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RESUMEN

| nimero de especies asignadas a Eupatorium L. (Asteraceae: Eupatorieae) ha

incrementado en los dltimos afios a mas de 500, resultando en un grupo

taxondmicamente dificil de manejar por lo que la similitud morfolégica entre las
especies vegetales de este género en ocasiones dificulta su identificacion por métodos
tradicionales tal es el caso especifico de E. cardiophyllum y E. lasioneuron las cuales no
han sido ampliamente reconocidas por ser especies diferentes a pesar de que de ellas se
han aislado compuestos diferentes de los mismos érganos vegetales. Se ha reportado la
reclasificaron de algunas especies de Eupatorium mediante la relocalizacion taxonémica de
muchas especies de éste a otros géneros, principalmente a Ageratina Spach. En este
trabajo se realizé una identificacion a nivel de género mediante descripcion macro y
micromorfoldgica, andlisis estadisticos entre caracteres morfométricos de hoja y de flor y
analisis moleculares de las secuencias de los espacios transcritos internos (ITS) y de los
genes 18S y 26S de la regidén nuclear ribosomal del DNA entre dos especies vegetales. Por
altimo se realizd un andlisis filogenético entre las secuencias de las tres regiones del nfDNA
de ambas especies con secuencias reportadas para la Tribu Eupatorieae. Los resultados
del analisis multivariante de los datos de hoja analizados muestran diferencias significativas
entre las especies analizadas mientras que los caracteres de flor se observé una similitud
entre ellas. A partir de la descripcion morfolégica y mediante el uso de claves dicotomicas
se logro identificar ambas especies dentro del género Eupatorium no pudiendo llegar a nivel
de especie, ambas poseen una morfologia similar en la mayoria de sus caracteres, sin
embargo algunas caracteristicas morfolégicas son compartidas con especies de Ageratina
por lo que es controversial poder elucidar al género que pertenecen utilizando solamente
datos morfoldgicos. Los datos moleculares proveen una fuerte evidencia de que: (1) estas
especies poseen un parentesco molecular muy estrecho, lo que concuerda con los datos
morfologicos y morfométricos, (2) son especies molecularmente diferentes y (3) pertenecen
al género Ageratina y no a Eupatorium. Para seguir apoyando los resultados moleculares
obtenidos continuaremos analizando secuencias DNA de cloroplastos y de genes que
codifican para proteinas.

Palabras clave: Molecular, morfologia, similitud, secuencia, especio transcrito interno,
filogenia, Eupatorium, Ageratina.
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& &

Por lo general, cuando se habla de bosques se piensa s6lo en arboles y en la madera que
de ellos se extrae. Esta vision, herencia de una forma errénea de ver la naturaleza y de los
viejos modelos extractivos de explotacion de los recursos naturales, deja de lado a la
mayoria de las especies vegetales que, junto con los arboles, constituyen lo que se conoce
como ecosistemas forestales. En dichos ecosistemas existe un sin nimero de plantas, que
asociados con los arboles de valor comercial reconocido o maderables, aportan numerosos
bienes y servicios: productos alimenticios, forrajes, materiales para curacién, construccion,
retencién de agua, captura de carbono, extraccién de materias primas y principios activos,
o simplemente como refugio de otras especies. Todos estos organismos forman parte de
complejas redes de relaciones bioldgicas, mismas que crean las condiciones necesarias
para el equilibrio y la preservacion de los ecosistemas. Por este motivo no podemos dejar
en el olvido a las especies vegetales no arbdreas sin antes haber realizado estudios sobre
ellas.

Desde la antigledad ha existido la necesidad de clasificar a las plantas para su mejor
comprension para lo cual, se ha hecho uso de la Taxonomia. Esta es la ciencia que estudia
la clasificacion de los organismos y se basa en el analisis de marcadores genéticos tanto

morfolégicos como moleculares.

En primer orden, la caracterizacién e identificacidn tradicional de especies se ha basado en
el empleo de caracteres morfoldgicos. No obstante, el uso de marcadores morfolégicos
tiene limitantes, pues su expresion puede estar sujeta a factores ambientales o fenoldgicos,
por ejemplo el tamafio y color de los frutos. Con frecuencia estos marcadores sélo es
posible evaluarlos a nivel de planta completa y cuando esta llega a su estado adulto. Para
la gran mayoria de las especies vegetales esto significa una espera, no deseable, de varios
afios. Ademas, pueden ocurrir cambios epigenéticos que limitan el nimero de marcadores
gue pueden ser evaluados sin equivocacion en la poblacion segregante; la epigenética hace
referencia, en un sentido amplio, al estudio de todos aquellos factores no genéticos que
intervienen en la determinacion del desarrollo de un organismo, desde el 6vulo fertilizado

hasta su senescencia, pasando por la forma adulta.
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Por otro lado, con los avances en la biologia molecular se ha desarrollado métodos de
identificacion y caracterizacién basados en el uso de marcadores moleculares que superan,
en la gran mayoria de los casos, las limitaciones de los métodos tradicionales. Los
marcadores moleculares son fenotipicamente neutros, presentan mayor segregacion o
polimorfismo que los morfolégicos, pueden ser evaluados desde los primeros estadios de
desarrollo de las plantulas, son aplicables a cualquier tipo de material vegetal, son
independientes de la época del afio en que se realiza el andlisis, permiten la identificacion
correcta de la variedad sin necesidad de muchos caracteres y estan libres de efectos
epistaticos (interaccién génica entre diferentes genes para una determinada caracteristica).
Dentro de los marcadores moleculares se menciona la existencia de dos tipos: las proteinas

(principalmente isoenzimas) y los marcadores de ADN.

El Estado de Michoacan posee condiciones edafoclimaticas contrastantes lo que se traduce
en una extraordinaria riqueza genética, con variaciones dentro y entre las especies en los
diferentes ecosistemas ocupando asi el quinto lugar en biodiversidad Nacional. El Estado
cuenta con cerca de 5,000 especies vegetales dentro de los cuales el género Eupatorium
L. (Asteraceae: Eupatorieae) es un gran representante en el Estado. El nimero de especies
en este género ha incrementado en los dltimos afios a mas de 500, resultando en un grupo
taxondmicamente dificil de manejar por la similitud morfolégica que llegan a presentar las
especies vegetales dentro de este género aspecto que en ocasiones dificulta la
identificacion de las especies por métodos tradicionales, tal es el caso especifico de E.
cardiophyllum y E. lasioneuron las cuales no han sido ampliamente reconocidas por ser
especies diferentes aun cuando de ellas se han aislado metabolitos secundarios diferentes
de los mismos Grganos vegetales. Se ha reportado la reclasificaron de algunas especies de
Eupatorium mediante la relocalizacién taxonémica de muchas especies de éste a otros

géneros, principalmente a Ageratina Spach.

Se han realizado estudios de identificacion y de relaciones de parentesco morfolégico y
molecular de especies de la tribu Eupatorieae, donde se incluyen especies de los géneros
Eupatorium y Ageratina. Sin embargo, estos trabajos son de especies vegetales que
habitan la region Euroasiatica por lo que no existen reportes, sobre todo moleculares, de
especies de Eupatorium en nuestro Pais ni en Michoacan donde se incluyan a E.

cardiophyllum y E. lasioneuron.
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II. ANTECEDENTES
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i. ECOSISTEMAS DE MEXICO

En los ecosistemas interactian especies entre si y con su ambiente abidtico, mediante
procesos como la depredacion, el parasitismo, la competencia y la simbiosis, y con su
ambiente biético al desintegrarse y volver a ser parte del ciclo de energia y de nutrientes
(fig. 1). Las especies del ecosistema, incluyendo bacterias, hongos, plantas y animales

dependen unas de otras.

Figura 1. Flujo de materia y energia dentro de un ecosistema.
Tomado de http://upch-ing-ambientales-igp.blogspot.mx/2012/09/primera-unidad.html

El significado del concepto de ecosistema ha evolucionado desde su origen. El término
acufiado en los afios 30s del siglo XX, se adscribe a los botanicos ingleses Roy Clapham
(1904-1990) y Sir Arthur Tansley (1871-1955). En un principio se aplicé a unidades de
diversas escalas espaciales, desde un pedazo de tronco degradado, un charco, una regién
o la biésfera entera del planeta, siempre y cuando en ellas pudieran existir organismos,

ambiente fisico e interacciones.

Mas recientemente, se le ha dado un énfasis geografico y se ha hecho analogo a las
formaciones o tipos de vegetacion; por ejemplo, matorral, bosque de pinos, pastizal, etc.
Esta simplificacion ignora el hecho de que los limites de algunos tipos de vegetacion son

discretos, mientras que los limites de los ecosistemas no lo son.
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Debido a su ubicacion geogréfica y a sus condiciones edafocliméaticas México es un pais
rico en biodiversidad (fig. 2); su flora se estima que es aproximadamente entre 20 000 y 30
000 especies, asi ocupa el cuarto lugar a nivel mundial en diversidad floristica, entre el 52
% y 65 % de especies floristicas son endémicas (Rzedowski, 1978; Ramamoorthy y
Lorente, 1987; Toledo, 1988; Mittermeier, 1988; Rzedowski, 1991; Mittermeier y
Goettsch, 1992).

ECOSISTEMAS

. Matorral

,| Bosques templados
, Selvas secas

| Selvas himedas

) Pastizal

. Bosques nublados
8 Manglar

Cuerpos de agua

Figura 2. Distribucion de los ecosistemas de México.
Tomado de http://www.biodiversidad.gob.mx/ecosistemas/mapas/mapa.html

De acuerdo a la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT, 2011)
los matorrales cubren cerca del 29% del territorio nacional, le siguen los bosques (17%) y
las selvas (16%) datos que concuerdan con los que reporta la Comision Nacional para el

Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO) en el mismo afio (Cuadro 1).

Cuadro 1. Extension de los ecosistemas de México (CONABIO, 2011).

Ecosistema Sup. (Km?) Ecosistema Sup. (Km?) ‘
Matorral 508 958 Selva seca 164 357
Pastizal 103 159 Selva himeda 151511
Bosque templado 323 305 Manglar 7 700 |
Bosque nublado 18 252 Cuerpos de agua 13529
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ii. VEGETACION EN MICHOACAN

El territorio de Michoacan tiene un intervalo de 0 a 3 840 metros sobre el nivel del mar, tiene
una gran variedad de climas, suelos y tipos de vegetacion los cuales generan una variedad
de condiciones ambientales, ofrece una enorme biodiversidad en siete tipos de ecosistemas
de los ocho que reporta la CONABIO (fig. 2), lo que indica que Michoacan es uno de los
Estados mexicanos con una flora extensa (Villasefior et al., 1997; Rzedowski 1978;
Toledo 1988). Sin embargo, la delimitacién de las comunidades vegetales de Michoacan
es un asunto complejo (Rezdowski, 1978; Madrigal- Sanchez, 1997) (fig. 3). Palacios-
Prieto et al. (2000) reportan 17 tipos de vegetacion en Michoacan (cuadro 2).

Cuadro 2. Tipos vegetacion y extension territorial en Michoacan.

Tipo de vegetacion Superficie (Km?)

Bosque de Abies 115
Bosque de Pinus 3981
Bosque de Pinus-Quercus 8233
Bosque de Quercus 3114
Bosque meséfilo de montafia 85
Selva mediana caducifolia y subcaducifolia 1371
Selva baja caducifolia y subcaducifolia 13 707
Matorral subtropical 2197
Selva baja espinosa 18
Mezquital 2
Matorral crassicuale 15
Paztizal 16
Sabana 7
Pastizal inducido 6149
Vegetacion acuatica y subacuética 123
Palmar y dunas costeras 33
Vegetacion haldfila y gipsofila 27

M.C. Daniel Soto Rangel
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Figura 3. Principales tipos de vegetacion en Michoacan. Tomado de Cué-Bar et al., (2006).

iii. TIPOS DE PLANTAS

Las plantas son organismos vivientes autosuficientes las cuales son parte fundamental de
los ecosistemas. Existen mas de 300 000 especies vegetales, de las cuales mas de 250
000 son angiospermas. Las plantas pueden clasificarse segun el punto de vista que se
tenga en cuenta y dentro de este proyecto se denominard a las plantas de acuerdo a su

tamafo en las siguientes categorias:

> Arboles: Son aquellas plantas de tallo lefioso con una altura superior a cinco
metros. En este caso los tallos se conocen con el nombre de troncos, los cuales no

se ramifican hasta una altura considerable del suelo.

