cuatro primeras. El tercer grupo estd formado por dos especies
pubescentes y una glabra, T. gibbosum. El cuarto grupo por las especies T. pubigerum
DTM 2,4y 5, T. strigillosum DTM 1 y T. pachucense DTM 7. Las especies T. pubigerum
DTM 2,4y 5 ylaT. strigillosum DTM 1 se colocan juntas por presentar la caracteristica de
ser pubescentes aunque en las tres primeras la pubescencia es suave y en la tltima es densa.
Lo interesante es que 7. pachucense se coloque aqui cuando es glabra; quizd la
identificacién no fue correcta debido a que cuando la planta fue recolectada tenia foliolos

muy pequenos (una caracteristica de identificacion en esta especie) y muy jévenes.

34



Ademds en el lugar de recolecta (Zimapan) no hay registros de esta especie
(Herbario MEXU). Zimapéan seria una regién interesante de estudio donde quizd se

distribuyen especies que no han sido registradas para esta localidad.

7.2 Delimitacion de especies del centro de México.

Se observan pocos caracteres distintivos en las especies T. hernandezii y T.
gibbosum debido a que comparten las caracteristicas de ser glabras, medir mas de un metro
de altura y tener aquenios asimétricos y gibosos. Por presentar caracteres morfolégicos
similares las dos especies anteriores es dificil conocer si son la misma o diferente especie.
El andlisis llevado a cabo para la delimitacion de las especies del centro de México por
medio del andlisis de poblaciones (Cuadro 6) da a conocer que 7. hernandezii se puede
distinguir de 7. gibbosum. Individuos de T. gibbosum presentan un aquenio estipitado de
cuatro a ocho milimetros siendo diferente de 7. hernandezii que carece de este tipo de
aquenio y llega a medir de tres a cinco milimetros. Boivin (1944) reconoci6 a T. gibbosum
como una especie diferente de 7. hernandezii por una condicién dioica, hojas ternadas y
altura de menos de tres metros.

La distribucién de T. hernandezii y T. gibbosum también apoya el resultado de ser
especies diferentes. Aunque ambas se distribuyen en el Estado de México los ejemplares
DTM 15, 16 y 17 se encuentran cerca de Toluca y DTM 22 en Amecameca. Pero es cierto
que aun falta més informacién ya que sélo se analizé una poblacién de 7. gibbosum. Los
resultados sugieren que la especie T. strigillosum es distinguible de 7. pubigerum aunque

ambas son pubescentes.

35



La pubescencia difiere en el envés de sus foliolos, ademds de que solo T.
strigillosum presenta pelos largos y cortos en el tallo, caracteristica que 7. pubigerum no
presenta. La distribucion de T. pubigerum y T. strigillosum corrobora que son especies
diferentes, las dos especies se distribuyen en el Estado de Hidalgo pero las localidades
donde fueron recolectadas difieren, el ejemplar de T. pubigerum DTM 2 se recolect6 en la
localidad del Chico, DTM 3 en la Estanzuela y DTM 4, 5 y 6 en Zimapan.

El ejemplar de T. strigillosum DTM 1 se recolecté en la localidad de Pefias
Cargadas, DTM 10 en Molango, DTM 12 en Real del Monte y DTM 20 y 21 en Querétaro.
Thalictrum pachucense comparte con 7. gibbosum la condiciéon glabra y el aquenio
asimétrico pero se necesitarian mds estudios debido a que fueron pocos los caracteres
analizados de este ejemplar.

La delimitacién realizada para las especies T. hernandezii, T. gibbosum, T.
pubigerum y T. strigillosum con el método de andlisis de agregacion de poblaciones se debe
considerar una hipétesis debido a que los caracteres utilizados para delimitar a las especies
y las poblaciones analizadas han sido muy pocas.

