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RESUMEN

Gymnopodium Rolfe es un genero monotipico de la familia Polygonaceae cuya historia taxonémica
ha merecido el reconocimiento de tres especies y dos variedades con base en los caracteres
morfolégicos de la hoja y la flor. Sin embargo, estudios recientes reconocen solo una especie
altamente polimdrfica. La distribucion de Gymnopodium es disyunta entre las provincias Bidticas de
Mesoamérica: Peninsula de Yucatan y Costa del Pacifico, asociadas con las selvas estacionalmente
secas. Considerando la variacion morfologica y la distribucion geografica documentadas y la falta de
una evaluacion sistematica de la variacion morfoldgica y molecular en este género; el objetivo de este
trabajo fue delimitar los taxones que integran el género Gymnopodium con base en caracteres
morfoldgicos y moleculares. La propuesta taxonomica de Standley y Steyermark (G. floribundum var.
floribundum y G. floribundum var. antigonoides.) y la inclusién de una posible especie nueva se
consideraron como hipétesis a probar. El analisis morfométrico se hizo en ejemplares de herbario, con
mediciones de 31 caracteres cuantitativos, dos caracteres de forma considerando 31 y 32 semimarcas
en hoja y perianto, respectivamente, y 21 caracteres cualitativos. EI DNA gendémico se obtuvo de
tejido foliar de plantas de poblaciones naturales se amplificé y secuencio para dos genes nucleares
(ITS 782pb y LEAFY 647pb) y la regién intergénica del cloroplasto (trnC-rpoB 1040pb). Para la
reconstruccion filogenética se construyeron tres matrices con datos: 1) morfol6gicos, empleando una
aproximacion de maxima parsimonia. 2) moleculares empleando una aproximacion bayesiana, y 3)
conjuntos empleando ambas aproximaciones. La reconstruccion filogenética con datos morfoldgicos
sugiere gque las accesiones de Gymnopodium estan incluidas en un clado con Podopterus mexicanus,
y Unicamente G. floribundum var. floribundum (Belize) y G. floribundum var. antigonoides (Calakmul
and Santa Rosa Xtampak) estan incluidas en un clado soportado con valores de bootstrap (B) and
jackknife (J) superiores a 80. La reconstruccién con marcadores moleculares y datos conjuntos
sugieren que Gymnopodium es un grupo monofilético con dos linajes genéticos en su interior
soportados por valores superiores a 0.96 probabilidad posterior bayesiana. Con base en estos
resultados, Gymnopodium comprende una nueva especie para el sur de Belice (Gymnopodium sp.) y
una segunda especie G. floribundum s.s. que tiene una gran variacion morfoldgica que se asocia a la

distribucion de la especie segun lo reconocido por Standley and Steyermark.

Palabras claves: morfometria, DNA, ITS, LEAFY, trnC-rpoB, filogenia infraespecifica,

Gymnopodium, G. floribundum var. floribundum and G. floribundum var. antigonoides



Summary

Gymnopodium Rolfe is a monotypic genus belonging to the Polygonaceae family; in its taxonomic
history three species and two varieties were recognized based on the morphological traits of the leaf
and flower. However, in most recent studies only a high polymorphic species was included in the
genus. Gymnopodium has a disjunct distribution between the Yucatan Peninsula and Pacific Coast
Biotic Provinces and is associated to the dry forest. Considering the morphological variation, the
documented geographic distribution, and the lack of a systematic study of morphological and
molecular variation in this genus, the goal of this study was to delimit the taxa belonging to the genus
Gymnopodium considering both morphological and molecular traits. The hypothesis of Standley and
Steyermark recognizing one species and two varieties (G. floribundum var. floribundum and G.
floribundum var. antigonoides) and the inclusion of a new species was tested. Herbarium specimens
were used to analyze morphometric variation on 31 quantitative, 2 shape traits considering 31 and 32
semilandmarks in leaf and perianth respectively, and 21 qualitative traits. Foliar tissue from
individuals in eight natural populations was used to obtain genomic DNA for amplification and
sequencing of two nuclear genes (ITS 782pb and LEAFY 647pb) and intergenic region of chloroplast
(trnC-rpoB 1040pb). Three matrices were used to reconstruct the phylogeny: 1) morphometric data,
using a maximum parsimony approach; 2) molecular data using a Bayesian approach; and 3) joint
data using both approaches. Phylogenetic reconstruction with morphological traits shows that
Gymnopodium accessions are included in a clade with Podopterus mexicanus, and only G.
floribundum var. floribundum (Belize) and G. floribundum var. antigonoides (Calakmul and Santa
Rosa Xtampak) are included in a monophyletic clade supported with bootstrap (B) and jackknife (J)
values higher than 80. Reconstruction from molecular markers and joint data suggests that
Gymnopodium is a monophyletic group with two genetic lineages within it, supported by a Bayesian
posterior probability higher than 96. Based on the latter result Gymnopodium comprises a new species
from the South of Belize (Gymnopodium sp.) and a second species G. floribundum s.s. that has large
morphological variation that is associated with the distribution of the species as recognized by

Standley and Steyermark.

Key words: morfometrics, DNA, ITS, LEAFY, trnC-rpoB, infraspecific phylogeny, Gymnopodium,

G. floribundum var. floribundum and G. floribundum var. antigonoides
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INTRODUCCION GENERAL

Las especies que se distribuyen en amplios rangos geograficos normalmente presentan variaciones
morfologicas y reproductivas en respuesta a la heterogeneidad de los ambientes donde habitan y a las
diferentes presiones selectivas ejercidas por factores biéticos (Beebee y Rowe, 2008). Ademas de la
seleccion natural, el flujo génico, la endogamia y la deriva genética son agentes microevolutivos
moldeadores de caracteres fenotipicos a escala geografica (Pigliucci et al., 2006). Es por ello que es
fundamental conocer los patrones de variacion morfoldgica y molecular a lo largo de la distribucion
geogréfica de una especie, para poder relacionar esta variacion con los procesos evolutivos que han
tenido lugar tanto a una escala temporal reciente como pasada. De esta manera al comparar las
relaciones evolutivas de los linajes con su distribucion geogréafica, es posible plantear hipétesis sobre
los factores que han influido en los procesos de especiacion (Vazquez-Dominguez et al., 2009).

En términos bioldgicos, hablar de la variacion geogréfica es hablar de las diferencias
genotipicas y/o fenotipicas entre las poblaciones de una especie como respuesta a presiones selectivas
con base a la distribucién en el espacio (Futuyma, 2006; Beebee y Rowe, 2008). El estudio de la
variacion geografica entre las poblaciones siempre ha sido de mucho interés para los taxénomos que
trabajan principalmente a nivel infraespecifico, pues permite establecer y cuantificar el patrén y el
grado de diferenciacion morfoldgica y molecular entre las poblaciones (Futuyma, 2006) y discernir
en la clasificacion.

