2004A-2008A 399463058

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias

Analisis filogenético preliminar del género Cosmos (Asteraceae)
con base en secuencias del ADN ribosomal (ITS)

TRABAJO DE TITULACION EN LA MODALIDAD DE
TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
LICENCIADO EN BIOLOGIA

PR_ESENTA
RODOLFO MUNIZ MENDOZA

Las Agujas, Zapopan, jal., Noviembre de 2008




Universidad de Guadalajara

Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias

Coordinacion de Titulacion y Carrera de Licenciatura en Biologia

1373/ C. C. BIOLOGIA
C. Rodolfo Muiiiz Mendoza

PRESENTE

Manifestamos a usted que con esta fecha ha sido aprobado su tema
de titulacion en la modalidad de: TESIS E INFORMES opcion TESIS con el
titulo ; “Analisis filogenético preliminar del género Cosmos (Asteraceae) con base
en secuencias del ADN ribosomal nuclear (ITS)” para obtener l|a Licenciatura en
Biologia.

Al mismo tiempo le informamos que ha sido aceptado como Director de
dicho trabajo el Dr. Aarén Rodriguez Contreras.

Sin mas por el momento, le envio un caluroso saludo.

ATENTAMENTE
“PIENSA Y TRABAJA”
Las Agujas, Zapopan., 03 de septiembre del 2008.

DR. FRANCISCO MARTIN HUERTA MARTiNE_Z
PRESIDENTE DEL COMITE DE TITULACION .,

Men C. GLORIA PARADA BARRERA 3
SECRETARIO DEL COMITE DE TITULACION



FORMA

Dr. Feo. Martin Huerta Martinez.
Presidente del Comité de Titulacion.
Licenciatura cn Bielogia.

CUCBA.

Presente

Nos permitimos informar a usted que habiendo revisado el trabajo de titulacién, modalidad
Tesis e informes, opcidn Tesis con el titulo; “Amalisis filogenético preliminar del género
Cosmos (Asteraccac) con base en secucncias del ADN ribosomal (ITS)” que realizd el
pasante Rodolfe Mufiiz Mendoza con numerc de codigo 399463058 consideramos que ha
quedado debidamente concluido, por lo que ponemos a su consideracion el escrito final para
autorizar su impresidn.

Sin otro particular quedamos de usted con un cordial saludo.

Atentamente % )

Predio las Agujas, Nextipac. Zapopan, Jalisco. 17 de Octubre del 2008. [

Wt c
Dr. Aaron Rodriguez Cont]
Director del trabajo

“Nombre completo de 10s $inodales asignados | Firma de aprobedo © Fecha de
‘ . aprobacién

Ceto 13,2603

Dr. Castro Félix Patricia

Ock 1% que

Dr. Vargas Ponce Ofelia

Oe it 1220

fygf. A, 208



Tesis realizada en ¢l Laboratorio de Sistematica Molecular del Instituto de Botanica del
Centro Universitario de Ciencias Biologicas v Agropecuarias.
Universidad de Guadalajara.

Zapopan, Jalisco.

Director: Dr. Aaron Rodriguez Contreras.



AGRADECIMIENTOS
Doy gracias a todos que me apoyaron tanto directa como indirectamente en la
realizacion de esta tesis. Estoy agradecido con mi familia y mi novia por su apoyo para
poder tgrminar mi carrera, Agradezco a mis sinodales, que con sus recomendaciones se
pudo lograr un trabajo de buena calidad. Quiero dar un agradecimiento especial a mi
director de tesis, Aaron Rodriguez Contreras, ya que gracias a sus consejos, stt apoyo y

sus ensefianzas he logrado realizar este trabajo.



RESUMEN
El género Cosmos Cav. (Asteraceae) es un buen cjemplo de la diversidad y endemicidad
de plantas en México. Cosmos agrupa a 39 especies y 12 taxones infraespecificos. La
mayoria de las especics crecen en México pero su distribucion geografica se extiende
desde [os Estados Unidos de Norteamérica hasta Pert y Bolivia. Sus inflorescencias son
muy vistosas, lo que convierte a estas plantas como elementos de ornato.  Cosmos
incluye hierbas anuales y perennes. La perennidad la ban logrado a través de dos
rmecanismos; en ¢l primero, las raices son fasciculadas, en contraste con el segundo,
donde la base del tallo es engrosada y lefiosa vy la raiz es axomorfa. Se analizaron
secuencias de los espacios internos transcritos (ITS) del ADN ribosomal nuclear
{nrADN) de 11 especies de Cosmos mas Coreocarpus congregatus, Bidens rostrata v
Dahlia coccinea como grupos externos. El objetivo fue establecer si los ITS son dtiles
para establecer relaciones filogendticas de Cosmos y analizar, en el contexto
filogenético, la evolucidn de los diferentes habitos de crecimiento en ¢l mismo género.
El andlisis de méxima parsimonia pradujo arboles con resolucion y es posible concluir
que establecer grupos con base en hdbitos de crecimiento puede ocasionar la formacién

de grupos no naturales como resultado de la convergencia morfolégica.
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I. INTRODUCCION

Asteraceae es una familia importanic desde el punto de vista omamental. Algunos
géneros  cultivados mundialmenie son Ageratum ... Achillea L., Aster L.,
Chrysanthemum L., Cosmos Cav., Dahlia Cav., Helianthus L., Senecio L., Tagetes L. y
Zinnia L. Las especies cultivadas de Ageratum, Cosmos, Dahlia, Helianthus, Tageies y
Zinnia tienen su origen en México. Las plantas del género Cosmos producen
inflorescencias (cabezuelas) muy vistosas, lo que las convierte en clementos muy
atractivos.