Thalictrum gibbosum 'y T. hernandezii se consideran diferentes, corroborandose este
resultado con la regién del ITS que muestra que las poblaciones de estas especies son
distintas por presentar diferencias en las posiciones 102 y 439. Los ejemplares de T.
hernandezii DTM 16 y 17 comparten apomorfias en todas las posiciones. Por ello se
colocan como un grupo monofilético. A pesar de las diferencias morfoldgicas, los
ejemplares de T. strigillosum DTM 1 y de T. pubigerum DTM 13 presentan secuencias

idénticas, lo cual sugiere que son especies hermanas.
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Los ejemplares de 7. pubigerum DTM 3 y 6 comparten secuencias con 7.
strigillosum DTM 10 y T. pubigerum DTM 4 y 5 con T. pachucense DTM 7. Aunque la
especie de T. strigillosum DTM 12 y la especie de T. pubigerum DTM 13 fueron
recolectadas en la misma localidad se considerarian diferentes debido a que no comparten
caracteres morfologicos y secuencias de las regiones del ITS. La especie Thalictrum
pachucense DTM 7 podria corresponder a la especie T. pubigerum debido a que comparte
secuencias en todas las posiciones de 7. pubigerum DTM 4 y 5 y porque en el arbol de
maxima verosimilitud (Fig. 15) se coloca con estos ejemplares. 7. pachucense no puede
decirse que sea una misma o diferente especie que 7. gibbosum, se necesitan mas estudios y
un mayor nimero de recolectas debido a que s6lo se cuenta con una poblacién de ambas

especies.
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Con los resultados obtenidos en el método de anélisis de agregacion de poblaciones

se elabor6 una clave modificada de Rzedowski y Rzedowski (2001).

7.3. Clave para la identificacion de las especies del género Thalictrum del centro de
Meéxico.

1 Planta glabra con altura de uno a tres metros de alto; hojas de uno a seis centimetros de
largo por uno a tres centimetros de ancho.

2 Con aquenio de tres a cinco milimetros y aquenio no estipitado distribuyéndose en
Guerrero Jalisco, Distrito Federal y el Estado de México.......................... T. hernandezii

2 Con aquenio de cuatro a ocho milimetros y aquenio estipitado distribuyéndose en
PN 0Tt oF2 1331 ot H T. gibbosum
1 Planta con diferente tipo de pubescencia.

3 Planta con pubescencia suave en el envés de los foliolos con pelos translucidos y
aquenio de cuatro a cinco milimetros de largo distribuyéndose en Jalisco, Veracruz, Oaxaca
Tlaxcala, Puebla e Hidalgo..........covviiiiiiiiiii e, T. pubigerum

3 Planta con pubescencia densa con pelos opacos en el envés de los foliolos y pelos
largos y cortos en el tallo con aquenio de tres a cuatro milimetros distribuyéndose en

Oaxaca, Hidalgo, San Luis Potosi, Querétaro y el Estado de México............ T. strigillosum
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7.4 Identificacion de las especies.

La falta de resolucion en las especies de Thalictrum del centro de México se podria
solucionar utilizando marcadores del DNA del cloroplasto como trn T-L-F y matk. Varios
estudios han resultado exitosos utilizando este tipo de marcadores para examinar variacién
y procesos evolutivos dentro de angiospermas (Soltis y Soltis, 1998).

Otra técnica que ayudaria a estudiar las relaciones entre las especies de Thalictrum
del centro de México son los marcadores genéticos llamados ISSR (secuencias simples
repetidas intermedias). Dichas secuencias funcionan como alelos, por medio de la presencia
o ausencia de bandas. Llegan a ser mds variables que el ITS debido a que son muy
abundantes presentdndose hasta 7Kpb de secuencias (Condit y Hubbell, 1991). Los ISSR
ayudan a conocer la hibridacién experimentada en algin género (Wolfe y Elisens, 1993) asi
como el flujo génico entre poblaciones (Wolfe et al., no publicado) y mapeo genético
(Tsumura et al., 1996) pero se debe tener precaucion al utilizarlos debido a sus altas tasas

de mutacion.