Gymnopodium Rolfe (del griego Gymno= desnudo y Pedis= pie, pie desnudo) es un género
monotipico de la familia Polygonaceae. Los tratamientos taxondmicos en el género han reconocido
tres especies y dos variedades, documento de esta manera la variaciéon morfolégica (Blake, 1921,
Standley y Steyermark 1946). Sin embargo, en el tratamiento taxondmico mas reciente del género,
Ortiz-Diaz (1994) reconoce a G. floribundum Rolfe como Unica especie. Morfoldgicamente, los
arbustos o arboles pequefios de Gymnopodium se caracterizan por tener la corteza fisurada, las hojas
son alternas cortamente pediceladas originandose en 6creas deciduas al madurar; las inflorescencias
son racimos; las flores son hermafroditas con seis segmentos del perianto, tres exteriores de mayor
tamano que los tres interiores; el fruto es un aquenio (Ortiz-Diaz, 1994). Es originario de Mesoamérica
siendo un componente principal de las selvas secas de México (Campeche, Chiapas, Quintana Roo,
Oaxaca, Tabasco y Yucatan), Belice y Guatemala, desde el nivel del mar hasta los 1100 msnm. Por

su abundancia es una de las plantas mas importantes para la apicultura en la peninsula de Yucatan



pudiendo ser utilizada como un marcador geogréafico para la miel de la region (Alfaro-Bates et al.
2010).

La revision reciente de ejemplares de herbario para Flora Mesoamericana, Ortiz-Diaz (en
prensa) aun reconoce a G. floribundum como Unica especie. Sin embargo, se observaron patrones
geogréficos en la variacion del indumento en el envés de las hojas que corresponden a lo que Standley
y Steyermark (1946) han descrito como G. floribundum var. floriundum y G. floribundum var.
antigonoides. De igual manera para los ejemplares del sur de Belice, se observaron caracteres que se
salen del patrén descrito para G. floribundum pareciendo ser una especie distinta. Considerando la
variacion morfoldgica y la distribucién disyunta de Gymnopodium en regiones biogeograficas
distintas de Mesoameérica, asi como la ausencia de un estudio estadistico y filognético, el objetivo de
este estudio es evaluar la variacion morfoldgica y molecular utilizando métodos filogenéticos para
delimitar y discernir entre los taxones propuestos por Standley y Steyermark (1946) y una posible
especie nueva del sur de Belice.



REVISION DE LITERATURA

Delimitacion de especies

La delimitacion de las especies surge con la necesidad de esclarecer problemas cuando encontramos
poblaciones de organismos con leves diferencias entre ellos, particularmente aquellas diferencias que
se permanecen constantes en una zona geogréafica pero no en otra. Estas variaciones pueden ser de
origen genético o simplemente respuestas al medio en el que se desarrolla la poblacion (Morrone,
2013). Este problema repercute en los taxonomos en el momento de decidir si las diferencias
observadas en las poblaciones obedecen a linajes realmente distintos o son meramente fluctuaciones
de sus individuos (Pigliucci et al., 2006). Para algunos investigadores estas diferencias no son tan
importantes y consideran a las poblaciones como subespecies, pero otros investigadores podrian
considerar importantes estas diferencias y describir a las poblaciones como especies distintas (de
Haro, 1999).

La delimitacion de especies es muy importante desde el punto de vista de la conservacion,
ecologia, sistematica, genética y el manejo de las especies (Mace, 2004). Actualmente se han
desarrollado varias técnicas y métodos efectivos para la determinacion y clasificacion exacta de las
especies (Sites y Marshall, 2003). Estos métodos estan siempre en funcion del concepto de especie
utilizado. El desacuerdo en los conceptos de especie acarrea consigo también una falta de acuerdo
sobre los métodos para la delimitacion de las especies (Davis y Goldman, 1993). Para continuar con
el tema de la delimitacion de las especies se da paso a definir que es una especie y cuél de todos estos

conceptos es el que vamos a utilizar en este trabajo.
El concepto de especie

El concepto de especie ha sido discutido a lo largo de la historia de la biologia. Es un concepto que
en su definicién lleva implicito una carga muy pesada de pensamiento filosofico y epistemolégico
(Coyne y Orr, 2004). En la revisién mas reciente sobre los conceptos de especie, Coyne y Orr (2004)
han recopilado un total de 25 conceptos distintos de especie y la discusion de este concepto nos llevaria

a la redaccién completa de un libro, pero este no es el objetivo.

Después de una amplia revision de literatura publicada sobre el concepto de especie, de
Queiroz (1998, 2005, 2007) observa que estos conceptos no tienen congruencia entre si, percatandose

también que todos estos conceptos de especies tienen un elemento en comun: todos ellos, de manera



explicita o implicita, equiparan especies con linajes de metapoblaciones que evolucionan por
separado, donde una metapoblacion es una poblacion inclusiva formada por un conjunto de
subpoblaciones conectadas y un linaje es una poblacion extendida a través del tiempo o una serie de
descendientes ancestrales, o bien, poblaciones limitadas instantdneas. A pesar de esta uniformidad
conceptual general, las diversas definiciones de especie incompatibles difieren en el tratamiento de
diferentes propiedades adquiridas por los linajes de metapoblaciones durante su divergencia como
propiedades necesarias de las especies, es decir, como propiedades que un linaje de metapopulacion

debe poseer para ser considerado una especie (de Queiroz, 2007).

Todas las otras propiedades que anteriormente se han considerado propiedades adicionales necesarias
de las especies deben ser reinterpretadas como propiedades eventuales en vez de necesarias de las
especies, es decir, como propiedades que una especie puede o no adquirir durante el curso de su
existencia. Sin embargo, estas propiedades contingentes conservan su importancia de dos maneras
principales. En primer lugar, sirven como lineas de evidencia para inferir los limites y el namero de
especies. En segundo lugar, sirven como propiedades definitorias de las subcategorias de la categoria
de especies mas general (por ejemplo, especies aisladas de forma reproductiva, especies
ecoldgicamente diferenciadas, especies monofiléticas, especies diagnosticables, etc.) y asi identificar
las especies mas relevantes para abordar cuestiones bioldgicas particulares. Esta propuesta concilia
asi conceptos y definiciones de especies incompatibles alternativas sin negar la importancia de las
propiedades que subyacen a sus diferencias. El resultado es un concepto general y unificado de
especies (de Queiroz, 1998, 2005, 2007).

Para este trabajo partimos de que las especies son linajes de metapoblaciones (de Queiroz,
1998, 2005, 2007) que se van caracterizan por poseer una historia natural y ancestro en comun que

pueden ser diagnosticables a traves de monofilias y caracteres Gnicos (Davis y Nixon, 1992).
Técnicas y métodos en la delimitacion de especies

Actualmente se han desarrollado varias técnicas y metodos efectivos para una determinacion y
clasificacion mas exacta de las especies y taxones infraespecificos. Estos métodos estan siempre en
funcién del concepto de especie utilizado. Entre los métodos utilizados para la delimitaciéon y
diferenciacion taxonomica de las especies se encuentran los métodos filogeneticos y metodos no

filogenéticos (Sites y Marshall, 2003). Sin embargo, recientemente ambos enfoques se han realizado



de manera conjunta para obtener mayor certeza y precision en la delimitacion de las especies
(Camargo vy Sites, 2012).

Los métodos filogenéticos se basan en los principios de la sistematica filogenética infiriendo
monofilia y concordancia geografica (Sites y Marshall, 2003 y 2004). Bajo este enfoque la
clasificacion y el reconocimiento de los linajes consisten en el descubrimiento de grupos
monofiléticos, donde las apomorfias se consideran como la evidencia empirica necesaria para el
reconocimiento de las especies filogenéticas (Mishler y de Luna, 1997; Wiley y Mayden, 2000).