El nombre del género Cosmos viene del griego “kosmos™ y significa “algo bello”,
Aparentemente, semillas de plantas de C. bipinnatus Cav. fueron recolectadas por Sessé
y Mocifio durante la Expedicién Real 2 Nueva Espafia v luego llevadas a Madrid dorde
fueron cultivadas en el jardin botinico. Con base en estas plantas. el género fue descrito
con este nombre por la belleza de sus flores. En 1790, C. sulphureus Cav. también se
encontraba en esie jardin (McVaugh 1984). Desde entonces estas especics anuales de
Co:s‘mo.s' fueron apreciadas v propagadas en muchas partes del mundo v en el presenie
hay numerosas variedades en cultivo. Cesmos atrosanguineus (Ort.) Hemsl v C
deficiens Sherff son especies perennes cultivadas, pero no tan comunes (Bailey 1949;
Brickell y Sharman 1986). En México, el uso ornamental bajo cultivo de Cosmos no es
tan comin como en otros paises, donde es costumbre sembrar plantas ornamentales
anuales cada afio.

Cosmos agrupa a 39 especies y 12 taxones infraespecificos. Su distribucion
geografica se extiende desde los Estados Unidos de Norteamérica hasta Pera y Bolivia.
En Meéxico crecen 35 especies y 9 subespecies; es decir, el 86% de ios taxones.

Veiniiocho especies y 10 subespecies son endémicas dc este pais, en otras palabras el



74.5% de los taxcnes (Rodriguez ef al. 2006). Por tal motivo. el género Coymay es un
muy buen ejemplo de la diversidad y endemicidad de este grupe de plantas en México.

Cosmos incluye hierbas anuales y perennes. La perennidad la han logrado a
través de dos mecanismos; en el primero, las raices son fasciculado-tuberoso, en
contraste con el segundo, donde la base del tallo es engrosada y lefiosa y la raiz es
axomorfa. Las especies perennes de Cosmos crithmifolius Kunth y C. Jandii Melchert
poseen tallos lefiosos de hasta 40 cm arriba del suelo. Cosmos mcvaughii Sherff también
es perenne y acuatica {(Rodriguez et ol 2006). Esta diversidad convierte a ¢ste grupoe de
plantas en un modelo ideal para ¢l estudio de la evolucion de habitos de crecimiento.

Cosmeos esla agrupado en la tribu Coreopsideae y subtribu Coreopsidinae (Tumer
v Powell 1977; Ryding y Bremen 1992). Ademas de este género, Coreopsidinac incluye
a los géneros Coreocarpus Benth., Coreopsis L., Cyathomone S.F. Blake. Dahiia Cav..
Ericenirodea S.F. Blake & Sherff, Henricksonia B.L. Turner, Heterosperma Cav.,
Narvalina Cass. v Thelesperma Less. Henricksonia es endémico de México. Cosmas y
Dahlia son casi exclusivos de este pais, mientras que Coreopsis. Corcocarpus ¥
Heterosperma tiemen solamente algunos representantes en México. Por tltino,
Cyathomone, Ericentrodea, Narvalina y Thelesperma no ocurren en México (Bremer
1994).

Los caracteres morfoldgicos han servido como base para la mayoria de los
estudios taxénomicos (Stevens 1984, 1986). Sin embargo, la incorporacién de nuevos
tipos de datos, particularmente los caracteres moleculares, ha sido necesaria en taxones
donde los caracteres morfoldgicos, por si solos no han resuelto los problemas
taxonémicos. Algunas de las razones para usar secuencias de ADN. en estudios

filogenéticos son: 1) representan una fuente abundante de caracteres (potencialmente

]



cada nucledlido de la secuencia), 2) tienen diferentes propicdades estructurales y

funcionales y 3) presentan diferentes tasas evolutivas (Gonzalez 1997).
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1I. ANTECEDENTES

México es un pais megadiverso, ya que en su territorio crecen 22,351 (Rzedowski 1991;
Villasefior 2003) de las cerca de 250.000 especies de Magnoliophyta (Litt 2006), es
decir, el 8.94%. Un grupo particularmente diverso es la {amilia Astcraceae. A escaia
mundial, Asteraceac estd integrada por 1,335 géneros v 23,000 especies (Bremer 1994).
En México, el ndmero de géneros y especies de Asteraceae reconocidos cambia de
acuerdo al autor. Rzedowski (1991) estimé la presencia de 314 géneros v 2,400
especies. De forma similar, Tumner y Nesom (1993) calcularon la presencia de 323
géneros v 2,700 especies, mientras que Villasefior (1993) registro la existencia de 2,861
especies agrupadas en 387 géneros. De cualquier forma, Asteraceae es el grupo de
plantas con flores mas diverso en Mexico y cerca del 63% de sus especies son
endémicas (Villasefior 1993, Turner y Nesom 1993).