» Arbustos: Son aquellas plantas de tallo lefioso que miden entre uno y cinco metros

de altura. La ramificacion en este caso comienza a nivel del suelo.
» Matas: Son aquellas plantas de tallo lefioso con una altura inferior a un metro.

» Hierbas: Son aquellos tallos que no han desarrollado estructuras lefiosas
endurecidas. Su consistencia es blanda.

Y M.C. Daniel Soto Rangel
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iv. ARBOLES Y ARBUSTOS

La flora de la Republica Mexicana es una de las mas abundante y variada en especies de
la Tierra. En su territorio se han establecido diversos tipos de vegetacion caracterizados por
la presencia de numerosas especies de arboles y arbustos, los cuales constituyen un
recurso forestal natural renovable por los muchos productos y beneficios que de ellos se

derivan. Por ello son un patrimonio para todos los habitantes de la tierra.

Los bosques controlan la temperatura ambiental debido a que su follaje intercepta, absorbe
y refleja la radiacion solar abatiendo las temperaturas extremas de una localidad
determinada. En el interior de un bosque los cambios de temperatura son menos drasticos
gue en una zona desprovista de vegetacion. Su follaje amortigua el impacto de la lluvia y
permite escurrimiento por las ramas y fustes hacia el suelo, obligandolo a derivar
lentamente por las laderas e introducirse en los perfiles interiores, para incorporarse
después a las corrientes subterraneas que originan los manantiales. Ademas de regular el
ciclo hidrologico, liberan oxigeno al ambiente, proporcionan habitat y alimento a la fauna
silvestre, protegen el suelo de la erosidn y favorecen su fertilidad ya sea por medio de los
compuestos nitrogenados que se forman en las raices de muchas especies o bien por
medio de la descomposicién de las ramas, hojas, flores y frutos, los que forman el mantillo

gue mas tarde se convierte en rico suelo vegetal.

En el medio rural proporcionan a la gente del campo diversos productos entre los que
destacan la lefia y el carb6n, madera para construir viviendas y articulos de uso agricola y
doméstico, semillas, frutos y forraje, néctar, ceras, grasas y aceites, tanino y sustancias
medicinales, gomas, latex, resinas y colorantes, asi como esencias y condimentos. En el
medio urbano su presencia en avenidas, parques y jardines refresca el ambiente y da
diversidad y armonia al paisaje por lo vistoso de su follaje y por la belleza de sus flores y
frutos. En las grandes cuidades los arboles y arbustos ayudan a reducir la contaminacion
del aire ya que sus hojas absorben gases téxicos e interceptan particulas de contaminantes

sélidos, lamentablemente altas concentraciones de éstos los matan lentamente.
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Desde el punto de vista industrial, muchas especies de arboles y arbustos son muy
apreciadas por su madera o porque producen goma, cera, latex, alcaloides, esencias,
colorantes y resinas. Tales productos se utilizan para fabricar pulpa para papel, tripaly,
tableros, muebles, duela, lambrin, parquet, pintura, lacas, barnices, explosivos, lubricantes,

perfumes, farmacos, jabones, tintas e insecticidas.

Sin embargo, el desconocimiento del hombre acerca de la importancia de los arboles y
arbustos, asi como de la necesidad de satisfacer sus mas esenciales necesidades, ha
propiciado la destruccién de extensas zonas de vegetacion en diversas partes del mundo,
en particular en paises de desarrollo con recursos forestales. Esta destruccién acelerada
de los bosques naturales, ademas de alterar el equilibrio ecolégico y dafiar
considerablemente la economia de la region afectada ha colocado en peligro de extincion
a diversas especies ademas de las plantas. En algunos lugares poblaciones completas de
arboles y arbustos producto de millones de afios de evolucidon han desaparecido de la faz

de la Tierra, muchas veces sin haber sido estudiadas completamente.

Se ha reportado que algunos géneros de arbustos son considerados recursos forestales no
maderables (RFNM) (cuadro 3).

Cuadro 3. Recursos forestales no maderables.

Género Numero de especies

Fuchsia  Con alrededor de 100 especies, principalmente americanas.

Berberis  Agrupa aprox. 450 especies en casi todo el mundo.

v. RECURSOS FORESTALES NO MADERABLES (RFNM)

Los RFNM son considerados recursos bioldgicos diferentes a la madera que son
recolectados de bosques tanto naturales como manejados (Peters, 1994). Wickens (1992)
los refiere como bienes de subsistencia para el consumo humano o industrial y servicios
derivados de recursos y biomasa forestal renovables, que brindan posibilidades para

aumentar los ingresos familiares reales y el empleo en las zonas rurales.
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Los RFNM, de acuerdo con las Normas Oficiales Mexicanas que regulan su
aprovechamiento, son considerados como “la vegetacion y los hongos de poblaciones
naturales, asi como sus partes, sustancias y residuos que no estan constituidos
principalmente por materiales lefiosos, y los suelos de terrenos forestales o de aptitud

preferentemente forestal”.

a. Clasificacion

No existe un esquema general de clasificacion de los RFMN, por lo que es comun encontrar

en la literatura diferentes clasificaciones. Wickens (1992) propone la siguiente:

e Productos vegetales no madereros: productos alimenticios, forrajes, productos
farmacéuticos, toxinas, productos aromaticos y bioquimicos, fibras y productos

ornamentales.
e Productos animales silvestres: carne, pieles, plumas, aceites y secreciones.

e Funciones de las tierras forestales en materia de servicio: habitat, mejora y

proteccion del suelo, areas protegidas.

La Secretaria del Medio Ambiente Recursos Naturales y Pesca (SEMARNAP), actualmente

SEMARNAT, elaboré una péagina (http:/beta.semarnap.gob.mx/pfnm) sobre las especies

con usos no maderables en bosques de encino, pino y pino-encino de algunos Estados del

pais.

b. Importancia

En los bosques mexicanos se utilizan mas de 2 000 especies de plantas (Centro de
Investigaciones Social y Econémica sobre el Medio Ambiente, 1993) y se conocen mas
de 250 productos no maderables que incluyen: hojas, flores, frutos, semillas, tallos, rizomas,
resinas, gomas, ceras, cortezas y hongos. La diferencia entre el nimero de especies y el
namero de productos, responde a que generalmente hay mas de una especie para un
mismo producto. Aproximadamente 70 de los productos, son usados regularmente y su

aprovechamiento se encuentra legislado por una serie de normas que regulan el
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aprovechamiento de los RFNM, incluso para la tierra de monte, que en otros paises no se

considera un recurso con valor extractivo por sus funciones ecolégicas.

El aprovechamiento de estos recursos por las comunidades rurales marginadas, se basa
principalmente en la recoleccion realizada por los integrantes de unidades domésticas con
poca o0 ninguna organizacion para la comercializacién. Este aprovechamiento es limitado
debido principalmente a la falta de conocimiento sobre su taxonomia, técnicas de manejo y
tecnologias de transformacion, asi como, a la deficiencia en la organizacion para la
produccion y por la ausencia de mercados formales, y son pocos los casos de las
comunidades que han hecho uso eficiente e integral de los RFNM, como las ubicadas en
Quintana Roo, donde la extraccion de chicle que se comercializa a Japén e lItalia ha
permitido el establecimiento y mantenimiento de areas forestales, reduciendo la tasa de

conversién de bosques a usos agricolas (Jardel et al., 2001).

Se estima que un importante nimero de miembros de la familia Asteraceae son
consideradas especies arbustivas y/o especies no maderables, aunque a la fecha no exista

un documento que demuestre esta evidencia.

Hasta este punto de la revisién bibliografica se ha dado un panorama general del area en
la cual estaremos involucrados en este proyecto. A continuacion se abordaran los
antecedentes, de lo general a lo particular, de los organismos vegetales sobre los que se
centra esta investigacion los cuales son especies vegetales arbustivas del género

Eupatorium las cuales pertenecen a la familia Asteraceae.

vi. GENERALIDADES DE LA FAMILIA ASTERACEAE

La familia Asteraceae o Compositae (compuesta) esta ampliamente distribuida a nivel
mundial, alin no se tiene con exactitud el nGmero de géneros y especies existentes en esta
familia. Sin embargo, se estima que la componen aproximadamente 1 620 géneros y unas
23 600 especies (Stevens, 2001). Estan distribuidas por todo el mundo encontrandose
mejor representada en regiones semiaridas, tropicales y subtropicales (Heywood, 1985),

excepto en la Antartida (fig. 4), por lo que son consideradas cosmopdlitas. El origen
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etimolégico del nombre de la familia proviene del término latino “aster’ que significa

“‘estrella” y que se refiere a la forma de las inflorescencias (Freire Fierro, 2004).

Figura 4. Distribucion de la familia Asteraceae. El territorio habitado por las
asteraceas se muestra de color rojo. (Vester 1940; Hultén 1971).

La familia la agrupan pequefias hierbas de un centimetro de altura hasta arboles de mas
de 30 m. La mayoria de sus integrantes son arbustos o matas de hoja persistente, o plantas
herbaceas rizomatosas perennes, aunque también son frecuentes las herbaceas vivaces
con raices tuberosas; anuales o bianuales; abundan poco los grandes arboles y son raras
las epifitas y las verdaderamente acuaticas. Algunas especies de montafias y de islas
tropicales son herbaceas gigantes; muchas son rupicolas, otras, verdaderamente lianas y

no pocas, suculentas, con tallos y hojas carnosos (Heywood, 1985; Katinas et al., 2007).

Esta familia esta caracterizada por poseer una inflorescencia denominada capitulo o
cabezuela (formada por flores sésiles, gamopétalas epiginas y pentameras, sobre un
receptaculo comun, rodeadas por un invélucro de bracteas o filarios) (fig. 5A). Presentan
frutos llamados aquenios, que en la mayor parte de los casos estan coronados por
estructuras escamosas o pilosas que reciben el nombre de papus o vilano las cuales
participan en la dispersion, poseen estambres usualmente sinanteros y su ovario es
bicarpelar (fig. 5B). Ademas desde el punto de vista quimico, son vegetales con inulina y

muchas de sus especies producen latex (Cabrera et al., 2000).

M.C. Daniel Soto Rangel



FITECMA-11QB-UMSNH Hipotesis

@

Flor tubulosa madura Flor ligulada

9 Flores tubulares
v maduras Flores tubulares
[ inmaduras
R\ R g

Involucro de brdcteas
(Filarias)

A)

~—— Ligula

¥z

Corola ligulada __.f.! g
PERE
e
M— Estigmas —, f‘ 5

; 4
Anteras
soldadas

s
=

Anteras soldadas

Corolatubulosa

, it
% Filamentos !
- Ovario v

Flortubulosa

B) madura

Florligulada Androceo

Figura 5. Inflorescencia de las Compuestas: A) Capitulo y B) Flores.

Teofrasto hace mas de 2,300 anos, describio a la familia de las Asteraceae, la cual era
conocida con el nombre de Compositeae por Griseke (1792). El cddigo internacional de
nomenclatura botanica permite también el uso del nombre Asteraceae Dumortier (nom.

cons.), nombre asignado a la familia en 1822 (Greuter et al., 2000).