Los métodos no basados en arboles, delimitan las especies con métodos basados en inferencias
indirectas de la presencia o ausencia de flujo génico (Sites y Marshall, 2003 y 2004) utilizando como
herramientas los estadisticos multivariados (Morrone, 2013), algunos de los mas utilizados son los
analisis de componentes principales, analisis de coordenadas principales, analisis cluster, analisis
discriminantes, analisis de correspondencia candnica, entre otros. Ambos métodos utilizan una
variedad de datos como los morfolégicos y los moleculares. A diferencia de estos métodos no basados
en arboles no permiten hipotetizar procesos evolutivos como lo sugieren con los métodos

filogenéticos.
Filogenia infraespecifica: arbol de poblaciones

Los andlisis filogenético por debajo del nivel de especies han sido ampliamente utilizados en los
ultimos afios usando como terminales variedades o subespecies reconocidas taxonémicamente (ej.:
Kaessmann, Wiebe y Paabo, 1999; Won y Hey, 2003). Sin embargo su interpretacion en la mayoria
de los caso es erronea desde el punto de vista filogenético (Velasco, 2013). A principios de la década
de 1990, Vrana y Wheleer (1992) propusieron utilizar como terminales en los analisis filogenéticos
individuos o poblaciones con variacion morfoldgica limitada a regiones geograficas o biogeogréficas,
aunque esta propuesta no fue aceptada en la practica empirica. Sin embargo, Velazco (20013)
reconoce que los analisis filogenéticos por debajo del nivel de especies si son posibles, pues permite
conocer la historia evolutiva de la especie sin inferir relaciones filogenéticas. De igual forma, aun
cuando Templeton (2002, 2005, 2007, 2007a) ha argumentado contra varios arboles de la poblacion
de los seres humanos, €l no discute que estos arboles de poblaciones son sin sentido; mas bien,
considera que si son significativos y tienen implicaciones genealdgicas, implicaciones que han sido

repetidamente probadas con otras técnicas (filogeografia y estructura poblacional).



Algo importante de recalcar cuando se realizan andlisis filogenéticos de poblaciones o
infraespecies es que no se puede hablar de poblaciones monofiléticas, y otros conceptos adaptados a
la filogenia como sinapomofia, homologia, convergencia, etc. En todo caso si los individuos
representantes de poblaciones y taxones infraespecificos forman grupos monofiléticos, con estados
sinapomarficos y/o apomorficos estariamos hablando entonces de linajes y deberian ser reconocidos
como especies distintas, considerando el concepto filogenético de especie (Davis y Nixon, 1992) y
posteriormente interpretar su relaciones filogenéticas. Puesto que los individuos de una poblacion son
exclusivos y naturales, es decir, los individuos de la poblacion A estaran mas relacionados con otros

individuos de la misma poblacién A que con los individuos de la poblacion B (Velasco, 2012 y 2013).

Por lo tanto al analizar la variacion infraespecifica se representa la historia evolutiva de las
poblaciones (tocogenia) (Henning, 1966), pues las variedades, subespecies o poblaciones siguen
siendo parte de una especie que reticula (en la mayoria de los casos). La divergencia de los linajes a
través del tiempo es un proceso continuo sin umbrales evidentes. En el fondo tenemos demes locales
con poca 0 ninguna estructura de acoplamiento, moviéndose a poblaciones mas grandes,
especialmente aquellas con patrones geograficos, obteniendo una estructura de apareamiento dentro
de las poblaciones. Cuando esta estructura persiste a través del tiempo, los patrones filogenéticos
comienzan a emerger. Las poblaciones se dividen y, con el tiempo, el flujo genético se reduce y los
patrones se refuerzan; las diferencias significativas evolucionan en una poblacion pero no en otra y

algunos sistematicos reconocerian una nueva especie (Velasco 2012, 2013).
Los marcadores moleculares en la sistematica de plantas

Un marcador, como su nombre lo indica es una marca o caracter morfolégico, genético, bioquimico
o0 cualquier otro rasgo particular que posee un organismo, poblacién o especie que lo distingue de
otros. Un marcador molecular es una seccion del genoma el cual es tratado como un solo locus
(Beebee y Rowe, 2008). En la biologia evolutiva y en la taxonomia los marcadores moleculares son
herramientas de gran importancia en conjunto con los datos morfologicos para la reconstruccion
filogenética y la delimitacion de especies, tradicionalmente se han utilizado las secuencias de los genes
del DNA ribosomal y del DNA de cloroplastos (Chase et al., 2005; Zimmer y Wen, 2012) asi como
también datos obtenidos con otras técnicas como los RAPD, AFLP, ISSR entre otros (Poczai et al.,
2013).



Reciente mente el usos de las regiones espaciadores no codificantes del cloroplasto (Shaw et
al., 20005 y 2007) asi como las regiones de genes codificantes de proteinas como el rbcL y el matK
(Chase et al., 2007) han sido utilizados con mayor frecuencia. Las regiones no codificantes del
genoma del cloroplasto es un recurso de datos primarios para la sisteméatica molecular, filogeografia
y genética de poblaciones de plantas. Los genes de cloroplastos tienen la propiedad que casi siempre
son de herencia uniparental y en su mayoria de los casos, por la via maternal (Nybom, Weising &
Rotter, 2014). Tienen un rango de tamafio de 120 a 170 kilobase (kb) y existe un grado relativamente
alto de conservacion en el tamafio, estructura y contenido del gen. Los genes de cloroplastos se dividen
en tres categorias de acuerdo a sus funciones: 1) genes codificantes de proteinas, 2) intrones y 3)
espaciadores intergénicos. Estos dos Ultimos no codifican proteinas y son Ilamados regiones no
codificantes (Shaw et al., 2007). En las dos revisiones de Shaw y colaboradores (2005, 2007) se han
detectado un total de 21 regiones de DNA de cloroplastos utilizados con mayor frecuencia en los

estudios de taxonomia en los linajes de las angiospermas.

Los estudios filogendmicos en plantas para la identificacion de cientos de genes nucleares han
transformado las investigaciones de la biologia evolutiva y la sistemética molecular (Zimmer y Wen,
2012). El genoma nuclear contiene informacion importante y de alta variacion dentro y entre especies
de plantas. A finales de los afios noventa los genes nucleares Unicos y de bajas copias han propiciado
significativamente una mayor cantidad de caracteres informativos para las filogenias. En la actualidad
las secuencias nucleares son complementados con datos secuenciados del genoma del DNA ribosomal
y del DNA de cloroplasto (Zimmer y Wen, 2012).

La familia Polygonaceae Juss.

La familia Polygonaceae fue reconocida por primera vez como un grupo natural por Jussieu (1789).
Su reconocimiento se basé en caracteres morfolégicos como la presencia de dcreas, dvulo basal,
perianto compuesto de cinco a seis tépalos y la presencia del fruto aquenio. Esta familia tiene
distribucion cosmopolita, es particularmente diversa en regiones de clima templado, aunque también
se encuentra bien representada en los tropicos y subtropicos. Comprende aproximadamente de 40 a
50 generos y entre 800 y 1100 especies de arboles, arbustos, lianas y herbaceas (Brandbyge, 1993;
Freeman y Reveal, 2005).