Los estudios filogenéticos sobre angiospermas cuyo centro de origen vy
diversificacién es México, son escasos. La mayoria han sido elaborados por
investigadores norteamericanos y europeos (Bogler y Sympson 1996; Clarke ef «f. 2000
Miller y Bayer 2003; Patterson y Givnish 2003; Saar et @/, 2003; Bogler et al. 2006;
Seigler er al. 2006; Zomlefer ef al 2006; Mort ef al. 2008), o bien por investigadores
mexicanos formados en universidades del extranjero (Magallén y Sanderson 2002; Lara-
Cabrera y Spooner 2004, 2005; Rodriguez y Sytsma 2006). Tal es el caso de la familia
Asteraceae (Jansen ef g/, 1991; Ryding v Bremer 1992; Kim ef al. 1999; Linder er ol

2000; Saar ef al. 2003).



I11. JUSTIFICACION
Este trabajo es importante por varias razones: 1) Cosmos €s un género cuyo origen y
diversidad estd en México; 2) el trabajo constituye una propuesta pionera en la
Universidad de Guadalajara, para la utilizacién de secuencias de ADN en la solucién de
problemas filogenéticos en Angiospermas; 3) Cosmos tliene el potencial para ser

utilizado como plantas ornamentales en jardineria.



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Cosmos exhibe una gran diversidad de habitos de crecimiento, por tal motive agrupar
especies con el mismo tipo de habito podria generar la formacién de grupos no naturales
a consecuencia de la convergencia morfoldgica. Por lo tanto, es conveniente analizar y
comparar secuencias de ADN; especificamente la regién interna transcrita (ITS) del
ADN ribosomal nuclear (nrADN) la cual ha sido utilizada en diferentes grupos
taxondmicos, para establecer sus relaciones filogenéticas (Baldwin et al. 1995, 1998;

Kim ef al. 1999; Saar et &i. 2003; Bogler ef al. 2006; Mort et al. 2008).



V. OBJETIVO
Establecer si los espaciadores internos transcritos (ITS) del nrADN son atiles para
resofver las relaciones filogenélicas de Cosmos y analizar, en el contexto filogenético. la

evolucidn de sus diferentes habitos de crecimiento.



VI. HIPOTESIS
Agrupar especies de Cosmas con el mismo tipo de habito de crecimiento podria generar
la formacién de grupos no naturales a consecuencia de fa convergencia morfoldgica. En
otras palabras, durante la historia evolutiva de Cosmos, el mismo habito ha aparecido en

distintos linajes.



VII. MATERIALES Y METODOS

7.1 Obtencién del material de Cosmos

Once especies de Cosmos mas Dahlia coccinea Cav. y Bidens rostrata Melchert fueron
recolectadas durante el 2006 (Tabla 1). El trabajo de campo se realizé con base én la
informacién de ejemplares de herbario depositados en el herbario Luz Maria Villarreal
de Puga del Institulo de Botanica de la Universidad de Guadalajara (IBUG) y revisién de
bibliografia (Sherff 1932, 1964; McVaugh 1984; Melchert 1967, 1990). Las hojas
recolectadas en campo se deshidrataron y conservaron en silica gel (Chase y Hillis
1991). Los ejemplares de herbario de respaldo estan depositados en los herbarios de la
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas (ENCB), IBUG, Instituto de Ecologia, Centro

Regional del Bajio (IEB), y el Herbario Nactonal (MEX).

SioLI0TECA Guusé



Tabla 1. Taxones utilizados en ¢l anilisis molecular

Taxon Hél_)ito de Colector Localidad
crecimiento

Bidens rostrata Anual Rodriguez 4978  México, Jalisco: municipio

Melchert (IBUG) de Zapopan, Fracc. Pinar de
la Venta, 3seccidn,
Bosque de ta Primavera.
Alt. 1735 m, 20°42.719°N,
103°31.306"W

Coreocarpus Anual GenBank Desconocida

congregatus (S.F. AF330089

Blake) E.B. Sm.

Cosmos Perenne con raiz GenBank Cultivada

alrosanguineus fasciculado- AF165847

(Hook.) Ort. tuberosa

C. bipinnatus Cav.  Anual Rodriguez 4991  México, Jalisco: municipio

(IBUG) de Zapopan, km 15

carretera No. 15 entre
Guadalajara y Tequila. Alt
1640 m, 20°43.468°N;
103°30.350°W

C. caudatus Anual Rodriguez ef al.  México, Colima: municipio

H.B.K.

4984 (IBUG)

de Colima, justo en el



C. crithmifolius

. HBK axomorfa

C. deficiens Sherff Perenne con raiz

fasciculado-

tuberosa

C. imtercedens

Sherff axomorfa

Perenne con raiz

Perenne con raiz

Rodriguez vy
Ortiz-Catedral

5011a (IBUG)

Rodriguez y
Quezada 5005

(IBUG)

Rodriguez y
Quezada 5002

(IBUG)

crucero de la carretera No.
110 entre Colima y
Pihuamo y la carretera que
conduce a Tepames. Alt.
513m, 19°10.396°N;
103°39.655°W

México, Jalisco: municipio
de Tequila, camino de
ascenso al cerro de Tequila.
Alt. 1973m, 20°49.099°N;
103°51.625°W

Meéxico, Jalisco: municipio
de Mascota km 83 carretera
No. 90 entrc Ameca 'y
Mascota, 2 km al W del
Puerto L.a Campana. Alt.
1842 m, 20°22.221°N;,
104°35.966°W

México, Jalisco: municipio
de Cuautla km 34 carretera
San Vicente —Volcanes, 6-7
km al NW de Cuautla, Al

1819 m, 20°14.151°N;