Las contribuciones mas importantes al conocimiento y la sistematica de la familia
comienzan con el francés Henri Cassini a través de numerosas publicaciones durante el
periodo 1812-1831 que incluyen descripciones detalladas de la morfologia de las
asteraceas. Cassini ademas establecié 19 tribus en la familia (Cassini, 1816). Lessing
(1832) las redujo a ocho y de Candolle (1838) a tres. Otro gran contribuyente al
conocimiento de la familia fue Bentham (1873), que trat6 a las asterdceas en su
monumental obra “Genera Plantarum” (1862-1883) junto con Joseph Dalton Hooker. Fue

Bentham quien estableci6 13 tribus, que son las tradicionalmente usadas hasta hoy.
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a. Asteraceae en México

En una revision taxondmica y floristica basada en varios herbarios, se estima que
Asteraceae es la familia mas amplia dentro de la flora mexicana. El nimero de géneros y
especies existente es controversial y de acuerdo con Rzedowski (1991) se estima la
presencia de 314 géneros y 2,400 especies. De forma similar, Turner y Nesom (1993)
calcularon la presencia de 323 géneros y 2,700 especies, en el mismo afo, Villasefior
(1993) registra 2,861 especies agrupadas en 387 géneros y afilos mas tarde Villasefior et
al., (1997) reportan la existencia de 3,084 especies distribuidas en 402 géneros (cuadro

4).
Cuadro 4. Familias de Magnoliophyta en México.
Familia Géneros Especies*
Asteraceae 402 3084
Poaceae 207 1317
Fabaceae 164 2028
Orchidaceae 156 1062
Cactaceae 76 836
Euphorbiaceae 56 816
Rubiaceae 94 639
Lamiaceae 42 530
Solanaceae 34 458
Cyperaceae 22 438

*Incluye miembros no nativos

De acuerdo con el listado de la Flora Faner6gamica se registra la existencia de 202 familias,
1,246 géneros y 4,442 especies en La Cuenca del Rio Balsas, la cual es considerada como
una de las regiones mas extensas e importantes de México, con una superficie de
aproximadamente 112,320 Km2. La familia mejor representada en esta region es:
Compositae con 136 géneros y 573 especies. Los Estados mejor representados son
Guerrero, Michoacan y Morelos (Fernandez et al., 1998). El tamafio y la diversidad de la
familia Asteraceae en México le permite presentar una gama amplia de formas de vida,

estan presentes en practicamente todas las comunidades vegetales y presentan diferentes
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mecanismos de dispersion, éstas son un grupo natural de plantas, bien definido por sus
inflorescencias primarias (Villasefior, 1993). La familia, ademas de sobresalir por el niumero
de sus especies, es importante porque posee especies de valor econémico como el girasol,
cartamo, lechuga, guayule, alcachofa, dalia, crisantemo y otras.

b. Filogenia de Asteraceae

Un hito importante en la historia taxonémica de las asteraceas y que trajo gran controversia
fue la denominada New Synantherlogy (“Nueva Sinanterologia”, pues los especialistas en
asteraceas se llaman sinanterdlogos ya que se basan el clasificar a las plantas por la
morfologia de las anteras), establecida en numerosos trabajos de los botanicos
estadounidenses Harlod Robinson y Robert M. King (King y Robinson, 1970). Esta
tendencia consistia en dar un mayor énfasis en el uso de los microcaracteres (caracteres
anatomicos, citolégicos y quimicos) en lugar de los macrocaracteres para tomar decisiones
taxondmicas. A modo de ejemplo, entre 1967 y 1976 King y Robinson publicaron no menos
de 167 trabajos cientificos sobre Eupatorieae, en los que incluyeron el género Eupatorium,
que tenia en ese momento cerca de 600 especies, en numerosos géneros menores
(McVaugh, 1982).

Uno de los aportes mas significativos a la clasificacion y filogenia de las asteraceas llegd
con los estudios moleculares de ADN de Jansen y Palmer (1987). Se ha comprobado que
Nno pocos géneros se encuentran mal colocados y otros requieren separacion en tribus
aparte; en niveles inferiores a tribus la clasificacién en subtribus y géneros ha de exhibir
grandes transformaciones y se reducira el numero de especies aceptadas (Heywood,
1985).

El descubrimiento inicial de Jansen y Palmer (1987) fue que los géneros muestreados de
asteraceas poseian una inversion de 22 Kb en el genoma cloroplasico, excepto en los tres
géneros Barnadesia, Chuquiraga y Dasyphyllum de la subtribu Barnadesiinae
(perteneciente en ese momento a la tribu Mutisieae) y algunas familias afines a Asteraceae.
Ello hizo que unos afios después esta subtribu pasara a subfamilia Barnadesioideae y que

sea considerado el taxon basal en el arbol evolutivo de la familia (fig. 13).
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El primer cladograma de la familia Asteraceae fue elaborado en 1987 por el botanico sueco
Kare Bremer basandose en caracteres morfol6gicos y mas tarde publicé un tratado de la

familia (Bremer, 1994). La clasificacién de Bremer en 1994 (cuadro 5) incluye los avances

en el conocimiento de la filogenia de la familia, hasta ese tiempo.

Kim et al. (2005) recientemente propusieron una filogenia para la familia Asteraceae, donde
demuestran el origen de la familia que se localiza entre 49-42 millones de afios los cuales
corresponden al periodo del Eoceno tardio (fig. 14), este andlisis fue determinado usando

un reloj fésil molecular calibrado.

vii. TRIBUS, GENEROS Y ESPECIES DE ASTERACEAE

La gran distribucién de Asteraceae a nivel mundial es debido a que sus integrantes han
sido extraordinariamente exitosos en la adaptacion a los mas diversos habitats. Su

distribucion en los continentes se muestra en el cuadro 5;

+ En las filas puede verse que hay tribus ampliamente distribuidas (ejemplo,
Eupatorieae, Helenieae), mientras que otras son endémicas de un continente o
parte de un continente (ejemplo, Barnadesieae, Liabeae) o tienen distribuciones

relativamente restringidas (ejemplo, Arctoteae, Plucheeae).

+ Las columnas muestran que hay tribus que son tipicamente del Nuevo Mundo,
algunas de ellas concentradas en América del Norte (ejemplo, Astereae, Helenieae)
y otras en América Central y América del Sur (ejemplo, Eupatorieae, Heliantheae,
Vernonieae). También hay tribus claramente concentradas en el Viejo Mundo

(ejemplo, Anthemideae, Arctoteae, Calenduleae).

En su conjunto, existe una mayor representacion de las tribus en el hemisferio sur.
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Cuadro 5. Numero de géneros nativos de Asteraceae por tribu en los distintos continentes o partes
de continentes. Tomado de Bremer (1994).

América

STl EINIES Tribus Central y Al Africa Europa Asia Oceania
del Norte
del Sur
Barnadesioideae Barnadesieae 9
Arctoateae 14 2 1
Cardueae 2 3 35 38 77 3
Lactuceae 10 26 32 47 59 7
Cichorioideae
Liabeae 14

Mutisieae 59 8 3 9 1
Vernonieae 66 2 27 12 1
Anthemideae 4 10 69 32 52 3
Astereae 39 69 32 9 32 30

Calenduleae 9 1 2
Eupatorieae 128 53 3 1 3 2
Gnaphalieae 21 10 66 9 19 84

Asteroideae

Helienieae 28 99 4 1 10 4
Heliantheae 128 100 17 7 16
Inuleae 8 3 22 4 22 2
Plucheeae 16 9 8
Senecioneae 40 24 37 10 29 12
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a. Filogenia de la tribu Eupatorieae

La mayor parte de la historia taxondmica de la tribu Eupatorieae ha dependido de los
grandes conceptos genéricos tales como los de Bentham (1873), Hoffmann (1890-1894),
y B.L. Robinson (1913). Algunos géneros bastante bien definidos fueron reconocidos como
Brickellia Elliot, Mikania Willd. y Stevia Cav., pero el centro de la tribu consisti6 de un
concepto amplio de Eupatorium L. y muchos segregados artificialmente basados en
variaciones en el vilano y apéndices de las anteras. La redefinicion del grupo central hacia
unidades razonablemente filéticas fue el objetivo de los estudios realizados por King y
Robinson resumidos en el tratado de 1987.

De acuerdo con los estudios de biosistematica y fenética de Eupatorieae realizados por
King y Robinson (1987), basados en la morfologia, anatomia, citologia y quimica de
metabolitos secundarios, y la posterior comparacion de éstos con los resultados
preliminares de DNA secuenciado, un método de estudio no disponible en 1987, se logro
disefiar un arbol filogenético donde se incluye la tribu Eupatorieae (fig. 15) el cual muestra
los resultados de DNA secuenciado derivados en su mayoria de los trabajos de Schilling
et al., (1999), Schmidt y Schilling (2000) e Ito et al., (2000a, b).

King y Robinson (1987) reportan una amplia extension de nidmero de cromosomas en
especies de Eupatorieae, x=10 fue considerado como el numero basico para la tribu, y los
géneros con un alto numero de cromosomas fueron considerados derivados de éstos.
Segun los datos de la secuencia de DNA de Schilling et al. (1999), el elemento grande
(Eupatorium L.) de la tribu con namero base de cromosoma estabilizado de x=10 es
aparentemente derivado de otros géneros con numero mas alto de cromosomas (fig. 16).
Este es el grupo con mayor nimero de cromosomas que son mas pleisomaorficos
(Pleiosomorfia: cuando comparamos dos caracteres que forman una serie, llamamos
plesiomorfico al que representa el estado ancestral y apomérfico al que deriva de él), una
situacion que también se ve en varios género de Heliantheae y Helenieae (Robinson,

1981). El origen poliploide de la tribu se confirmé por Ito et al., (2000b).
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GenBank.g

viii. GENERO Eupatorium
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El género Eupatorium pertenece a la tribu Eupatorieae de la familia Asteraceae (cuadro 6),

una de las trece tribus de la familia de las Asteraceae. Este es un género complejo con

respecto de su clasificacion taxonémica. Dentro de este género se han reportado alrededor

de un total de 1,200 especies distribuidas principalmente en regiones tropicales de América,

Africa y Asia (Zhang et al., 2008). Se ha sugerido que el origen de Eupatorium spp es el

conteniente Americano (Katinas et al., 2007) y se estima que aparecieron hace alrededor
de 7.4 millones de afios (Schmidt y Schilling, 2000).

Cuadro 6. Division taxonémica del género Eupatorium. Modificado de Castelo et al. (2003-2005).

Taxo
Domino:
Reino:
Subreino:
Filum:
Subfilum:
Clase:
Subclase:
Superorden:
Orden:

Familia:

Tribu:

Género:

Nombre ‘ Autor ‘
Eukaryota Whittaker & Margulis,1978
Plantae Haeckel, 1866

Viridaeplantae

Cavalier-Smith, 1981

Tracheophyta

Sinnott, 1935 ex Cavalier-Smith, 1998

Euphyllophytina

Spermatopsida

Brongniart, 1843

Asteridae

Takhtajan, 1967

Campanulanae

Takhtajan Ex Reveal, 1992

Asterales

Lindley, 1833

Asteraceae

Martinov, 1820

Subfamilia:

Asteroideae

Subtribu:

Eupatorieae Cass., 1819
Eupatoriinae
Eupatorium L., 1753

En Michoacén se reporta un grupo de 69 especies vegetales de Eupatorium que sobreviven

en el Estado ocupando un 70% del territorio (fig. 6). La presencia de especies del género

Eupatorium en el territorio estatal se ha reportado desde el siglo XIX, con la recoleccion en

1891 de una muestra de E. areolare por el Botanico C. Pringle en el municipio de Patzcuaro.

Se ha demostrado ademas que 31 especies referidas como Eupatorium han sido

M.C. Daniel Soto Rangel




FITECMA-11QB-UMSNH Hipotesis

@ @&
recolectadas solamente desde los ultimos 120 afios (Garcia-Sanchez et al., 2011). Desde
entonces, los especimenes vegetales han sido colectados cerca de cuerpos de agua o
sobre los bancos de los arroyos y rios y todas ellas tempranamente han sido colocadas

taxonémicamente en el género Eupatorium (Espinosa et al., 1995).

Figura 8. Distribucion biogeogréfica de Eupatorium sp. en Michoacan. El area sombreada
corresponde al territorio en Michoacan donde Eupatorium spp ha sido colectado durante
aproximadamente 100 afios. Tomado de Garcia-Sanchez et al. (2011).

Nuestro equipo de investigacién utiliza como objeto de estudio especies del género
Eupatorium (fig. 7), principalmente para obtener compuestos que puedan ser utilizados
como antialimentarios contra insectos que degradan la madera, asi como en la obtencion
de compuestos que posean actividad contra patégenos intrahospitalarios, primordialmente

bacterias y hongos.

a. Filogenia de Eupatorium

Se ha demostrado mediante andlisis de DNA ribosomal nuclear y de cloroplasto (fig 17)
gue algunas especies del género Eupatorium tuvieron su origen en el continente Americano
(Ito et al., 2000a) y posteriormente algunas de éstas se han propagado al viejo continente,
tal es el caso de E. adenophorum (Sang et al., 2010). En afios recientes se ha construido
la filogenia (fig. 17 y 18) de Eupatorium spp mediante técnicas de analisis molecular de las
regiones de los espacios transcritos internos (ITS) asi como también con técnicas de

enzimas de restriccion, como los RFLPg (Schilling et al., 2007; Schilling, 2011).

Es bien reconocido que la taxonomia de Eupatorium L. en el Este de Norte América es

complicada debido a la presencia de hibridizacion, apomixis y polipliodia (Grant 1953;
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Sullivan 1972; Sullivan 1976). En el territorio de Michoacan no es posible calcular de
manera directa y precisa, a nivel taxonémico, el nimero de especies que habitan, esto
debido a que especies ya identificadas como Eupatorium han sido recientemente

relocalizadas a otros taxa y también a que las caracteristicas morfolégicas son a menudo
indistinguibles y dan lugar especies sinénimas (Garcia-Sanchez et al., 2011).