8. CONCLUSIONES.

1) La monofilia del género Thalictrum se soporta con un valor de remuestreo del
72%.

2) La clasificacion de subgéneros realizada por Boivin (1944) no concuerda con el
arbol de consenso estricto de la region del ITS, por lo tanto estd clasificacién debe ser

revisada.
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3) La condicién hermafrodita solo la presentan las especies de Eurasia, las dos especies
mexicanas T. arsenii y T. henricksoni y las especies T. clavatum, T. thalictroides y T. faurei
formando un grupo polifilético. La condicién dioica aparece en dos clados diferentes y un
tercer linaje aislado correspondiente a los taxones de Norteamérica por lo tanto se
comprueba que las especies mexicanas pertenecen al clado de las andromonoicas.

4) La evolucién concertada de la region del ITS no ha actuado suficientemente
rapido para homogenizar copias ya que aun se observa heterogeneidad entre las especies
del Valle de México.

5) No existe resolucion entre las especies mexicanas, debido a la retencién de alelos
ancestrales o a la hibridacion.

6) En el arbol de médxima verosimilitud se pueden identificar cuatro grupos: el
primero por T. hernandezii DTM 15, 16 y 17. El segundo por Thalictrum strigillosum DTM
10, 12, 20 y 21 y Thalictrum pubigerum DTM 13. El tercero por T. gibbosum DTM 22 y T.
pubigerum DTM 3 y 6 y el cuarto por las especies T. pubigerum DTM 2, 4 y 5, T.
strigillosum DTM 1y T. pachucense DTM 7.

7) El andlisis de poblaciones da a conocer que 7. gibbosum es diferente de la
especie T. hernandezii debido a la diferencia del aquenio y a la distribucidn.

8) La localidad de Zimapan debe ser mejor estudiada pues alli se distribuyen
especies que no han sido registradas para esa localidad.

9) T. pubigerum y T. strigillosum son especies distintas, presentan las siguientes
diferencias morfoldgicas: 7. pubigerum presenta pubescencia suave en el envés de los
foliolos asi como pelos translucidos y paniculas extendidas mientras que 7. strigillosum su

pubescencia es densa con pelos opacos cortos y largos en el tallo.
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10) La comparaciéon entre las secuencias de la regién del ITS distingue a 7.
gibbosum de T. hernandezii. No se pueden distinguir algunos ejemplares de 7. pubigerum y
T. strigillosum.

11) Para poder plantear hipétesis mds robustas sobre las relaciones entre las
especies del centro de México hay que realizar un mayor nimero de recolectas que
incluyan partes reproductivas, mds individuos para una mejor representacion, colecciones

cuidadosas y marcadores moleculares méas sensibles que permitan distinguir entre especies.
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10. GLOSARIO.

Nota: Estas definiciones fueron tomadas con base en:

Rzedowski, G.C. de y Rzedowski, J. 2001. Flora fanerogamica del Valle de México.
Instituto de Ecologia, CONABIO. Patzcuaro Michoacén.

Schuh, T.R. 2000. Biological Systematics. Principles and Applications. Cornell University
Press. New York.

Actinomorfa: de simetria radial; que tiene por lo menos dos planos de simetria.

Adnatas: 6rganos o partes de 6rganos fusionados.

Alineamiento: es una hipétesis sobre las homologias posicionales entre bases (caracteres)

de distintos individuos.

Androceo: conjunto de los érganos masculinos de la flor; los estambres.

Andromonoicas: planta provista de flores masculinas y flores hermafroditas en el mismo

individuo.

Anteras: parte mas o menos abultada del estambre que contiene polen.

Apiculada: provisto de apiculo.

Apiculo: punta corta y aguda.

Apomorfia: Cardcter derivado que surge como una novedad evolutiva.

Arbol filogenético: diagrama que denota explicitamente las relaciones evolutivas entre

grupos de organismos.