11



C. jaliscensis Perenne con raiz

Sherff fasciculado-
luberosa

C. landii Sherff Perenne con raiz

var. achalconensis  axomorfa

Melchert
C. mevaughil Perenne y
Sherff acudiica

Rodriguez 4894

(IBUG)

Rodriguez 4976

(IBUG)

Rodriguez v
Quezada 5006a

(IBUG)

104°27.262°W

México, Jalisco: municipio
de Atenguillo km 82-83
carretera Mex. 70 justo en
el Puerto La Campana.
Alt.1947 m, 20° 22.238°N;
104°35.697 "W

México, Jalisco: municipio
de Zapopan,
fraccionamiento Pinar de la
Venta, tercera seccion,
Bosque La Primavera. Alt.
1735 m, 20°42.719°N;
103°31.306"W

Meéxico, Jalisco: municipio
de Mascota km. 84
carretera No, 90 entre
Ameca y Mascota, 2km al
NW de puerto La
Campana. Alt. 1902 m,
20°22.197°N;

104936.149° W



C. parviflorus

{Jacq.) Pers.

C. suiphureus

Cav.

Dahlia coccinea

Cav.

Anual

Anual

Perenne con raiz

fascicuiado-

tuberosa

Quezada i

(IBUG)

Rodriguez 4990

(IBUG)

Rodrigucz ¢t al.

4959 (IBUG)

México, Zacatecas:
municipio de Tlaltenango
de Sanchez Roman, 26.7km
al SE de Tlaltenango, sobre
¢l camino a Jalpa.

Alt.2340 m,
21°39.897°N;103°09.316°W
México, Jalisco: municipio
de Zapopan, km 15 carretera
No. 15. Alt.1640 m,
20°43.468°N; 103°30.350°'W
México, Jalisco: municipic
de La Manzanilla, 5 km al
sur de La Manzanilia,
carretera La Manzanilla-
Mazamitla Alt.2017 m,

19°59.597N; 103°06.963"W




7.2 Trabajo dc laboratorio

7.2.1 Extraccién de ADN.

La extraccion se lievo a cabo en el Laboratorio de Sistemitica Molecular del Instituto de
Botanica de la Universidad de Guadalajara. Este proceso se realizé siguiendo el método
de Doyle y Doyle (1987, 1990} (Anexo 1). Para ¢llo, se utilizaron las hojas recolectadas
en campo, deshidratadas y conservadas en silica gel.

7.2.2 Amplificacion de ADN

La amplificacién del ITS1, ITS2, la porcidn 5.8S y las regiones contiguas de los genes
185 y 2685 del nrADN se logro utilizando los cebadores ITS1 e ITS4 (White ef al. 1990;
Baldwin e af. 1995, 1998). Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador
PTC-100 de la marca MJ Research, Inc. Cada reaccion en cadena de la polimerasa
{PCR) incluy6 12.7 pl de agua ultrapura (HPLC), 2 ul de Buffer de reaccién 10X, 2 pl
de MgCl;25 mM. 1 pl de dNTPs a 5 mM, 1 ul de BSA (Albumina de suero bovino), 0.5
ul de los iniciadores 1181 € ITS2 a 10 uM, respectivamente y 0.25 U de Taq polimerasa.
El programa de amplificacidén consistié de una fase inicial de desnaturalizacion a 95°C
por 3 min seguido de 24 ciclos con una temperatura de desnaturalizacion de 95°C por 1
min, acoplamiento a una temperatura de 50°C por 45 seg y extensién a 72°C por 2 min.
El programa continué con 14 ciclos a una temperatura de desnaturalizacion de 95°C por
1 min, acoplamiento a una temperatura de 50°C por 45 seg v extension de 72°C por 2
min. La duracidn de la fase de acoplamiento se incrementé por 5 seg en cada uno de los
14 ciclos, para finalizar con una extension a 72°C por 10 min y una incubacion de 4°C
por tiempo indefinido. Este programa funciond para el caso de Cosmos, aunque en
algunas muestras se tuvo que hacer reamplificacion, que es tomar una muestra del

producto de PCR y volverlo amplificar.
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7.2.3 Purificacién de los productos de PCR

Los productos de PCR se purificaron con la utilizacion de columnas GFX PCR DNA
and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). El volumen maximo de reaccién de
PCR fue procesado con ¢l protocolo indicado en el Anexo 2.

7.2.4 Reaccién de secuenciacion del ADN

Las sccuencias se obtuvieron utilizando el ABI PRISM DNA Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Co.). La reaccién de secuenciacién consistié en
25 ciclos con una fase inicial de desnaturalizacion a 96°C por 30 seg. seguido por la
etapa de hibridacién a una temperatura de 50°C por 15 seg y en el paso 3 de extensién a
60°C por 4 min, finalmente se incubé la muestra a 4°C por tiempo indefinido.

7.2.5 Purificacion de la reaccién de secuenciacién

Los productos de la reaccién de secuenciacion se purificaron con columnas AutoSeq G-
50 Dye Terminador Renoval Kit (GE Healtheare). El volumen de muestra por columna
es de 12-25 ut (Anexo 3).

7.2.6 Visualizacién de las secuencias de ADN

Las secuencias de ADN fueron visualizadas utilizando el ABI 310 DNA Sequencer
(Perkin Elmer Co.), en el Laboratorio de Sistematica Molecular del Instituto de
Boténica, Departamento de Botanica y Zoologia de la Universidad de Guadalajara.