La aplicacién de datos de secuencias de la region ITS del DNA ribosomal nuclear (Baldwin
et al., 1995) ha proporcionado informacion invaluable para la confirmacién o elucidacién de
especies del género Eupatorium asi por lo general es la mas util herramienta para la
sistematica molecular a nivel de especie e incluso dentro de las especies debido a su mayor
grado de variacién que otras regiones génicas de rDNA (SSU y LSU), la variacion entre
rDNA individual repetido algunas veces se puede observar dentro de las regiones ITS e
IGS. El uso de ITS como marcador esta aumentando en las especies de Eupatorium porque
estos datos son Unicos para cada especie en particular y asi cada especie es caracterizada
por una combinacién distinta de sustituciones de pares de bases (Schilling et al., 2007).
De la misma forma se han utilizado amplificaciones de la regién 5.8S con el fin de obtener

informacién para realizar filogenias de especies vegetales (Ito et al., 2000a).

Schilling et al. (1999) mostraron que Eupatorium debe ser considerado como un género
con menos integrantes que como se tenia considerado (Benth, 1873). Una evidencia es la
reclasificacién de especies de Eupatorium por la relocalizacion de muchos integrantes de
este género a otros géneros, principalmente a Ageratina Spach (King y Robinson, 1970a,
b). Un reporte mas reciente muestra la relocalizacion que han tenido 38 especies de
Eupatorium las cuales han sido reclasificadas dentro de otros géneros (cuadro 11), de igual
forma que en los 70°s del siglo XX la relocalizacion se dio principalmente hacia Ageratina
(Garcia-Sanchez et al., 2011). Otros trabajos de DNA proporcionan mas estudios de
Eupatorium en el sentido estricto con sus parientes mas cercanos (Schmidt y Schilling,
2000; Ito et al., 2000a).
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Cuadro 7. Numero de especies de Eupatorium relocalizadas en Michoacan
Tomado de Garcia-Sanchez et al., 2011.

Género No.

Ageratina 28

Brickellia

Chromolaena

Critonia

Dyscritogyne

Fleischmannia

Ophryosporus

RPlRr|lRr|lRr[LRlw|N

Piptothrix

Una reduccién dipliodal en el numero de cromosomas ha ocurrido en el curso de la
diversificacion de la tribu Eupatorieae y el nUmero basico de cromosomas en la tribu ha sido
reducido de x=17, a x=11 y x=10, éste ultimo es el nUmero basico de cromosomas para el
género de Eupatorium (Ito et al., 2000b).

b. Caracteristicas botanicas

Eupatorium spp son hierbas generalmente perennes, arbustos o arbolitos bajos, con hojas
opuestas 0 en ocasiones alternas; capitulos hombgamos, generalmente pequefios,
dispuestos en inflorescencias corimbiformes o paniculiformes, rara vez solitarios; involucro
cilindrico, turbinado, campanulado o hemisférico, sus bracteas en nuamero variable,
dispuestas en dos o mas series, imbricadas, de longitud similar y entonces a menudo con
caliculo, otras veces desiguales y graduadas; receptaculo plano, convexo o cénico,
desnudo; flores pocas o numerosas, todas hermafroditas, blancas, rosadas, moradas o
azulosas; corola tubulosa, tubo corto, limbo brevemente pentalobulado o pentadentado,
anteras con la base obtusa y el apéndice del conectivo reducido o bien desarrollado; ramas
del estilo largas y sobresalientes, lineares o claviformes, a veces coloreadas, su apice
obtuso, sin pelos y cubierto de numerosas papilas cortas; aquenios prismaticos de apice
truncado, con cuatro a seis costillas bien definidas, glabros o pilosos, vilano de pocas o
numerosas cerdas capilares persistentes y libres de la base (Rzedowski y Calderédn de
Rzedowski, 2005).

Y M.C. Dandel Soto Rangel
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c. Fitoquimica

Los constituyentes quimicos reportados en el género Eupatorium son bastantes, 149 han
sido compilados (Zhang et al., 2008) donde se incluyen monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos, flavonoides, alcaloides del tipo pyrrilozidina, aceites esenciales,
algunos de ellos se describen en los cuadros 7 y 8.

Se han realizado estudios de sensibilidad antibacteriana sobre bacterias Gram positivas
donde se ha encontrado que extractos hexanicos de hoja de E. areolare inhiben el
crecimiento de S. aureus, B. subtilis, y S. saprophyticus, siendo el acido ent-kaur-16(17)-
en-19-oic, o también llamado acido kaurénico, el que posee dicha actividad (Del Moral-
Hernandez, 2010). Se aisld, identificO y evaludé la actividad microbicida de dos
componentes mayoritarios del extracto metandlico de hoja de E. glabratum los cuales
corresponden al 10-Benzoiloxi-8,9-dihidroxi-6-hidroxi-isobutirato de timilo y el 6-O-8-D-
glucopiranosiloxi-3-hidroxi-p-mentol-1-eno. De éstos dos compuestos solo el primero posee

actividad contra B. subtilis y S. aureus (Pardo-Novoa, 2011).

Ledn-Hernandez (2010) report6 actividad citotoxica de algunos extractos obtenidos de E.
cardiophyllum: el extracto hexanico de flor presentd actividad contra las células 3T3, el
hexanico de hoja presenta actividad contra las células MCF7, el hexanico de tallo presenta
actividad contra las células A549 y MCF7, y el cloruro metilénico de flor presenté actividad
contra las células A549. También identificé seis compuestos de E. cardiophyllum:
escualeno, isobutirato de timilo, acido labda-7,13-dien-15-oico, acido cativico, &cido
labdandlico y tetranor labdandiol. El escualeno inhibe la proliferacién celular con
concentraciones letales cincuenta de 140.1, 155.1, 126.5, y 110.1 pyg/mL para las lineas
celulares A549, MCF7, MDA-MB y 3T3, respectivamente.

Algunas especies de este género tienen uso en la medicina tradicional con efectos
antimalaricos, antibacterial, antifingico y antiinflamatorio, conteniendo un ndmero de
productos naturales bioactivos. Muchas sesquiterpen lactonas, se han reportado presentes

en los extractos de especies de Eupatorium.
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Cuadro 8. Compuestos aislados de especies de Eupatorium. Modificado de Zhang et al. (2008).

Especie Nombre del compuesto Referencia
Monoterpenos
E. fortunei 8,9-Dihidroxitimol Tori et al., 2001

E. glechonophyllum

10-Acetoxi-8,9-dihidroxi-3-O-isobutiriltimol

Monache et al., 1984

E. kiirunense 9-Acetoxi-3-O-angeloil-8,10-epoxitimol Shen et al., 2005
Guaianos (sesquiterpenos)
E chinense 8B-(Angeloxi)-3,43,14-trihidroxi-5aH,63H,7aH-guaia Zhang et al., 2008

E. lindleyanum

1(10),11(13)-dien-12,6-olido (Eupachinilide A)
3-Diacetileupalinina A

3B-Hydroxi-83-(tigloiloxi)-1a,10a-epoxi-6BH,7aH-helianga-

Zhang et al., 2008

E. kirunense 4,11(13)-dien-12,6-olida (Heliangine) Shen et al., 2005
Germacrenos (sesquiterpenos)
. 1B-Hidroxi-8B-(tigloiloxi)-23,3:43,5-diepoxi-6 fH, 7aH-
E. kiirunense germacra-10(14).11(13)-dien-12,6-olido (Eupakirusina A) Shen et al., 2005
E. glehni 2B-Acetoxiepitulipinolida Motoo et al., 2002

Cadinanos (Sesquiterpenos)

E. adenophorum

3B-Acetoxi-68H,8BH,10pH-cadina-4,7(11)-dien-12,8-olida
(Eupatoranolida)

Wang et al., 2006

Diterpenos

E.bunifolium

Acido-15-hidroxi-ent-labda-8(20)-en-18-oico

Carreras et al., 1998

Triterpenos

E. glutinosum

3-Acetoxidammara-20,24-dieno

El-Seedi et al., 2002

Flavonoides

E. glandulosum

E. lindleyanum

Quercetagetin -O-(6""-acetil-B-D-glucopiranosido)

Quercetina

Zhang et al., 2008
Zhang et al., 2008

Alcaloides del tipo pirrolizidina

E. fortunei

E. clematideum

Supinina

Rinderina

Liu et al., 1992
Zhang et al., 2008
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Cuadro 9. Estructuras quimicas aisladas de plantas de Eupatorium spp.

Especies

E. fortunei

Estructuray Nombre

Isobutirato de timilo

Referencia

Tori et al., 2001

Hipétesis

E. adenophurum

Ding et al., 2006

E. glutinosum

Acido-15-acetoxi-labd-7-en-17-oico.

El-Seedi et al., 2002

E. fortumei
E. clematideum

H
.,

Supinina

Roeder et al., 1992
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i. GENERAL

Identificar la variabilidad morfométrica y genético molecular entre dos especies
vegetales e identificarlas a nivel de género.

ii. PARTICULARES

1. Demostrar la variabilidad morfométrica entre la especie 1y 2 y corroborar la

identificacion morfolégica de ambas mediante claves dicotomicas.

2. Caracterizar molecularmente a las dos especies vegetales a través de la region

ITS1-5.8S-ITS2 y las regiones parciales de los genes ribosomales 18S y 26S.

3. Realizar un analisis filogenético entre la especie 1y 2 y diversos géneros
vegetales.

Y 90.C Daniel Soto Rangel 3
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i. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En el siguiente diagrama se esquematizan los procedimientos a seguir en este trabajo de
investigacion. Cada uno de ellos se detalla mas adelante.

Localizacion biogeograficay colecta
de las dos especies vegetales

Analisis morfologico Analisis molecular

Extraccion de nrDNA

Medicion de caracteres

morfologica morfométricos Amplificacién
v multivariado !

ldentificacion morfologica
v Diferenciacion Comparacion Filogenia
de secuencias Alineamiento .
tipo BLAST v

Identificaciona A
nivel de género : . .
E : Andlisis evolutivo

Eressmsssrsssnssarssnssnnenn v
Identificacion molecular

¥

Figura 13. Diagrama de la estrategia experimental.
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i. PERSPECTIVAS

Para fortalecer los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion proponemos,

para trabajos futuros, continuar con los siguientes trabajos:

» Realizar una concatenacién con genes de proteinas.

> Analizar el cpDNA y/o realizar clonaciones de interés y utilizar marcadores
moleculares (AFLP, RAPD’s o microsatélites) para realizar inferencias filogenéticas

entre estas dos especies.

» Analizar las relaciones filogenéticas entre las especies aqui estudiadas y otras
especies del género Eupatorium y Ageratina que habitan el Estado de Michoacan,

incluso con otras especies de géneros diferentes.

» Proponer un clave de identificacidn para estas dos especies, mediante un estudio

mas detallado de caracteres morfologicos.
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i. CONCEPTOS DE ESPECIE

Antes de comprender las bases de la taxonomia y sistematica primero hay que definir el
concepto de especie. No es lo mismo definir especie en base a criterios morfolégicos que
basandose en criterios reproductivos. En el primer caso, poblaciones con diferencias
fenotipicas producidas por adaptaciones locales serian consideradas como especies, pero
si estas mismas poblaciones comparten un acervo genético comun, no serian especies

diferentes bajo el segundo tipo de criterios.

Aunque el criterio de especie es basico dentro de la biologia, no hay un claro consenso
para su definiciéon, como se pone claramente de manifiesto por el gran nimero de intentos
de definicion de “especie” que han ido apareciendo a lo largo de los afnos (cuadro 26).
Estos han sido propuestos por especialistas de muy diversos campos (genética, taxonomia,
biogeografia, paleontologia, etc.), con lo que reflejan definiciones que pueden ser
adecuadas para sus propias disciplinas, pero que no suelen ser aplicables a toda la

diversidad de los seres vivos.