Aquenio: fruto seco, indehiscente que contiene una sola semilla separada de las partes del

mismo.

Axilar: placentacion en la que los 6vulos se insertan sobre el eje central de un ovario,

divididos en dos o varios l6culos.

Basifijas: adherido o fijo por su base.
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Baya: fruto simple, carnoso, indehiscente, con varias a muchas semillas.

Bootstrap: técnica que utiliza el remuestreo y el remplazamiento de los caracteres,
permitiendo determinar qué tan soportada estd la topologia de un arbol.

Caliz: conjunto de sépalos que pueden ser libres 0 mds o menos unidos entre si.

Capsula: fruto seco dehiscente.

Carpelo: cada una de las hojas modificadas que forman el gineceo.

Caulinas: concierne y pertenece al tallo.

Consenso: conjunto de datos que estdn contenidos exactamente en todos los arboles
filogenéticos que han resultado de un anélisis filogenético.

Consenso estricto: arbol que combina todos los componentes que aparecen repetidos en
todos los arboles originales.

Corola: conjunto de pétalos separados o bien fusionados en una sola pieza.

Crenados: con borde provisto de dientes cortos y romos.

porcién més angosta hacia el punto de insercion.

Dehiscente: Apertura natural de un 6rgano al llega a la madurez.

Dioicas: planta en la que las flores masculinas y femeninas se encuentran en distintos
individuos.

Enteros: borde desprovisto de picos, ondulaciones etc.

Envés: cara inferior de la hoja.

Estambres: elemento masculino de la flor, portador de polen, formado por filamentos y
anteras.

Estaminal: relativo a los estambres.

Estigma: porcidn apical del pistilo que recibe el polen.

Estilo: parte cilindrica del pistilo que sostiene a los estigmas.
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Estipitado: provisto de estipite o estructura alargada de soporte.

Exsertos: estilos o estambres que sobresalen de la corola.

Filograma: diagrama que representa el tiempo evolutivo con diferentes longitudes de ramas.
Foliolos: cada uno de los segmentos individuales de una hoja compuesta.

Gaps: representan eventos de insercion o delecion de bases.

Gineceo: conjunto de los érganos femeninos de la flor; ovarios, estilo y pistilo.

Glabro: desprovisto de pelo o vello.

Glauco: de color verde claro con matiz azul-grisiceo.

Grupo externo: grupo de organismos no pertenecientes al grupo que se estd analizando pero
proporcionan informacidn acerca de los estados pleisomorficos.

Grupo monofilético: grupo definido por sinapomorfias y que contiene un ancestro en
comun y todos sus descendientes.

Grupo parafilético: un grupo que contiene un ancestro en comun y algunos pero no todos
sus descendientes.

Grupo polifilético: un grupo que tiene diferente ancestro y todos sus descendientes.

Haz: cara superior de la hoja.

Hermafroditas: ambos sexos en la misma flor.

Heuristica: busca el arbol mds parsimonioso por aproximacion, por el método de acierto y
error.

Homoplasia: que tienen origen y ancestro diferentes.

Imbricado: hojas u 6rganos foéliales muy préximos entre si, que se cubren por los bordes.

Indehiscente: que no se abre en la madurez.
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Indice de consistencia: cuantifica la homoplasia relativa de un caricter; se calcula
dividiendo el nimero de pasos esperados de acuerdo al nimero de estados de un carécter en
la matriz de datos entre el nimero real de pasos.

Indice de retencién: cuantifica la cantidad de sinapomorfia esperada en funcién de la
sinapomorfia posible.

Inflorescencia: sistema de ejes ramificados en que se disponen las flores.

Lamina triternada: tres veces ternado, referente a hojas compuestas de veintisiete foliolos,
estos distribuidos en tres grupos de nueve, cada grupo a su vez subdividido en tres
conjuntos de tres.

Loculo: cavidad o compartimiento de una antera, de un ovario o de un fruto.