7.2.7 Edicién y alineacién de las secuencias

La edicién de las secuencias se realizé con el programa de computo Chromas Version
2.31 (McCarthy 1996,1998). Este programa permite observar las secuencias para
verificar su calidad y eliminar posibles errores de edicién. También permite el

reconocimiento de bases no codificadas. Con la ayuda del programa MacClade
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{(Maddison y Maddison ef al. 2000} s¢ llevd a cabo la alineacidn de las sccuencias para
su posterior analisis,

7.2.8 Anilisis filogenéticos

Bidens rostrata. Coreocarpus congregatus (S.F. Blake) EB. Sm. y Dahlia coccinea
fueron elegidos como grupo externo con base en los resultados de Mort er al. (2008).
Las secuencias de Cosmos atrosanguineus (AF163847) y Coreocarpus congregaius
(AF330089) fueron obtenidas de GenBank. Todos los andlisis filogendticos se
ejecutaron utilizando el programa de computo PAUP (Beta Version 4.0bda, Swofford
1998) con el criterio de maxima parsimonia. Los arboles mas parsimoniosos se
obtuvieron mediante una busqueda exhaustiva cuando un sole taxén fue utilizade como
grupo externo. En contraste, la busqueda heuristica sc utilizé cuando se incluyeron tres
taxones como grupo externo. Se utilizé el algoritmo TBR para la busqueda de los
arbolcs mas parsimoniosos, la opcidn MulTrees apagada y una incorporacion aleatoria
de secuencias. El apoyo para las diferentes ramas de los arboles se caleuld utilizando el
analisis de remuestreo (bootstrap) (Felsenstein 1983} con 1000 repeticiones y las mismas
condiciones que para Ja busqueda heuristica. Para determinar al mejor grupo externo, se
hizo un analisis, utilizando de forma independiente, a Bidens rostrata, Coreocarpus
congregatus y Dahlia coccinea. Este procedimiento también ayudd a realizar busquedas
exhaustivas en cada analisis. al mantener el nimero de taxones del grupo interno en

onee.



VIil. RESULTADOS
Cosmos atrosanguinens fue utilizado para determinar el tamafio de los espacios
transcritos internos de este género. Ln Cosmos, el ITS] tiene 261 bases, la regidon 5.8
estd formada por 111 bases y el ITS2 consta de 269 bases. Toda la region alineada de
ITS tiene 643 nucledtidos. Una comparacion de los valores de ITS obtenidos en este
andlisis y otros similares con miembros de Coreopsideae, se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Comparacion de valores para diferentes anilisis que han utilizado ITS en
Corepsideae (Asteraceac).

Anilisis  Ném. Grupos Caracteres Caracteres Lengitud Arboles mas CI RI HI

Taxones externos  totales  informativos del rbol parsimoniosos

recuperados

Morteral. 56 2 698 268 1,203 92 0.502 0.714 ND
2008
Saareral. 34 2 657 92 236 5,125 0.757 086 0.243
2003
Kim e al. 50 3 510 256 1,073 84 0479  0.749 ND
1999
Muiiiz- 11 3 643 70 256 2 0.804 0.637 0.195
Mendoza
2008

Cuando se utiliz6 a Bidens rostrata, Coreocarpus congregaius y Dahlia coccinea
como grupos externos, se recuperaren dos drboles mds parsimoniosos de 256 pasos v
uno de ellos se muestra en la figura 1. El nimero de caracteres cladisticamente
informativos fue de 70. El Indice de Consistencia (CI) fue de 0.8047, el indice de
Homoplasia (HI) de 0.1953 v el fndice de Retensién (RI) de 0.6377. El Cl, excluyendo
a los caracteres no informativos, fue de 0.6212. De forma similar, el HI al eliminar los
caracteres no informativos resultd en 0.3788. El arbol de consenso estricto se muestra

cn ta figura 2.



Cosmos atrosanguineus PFT

—— Cosmos landii PA

88

Cosmas intercedens PA

64 Cosmos crithmifolius PA

Cosmos parviflorus A

104

— Cosmos bipinnatus A

97 Cosmos deficiens PFT

—— Cosmos jaliscensis PFT

— Cosmos mcvaughii PW

—— Cosmos caudatus A

100

—— Cosmos sulphureus A

Coreocarpus congregatus A

st Dahlia coccinea PFT

— Bidens rostrata A

Fig. 1 Uno de los dos drboles mas parsimoniosos, de 11 especies de Cosmos con tres
taxones como grupo externo. Longitud del arbol = 256 pasos, CI = (.8047, RI = 0.6377.
HI = 0.1953. Leos valores de remuestreo >=30% con 1000 repeticiones se muestran por
encima de las ramas. PFT= especies perennes con raiz fasciculado-tuberoso, PA=
especies perennes con raiz axomorfa, PW= especie perenne y acuatica y A= especics
anuales.