Las formas de crecimiento dentro de la familia varian de herbaceas anuales o perennes, rara

vez trepadoras, ocasionalmente arbustos o arboles. Los tallos a menudo engrosados en los nudos,

7



entrenudos solidos o huecos; hojas generalmente alternas y dispuestas en espiral o disticas, en
ocasiones opuestas, verticiladas o todas basales. Las flores por lo general pequefias, generalmente
hermafroditas, aunque algunos pueden presentar flores imperfectas, perianto de 4 a 6 tépalos, solitarias
0 agrupadas en fasciculos, llevando en la base una especie de involucro membranaceo (ocréola), estos
conjuntos son axilares o dispuestos en inflorescencias determinadas, axilares o terminales, en forma
de espigas, racimos o paniculas. Los frutos son aquenios, frecuentemente encerrado por el verticilo
externo acrescente del perianto (Freeman y Reveal, 2005, Ortiz-Diaz, 1994, Lamb-Frye y Kron,
2003).

Los datos morfoldgicos y moleculares han permitido clasificar a Polygonaceae en el orden
Caryophyllales (Simpson, 2006) y en el suborden Polygonineae, formando un grupo monofilético con
Plumbaginaceae Juss., Droseraceae Salisb. y Nepenthaceae Dumort. (Soltis et al., 2000; Judd et al.,
2008). El clado Polygonaceae es hermano de Plumbaginaceae con quien comparte caracteres
moleculares y morfoldgicos como el 6vulo basal y los frutos indehiscentes (Lledo et al., 1998; Soltis
et al., 2000).

En Polygonaceae se han aceptado tradicionalmente dos subfamilias con base a la evidencia
morfolégica: Eriogonoideae Arn. y Polygonoideae Eaton. Eriogonoideae se distingue de
Polygonoideae por la presencia de involucros que rodean a las flores, ausencia de 6creas y por los
nudos no engrosados (Brandbyge, 1993; Freeman y Reveal, 2005). Sin embargo, utilizando datos
morfolégicos y gen rbcL de cloroplasto, Lamb-Frye y Kron (2003) demostraron que no existe
suficiente evidencia para conservar la delimitacion de estas dos subfamilias. El estudio de Sanchez y
Kron (2008) coincide con el de Lamb-Frye y Kron (2003), identificando dos grandes clados dentro de
la familia pero sus integrantes no corresponden a los aceptados en las dos subfamilias previamente
aceptadas. Con el incremento del nimero de muestras y de datos moleculares y morfol6gicos permitio
el reconocimiento de tres subfamilias: Eriogonoideae, Polygonoideae y Symmerioideae Prodr. (Burke
et al., 2010; Burke y Sanchez, 2011). Incluyendo la transferencia de varios géneros que se
consideraban parte de Polygonoideae a Eriogonoideae, principalmente los géneros lefiosos de zonas
tropicales de la tribu Triplarideae C. A. Mey y Coccolobeae Dumort. como lo habian sugerido estudios

anteriores.

Otros estudios han confirmado el clado Eriogonoideae como un grupos monofiléticos v el

clado Polygonoideae como grupo parafilético (Rusell, 2003; Sanchez y Kron, 2008; Sanchez, Schuster



y Kron, 2009; Burke et al., 2010). Y aun cuando varios clados dentro de la familia han perdido ciertos
rasgos caracteristicos, por ejemplo las Ocreas en el género Eriogomun, Polygonaceae es una familia
monofilética (Chase et al., 1993; Lledo et al., 1998; Lamb-Frye y Kron, 2003; Burke y Sanchez,
2011). Sin embargo, la relacion de los clados dentro del grupo varia de acuerdo con los caracteres
morfolégicos y moleculares utilizados en los analisis, 1o que hace confuso esclarecer los grupos

basales y como éstos han evolucionado.

Biogeograficamente la familia esta integrada por tres grandes clados (Burke y Sanchez, 2011):
1) Eriogonoideae con géneros que en su mayoria son lefiosos (arboles, arbustos y lianas) de las
regiones tropicales del nuevo mundo, 2) Polygonoideae con géneros herbéaceos de las regiones de
climas templados y 3) Symmerioideae un solo género que se distribuye en la amazonia brasilefia y el

oeste africano.
El género Gymnopodium: historia taxonémica

El género Gymnopodium fue descrito por Rolfe (1901) con la especie G. floribundum. Esta
descripcidon corresponde a un espécimen colectado en Manatee, Pine Ridge, Brtish Honduras (Belice)
por E. J. F. Campbell. En esta descripcion Rolfe menciona que Gymnopodium es muy parecido al
género Podopterus Bonpl. y ambos pertenecen a la tribu Triplarideae. En los analisis filogenéticos
mas recientes empleando datos moleculares y morfolégicos definen la monofilia de Gymnopodium
clasificandolo como grupo hermano de la Tribu Eriogoneae Dumort. y el Unico representante de la
tribu Gymnopodieae Jan. M. Burke & Adr. Sanchez (Burke et al, 2010; Burke y Sanchez, 2011).

En el afio de 1905, el botanico y micélogo estadounidense Benjamin L. Robinson durante la
revision de la familia Polygonaceae describe a Millspaughia B. L. Rob. como un género nuevo con
dos especies: M. antigonoides B. L. Rob. y M. ovatifolia B. L. Rob. Ambas especies fueron descritas
de ejemplares colectados en el puerto de Progreso, Yucatan por C. F. Millspaugh el 5 de marzo de
1899. Los ejemplares tipo se encuentra depositados en Museo de Historia Natural de Chicago (F).
Con base a las caracteristicas florales Robinson enfatiza que Millspaughia es muy similar Antigonum
Rchb.

El nombre del género fue dedicado al profesor Charles Frederick Millspaugh, quien es colector
de los ejemplares tipos y por su destacada labor en el estudio de la vegetacion y la flora de la peninsula

de Yucatan. El epiteto especifico de M. antigonoides hace referencia al parecido que observo



Robinson entre Millspaughia y Antigonum, principalmente en la estructura floral. En M. ovatifolia el
nombre especifico se refiere a la forma ovada de la 1dmina foliar. Es importante recalcar que de esta
especie solo se conoce el ejemplar tipo. Sin embargo, en la monografia de Blake (1921) sobre la
descripcion de Neomillspaughia S. F. Blake como género nuevo y su relacion con otros géneros de
Polygonaceae, transfiere las especies M. antigonoides y M. ovatifolia al género Gymnopodium,
proporcionado la siguiente clave para su identificacion:

Hojas glabras G. floribundum

Hojas pubescentes al menos cuando jévenes
Hojas obovadas u ovales, obtusas o redondeadas, base del

perianto exterior cordado G. antigonoides

Hojas obovadas u ovales, aguda, base del perianto exterior

no cordado G. ovatifolium

Dos décadas después, durante la revision de la familia Polygonaceae en la Flora de Guatemala
Standley y Steyermark (1946) observaron la existencia de variacion en la formay en el indumento de
las hojas de G. floribundum y consideran que G. antigonoides (B. L. Rob.) S. F. Blake es una variedad
de G. floribundum y G. ovatifolium (B. L. Rob.) S. F. Blake no es mas que una forma de G.
floribundum. De esta manera ellos reconocieron para Guatemala una especie con dos variedades: G.
floribundum var. floribundum y G. floribundum var. antigonoides (B. L. Rob.) Standl. & Steyerm.. Y
en el més reciente tratamiento taxonémico de la familia Polygonaceae que incluye una revision del
género Gymnopodium es el de Ortiz-Diaz (1994) para la flora de la peninsula de Yucatan. Esta revisién
es la mas completa, pues incluye la revision de varios ejemplares de la peninsula de Yucatan,
incluyendo de Belice y Guatemala. Ortiz-Diaz coincide con Standley y Steyermark (1946) en que los
caracteres utilizados por Blake (1921) para diferenciar las especies son muy variables entre y dentro

de las poblaciones, reconociendo como Unica especie altamente polimoérfica a G. floribundum.
Gymnopodium floribundum: importancia ecoldgica y cultural