En todas las culturas se han dado hombres que agrupaban a los seres vivos en categorias
fijas (especies). Esta aproximacion puede considerarse que es circunstancial con el
lenguaje humano. Los agrupamientos se hacen basicamente atendiendo a similitud
morfologica y se tiende a primar la homogeneidad frente a la diversidad. Quizas este sea el
concepto de especie mas antiguo, el denominado tipoldgico o esencialista, el cual establece
categorias especificas basandose en rasgos fijos de organismos patrén o tipo, sin recoger
la variacién y adaptacion local que pueden darse en las poblaciones. Frente al criterio
tipolégico han aparecido diversas definiciones de especie basadas en conceptos evolutivos
(cuadro 26). Cada concepto de especie puede ser Util para determinados propdsitos, y
guizas no sea realista pensar que puede haber un Unico criterio que funcione correctamente
para todos los seres vivos. Sin embargo, hay ciertas caracteristicas generales que recogen
practicamente todas las definiciones biol6gicas de especie: las especies consisten en
grupos de poblaciones que se entrecruzan, que comparten una serie de rasgos distintivos
y que evolucionan de forma separada. Es lo que se ha dado en llamar “independencia
evolutiva” y que implica que los procesos evolutivos (mutacion, seleccion, deriva y

migracion) operan de forma independiente en cada especie.
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Los conflictos entre definiciones de especie aparecen basicamente al definir criterios
operativos para identificar estos taxones. Por un lado se tienen los que se podrian
denominar conceptos taxondmicos, que seria aquellos cuyo objetivo es clasificar y que no
asumen ningun tipo de hipétesis acerca del proceso de especiacion. Frente a éstos
aparecen conceptos evolutivos, en los cuales las especies se definen como unidades
evolutivas. Los partidarios de los conceptos evolutivos de especie estan mas interesados
en establecer filogenias, identificar grupos monofiléticos (fig. 50) y determinar patrones y
procesos de especiacion que Unicamente la clasificacion de especies. Dentro de las
definiciones evolutivas se puede diferenciar entre conceptos de “clados” y los
“contemporaneos” de especie (Endler 1989). Entre los primeros se agruparia los conceptos
de filogenéticos (mas relacionados con patrones de ascendencia-descendencia y de
cladogénesis). Por su parte, aqui se podrian integrar conceptos basados en la reproduccion
(como el biolégico de especie o el de reconocimiento) en la cohesion (el concepto cohesivo

0 evolutivo).

El concepto biolégico de especie es el mas utilizado por los bidlogos evolutivos interesados
en los mecanismos genéticos de especiacién, puesto que establece un criterio claro
(reproduccion sexual y fertilidad de la descendencia) de especiacién. Sin embargo, este
concepto es utilizable Unicamente en organismos con reproduccién sexual, por lo que no
puede aplicar en organismos vegetales. Es fundamental entender que la reproduccién
sexual provoca la homogeneizacion de los acervos genéticos de las poblaciones a través
de la recombinaciéon genética, previniendo la excesiva divergencia entre individuos
pertenecientes a la misma especie. Otro problema adicional para el concepto biolégico de
especies es la hibridacién. Multitud de especies vegetales y de hongos y algunas especies
animales hibridan con éxito. En estos casos, la aplicacion de esta definicibn de especie

provoca claros problemas.
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Cuadro 10. Conceptos de especie. Para una revision mas extensa puede consultarse de Queiroz

Concepto

(1998).

Definicién

Referencia

Biolégico

Un grupo de individuos completamente fértiles entre si,
pero aislados del intercruzamiento con otros grupos
similares por sus propiedades fisioldgicas (debido a
incompatibilidad de los progenitores, esterilidad de los
hibridos o ambas cosas).

Grupos de poblaciones con capacidad real o potencial de
intercruzamiento entre si, que estan aislados
reproductivamente de otros grupos similares.

Dobzhansky, 1937

Mayr, 1942

Evolutivo

Una sola linea de poblaciones ancestro-descendientes
gue mantiene su identidad respecto a otras lineas y que
mantiene sus propias tendencias evolutivas y destino
historico.

Willey, 1978

Filogenético

Un cluster basal de organismos que es
diagnosticablemente diferente de otros cluster similares,
dentro del cual hay un patrén de ascendencia-
descendencia.

El grupo monofilético mas pequefios con ascendencia
comun.

Cracraft, 1989

de Queiroz &
Donoghue, 1990

Reconocimiento

La poblacién mas inclusiva de individuos biparentales
que compartan un sistema de fecundaciéon comudn
(sistema de apareamiento).

Paterson, 1985

Cohesivo

La poblacién mas inclusiva de individuos con potencial
para la cohesién fenotipica mediante mecanismos de un
grupo de intrinsecos de cohesion (intercambiabilidad
genética o demogréfica).

Templeton, 1989

Genealdgico

Grupo de organismos que muestran exclusividad. La
exclusividad aparece cuando todos los componentes de
un grupo muestran mayor grado de relacién entre ellos
que con cualquier otro organismo fuera del grupo.

Baum y Shaw, 1995

Ecolégico

Un linaje (o conjunto de ellos) que ocupa una zona
adaptativa minimamente diferenciada

Van Valen, 1976

Internodal

De cualquier linaje de su rango, y que evoluciona
separadamente de todos los linajes externos a su rango.

Kornet, 1993

Agrupamientos

(clusters)
genotipicos

Grupo diferenciable de individuos que no tienen, o tiene
pocos, individuos intermedios cuando se sitian en
contacto.

Los agrupamientos se reconocen por el déficit de
individuos intermedios, tanto para un Gnico locus (déficit
de heterocigotos) como para varios loci (correlaciones
genotipicas y desequilibrio de ligamiento que sean
divergentes entre agrupamientos).

Mallet, 1995
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Figura 14. Grupos monofiléticos. De acuerdo con el concepto filogenético de especie, cualquier
taxon especifico debe ser monofilético. En la figura aparecen diversos agrupamientos que forman
grupos monofiléticos y podrian ser considerados especies, aunque es posible establecer otros
agrupamientos diferentes, dependiendo de qué nivel de diversificacion se considere. Sin embargo,
agrupar en la misma especie a las lineas B, C, D, E y F no seria adecuado, pues el resultado seria
una especie polifilética o parafilética con respecto de A.

ii. TAXONOMIA Y SISTEMATICA

Durante largo tiempo se consideré a la Taxonomia y a la Sistematica como sinénimas,
ocupadas sélo de la clasificacion de los organismos. Mediados del siglo XX se perfila la
Taxonomia como “la teoria y practica de la clasificacion”y la Sistematica como el estudio
de la diversidad biolégica... y de las relaciones entre los organismos” (Huxley, 1940;
Simpson, 1961); la Biologia Sistematica, mas inclusiva, recoge absolutamente todo lo que
se sabe de los seres vivos presentes y extintos (desde el nivel molecular hasta el
ecosistémico). Y, como la diversidad se ha producido mediante evolucién, una parte de su
estudio implica la investigaciéon de la historia evolutiva de cada estirpe (su filogenia)
necesaria para la posterior elaboracion de clasificaciones naturales. Simpson (1980) afirma

gue la filogenia es lo que ha sucedido y la clasificacion es la disposicion de sus resultados.

Almacenar la informacion referente a las formas de vida y permitir su f4cil recuperacion es
la tarea principal de la Sistematica; ello requiere: recoleccion; conservacion; descripcion;

denominacion inequivoca (Nomenclatura); catalogado; identificacion; establecimiento de la
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historia evolutiva (Filogenética); ordenamiento en un sistema general de referencia

(Taxonomia); divulgacién (guias de campo, etc.); estudio de la evolucion (modos de operar
en todos los niveles de la jerarquia bioldgica).

En principio la Sisteméatica se desarrollé en el marco de la Biologia de los organismos y es
evidente que a la mayoria de los “cientificos moleculares” les parece una “ciencia del
pasado”, sin embargo ellos desarrollan la de su propio nivel de estudio (molecular) pues
igualmente aislan (recolectan), describen (moléculas y familias de moléculas), catalogan,
identifican, realizan filogenias de genes y proteinas... tienen, en definitiva, sus propios
bancos de datos, aunque han descuidado la tarea de formalizar la nomenclatura (reglas,
cédigos) que, por el momento, resulta cadtica y dificulta la comunicacién (Brosius & Gould,
1992; Tipton, 1993).

iii. SISTEMATICA FILOGENETICA

La sistematica filogenética o cladistica estudia la diversidad organica a través del
reconocimiento de las relaciones genealdgicas de los organismos, las que se reflejan en la
clasificacion natural de los mismos (Willey, 1981). Entre las funciones mas importantes de

la sistematica filogenética se encuentran las siguientes (Lipscomb, 1998):

1. Proveer, mediante la clasificacion, el marco conceptual mediante el cual los bidlogos
puedan comunicar informacién acerca de los seres vivos.

2. Proporcionar, mediante los cladogramas, bases para proveer diferentes
interpretaciones evolutivas.

3. Predecir, mediante los cladogramas vy las clasificaciones derivadas de los mismos,

propiedades de los organismos recién descubiertos o poco conocidos.

a. Pasos de un estudio sistematico

Para llevar a cabo un estudio sistematico aplicando metodologia cladistica se siguen

basicamente cuatro pasos:

1. Seleccionar los taxones que seran las unidades de estudio.
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2. Seleccionar los caracteres que brindardn la evidencia sobre las relaciones
genealdgicas de los taxones estudiados.

3. Descubrir las relaciones genealdgicas de los taxones analizados y expresarlas en
un cladograma.

4. Traducir las relaciones genealégicas del cladograma en una clasificacion formal.

iv. MARCADORES MOLECULARES

Las estrategias clasicas para la deteccion de variacion (anatomia, morfologia, embriologia
y fisiologia) han sido complementadas con técnicas moleculares. Estas técnicas incluyen el

analisis de constituyentes quimicos y la caracterizacién de macromoléculas.

Los marcadores moleculares o marcadores ADN revelan sitios de variacion naturales a nivel
de secuencia de ADN. A diferencia de los marcadores controlados por genes asociados a
caracteres morfolégicos (fenotipos de facil identificacién visual), las variaciones en los
marcadores de ADN no se muestran por si mismas en el fenotipo, porque pueden ser
diferencias en un solo nucleétido del gen o en un fragmento de ADN repetitivo. Los
marcadores moleculares son una serie de métodos de analisis genético-moleculares que
se basan en la deteccion de polimorfismos en proteinas y ADN, cuyos principios y técnicas
se han utilizado para resolver problemas especificos en genética y ecologia de poblaciones,
evolucién de sistemas reproductivos, mapeo genético de caracteres de interés agronémico,
procesos de hibridizacion e introgresién, determinacién de patrones biogeogréficos,
resolucion e identificacion de relaciones taxondmicas, reconstrucciéon de filogenias y

biologia de la conservacién (Otero et al., 1997).

En los ultimos afios se han desarrollado las estrategias generales para la deteccion de
polimorfismos moleculares como la hibridizacién molecular, amplificaciébn enzimatica y
secuenciacion de ADN. Un ejemplo de esto es la introduccion de la reaccion en cadena de
la polimerasa (Saiki et al., 1988; Erlich & Arnheim, 1992). Un método in vitro de
amplificacion enzimética de segmentos especificos de ADN que ha simplificado el estudio
de la variacion genética y ha transformado la manera en que se llevan a cabo los anélisis

genéticos.
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a. Espacios transcritos internos (ITS)

Los ITS han sido usados en numerosos estudios de sistematica en niveles genéricos y
especificos de una amplia gama de taxones vegetales (Baldwin et al., 1995). Los dos
espacios transcritos internos, ITS-1 e ITS-2, estan localizados entre los genes que codifican
a las subunidades del RNA ribosomal nuclear (nfRNA) 5.8S, 18S y 26S (fig. 51) (Baldwin,
1992). Individualmente el ITS-1 e ITS-2 tienen una longitud de alrededor de 300 pb y la
subunidad 5.8S la més invariante dentro de las angiospermas (163-164 pb), por lo que toda
la region posee una longitud de menos de 700 pb.

AuUn cuando los ITS son parte de la unidad transcripcional ribosomal, estas secuencias no
son incluidas en los ribosomas maduros (Baldwin, 1992). Las dos secuencias de los ITS,
sin embargo, parecen funcionar en la maduracion de los RNA’s ribosomales como
deleciones especificas o mutaciones puntuales en ITS-1 pueden inhibir la produccion de
RNA’s maduros grandes o pequefios, y deleciones o mutaciones puntuales en ITS-2

previenen o reducen el procesamiento de subunidades de RNA’s grandes.

Varios factores hacen que la region de los ITS sea valiosa para su uso en los analisis

filogenéticos (Baldwin et al., 1995):

1. Esta region se repite en los genomas nucleares de las plantas, junto con otros
componentes de la familia multigénica de nrDNA incluyendo una regién muy variable
entre la repeticion ribosomal, el especio intergénico. El gran nimero de copias del

nrDNA repetido facilita su amplificacién y secuenciacion.