Cosmos atrosanguineus PEFT

Cosmos landii PA

Cosmos intercedens PA

64 Cosmos crithmifolius PA

Cosmos parviflorus A
100
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Cosmos bipinnatus A

Cosmos jaliscensis PET
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Cosmos sulphureus.
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(=== Dabhlia coccinea PFT

57

Bidens rostrata A

Fig. 2 Arbol de consenso estricto de dos drboles mas parsimoniosos, de 11 especies de
Cosmos con 3 grupos externos. Longitud del arbol = 143 pasos, CI = 0.8047, Rl =
0.6377, HI = 0.1933. Los valores de remuestreo >50% con 1000 repeticiones se
muestran por encima de las ramas. PFT= especics perennes con raiz fasciculado-
tuberoso, PA= especies perennes con raiz axomorfa, PW= especie perenne y acuatica y
A= especies anuales.
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La busqueda exhaustiva utilizando a Coreocarpus congregatus como grupo
externo recuperd un arbol mas parsimonioso con una longitud de 129 pasos (Fig. 3). De
los 643 nucledtidos, 538 son constantes y 65 son variables. El nimero de caracteres
cladisticamente informativos fue de 40. El indice de Consistencia (CI) fue de 0.8527, el
Indice de Homoplasia (HI) de 0.1473 y el Indice de Retension (RI} de 0.7564.
Excluyendo a los caracteres no informativos, los valores de CI y HI resultaron en 0.6984

y 0.3016, respectivamente.

Cosmos airosanguineus PFT

Cosmos landii PA

86

Cosmos intercedens PA

76

Cosmos crithmifolius PA

Cosmos parviflorus A
ag

Cosmos bipinnatus A

Cosmos jaliscensis PFT

55

Cosmos mevaughii PW

Cosmos deficiens PFT

mos caudaius
100 Cosmos ¢ A

Cosmos sulphureus A

Corcocarpus congregalus A

Fig.3 Arbol més parsimonioso de 11 especies de Cosmos més Coreocarpus congregatus
como grupe externo. Longitud del arbol = 129 pasos, CI = 0.8527, RI = 0.7564, HI =
0.1473. Los valores de remuestreo >50% con 1000 repeticiones se muestran por encima
de las ramas. PFT= especies perennes con raiz fasciculado-tuberoso, PA= especies
perennes con raiz axomorfa, PW= especie perenne y acudtica y A= especies anuales.
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La blsqueda exhaustiva, utilizando a Bidens rostrata como grupo externo.
recuperd seis arboles mas parsimoniosos con una longitud de 143 pasos, uno de ellos se
muestra en la figura 4. De Tos 643 nucledtidos, 523 son constantes y 82 son variables.
El nimero de caracteres cladisticamente informativos fue de 38, El CI fue de 0.8951. el
HI de 0.1049 y el Rl de 0.7917 y al excluir los caracteres no informativos, los valores de
Cl y Kl fueron de 0.7541 y 0.2459, respectivamente. El arbol de consenso estricto se

muestra en la figura 5.

Cosmos atrosanguineus PFT
~—— Cosmos landii PA

87 Cosmos intercedens PA

29 —— Cosmos crithmifolius PA

—— Cosmos parviflorus A

—— Cosmos bipinnalus A

Cosmos deficiens PFT

Cosmos jaliscensis PFT

Cosmos caudatus A

100

— Cosmos suiphurcus A

Cosmos mevaughii PW

Bidens rostrata A

Fig 4 Uno de los seis arboles mds parsimoniosos, de 11 especies de Cosmos mas Bidens
rostrata como grupo externo. La longitud del arbol = 143 pases. Ci = 0.8951, Rl =
0.7917, HI = 0.1049. Los valores de remuestreo >50% con 1000 repeticiones se
muestran por encima de las ramas. PFT= especies perennes con raiz fasciculado-
tuberoso, PA= especies perennes con raiz axomorfa, PW= especie perenne y acudtica y
A= especies anuales.



Cosmos atrosanguineus PFT

Cosmos landii PA
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Cosmos intercedens PA
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100

Cosmos bipinnatus A

Cosmos jaliscensis PFT
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100 Cosmos caudatus A

Cosmos sulphureus A
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Bidens rostrata A

Fig. 5 Consenso estricto de seis 4arboles més parsimoniosos de 11 especies de Cosmos
mas Bidens rosirata como grupo externo. Longitud del drbol = 143 pasos, CI = 0.8951,
RI = 0.7917, HI = 0.1049. Los valores de remuestreo >50% con 1000 repeticiones se
muestran por encima de las ramas. PFT= especies perennes con raiz fasciculado-
tuberoso, PA= especies perennes con raiz axomorfa, PW= especie perenne y acudtica y
A= especies anuales.
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La bisqueda exhaustiva utilizando s6lo a Dahlia coccinea como grupo externo,
recuperd tres arboles mas parsimoniosos con una longitud de 153 pasos; uno de ellos se
muestra en la figura 6. De los 643 nucleétidos, 517 son constantes y 85 son variables.
El nimere de caracteres cladisticamente informativos fue de 41. El CI fue de 0.8693, el
HI de 0.1307 y el RI de 0.7500. El CI y el HI excluyendo a los caracteres no
informativos fue de 0.6970 y de 0.3030, respectivamente. E! 4rbol de consenso estricto

se muestra en la figura 7.