Longitud del arbol filogenético: es el nimero total de cambios o estados de caricter.
Margenes: orillas o bordes de las hojas.

Monoperientadas: flores que presentan solo sépalos.

Opuestas: hojas que se originan en el mismo nodo, pero de lados opuestos del tallo.
Panicula: cualquier inflorescencia muy ramificada.

Parietal: placentacion en la que los 6vulos se encuentran unidos a las paredes del ovario.
Parsimonia: principio metodolégico que postula la eleccion del cladograma que explique la
filogenia de un grupo con el menor numero de cambios posibles.

Peciolo: porcién basal muy estrecha e la hoja, que une la ldmina con el tallo.
Pedicelo: en la inflorescencia, el ultimo segmento del sistema de ejes ramificados; el que

sostiene directamente a la flor.
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11. ANEXO.

11.1 Protocolo de la extraccion de DNA del tejido vegetal con el DNeasy Plant mini

Kit.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Se muele la planta o el tejido foliar con nitrégeno liquido usando un mortero. Se
transfiere el tejido ya molido a un tubo.

Agregar 400 uLL de Buffer AP1 y mezclar con el vortex.

Incubar la mezcla por 10 minutos a 65°C y mezclar de 2 a 3 veces durante la
incubacién por inversion de tubo.

Agregar 130 pl de Buffer AP2 a la mezcla e incubar por 5 minutos en hielo.
Centrifugar la lisis por 5 minutos a 12000 revoluciones por minuto.

El sobrenadante se coloca en la columna QIAshredder y se centrifuga por 2 minutos
a 12500 revoluciones por minuto.

Se transferir el liquido del paso 5 a un tubo nuevo.

Se mide el volumen el cual serd multiplicado por 1.5 para determinar la cantidad de
Buffer APB/E que sera agregada.

Se agregan 650 pl de la mezcla del paso 7 a la columna DNeasy y centrifugar por 1
minuto a 8000 revoluciones por minuto y descartar el liquido

Repetir el paso 8 con el liquido faltante.

10) Colocar la columna DNeasy en un nuevo tubo colector de 2 pl y agregar 500 pl de

Buffer AW y se centrifuga por 1 minuto a 8000 revoluciones .Descartar el liquido y

usar el tubo colector en el paso 11.

11) Volver a colocar 500 pl de Buffer AW a la columna DNeasy y centrifugar por 2

minutos a 12500 revoluciones.
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12) Transferir la columna DNeasy a un tubo de 2 ul y colocar 100 pl de Buffer AE

(previamente incubado a 65° C) se deja por 5 minutos a temperatura ambiente

centrifugar por 1 minuto a 8000 revoluciones por minuto.

13) Repetir la elucién del paso 12; el tubo anterior puede ser utilizado para una segunda

elucion.

11.2 Purificacion de DNA mediante el Kit Geneclean II1.

1)
2)
3)
4)

5)

6)
7
8)

9)

Centrifugar las muestras por 1 minuto a 8000 revoluciones por minuto.

Cambiar tubos de .2 pl a tubos de .5 pl

Poner 195 pl de Na I y mezclar en el vortex.

Colocar 2 pl de Glassmilk.

Mezclar cada 2 minutos por 15 minutos y posteriormente centrifugar por 1 minuto
12,500 revoluciones por minuto.

Vaciar el liquido, sin tocar el pelet.

Colocar 250 pl de New Wash y mezclar en el vortex.

Centrifugar por 1 minuto a 12,500 revoluciones por minuto.

Vaciar el liquido.

10) Realizar los pasos 7 y 8 (tres veces).

11) Poner las muestras a 20 minutos al vacio en el Speed Vac.

12) Colocar 31 pl de Elution Solution y mezclar.

13) Dejar reposar las muestras por 10 minutos y centrifugar por 1 minuto a 12,500

revoluciones por minuto.

14) Pasar el liquido a un tubo nuevo y etiquetado con el nimero de PCR y la fecha.
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