Actualmente G. floribundum es la Unica especie reconocida en el género, nativa de la region
mesoamericana (Figura 1), se distribuye desde el nivel del mar hasta los 1010 m. En la peninsula de
Yucatan es conocida con el nombre maya de ts’its’ilche (arbol que se pela varias veces o arbol que

tira su corteza).
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El ts’its’ilche es una de las especies que se encuentra con mayor distribucioén y abundancia en
las selvas secas primarias y secundarias de la peninsula de Yucatan formando poblaciones puras. Esta
especie tiene la capacidad de retofiar y crecer rapidamente después de perturbaciones antropogénicas
(Gonzalez-Iturbe et al., 2002; Cecom et al., 2002), lo que sugiere que presenta estrategias que le
confieren cierta resistencia al fuego (Levy-Tacher et al., 1995). Martinez et al. (2001) reportaron la
especie G. floribundum como dominante en un tipo de vegetacién denominado matorral tropical
sabanero en la region de Calakmul. En la region del Petén guatemalteco las poblaciones se encuentran
distribuidas en selvas secas, mientras que en Belice esta especie se distribuye con mayor frecuencia

en las sabanas estacionales y en menor grado se reportan para las selvas secas (Goodwin et al., 2013).

En el area maya de la peninsula de Yucatan, Guatemala y Belice se ha observado al ts’its’ilche
como un arbol hospedero de muchas plantas epifitas principalmente especies de Orchidaceae y
Bromeliaceae. También es una de las especies mas importantes para a la apicultura por la alta
produccion de néctar y polen (Ortiz-Diaz, 1994). Aun cuando presenta muchos beneficios ecolégicos
su madera es cortada para ser utilizado como combustible (Quiroz-Carranza y Orellana, 2010), una

de las principales amenazas que provoca la disminucién de sus poblaciones.

En las selvas bajas caducifolias de la region central de Chiapas, los arboles de G. floribundum
son conocidos como nangafias o nangafos y colectivamente la asociacidn vegetal con dominancia de
esta especie es llamada nangafial (Bandala et al., 2014), lo cual es equivalente al aguanal o

aguanacatonal como lo describe Miranda (1952).

En esta region de Chiapas los nangafias presentan una estrecha relacion ecolégica con
Tremelloscypha gelatinosa, un hongo comestible. En el sotobosque de estos nangafiales se propicia la
presencia de esporomas, razén por la que los habitantes del lugar asocian a estos hongos con esta
asociacion vegetal. La marcada presencia de T. gelatinosa bajo los arboles de G, floribundum quiza
sea un indicador de que formen algun tipo de micorriza. Ademas de este hongo, el nangafial alberga
también una comunidad de hongos ectomicorrizégenos de los géneros Amanita, Cantharellus,
Inocybe, Lactarius y Russula, lo que podria considerarse como un buen indicador del valor ecoldgico
del sistema de redes de micorrizas bajo los arboles de G. floribundum y de la importancia de esta
especie arborea que domina en la region formando asociaciones que cubren extensiones relativamente

amplias aungue actualmente fragmentadas (Bandala et al., 2014). Es importante mencionar que en el
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area de la peninsula de Yucatan, Belice y Guatemala este tipo de asociacion entre G. floribundum con
alguna especie de hongo ectomicorrizdégeno na ha sido reportado.

Figura 1. Distribucién geografica de Gymnopodium floribundum.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis
La variacion morfoldgica, los datos moleculares y la distribucion en regiones biogeograficas distintas
de las poblaciones del género Gymnopodium son evidencia filogenética suficiente para reconocer a

G. floribundum var. floribundum, G. floribundum var. antigonoides y las poblaciones del sur de Belice

como distintos linajes (especies).

Objetivo general.

e Identificar los linajes filogenéticos que integran el género Gymnopodium.

Objetivos especificos.

e Analizar los caracteres morfoldgicos y moleculares en el género Gymnopodium utilizando
métodos filogenéticos.

e Interpretar las relaciones filogenéticas entre los linajes resultantes.
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Abstract

Gymnopodium Rolfe is a monotypic genus belonging Polygonaceae family; three species and two
varieties have been recognized based on the morphological traits of the leaf and flower. The goal of
this study was to delimit the taxa belonging to the genus Gymnopodium considering both
morphological and molecular traits. Herbarium specimens were used to analyze morphometric
variation on 31 quantitative, 2 geometric shape traits, and 21 qualitative traits. Genomic DNA was
obtained for amplification and sequencing of two nuclear genes (ITS 782pb and LEAFY 647pb) and
intergenic region of chloroplast (trnC-rpoB 1040pb). Three matrixes were used to reconstruct the
phylogeny: 1) morphological data, using a maximum parsimony approach; 2) molecular data using a
Bayesian approach; and 3) joint data using both approaches. Phylogenetic reconstruction with
morphological traits shows that Gymnopodium accessions are included in a clade with Podopterus
mexicanus, and only G. floribundum var. floribundum (Belize) and G. floribundum var. antigonoides
(Calakmul and Santa Rosa Xtampak) are included in a clade supported with bootstrap (B) and
jackknife (J) values higher than 80. Reconstruction from molecular markers (and joint data) suggests
that Gymnopodium is a monophyletic group with two genetic lineages within it supported by a
Bayesian posterior probability higher than 96. Based on the latter result Gymnopodium comprises a
new species from the South of Belize (Gymnopodium sp.) and a second species G. floribundum s.s.
that has large morphological variation that is associated with the distribution of the species as
recognized by Standley and Steyermark: G. floribundum var. floribundum and G. floribundum var.

antigonoides.

Key words: Morphometrics, DNA, ITS, LEAFY, trnC-rpoB, phylogeny infraspecific, G.

floribundum var. floribundum and G. floribundum var. antigonoides.
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INTRODUCCION

En los estudios taxondmicos-floristicos del género Gymnopodium Rolfe se han reconocido tres
especies y dos variedades: G. floribundum Rolfe var. floribundum, G. floribundum var. antigonoides
(B. L. Rob.) Standl. & Steyerm., G. antigonoides (B. L. Rob.) S. F. Blake y G. ovatifolium (B. L.
Rob.) S. F. Blake (Blake, 1921; Standley y Steyermark, 1946). Sin embargo, en los trabajos mas
recientes del género, Ortiz-Diaz (1994, 2016) reconoce Unicamente a G. floribundum como especie
altamente polimérfica.

Morfolégicamente, los arbustos o arboles pequefios de Gymnopodium se caracterizan por tener la
corteza fisurada, las hojas son alternas cortamente pecioladas originandose en 6creas deciduas al
madurar; las inflorescencias son racimos; las flores son hermafroditas con seis segmentos del
perianto, tres exteriores de mayor tamafio que los tres interiores; el fruto es un aquenio (Ortiz-Diaz,
1994; en prensa). Su distribucion se restringe a Mesoameérica, principalmente a las selvas secas de
México (Peninsula de Yucatan, Chiapas, Oaxaca, Tabasco), Belice y Guatemala, desde el nivel del
mar hasta los 1010 msnm (Ortiz-Diaz, en prensa).