2. En segundo lugar, la familia multigénica nrDNA experimenta una rapida evolucion
concertada como se describié anteriormente. Esta propiedad de la region ITS es
mas importante desde el punto de vista filogenético y promueve la reconstruccion
exacta de las relaciones de las especies de secuenciacion. Sin embargo, copias no
homologas estan ocasionalmente presentes con mutaciones puntuales y/o eventos
de insercion/delecion, causando una pequefia variacion entre las copias dentro de

una especie.
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3. Por ultimo, la region ITS es relativamente pequefia (700 pb) y esté flanqueada por
secuencias muy conservadas de los genes de nrDNA 18S y 26S (Baldwin et al.,
1995). Debido a esto, oligonucledtidos universales pueden utilizarse para amplificar
y secuenciar la regién ITS. Oligonucledtidos fueron originalmente disefiado para la
amplificacion de rRNA de hongos y derivaron de secuencias de hongos
(Saccharomyces), animales (Drosophila) y las plantas (Oryza sativa y Hordeum
vulgaris) (Blanco et al., 1990). Estos oligonucleétidos se han utilizado con éxito con

los miembros de las Liliaceas, Asteraceae, Rosaceae y Araliaceae.

v. USO COMBINADO DE ESPACIOS TRANSCRITOS INTERNOS Y EXTERNOS
RIBOSOMALES EN LA SISTEMETICA FILOGENETICA

Datos moleculares incrementan el nimero de caracteres informativos potencialmente
usados en los analisis filogenéticos. La simplicidad del DNA secuenciado, el poder y la
sofisticacion de los programas de andlisis filogenéticos (Swofford, 1993; Felsenstein,
1994) y el desarrollo de estudios tedricos sobre evolucion molecular han mejorado
grandemente nuestras habilidades de inferir relaciones filogenéticas entres organismos. Un
namero de diferentes regiones del DNA han sido satisfactoriamente usadas en las
reconstrucciones filogenéticas de plantas. Es bien conocido que varias partes del genoma,
incluyendo varias regiones muy cercanas del DNA, podrian no evolucionar a la misma
velocidad. La eleccion de la secuencia para ser usada podria depender del nivel de
divergencia taxonémico estudiado. En plantas, el genoma de cloroplasto ha provisto la
mayoria de estas secuencias, de regiones codificantes y no codificantes que fueron usadas
para resolver varios analisis filogenéticos vegetales en varios niveles (Olmstead & Sweere,
1994). El genoma del DNA mitocondrial, debido a su baja velocidad de sustitucion (Avise,
1994), ha sido escasamente usado para reconstrucciones filogenéticas vegetales.
Secuencias del genoma nuclear, especialmente del DNA ribosomal han sido usadas
(Hamby & Zimmer, 1992).
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El uso de méas de un conjunto de datos para reconstruir y solidificar una filogenia requiere
al menos de dos pasos:

1. Encontrar secuencias que evolucionen a una velocidad adecuada de acuerdo a nivel

de variacién estudiado.

2. Lainformacion filogenética contenida en ambos conjuntos de datos para ser usadas
tienen que ser congruentes. Diferentes conjuntos de datos podrian producir

diferentes estimaciones filogenéticas.

Aun existen muchos debates acerca de las relaciones filogenéticas de géneros y especies
y una falta de consenso sobre como datos diversos podrian ser analizados en analisis

filogenéticos.

El espacio transcrito interno (ETS) muestra un decremento gradual de la conservacion

“ s

nucleotidica “rio arriba” del gen 18S y 26S entre diferentes especies. Esta region nunca es
duplicada y podria ser secuenciada facilmente con un oligonucleétido localizado en la
region conservada del gen 18S. Las mismas propiedades favorables de los ITS estan
disponibles para la region ETS, esto promueve su uso para analisis filogenéticos (Tucci et

al., 1994; Kato et al., 1990).
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Figura 15. Regiones del nrDNA y oligonucleétidos que las amplifican.

SSU: Subunidad ribosomal menor
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vi. CLAVES DICOTOMICAS

i. Clave Rzedowski et al. (2005).

> Clave para la separacién de grupos

1. Estigma o estigmas presentes; 6vulos encerrados en un ovario, semillas dentro del

fruto; hojas de formas diVErsas. .........ocveveviiiiiiii i Angiospermae

» Angiospermae
1. Embrién con 2 cotiledones; hojas casi siempre recorridas por nervaduras pinnadas o

palmadas; flores frecuentemente pentameras o tetrameras. Incluye plantas parasitas

de partes aéreas de otros vegetales...........cooeiiiiiiiiiiiiie Dicotyledoneae

> Dicotyledoneae

1. Flores por lo general marcadamente constituidas de un caliz verde y de una corola de
otro color.
2. Corola de una sola pieza; los pétalos estan unidos por lo menos en su

DS, .. Simpétalas

» Simpétalas

1. Plantas generalmente hermafroditas 0 monoicas, o si son diocas, los estambres no
en nimero de 10.
3. Ovario infero.
56. Plantas sin zarcillos.
57. Ovario unilocular.
58. El fruto es un aquenio indehiscente con una sé6lo semilla; caliz de una sola
pieza o representado por un vilano.

59. Flores en cabezuelas; estigmas 1 o 2; estambres 4 0 5.
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60. Plantas sin reunir el conjunto de tales caracteristicas; estambres
generalmente 5, por lo comun con las anteras unidas; estigmas 2;
caliz en forma de vilano (a veces de una sola pieza): familia muy bien
representativa en el Valle de México tanto en numero de especies
como en iNdividuoS..........covvveiiiiiiiiieen Compositae

» Clave para la identificacion de géneros de la familia Compositae

1. Flores liguladas dispuestas en la periferia de las cabezuelas, o bien, ausentes; plantas
generalmente sin latex.
2. Ligulas ausentes.
6. Vilano presente.

7. Vilano de cerdas capilares.........ccooveveieiiiiiii Clave G

> Clave de identificacion para el género Eupatorium.

Clave G. Flores liguladas ausentes; vilano de cerdas capilares.

1. Receptaculo sin péleas ni cerdas.
7. Cerdas del vilano 12 o0 mas.
10. Flores todas hermafroditas.

15. Hojas y bracteas involucrales sin glandulas oleiferas traslicidas, aunque a

menudo con pequefios gldbulos de exudado resinoso.
16. Hojas principales opuestas o verticiladas, a veces las de la inflorescencia

alternas.
17. Aquenios prismaticos, con 4 a 6 costillas.
18. Cerdas del vilano no plumosas, las setas laterales, de presentarse,
menos de 5 veces mas largas que el diametro de la cerda.

19. Cerdas del vilano, al menos las principales, menos de 2 veces mas

cortas que el aquenio...........cooeeiiiii i Eupatorium
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ii. Clave de la “Flora of North America’.

> Clave para Eupatorieae

1. Cabezuelas disciformes, discoides, radiadas, radiantes o cuasi-radiadas, cuasi-radiantes
o cuasi-liguléflora (no notablemente ligul6flora; savia lechosa raramente).
2. Base de la antera usualmente redondeada u obtusa a agudo (algunas veces sagitada,
sin cola).

3. Estilo usualmente = filiforme (no dilatado distancialmente), ramas del estilo en su
mayoria lanceoladas o lineares (no adheridas casi al extremo), apéndices de las
ramas del estilo en su mayoria claviforme, deltadas, lanceoladas, peniciladas o
cilindricas, a veces filiformes a lineales.

4. Apéndices de las ramas del estilo usualmente cilindricas a claviforme (longitudes
usualmente 2-5 veces mas grandes de las lineas de los estigmas); hojas
usualmente opuestas, algunas veces verticiladas o alternadas; cabezuelas
disciodes; corolas blancas, blanco-amarillentas o rosa a purpura (nunca

amarillas).... ..o Eupatorieae

> Clave para Eupatorium y Ageratina

1. Involucro campanulado, cilindrico, elipsiode, hemisférico u obcénico, (2-)3-7(-25) mm
de didmetro; bracteas (5-)8-45(-65+) en (1-)2-8+ series; flores (3-)10-1258(-200+).
3. Aquenio (3-)4-5(-8) acanalados.
9. Vilano de (5-)10-80+ cerdas barbelulados, barbelados o plumosas o setifomes
escalas.

18. Involucros usualmente obcbnicos a hemisféricos, algunas veces
campanulados, cilindrico o elipsoide (2-7 mm de didmetro); cerdas del vilano
suaves a barbeluladas o barbeladas (no plumosa).

19. Bracteas * iguales.

20. Receptaculos planos 0 convexos.
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21. Bracteas 2- o 3-nervadas o0 no notablemente nervadas o
pinnatinervadas; base del estilo usualmente pubescente (glabra en
Eupatorium capillifolium); aquenios usualmente
glanduIOSOS. ... Eupatorium

21. Bracteas 3-nervadas o 2-nervadas; base del estilo glabra; aquenio
algunas veces glanduloso.

22. Involucro 3-6 mm de diametro; bracteas aprox. 30 in 2-3 series;
flores 10-60........ccovveiiiiiiiii e Ageratina
19. Bracteas no iguales (el exterior mas corto).

23. Base del estilo usualmente pubescente base del estilo usualmente
pubescente (glabra en Eupatorium capillifolium); aquenio usualmente
glabro y glanduloso, algunas veces escabelouso en las costillas.

24. Hojas en su mayoria opuestas (algunas verticiladas, las distales

algunas veces alternas)............ccoveiiiiii i, Eupatorium
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vii. RECOSNTRUCCIONES FILOGENETICAS

a. Regién del gen 26S

100 | AF479200.1| Zabelia triflora

GQ983584.1| Dipelta yunnanensis

22 i|Eaprifoliaceae

17 | —— AF479190.1| Codonopsis pilosula ] Campanulaceas

13 AY189087.1| Micropleura renifolia ] Apiaceas
AY189114.1| Trachymene coerulea ] Araliaceas
AY189113.1| Torricellia tiliifolia ] Toriceliaceas
AY189065.1| Eleutherococcus trifoliatus
AY189088.1| Motherwellia haplosciadea Araliaceas
59! AY189055.1| Cheirodendron trigynum

— AF479183.1| Helianthus annuus

99 @ Especie 1 Asteraceae
100 I:. Especie 2

I AF183490.1]| Volvox carteri

I AF183488.1| Treubaria setigera

44

100

—
0.0z

Figura 16. Arbol filogenético basado en secuencias del gen 26S del nrDNA del Orden Asterales.
calculado mediante el método estadistico de ME.

79  AY189088.1| Motherwellia haplosciadea
93 | L AY189055.1| Cheirodendron trigynum Araliaceae

46 AY189065.1| Eleutherococcus trifoliatus
12 AY189113.1| Torricellia tilifolia ] Toriceliaceas
AY189114.1| Trachymene coerulea 4raliaceas
67 AY189087.1| Micropleura renifolia | Apiaceas

AF479190.1| Codonopsis pilosula ] Campanulaceae

L3y AF479200.1| Zabelia triflora
100 ' GQ983584.1| Dipelta yunnanensis
AF479183.1| Helianthus annuus ] Asteraceae
@ Especie 1
{ ) Asteraceae
99 @ Especie 2
I AF183490.1]| Volvox carteri
| AF183488.1| Treubaria setigera

i|EaprifoIiaceae
100

Figura 17. Arbol filogenético basado en secuencias del gen 26S del nrDNA del Orden Asterales.
calculado mediante el método estadistico de UPGMA.
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;40: AY189065.1| Eleutherococcus trifoliatus
94 AY189055.1| Cheirodendron trigynum
42 . ) Araliaceas
AY189088.1| Motherwellia haplosciadea
27 AY189114.1| Trachymene coerulea
— AY189113.1| Torricellia tiliifolia ] Tamiceliaceas
40 . .
30 AY189087.1| Micropleura renifolia ] &piaceas
46 —— AF479200.1| Zabelia triflora

Caprifoliaceas
100 I GQ983584.1| Dipelta yunnanensis i|

100

AF479190.1| Codonopsis pilosula ] Campanulaceas
AF479183.1| Helianthus annuus

94 —|:‘ Especie 1 Asteraceae
100 ® Especie 2

AF183490.1]| Volvox carteri

AF183488.1| Treubaria setigera

Figura 18. Arbol filogenético basado en secuencias del gen 26S del nrDNA del Orden Asterales.
calculado mediante el método estadistico de MP.