Cosmos atrosanguineus PFT

Cosmos landii PA

87

Cosmos intercedens PA

ag "o Cosmios crithmifolius PA

—— Cosmos parviflorus A

100

Cosmos bipinnatus A

Cosmos deficiens PFT

Casmos jaliscensis PFT

Cosmos mevaughii PW

[_ Cosmos caudatus A

l— Cosmos sulphureus A

Dahiia coccinea PFT

Fig. 6 Uno de los tres drboles mas parsimoniosos de 11 especies de Cosmos mas Dahlia
coccinea como grupo externo. Longitud del arbol = 153 pasos. CI = 0.8693, RI =
0.7500, HI = 0.1307. Los valores de remuestreo 250% con 1000 repeticiones se
muestran por encima de las ramas. PFT= especics perennes con raiz fasciculado-
tuberoso, PA= especies perennes con raiz axomorfa, PW= especie perenne y acuatica y
A= cspecies anuales.
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Cosmos landii PA
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Cosmos intercedens PA
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72
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100

Cosmos bipinnatus A

Cosmos jaliscensis PFT

Cosmos deficiens PFT

Cosmos mevaughii PW

Cosmos caudatus A

100
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Dahlia coccinea PFT

Fig. 7 Consenso estricto de tres arboles mias parsimoniosos de 11 especies de Cosmos
mas Dahlia coccinea como grupo externo. La longitud del 4rbol = 153 pasos. CI =
0.8693, RI = 0.7500, HI = 0.1307. Los valores de remuestreo >50% con 1000
repeticiones se muestran por encima de las ramas. PFT= especies perennes con raiz
fasciculado-tuberoso, PA= especies perennes con raiz axomorfa, PW= especie perenne y
acudtica y A= especies anuales.



IX. DISCUSION Y CONCLUSION
Este andlisis mostrd que 1a region de los 1TS es variable en Cosmos. Por lo tanto, es de
utilidad para establecer sus relaciones filogenéticas. Las topologias de los arboles
recuperados por los diferentes analisis son similares pero los valores de CI, HI y RI
cambian.

Los resultados muestran que Coreocarpus congregatus es el mejor grupo extemo
para el analisis filogenético de once especies de Cosmos. Al utilizar en el analisis a este
taxén se generd un sole drbol mds parsimoniose, es decir, Coreocarpus congregatis
comparte mas caracteres con el género Cosmos que cuando se analiza a Dahlia coccinea
y a Bidens rostrata por separado. El andlisis generd valores altos de CL, Hl y RI, vy
ademas recupera un arbol con el menor niimero de pasos (129). En otras palabras, tienc
mas apoyo estadistico. En lo sucesivo, la discusion se basard en el cladograma generado
por ¢ste andlisis. Habria que decir que Dahlia coccinea y Coreocarpus congregaius
fueron incluidos en el analisis de Mort ef al. {2008), en contraste, Bidens rostrata no fuc
considerado.

Cuando Bidens rosirata fue utilizade como grupo externo, el andlisis recuperd
seis drboles mds parsimoniosos. Los indices de consistencia, homoplasia y retension
tuvieron los valores mas altos, pero la longitud de los arboles fue mayor (146 pasos). En
resumen, Coreocarpus congregatus representa la mejor opeion como grupo externo del
analisis.

Los resultados no muestran un patrén de evolucion de los hdbitos de crecimiento
en Cosmos. Las especies anuales no forman un grupe monofilético como tampoco lo
hacen las especies perennes con raiz fasciculado-tuberosa. La {inica excepcion son las

especies perennes con raiz axomorfa (C. landii, C. erithmifolius y C. intercedens). que
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en todos los cladogramas siempre estan formando un grupo monofilética. con un valor
de remuestreo por encima del 85%. Otro grupe monofilético, que se aparece en todos
los drboles. es ¢l que forman C. parviflorus y C. bippinatus, con un apoyo estadistico del
99%. De forma similar, C. caudatus y C. sulphureus forman otro clado apoyado per el
100%.

En un estudio similar, Kim et af. (1999) analizaron la evolucion de los habitos de
crecimiento en Bidens v Coreopsis utilizando los ITS. Los autores discutieron la
transicion entre formas anuales y perennes, concluyendo que la forma lefiosa es
ancestral. En contraste, nuestro estudio sugiere que las formas anuales en Cosmos (C.
caudatus y C. sulphurcus), constituyen la caracteristica ancestral. Mas aun cuando se
analiza el resto del cladrograma (Fig. 3) se observa una reversion (C. parviflorus y €.
bipinnatus) al habito de crecimiento anual. Sin embargo, estas observaciones se hacen
con cautela en vista del nimero de especies incluidas en el andlisis. Este trabajo
constituye el primer paso de un estudio sistematico mas comprensivo de Cosmos. En un
futuro, el trabajo comprendera el establecimiento de relaciones filogenéticas, tomando
en cuenta a todo el género Cosmaos. Ademas, se hara el analisis con secuencias de ETS y

el espacio intergénice irnH-pshA del ADN del cloroplaste (cpDNA).
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Ancxo 1.
Protocolo de extraccién de ADN en plantas (Doyle y Doyle 1987)
1.- Moler el tejido (100-500 mg) con nitrogeno liquido en un mortero (previamente
enfriado a -20° C) hasta obtener un polvo fino. Transferir la muestra con una espatula a
un tubo de 1.5 mi que contenga 800 pl del buffer de extraccion CTARB 2X (previamente
calentado a 60°C) y mezclar suavemente.
2.- Incubar la muestra a 60°C por 60 min.
3.- Dejar que los tubos tomen la temperatura ambiente, esto mas o menos entre 5 a 7
min.
4.- Afiadir 800 pl de Ia mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y mezclar por
inversion varias veces (se puede anadir la mezcla con la misma punta. tratando de cuidar
no tocar el tubo para no contaminarla).
5.- Centrifugar por 20 minutos a 4,500 rpm.
6.- Recuperar el sobrenadante que contienc el ADN v transferirlo a otro tubo Eppendorf
de 1.5 ml.
7.- Agregar 700 ul de isopropanol fric. mezclar por inversién suavemente hasta obtener
la hebra de ADN. Nota: se puede pausar el protocolo en este punto v dejar la muestra a -
20°C.
8.- Transferir la hebra de ADN a un tubo Eppendorf de 1.5 mt o centrifugar por 1-2 min
a 2,500 rpm. Eliminar el sobrenadante.
9.- Afadir 500 pi de buffer de lavado e invertir suavemente. Mantener por 20 min y

eliminar el buffer de lavado con la pipeta de 1,000 pl, o centrifugar a baja velocidad

{2,500 rpm por 2 min).