Los arboles y arbustos en Gymnopodium son de gran importancia ecoldgica, tiene la capacidad de
retofiar y crecer rapidamente después de perturbaciones antropogénicas (Gonzalez-Iturbe, Olmsted y
Tun-Dzul., 2002; Cecom et al., 2002), lo que sugiere que presenta estrategias que le confieren cierta
resistencia al fuego (Levy-Tacher et al., 1995). En la depresion central de Chiapas presentan una
estrecha relacion ecoldgica con Tremelloscypha gelatinosa, un hongo comestible (Bandala et al.,
2014) y una posible relacién ectomicorrizica con otros hongos y sus raices (Bandala y Montoya,
2015), también se han reportado como excelentes hospederos de muchas plantas epifitas

principalmente especies de Orchidaceae y Bromeliaceae. Siendo una de las especies mas importantes
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para a la apicultura en la peninsula yucateca por la alta produccion de néctar y polen (Alfaro-Bates et
al., 2010).

Los trabajos taxondmicos en Gymnopodium han sido regionales, y la variacion no ha sido evaluada
en términos estadisticos ni filogenéticos. Es posible que esta variacidn corresponda a patrones
geograficos definidos y no ha condiciones ambientales como mencionan Burke y Sanchez (2011): la
incidencia de indumento en el envés de la ldmina en zonas abiertas y su ausencia zonas sombreadas.
Este indumento en el envés de las hojas ha sido un caracter diagnostico para delimitar taxones en
Gymnopodium (Blake, 1921; Standley y Steyermark, 1946).

Durante la revision de ejemplares para Flora Mesoamericana, Ortiz-Diaz (en prensa) aun reconoce a
G. floribundum como Unica especie. Sin embargo, se observaron patrones geogréaficos en la
variacion del indumento en el envés de las hojas que corresponden a lo que Standley y Steyermark
(1946) han descrito como G. floribundum var. floriundum y G. floribundum var. antigonoides. De
igual manera para los ejemplares del sur de Belice, se observaron caracteres que salen del patron
descrito para G. floribundum pareciendo ser una especie distinta. Por lo tanto, el presente estudio
tiene como objetivo evaluar con métodos filogenéticos la variacion morfoldgica y molecular del
género Gymnopodium y discernir en la delimitacidn de los taxones previamente descritos y explicar
las relaciones filogenéticas. La idea fundamental es reconocer grupos monofiléticos y caracteres
unicos que indiquen si las variedades descritas y la poblacion del sur de Belice corresponden a
especies distintas 0 a una sola especie con tres variedades. Para esto se considera que las especies
son linajes de metapoblaciones y como evidencia secundaria (de Queiroz, 1998, 2005, 2007) se van
caracterizan por poseer una historia natural y ancestro en comun que seran diagnosticables a través

de monofilias y caracteres unicos (Davis y Nixon, 1992).
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MATERIALES Y METODOS

Seleccion de las unidades de muestreo. Para discernir la clasificacion de los taxones que integran
el género Gymnopodium se realiz6 un analisis filogenético a partir de la propuesta taxonomica de
Standley y Steyermark (1946): G. floribundum var. floribundum and G. floribundum var.
antigonoides y una posible especie nueva (cuadro 1). Para las especies del grupo externo se
seleccionaron y colectaron tres especies de tres géneros cercanamente emparentadas a
Gymnopodium: Eriogonum jamesii Benth. representante de la tribu Eriogoneae, y Podopterus
mexicanus Bonpl. y Coccoloba uvifera (L.) L. representantes de la tribu Coccolobeae. De acuerdo
con Burke et al. (2010), Burke y Sanchez (2011) y Kempton (2012) el Clado Eriogoneae es el grupo

hermano de Gymnopodium (Gymnopodieae).

Obtencion de datos morfoldgicos. Los caracteres morfoldgicos incluyen la mayoria de los
evaluados por Burke et al. (2010) para Polygonaceae, més otros caracteres que son variables dentro
de Gymnopodium, incluyendo datos cuantitativos y geométricos. En total se midieron 31 caracteres
cuantitativos directamente de los ejemplares, nueve corresponden a mediciones de estructuras
vegetativas y 22 a estructuras reproductivas (cuadro 2). Para los datos de morfometria geométrica se
escogieron las hojas y el perianto exterior acrescente en el fruto. Utilizando el programas MakeFan8
de la serie IMP (Sheets, 2014) se emple6 un peine de 12 rayos para analizar la forma de las hojas
tomando como puntos de referencia la insercion del peciolo con la ldmina y el &pice, en esta
configuracion se digitalizaron 32 puntos: dos marcas y 30 semimarcas. Para los periantos exteriores,
la plantilla consistié de un circulo con 30 rayos tomando como puntos de referencia el apice y el
punto de union de la vena media con las venas primarias, teniendo un total de 31 puntos: dos marcas
y 29 semimarcas. Las coordenadas cartesianas de cada punto se registraron utilizando el programa

tpsDig2 Version 2.18 (Rolf, 2015). Las configuraciones obtenidas se superpusieron con el modelo
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Procrustes en el programa CoordGen y utilizando la herramienta Semiland se alinearon las
semimarcas (Shsets, 2014a). Por Gltimo, de la observacion de ejemplares de herbario y de la
literatura (Ortiz-Diaz, 1994; Freeman y Reveal, 2005; Castillejo-Cruz y Solano, 2008) se obtuvieron
21 caracteres de estructuras vegetativas y reproductivas los cuales fueron codificados como binarios

0 multiestado (Anexo 2).

Extraccion y amplificacion del DNA. Para la extraccion del DNA se colecto tejido foliar de un
individuo para tener representada cada localidad excepto para las localidades de Belice, el tejido de
estas localidades se obtuvo de materia de herbario (tabla 1, figura 1, anexo 1). En el caso de los
taxones del grupo externo se colectd tejido vegetal de C. uvifera y P. mexicanus, y se obtuvieron de
GenBank las secuencias de E. jamensii (accesiones JQ352533 Y EF438089). La extraccion del
DNA realiz6 utilizando el método Miniprep CTAB modificado de Doyle y Doyle (1987) por Falcon
y Valera (2007) y con el Kit DNeasy Plant mini (QIAGEN) cuando el tejido fue obtenido de

ejemplares de herbario.

La PCR se llevé a cabo con el protocolo estandarizado de Sanchez y Kron (2009) en una reaccién de
10ul y visualizados en geles de agarosa al 0.8%. Las regiones amplificadas y secuenciadas fueron
ITS, el segundo intron de LEAFY y la region intergénica del cloroplasto trnC-rpoB con los
cebadores descritos en el cuadro 3. La purificacion del DNA se realizé con el protocolo de Pure

Link ® Quick Gel PCR Purification Combo Kit Purifying DNA From Gels Using A Centrifuge.

Analisis filogenetico

Se realizaron tres analisis filogenéticos con tres matrices de datos: datos morfolégicos, datos
moleculares y datos combinados. Para reducir la dimension de la matriz morfoldgica y evitar las

correlaciones alométricas se utiliz6 el programa estadistico PAST para realizar analisis de
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componentes principales y utilizar los componentes que agruparan mas del 90% de la variacion total
entre las distancias de lamina foliar (PC1=82.74% y PC2= 14.97%), perianto exterior (PC1=
80.92% y PC2= 14.20%) y la inflorescencia (PC1= 94.2%) los cuales fueron estandarizados
utilizando el script mkstand.run (cortesia de P. Goloboff, 2016). De esta manera la matriz quedo
construida de 13 terminales y 41 caracteres morfoldgicos, dividida en tres bloques: 1) 18 caracteres
continuos, 2) dos caracteres de forma, que consisten en las configuraciones de Coordenadas
Procrustes de la forma de la hoja y el perianto exterior; y 3) 21 caracteres cualitativos derivados de

la observacidn de los ejemplares de herbario y literatura publicada.