62 AY189088.1| Motherwellia haplosciadea

92 L AY189055.1| Cheirodendron trigynum '
56 o Araliaceae

AY189065.1| Eleutherococcus trifoliatus

AY189114.1| Trachymene coerulea
AY189087.1| Micropleura renifolia  J4piaceas
AY189113.1] Torricellia tiliifolia ] Tomiceliaceas
AF479200.1| Zabelia triflora

109 0 ! GQ983584.1| Dipelta yunnanensis

22
25

27

Caprifoliaceas

AF479190.1| Codonopsis pilosula ] Campanulaceas
AF479183.1| Helianthus annuus
@ Especie 1 Asteraceae
100 - @ Especie 2

— AF183490.1| Volvox carteri
| AF183488.1| Treubaria setigera

49

—
0.05

Figura 19. Arbol filogenético basado en secuencias del gen 26S del nrDNA del Orden Asterales.
calculado mediante el método estadistico de ML.
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b. Regidén del gen 18S

95 JX867641.1| Carduus acanthoides
JX867639.1]| Cirsium vulgare

Carduicideas
JX867643.1| Cynara cardunculus
AB703618.1| Atractylodes chinensis
GUB818540.1| Corymbium enerve
Corymbioideae
100 “ GU818538.1| Corymbium enerve

AB288455.1| Ainsliaea macroclinidioides
AB288441.1| Ainsliaea glabra
GU126786.1| Mutisia orbignyana
GU126792.1| Trichocline speciosa
GU126788.1| Gerbera piloselloides Mutisioideae

i|F‘ret_l,loideae

100

78

100 —L_ GU724275.1] Leibnitzia anandria
100 - GU126784.1| Leibnitzia occimadrensis

AB766225.1| Ixeridium alpicola
—| o o Cichorioideas
98 DQ451798.1| Picris abyssinica

100 r. Especie 1

L @ Especie 2
100 JN315965.1| Calendula officinalis ~ |Asteraceae
100 4|:JN5438241| Aster heterolepis
100 JN315961.1| Tripolium vulgare
EU149811.1| Rhodotorula laryngis
100 EU149809.1| Glaciozyma antarctica
A
20

Figura 20. Arbol filogenético basado en secuencias del gen 18S del nrDNA de la familia
Asteraceae. calculado mediante el método estadistico de ME
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89 GU724275.1| Leibnitzia anandria
93 { GU126784.1| Leibnitzia occimadrensis
70 GU126788.1| Gerbera piloselloides Mutisioideae
GU126792.1| Trichocline speciosa
GU126786.1| Mutisia orbignyana
— AB288455.1| Ainsliaea macroclinidioides
100 L—— AB288441.1| Ainsliaea glabra
AB703618.1| Atractylodes chinensis ] Carduicideas
100 —————————— JX867643.1| Cynara cardunculus
82 { JX867641.1| Carduus acanthoides |Carduinideas
83 JX867639.1| Cirsium vulgare
—— GUB18540.1| Corymbium enerve
100 L—— GUB818538.1| Corymbium enerve
— AB766225.1| Ixeridium alpicola
88 L— DQ451798.1| Picris abyssinica
100 ® Especie 1
—|: ® Especie 2
100 —— JN315965.1| Calendula officinalis  |Asteroideae
100 { JN543824.1| Aster heterolepis
99 JN315961.1| Tripolium vulgare
— EU149811.1| Rhodotorula laryngis
99 | EU149809.1| Glaciozyma antarctica

71

:|Pretyoideae

:|E0rymbi0ideae

:| Cichorioideas

Figura 21. Arbol filogenético basado en secuencias del gen 18S del nrDNA de la familia
Asteraceae. calculado mediante el método estadistico de MP
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{ GU724275.1] Leibnitzia anandria
38 GU126784.1| Leibnitzia occimadrensis
85 GU126788.1| Gerbera piloselloides Mutisioideae

GU126792.1| Trichocline speciosa
GU126786.1| Mutisia orbignyana

66

—— AB288455.1| Ainsliaea macroclinidioides
o Pretyoideae
EE] AB288441.1| Ainsliaea glabra

AB703618.1| Atractylodes chinensis ] Carduicidzae
JX867643.1| Cynara cardunculus

a1 { JX867641.1I Carduus acanthoides Carduioideae
73 JX867639.1| Cirsium vulgare
— (GU818540.1| Corymbium enerve
) Corymbioideae
37 GU818538.1| Corymbium enerve

E— AB766225.1| Ixeridium alpicola
o o Cichorioideae
] S— DQ451798.1] Picris abyssinica

@ Especie 2
07 —— IN315965.1| Calendula officinalis | 4steroideae

JIN543824.1| Aster heterolepis
JN315961.1| Tripolium vulgare

—— EU149811.1| Rhodotorula laryngis

83

] —— EU149809.1| Glaciozyma antarctica

Figura 22. Arbol filogenético basado en secuencias del gen 18S del nrDNA de la familia
Asteraceae. calculado mediante el método estadistico de ML.
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c. Regién delosITS

FJ395147.1| Eupatorium sessilifolium

- FJ395156.1| Eupatorium semiserratum

EU646466.1| Eupatorium petaloideum

gg | EU646518.1| Eupatorium album x Eupatorium lancifolium
EU646522.1| Eupatorium vaseyi

EU646524.1| Eupatorium fernaldii

100 HQ688792.1| Eupatorium album

FJ395146.1| Eupatorium sessilifolium

< Especie 3
a5 l. Especie 1
99 | @ Especie 2

| JX139002.1| Oedogonium tenerum
' JX097064.1| Chlorella sp.

—
0.05

Figura 23. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA del género Eupatorium
calculado mediante el método estadistico de NJ.

FJ395147.1| Eupatorium sessilifolium

- FJ395156.1| Eupatorium semiserratum

EU646466.1| Eupatorium petaloideum

100 | EU646518.1| Eupatorium album x Eupatorium lancifolium
EU646522.1| Eupatorium vaseyi

EU646524.1| Eupatorium fernaldii

100 HQ688792.1| Eupatorium album

FJ395146.1| Eupatorium sessilifolium

<> Especie 3

97| @ Especie 1
99 | @ Especie 2
| JX139002.1| Oedogonium tenerum
' JX097064.1| Chiorella sp.

—
0.05

Figura 24. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del género Eupatorium calculado
mediante el método estadistico de ME.
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HQ688792.1| Eupatorium album
FJ395146.1| Eupatorium sessilifolium
EU646524.1| Eupatorium fernaldii

8 EU646518.1| Eupatorium album x Eupatorium lancifolium
EU646522.1| Eupatorium vaseyi

EU646466.1| Eupatorium petaloideum

FJ395147.1| Eupatorium sessilifolium

100

100

L FJ395156.1| Eupatorium semiserratum
< Especie 3
00| 1@ Especie 1
100 '@ Especie 2
| JX139002.1| Oedogonium tenerum
I JX097064.1| Chlorella sp.

Figura 25. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA del género Eupatorium
calculado mediante el método estadistico de UPGMA.

HQ688792.1| Eupatorium album
FJ395146.1| Eupatorium sessilifolium
FJ395156.1| Eupatorium semiserratum
100 FJ395147.1| Eupatorium sessilifolium
EU646466.1| Eupatorium petaloideum

EU646518.1| Eupatorium album x Eupatorium lancifolium
EU646522.1| Eupatorium vaseyi
EU646524.1| Eupatorium fernaldii
< Especie 3
99 {C Especie 1

9% @ Especie 2

— JX139002.1| Oedogonium tenerum
ol— JX097064.1| Chlorella sp.

Figura 26. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA del género Eupatorium
calculado mediante el método estadistico de MP.
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HQ688792.1| Eupatorium album
FJ395146.1| Eupatorium sessilifolium

- FJ395156.1| Eupatorium semiserratum
FJ395147.1| Eupatorium sessilifolium
EU646466.1| Eupatorium petaloideum

EU646518.1| Eupatorium album x Eupatorium lancifolium
EU646522.1| Eupatorium vaseyi
EU646524.1| Eupatorium fernaldii
< Especie 3
@ Especie 1
@ Especie 2
| JX139002.1| Oedogonium tenerum
' JX097064.1| Chlorella sp.

—
0.05

Figura 27. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA del género Eupatorium
calculado mediante el método estadistico de ML.

sgr AF374908.1| Ageratina glechonophylla
AY576865.1| Ageratina riparia
AF374909.1| Ageratina adenophora

641 AY576867.1| Ageratina adenophora
JQ737035.1| Ageratina wrightii

100

44|/ @ Especie 1

70 @ Especie 2

<> Especie 3

I JX097064.1| Chlorella sp.
L JX139002.1| Oedogonium tenerum

—
0.1

Figura 28. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA del género Ageratina
calculado mediante el método estadistico de NJ.
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sqr AF374908.1| Ageratina glechonophylla
AY576865.1| Ageratina riparia
AF374909.1| Ageratina adenophora

671 AY576867.1| Ageratina adenophora
JQ737035.1| Ageratina wrightii

100 43|/ @ Especie 1

68 | @ Especie 2
< Especie 3

I JX097064.1| Chlorella sp.
e, JX139002.1| Oedogonium tenerum

0.1

Figura 29. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA del género Ageratina
calculado mediante el método estadistico de ME.

33 | AY576867.1| Ageratina adenophora
63/l AF374909.1| Ageratina adenophora
100 AF374908.1| Ageratina glechonophylla
100 AY576865.1| Ageratina riparia
< Especie 3
i JQ737035.1| Ageratina wrightii
g5 | | @ Especie 2
100 | @ Especie 1
I JX097064.1| Chlorella sp.
I JX139002.1| Oedogonium tenerum

Figura 30. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA del género Ageratina
calculado mediante el método estadistico de UPGMA.
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a5 AY576867.1| Ageratina adenophora
{ AF374909.1| Ageratina adenophora
AY576865.1| Ageratina riparia
{ AF374908.1| Ageratina glechonophylla
<> Especie 3
JQ737035.1| Ageratina wrightii

99 @ Especie 1
— JX097064.1| Chlorella sp.
10— 3X139002.1| Oedogonium tenerum

93

74

Figura 31. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA del género Ageratina
calculado mediante el método estadistico de MP.

a7 | AF374909.1| Ageratina adenophora
50/l AY576867.1| Ageratina adenophora
AY576865.1| Ageratina riparia
AF374908.1| Ageratina glechonophylla
JQ737035.1| Ageratina wrightii
a9 || @ Especie 1

93! @ Especie 2
< Especie 3
| JX097064.1| Chlorella sp.
| JX139002.1] Oedogonium tenerum

100

0.1

Figura 32. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA del género Ageratina
calculado mediante el método estadistico de ML.
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EU646518.1| Eupatorium album x Eupatorium lancifolium
I FJ395156.1| Eupatorium semiserratum

HQ688792.1| Eupatorium album

75 | EU646524.1| Eupatorium fernaldii

— . . Eupatorium
EU646522.1| Eupatorium vaseyi
EU646466.1| Eupatorium petaloideum

100 FJ395147.1] Eupatorium sessilifolium

FJ395146.1| Eupatorium sessilifolium
JQ737035.1| Ageratina wrightii

af 1@ Especie 1
341l @ Especie 2
g3 |1 Especie 3
AF374908.1| Ageratina glechonophylla

Ageratina

73
AY576865.1| Ageratina riparia

AF374909.1| Ageratina adenophora
98 L AY576867.1| Ageratina adenophora

I JX139002.1| Oedogonium tenerum
L JX097064.1| Chiorella sp.

—
0.1

Figura 33. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA de los géneros
Eupatorium y Ageratina calculado mediante el método estadistico de NJ.

EU646518.1| Eupatorium album x Eupatorium lancifolium
I FJ395156.1| Eupatorium semiserratum

HQ688792.1| Eupatorium album

75 | EU646524.1| Eupatorium fernaldii

— . . Eupatorium
EU646522.1| Eupatorium vaseyi
EU646466.1| Eupatorium petaloideum

100 FJ395147.1] Eupatorium sessilifolium

FJ395146.1| Eupatorium sessilifolium
JQ737035.1| Ageratina wrightii

af 1@ Especie 1
341l @ Especie 2

g3 |1 Especie 3

AF374908.1| Ageratina glechonophylla
AY576865.1| Ageratina riparia
AF374909.1| Ageratina adenophora
38 L AY576867.1| Ageratina adenophora

I JX139002.1| Oedogonium tenerum
E— JX097064.1| Chlorella sp.