10.- Secar con aire por 30 min y resuspender en 200 ul de buffer TE asegurandose de
disolver perfectamente el ADN.

11.- Afiadir 70 u! de agua HPLC y 130 pl de acetato de amonio 7.5 M (2.5 M), mezclar
suavemente.

12.- Afiadir 850 pl de etanol a -20°C, mezclar para precipitar el DNA.

13.- Recuperar la hebra o centrifugar por 5 min a 4,500 rpm y eliminar el sobrenadante.
14.- Lavar con 1 ml de etanol al 70%. Centrifugar por 2 min a 2,500 rpm y eliminar ¢l
etanol (repetir este paso 2 veces, s0lo si la hebra presenta color).

15.- Resuspender el ADN en buffer TE (sin hebra 100-150 pl y con hebra 200 pl).
Disolver durante toda la noche a temperatura ambiente. Almacenar el ADN gendmico

obtenido a -20°C hasta su uso.

Reactivos necesarios para la extraccion del ADN mediante el protocolo de Doyle &

Doyle (1987).

Buffer CTAB 2X (100 ml)

2g CTAB c.c. final 2%
70 ml Agua destilada

Disolver completamente y después afiadir:

E0 ml Tris IM pH § c.c. final 100 mM
4 ml EDTA (.5M cc. final 20 mM
8,182 NaCl c.c. final 1.4 M

Ajustar a 100 ml ¢on agua destilada en un matraz aforado, almacenar a t° ambiente.
Importante: Al momento de la extraccion afiadir 1 g de PVP por cada 100 ml de Buffer

CTAB 2X.



Acetato de Amonio 7.5M (100 mDy

578lg Acetato de Amonio  c.c. final 2.5 M
60 ml Agua

Ajustar a 100 ml con agua destilada. ALMACENAR 4°C
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Anexo 2.
Protocolo para purificacién de productos de PCR con columnas de purificacién
GFX (Amersham) (GE Healthcare)
El volumen maximo de reaccidn de PCR que puede ser procesado con ¢l stguiente
protocolo es de 100 .
1.- Poner una columna GFX en un tube de colecta para cada purificacion a realizar.
2.- Afiadir 500 ul de buffer de captura a la columna GFX. Importante: tener cuidado de
no tocar con la punta la parte del filtro de la columna.
3.- Transferir la solucién de DNA (hasta 100 ul) a la columna de GFX.
4.- Mezclar completamente la muestra por pipeteo {(arriba y abajo) de 4 a 6 veces.
5.- Centrifugar a 13,000 rpm por 30 seg.
6.- Eliminar el flujo vaciando el tubo colector. Poner la columna de regreso al tubo
colector.
7.- Afiadir 500 pl de buffer de lavado a la columna. Centrifugar a 13,000 rpm. Por 30
seg. Nota: Si el paquete de reactivos es nuevo hay que preparar el buffer de lavado
afiadiendo etanol absoluto (ver indicacioncs en el vial de buffer de lavado). Una vez
preparado el buffer de lavado cerrar muy bien para evitar que el etanol se evapore.
8.- Eliminar e tubo colector y transferir la columna GFX a un wbo de microcentrifuga
de 1.5 ml
9.- Afiadir 25 pl de agua HPLC directamente en la parte de arriba de 1a matriz de fibra
de vidrio en la columna GFX. No eluir en menos de 10 ul.
Nota: si se usan bajos volimenes de elusién para concentrar las muestras de DNA sc
reducira la recuperacion.

10.- Incubar la muestra a temperatura ambiente por T min.



L1.- Centrifugar a 13.000 rpm por | min para recuperar ¢l DNA purificado.

Buffer de Lavade (100 ml)
76 ml Etanol Absolulo
133 pl Acetato de Amonio 7.5 M

Ajustar a 100 ml con agua destilada. ALMACENAR -20°C.



Anexo 3
Protocolo para la purificacion de la reaccién de secucnciacién
1.- Resuspender la resina de la columna por vortex.
2.- Aflojar la tapa un pocé y desprender la parte que esta debajo de la columna.
3.- Poner la colurnna en un tubo de 1.5 ml (sin tapa).
4.- Centrifugar la columna en un tubo a 3,200 rpm durante i min.
5.- Sacar la parte de abajo de la columna con un papel absorbente (Kimwipes) y poner la
columna en un tubo nuevo de 1.5 ml.
6.- Aplicar 20 pl de la reaccién de secuenciacién en la resina de la columna, con mucho
cuidado de no tocar la resina con la punta.
7.- Centrifugar nuevamente a 3200 rpm por 1 min.

8.- Quitar la columnaz del tubo y afiadir 18 pl de formamida a la muestra purificada.

3IBLIOTECA Cugss
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