La matriz morfométrica se analizo utilizando el método de parsimonia (MP) y el programa TNT
(Goloboff, Farris y Nixon, 2008) el cual permite la incorporacién de datos cuantitativos continuos
(Goloboff, Mattoni y Quinteros, 2006) y las coordenadas X, y de las formas geométricas (Catalano,
Goloboff & Giannini, 2010; Golobof & Catalano, 2011). Todos los caracteres fueron tratados como
no ordenados Yy se les otorgo el mismo peso. La estrategia de busqueda incluyo la combinacion de
los métodos de busqueda sectorial (SS), fusion de arboles (Goloboff, 1999) y Ratchet (Nixon, 1999).
Se realizaron 2 réplicas de 1000 con el cual él arbol lleg6 a su longitud minima. El soporte y la
robustez de los clados se evaluaron con los andlisis de Bootstrap y Jackknife, con 1000 réplicas cada

una.

Para los datos moleculares, las secuencias de DNA de cada region se alinearon utilizando el
programa ClustalW (Thompson et al., 1994) del software MEGAG6 (Tamura et al., 2013) y se
analizaron bajo el enfoque bayesiano (MB) utilizando el programa MrBayes v. 3.2 (Ronquist,
Huelsenbeck y Teslenko, 2011). Para correr el analisis bayesiano, los pardmetros del modelo se
optimizaron por separado (particionado) para cada loci individual. Los anélisis se realizaron por

duplicado (nruns = 2) para un millon de generaciones con cada ejecucion que consiste en cuatro
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cadenas MCMC, un burnin del 25%, y los arboles 6ptimos fueron obtenidos cada 10000
generaciones; el modelo evolutivo utilizado fue GTR + r + I. Finalmente ambas matrices se
conjuntaron, pues las evidencias empiricas sugieren que al analizar los datos combinados se
producen topologias con mayor soporte y robustez, maximizando el poder explicativo de dichos
datos que si se analizaron por si solos (Kluge y Wolf, 1993; Schuh, 2000). Este analisis se realizo
bajo los dos enfoques antes descritos y los mismos métodos de blsqueda. Para la discretizacion de
los datos cuantitativos en MB se realizaron andlisis de varianza para cada caracter y las localidades
estadisticamente significativas se agruparon y codificaron como pertenecientes a un mismo grupo
(Baum, 1988; Gift y Stevens, 1997). Mientras que, los caracteres de coordenadas X,y de la forma de
la hoja y el perianto se sustituyeron por sus formas cualitativas de acuerdo al glosario botanico de
Moreno (1984). La convergencia de los arboles en el método bayesiano se evalué considerando los

valores propuestos por Ronquist et al. (2011).
RESULTADOS

Se obtuvo un solo arbol mas parsimonioso a partir del analisis de MP de los caracteres morfologicos
con una longitud de 153.252, IC=0.809 e IR= 0.641. Gymnopodium forma un grupo monofilético
hermano de P. mexicanus. Dentro de Gymnopodium se observan valores de Bootstrap y Jackknife
superiores a 80 para el clado formado por Belice, Santa Rosa Xtampak y Calakmul e inferiores a 52

para el resto de los grupos (figura 2).

En el cuadro 4 se presenta la longitud total de cada gen después del alineamiento, sitios
conservados, sitios variables y sitios parsimoniosamente informativos. LFY es el gen con menor
longitud pero presenta los mayores porcentajes de sitios variables y sitios parsimoniosamente
informativos; por el contrario, trnC-rpoB fue el marcador molecular con mayor longitud pero
también es el que presenta los menores porcentajes de sitios variables y sitios parsimoniosamente
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informativos. En el anélisis filogenético del marcador intergenico del cloroplasto y de los nucleares
apoyan la monofilia del género Gymnopodium con una probabilidad posterior bayesiana de 0.96,
colocando a E. jamesii como grupo hermano. Al interior de Gymnopodium el arbol filogenético
muestra claramente a la localidad de Toledo como linaje aislado de las demas localidades cuyos

valores de probabilidad posterior bayesiana en su interior son bajos (figura 3).

La reconstruccion filogenética de los conjuntos de datos morfoldgicos y moleculares bajo el método
MP y MB presenta una topologia idéntica, en la MP se recuperd un tnico arbol con una longitud
total de 2720.98, IC=0.867 y un IR=0.681. En MB ambas corridas (datos moleculares y datos
conjuntos) alcanzaron la convergencia con un valor de 0.01 en la desviacién estandar promedio de
las frecuencias separadas. El arbol filogenético de los datos conjuntos obtenido con MP y MB
colocan a Gymnopodipm como un grupo monofilético y hermano de E. jamesii con altos valores de
Jackknife, Bootstrap y Probabilidad posterior bayesiana. Al interior del género se observan dos
linajes: el primer linaje integrado por la localidad de Toledo y el segundo integrado por el resto de
las localidades (figura 4). En el segundo linaje se observan dos sub-linajes bien soportados con altos
valores de probabilidad posterior bayesiana: el sub-linaje mas derivado incluye las localidades de
Dzemul, Huhi y Vigia Chico con un valor de probabilidad posterior bayesiana de 98; y un sub-linaje
que incluye estas localidades derivadas mas localidad de Oaxaca y Ocozocoautla con valor de

probabilidad posterior bayesiana de 99 (figura 4).

DISCUSION

Los arboles filogenéticos bajo diferentes métodos de analisis y conjuntos de datos han comprobado
la monofilia del genero Gymnopodium con altos valores de Jackknife, Bootstrap y probabilidad
posterior bayesiana. En estudios filogenéticos de la subfamilia Eriogonoideae utilizando datos
moleculares se ha propuesto que el grupo hermano de Gymnopodium es el clado formado por la
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tribu Eriogoneae (Burke et al, 2010; Burke y Sanchez, 2011). Sin embargo, los datos morfoldgicos
sugieren que el grupo hermano de Gymnopodium esta representado por especies de la tribu
Triplarideae (Burke et al., 2010). En el presente estudio los datos morfoldgicos por si solos y con
bajos valores de soporte colocan a P. mexicanus, representante de la tribu Coccolobeae como el
grupo hermano de Gymnopodium. La forma de crecimiento arbustiva, la presencia de ocreas, hojas
fasciculadas y/o solitarias son los atributos morfologicos que comparten en comun. Por otra parte,
los andlisis de datos moleculares y combinados apoyan la propuesta de considerar como grupo
hermano de Gymnopodium a E. jamesii, representante de la tribu Eriogoneae, siendo los caracteres

florales los atributos que comparten en coman.

Kluge y Wolf (1993) y Schuh, (2000) han demostrado que los analisis de datos combinados generan
arboles con altos valores de soporte y robustez en las topologias que si se analizaron por separado.
En el género Gymnopodium, los datos combinados analizados con MP y MB producen una
topologia idéntica con valores altos de Bootstrap y Jackknife y PP comparado con los arboles
obtenidos con matrices separadas. Al interior del género, los datos morfoldgicos y combinados
analizados con MP presentan clados con valores bajos de soporte y robustez. Por el contrario, el MB
aporta los mayores valores de soporte en el interior de género. Por esta razén, la discusion se

continuara basandose en el arbol filogenético de datos conjuntos.