Agerating

72

01

Figura 34. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA de los géneros
Eupatorium y Ageratina calculado mediante el método estadistico de ME.
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EU646524.1| Eupatorium fernaldii

EU646522.1| Eupatorium vaseyi

EU646518.1| Eupatorium album x Eupatorium lancifolium
FJ395147.1| Eupatorium sessilifolium )
FJ395146.1| Eupatorium sessilifolium Eupstorun
EU646466.1| Eupatorium petaloideum
HQ688792.1| Eupatorium album
FJ395156.1| Eupatorium semiserratum
100 a9 @ Especie 1

® Especie 2

< Especie 3

JQ737035.1| Ageratina wrightii
AY576865.1] Ageratina riparia
AF374908.1| Ageratina glechonophylla
AF374909.1| Ageratina adenophora
AY576867.1| Ageratina adenophora

I JX139002.1] Oedogonium tenerum

' JX097064.1] Chiorella sp.

100

Fupatorium

0.4 0.3 02 01 0.0

Figura 35. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA de los géneros
Eupatorium y Ageratina calculado mediante el método estadistico de UPGMA.

EU646466.1| Eupatorium petaloideum

FJ395156.1| Eupatorium semiserratum

EU646518.1| Eupatorium album x Eupatorium lancifolium
10— EU646522.1| Eupatorium vaseyi

HQ688792.1| Eupatorium album

EU646524.1| Eupatorium fernaldii

Fupatorium

FJ395146.1| Eupatorium sessilifolium

FJ395147.1| Eupatorium sessilifolium

gg—— @ Especie 1
L e Especie 2

JQ737035.1| Ageratina wrightii
< Especie 3
AF374908.1| Ageratina glechonophylla
AY576865.1| Ageratina riparia
70 _|: AF374909.1| Ageratina adenophora
98 AY576867.1| Ageratina adenophora
JX139002.1| Oedogonium tenerum
100 L—— Jx097064.1| Chiorella sp.

94

Ageratina

52

100

Figura 36. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA de los géneros
Eupatorium y Ageratina calculado mediante el método estadistico de MP.
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EU646466.1| Eupatorium petaloideum

I FJ395156.1| Eupatorium semiserratum

EU646518.1| Eupatorium album x Eupatorium lancifolium
EU646522.1| Eupatorium vaseyi

HQ688792.1| Eupatorium album

EU646524.1| Eupatorium fernaldii

3

L)

Fupatorium

. FJ395147.1| Eupatorium sessilifolium

FJ395146.1| Eupatorium sessilifolium

g2 1@ Especie 1

@ Especie 2

JQ737035.1| Ageratina wrightii

< Especie 3

AF374908.1| Ageratina glechonophylla

AY576865.1| Ageratina riparia

AF374909.1| Ageratina adenophora
88 L AY576867.1| Ageratina adenophora

| JX139002.1] Oedogonium tenerum

I JX097064.1| Chlorella sp.

=11
Agerating

50

01

Figura 37. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA de los géneros
Eupatorium y Ageratina calculado mediante el método estadistico de ML.
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941 HQ416333.1| Trilisa paniculata
45|l HQ416323.1| Hartwrightia floridana
42 HQ416344.1] Litrisa carnosa
9 HQ416295.1| Garberia heterophylla
3 HQ416389.1| Liatris tenuifolia
— FJ395159.1| Eutrochium purpureum

2
637 HQ688792.1| Eupatorium album
‘ EU646524.1| Eupatorium fernaldii
Eupatorium

©

24_ 99 | GU014465.1| Eupatorium truncatum
83— EU646496.1| Eupatorium saltuense
JQ737016.1| Asanthus squamulosus
18 0‘|12JQ737034.1| Brickellia spinulosa
/o JQ737027.1| Pleurocoronis pluriseta
AB032054.1| Fleischmannia sideritides

a7 E JQ737020.1| Steviopsis rapunculoides
3645 AY576855.1| Chromolaena collina

01

73"__ AB457330.1| Revealia macrocephala
99 | L AB457329.1| Carphochaete grahamii
—— AB457328.1]| Stevia zephyrantha
100 f. Especie 1 T
49 | 49 L @ Especie2
JQ737035.1| Ageratina wrightii
) Ageratina
69 AF374908.1| Ageratina glechonophylla
100 AY576865.1| Ageratina riparia
45— AF374909.1| Ageratina adenophora _
FJ980330.1| Ageratum conyzoides
| JX139002.1| Oedogonium tenerum
100 l JX097064.1| Chlorella sp.
 —
0.1

Figura 38. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA de la tribu Eupatorieae
calculado mediante el método estadistico de NJ.
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931 HQ416333.1| Trilisa paniculata

45l HQ416323.1| Hartwrightia floridana

42 HQ416344.1] Litrisa carnosa

100 HQA416295.1| Garberia heterophylla
3% HQ416389.1| Liatris tenuifolia
— FJ395159.1| Eutrochium purpureum
62r HQ688792.1| Eupatorium album
EU646524.1| Eupatorium fernaldii )

25| E{GU014465. 1| Eupatorium truncatum Eupstonm

83— EU646496.1| Eupatorium saltuense

3

o

JQ737016.1| Asanthus squamulosus

18 . -
JQ737034.1| Brickellia spinulosa

01

0
rs JQ737027.1] Pleurocoronis pluriseta

AB032054.1| Fleischmannia sideritides

46 E JQ737020.1| Steviopsis rapunculoides
393 AY576855.1| Chromolaena collina

73 AB457330.1| Revealia macrocephala
929 -l—_AB457329.1| Carphochaete grahamii
—— AB457328.1| Stevia zephyrantha
100 I‘ Especie 1 T
47 | 46 L @ Especie?
JQ737035.1| Ageratina wrightii
66 AF374908.1| Ageratina glechonophylla Ageratns
99 AY576865.1| Ageratina riparia
44— AF374909.1| Ageratina adenophora _
FJ980330.1| Ageratum conyzoides
— JX139002.1| Oedogonium tenerum
100 JX097064.1 Chiorella sp.
0.1

Figura 39. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA de la tribu Eupatorieae
calculado mediante el método estadistico de ME.
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96 HQ416333.1| Trilisa paniculata
HQ416323.1| Hartwrightia floridana
HQ416344.1]| Litrisa carnosa
HQA416389.1]| Liatris tenuifolia
HQ416295.1| Garberia heterophylla
HQ688792.1| Eupatorium album
EU646524.1| Eupatorium fernaldii
GU014465.1| Eupatorium truncatum
EU646496.1| Eupatorium saltuense

Fupatorium

FJ395159.1| Eutrochium purpureum
AY576855.1| Chromolaena collina
JQ737020.1| Steviopsis rapunculoides
FJ980330.1| Ageratum conyzoides
AB032054.1| Fleischmannia sideritides
JQ737016.1| Asanthus squamulosus

13
61

— JQ737034.1| Brickellia spinulosa
78 L JQ737027.1| Pleurocoronis pluriseta
AB457328.1| Stevia zephyrantha
99 _|: AB457330.1| Revealia macrocephala
44 AB457329.1| Carphochaete grahamii
JQ737035.1| Ageratina wrightii
AF374908.1| Ageratina glechonophylla
100 _|: AY576865.1| Ageratina riparia
49 AF374909.1| Ageratina adenophora
,—. Especie 1
100 —— @ Especie 2

JX139002.1| Oedogonium tenerum
JX097064.1| Chlorella sp.

100
90

Agerating

Figura 40. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA de la tribu Eupatorieae
calculado mediante el método estadistico de MP.
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39— AY576865.1| Ageratina riparia

98 | AF374909.1| Ageratina adenophora
AF374908.1| Ageratina glechonophylla
JQ737035.1| Ageratina wrightii

Agerating

r. Especie 1
100 - @ Especie 2

AB457328.1| Stevia zephyrantha
AB457330.1| Revealia macrocephala
58 - AB457329.1| Carphochaete grahamii
JQ737016.1| Asanthus squamulosus
JQ737034.1]| Brickellia spinulosa
B5 JQ737027.1| Pleurocoronis pluriseta
d 70r HQ688792.1| Eupatorium album
99 | EU646524.1| Eupatorium fernaldii

GUO014465.1| Eupatorium truncatum
89— EU646496.1| Eupatorium saltuense
FJ395159.1| Eutrochium purpureum
3&g| 18 HQ416389.1| Liatris tenuifolia

HQ416295.1| Garberia heterophylla
o8 [ HQ416344.1] Litrisa carmnosa
60 HQ416333.1| Trilisa paniculata
96 - HQ416323.1| Hartwrightia floridana
— JQ737020.1| Steviopsis rapunculoides

53

Fupatorium

28[ AY576855.1| Chromolaena collina
25 AB032054.1| Fleischmannia sideritides
L—— FJ980330.1| Ageratum conyzoides

—— JX139002.1| Oedogonium tenerum
100 l JX097064.1| Chlorella sp.

0.1

Figura 41. Arbol filogenético basado en secuencias de los ITS del nrDNA de la tribu Eupatorieae
calculado mediante el método estadistico de ML.
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® @

viii. CONCENTRACION DE REACTIVOS

a. Regulador de extraccion TENS

e Tris-HCI 10 mM (pH 7.5)
e EDTA 0.1 mM

* NaCl 0.1mM

e SDS 1% (wiv)

b. Solucién de CTAB

o Tris-HCI 1 M (pH 8.0)
e NaCl 5N

e EDTA 05 M

e CTAB 2% (Wiv)

e PVP-40 4% (wiv)

e Acido ascorbico 0.5% (W/v)
e DIECA 0.5%

[ ]

2-B-mercaptoetanol 10% (v/v).

c. Solucién PORTA

e Tris-HCI 1M (pH 8.0)
e EDTA 0.5M
e NaCl 5N

e 2-B-mercaptoetanol 10% (v/v).

d. Regulador de extraccién de Lin

e Tris-HCI 100 mM (pH 8.0)
e EDTA 50 mM (pH 8.0)
¢ NaCl 500 mM

e SDS 2% (Wiv)

e PVP 1% (wiv)

[ ]

2-B-mercaptoetanol 2% (v/v)

e. Solucion de TAE

e Tris-HCI 1 M (pH 8.0)
¢ Acido acético glacial Concentrado
e EDTA 0.5M

f. Indicador de corrida 6X

o Azul de bromofenol 0.25% (v/v)
e Xilen cianol 0.25% (v/v)
e Glicerol 30% (V/Iv)

Y M.C. Dandel Soto Rangel 83
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iXx. PRODUCTOS CIENTIFICOS OBTENIDOS

Durante el desarrollo de este proyecto se realizé una estancia por un periodo de seis meses
que comprendio del 1° de Agosto de 2012 al 31 de Diciembre del mismo afio, las actividades
fueron realizadas bajo la supervision de la D.C. Ma. Teresa Vieyra Hernandez y se llevaron
a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Microbiana del Departamento de Ingenieria
Ambiental adscrito a la Division de Ciencias de la Vida (DICIVA) Campus Irapuato-

Salamanca de la Vida de la Universidad de Guanajuato (UG).

Se presentaron algunos resultados en la Modalidad de Ponencia Oral en el 7mo. Congreso
Estatal de Ciencia, Tecnologia e Innovacién y Primer Encuentro de Tesistas y Beneficiarios
del Programa de Becas-Tesis, CONACYT-CECTI.

M.C. Daniel Soto Rangel
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Carta begas Mixtas Pigma | de |

DIRECCION ADJUNTA DE POSGRADO Y BECAS

DIRECCION DE BECAS

MEXICO D. F. A 31 de agosto de 2012

S0TO RANGEL DANIEL
CVU: 368888
Presente

Con base en la Convocatoria Becas Mixtas 2012-2013 para Movilidad Macional
(290673), ha sido elegido para participar en una estancia de investigacidn en
UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO, México, por el pericdo del 01 de agosto 2012
al 28 de diciembre 2012,

En este sentida, &l Consajo Nacional de Clancia v Tecnologia ke apayara con una beca de
manutencién mensual por $8, 000,00 M.M.,

Sin mas por & momento reciba un cordial saludo.

Abentamente,

5
(ﬁ LL#’}}- g
M

M. en C. Jorge Herrera Espinosa
Director de Bacas,

http=S 148 207 1. L4/ple’portal/Ps Becas REING.carta a=ig bes Mix ane2012

Y M.C. Daniel Soto Rangel
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