La reconstruccidn filogenética de datos combinados sugiere la presencia de dos linajes en el género
Gymnopodium, los cuales pueden ser tratados como especies distintas. Esta tendencia también se
aprecia en el andlisis de datos moleculares y datos morfologicos pero no tan evidente. El linaje aqui
definido como Gymnopodium sp. corresponde a la localidad de Toledo y grupo hermano del resto de
los especimenes de Gymnopodium, siendo molecular y morfolégicamente distinto a éstos. La

presencia de venacion prominente en el enves de la hoja, tricomas glandulares basales en el eje del
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racimo Yy en los pedicelos florales son caracteres novedosos no registrados en las otras poblaciones.
Por la ubicacion que ocupa en el cladograma y su distribucion geografica al sur de Belice, en la
region biogeografica Este de América Central sugiere que la colonizacidn del género se inicio en
Centroameérica hacia el territorio mexicano, pasando por Chiapas y la costa del Pacifico hasta el
norte de la provincia bidtica Peninsula de Yucatan donde alcanzan su maxima diversificacion

morfologica.

La evidencia morfolégica y molecular en el segundo linaje, aqui definido como G. floribundums. s.
no son suficientes para reconocer a G. floribundum var. antigonoides como una especie tal como lo
ha sugerido Blake (1921), mas bien se trataria de poblaciones que estan en un continuo cambio
evolutivo rumbo a la especiacion. De esta manera se reconoce que las localidades muestreadas
corresponden a una sola especie, pero la variacidn geogréafica presenta un patron que permite

reconocer y aceptar las variedades propuesta por Standley y Steyermark (1946).

Los sub-linajes (Lavin, Mathews y Hughes, 1991) hallados en G. floribundum s. s. no representan
linajes de organismos evolutivamente distintos, mas bien presentan un patron morfolégico y
molecular del sur de la provincia biética Peninsula de Yucatan (Belice, Calakmul, Santa Rosa
Xtampak) pasando por la costa del Pacifico (El Chorreadero, Ocozocoautla y Oaxaca) hasta llegar y
colonizar el norte de la peninsula de Yucatan (Dzemul, Huhi y Vigia Chico) donde alcanza su
maxima diversificacion. El arbol filogenético de los datos conjuntos en G. floribundum s. s. sugiere
que Dzemul, Huhi y Vigia Chico estdn mas relacionadas con las localidades de Chiapas y Oaxaca

que con Calakmul, Santa Rosa Xtampak y Belice a pesar de la cercania geografica.

En términos morfologicos, las caracteristicas mas importantes que se han utilizado para delimitar
las especies en el complejo G. floribundum s.s. son la forma de los periantos exteriores y el
indumento en el envés de la hoja. En el analisis de datos combinados la ausencia de indumento en el
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enves de las hojas y en la 6crea y la textura papiracea de la 6crea son caracteres que presenta la
localidad de Belice y Standley y Steyermark (1946) lo han descrito originalmente para G.
floribundum var. floribundum, estos caracteres se van perdiendo en los sub-linajes méas derivados.
Por el contrario, el indumento en el envés de la lamina y en la ocrea al menos cuando son jovenes
(Calakmul y Santa Rosa Xtampak), asi como la textura crasa de la ocrea son caracteres descritos

para G. floribundum var. antigonoides (Standley y Steyermark, 1946).
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Figura 1. Mapa de ubicacién de las localidades evaluadas del género Gymnopodium.
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E.jamesii

10 P.mexicanus

100 — G. floribundum var. antigonoides (Oaxaca 21)

L G. foribundum sp. (Toledo)

G. floribundum var. anigonoides (El Chorreadero 2)
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G. floribundum var. antigonoides (Ocozocoautla 6)

G. floribundum var. antigonoides (\igia Chico 1)

G. floribundum var. antigonoides (Huhi 20)
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G. floribundum var floribundum (Belize 2)

G. floribundum var. antigonoides (Calakmul 1)

G. floribundum var. antigonoides (Santa Rosa Xtampak 6)

Figura 2. Arbol méas parsimonioso derivado del analisis de MP de los datos morfolégicos (L=
153.252, IC=0.809 e IR=0.641). Sobre la rama se presentan los valores de Bootstraps mayores a 50

y de bajo los valores de Jackknife mayores a 50.
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Figura 3. Arbol de consenso de la mayoria derivado del Analisis filogenético del género
Gymnopodium utilizando inferencia bayesiana con base en tres regiones de DNA. Sobre las ramas
valores de probabilidad posterior bayesiana, se consideran robustos aquellos nodos con valores

mayores a 0.95. Debajo de la rama valores de Jackknife/Bootstrap mayores al 50%.
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Figura 4. Arbol de consenso de la mayoria derivado del Anélisis filogenético del género
Gymnopodium utilizando inferencia bayesiana con base en tres regiones de DNA y la morfologia.
Sobre las ramas valores de probabilidad posterior bayesiana, se consideran robustos aquellos nodos

con valores mayores a 0.95. Debajo de la rama valores de Jackknife/Bootstrap mayores al 50%.
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Cuadros

Cuadro 1. Taxa incluidos en el grupo interno para los andlisis filogenéticos. Localidades
geograficas, altitud y regiones biogeogréaficas. *= ejemplares colectados en el presente trabajo y
estan depositados en los herbarios UADY, CICY, CHIP, MEXU Y XAL,; Alt= Altitud; 1= regiones

biogeogréaficas de acuerdo con Morrone, 2001; 2= ejemplares de Herbario.

_
Taxa Terminal Localidad Alt | Coordenadas |_. eglo,n. .|Voucher
Biogeograéfica
Carretera Dzemul-Zona
Dzemul 16% arqu.e(_)Ic.'Jgica de Xcambo, , 8 21‘;17"53.9':| N, J. J. Ancona yJ.
municipio de Dzemul, Yucatan, 89°19'25.5" O J. Ortiz 158
Meéxico.
Carretera Huhi- Tixcacal,
. S . , 20°42'11.8" N, J. J. Anconay J.
*
Huhi 20 Ml’Jn!CIpIO de H’uhl, Yucatan, 12 89°08'54.8" O 3. Ortiz 281
Meéxico, Yucatan,
Carretera Vigia Chico-Punta Provincia
L . Alem, Municipio de Felipe 19°55°54.89°N, Bidtica J. J. Ancona y J.
*
Vigia Chico 1 Carrilo Puerto, Quintana Roo, 20 87°47°3.60°°O | Peninsulade |L. Camara 352
México Yucatan (PBPY)
Camino hacia dos Lagunas,
s 18°52°31.59°N J. J. Ancona y J.
Calakmul 1*  [Municipio Calakmul, 216 ’ .
s 89°23°42.61°0 J. Ortiz 322
G. floribundum Campeche, Mexico.
var. antigonoides Sitio arqueolégico Santa Rosa
Xtampac, Municipio de 19°47°26.22°N, J. J. AnconayJ.
*
Ktampac 6 Hopelchén, Campeche, 120 89°35°9.16°0O L. Camara 297
Meéxico.
El Chorreadero, Municipio de
El Chorreadero . . P 16°45°4.57°N, J. J. Ancona y J.
Tuxtla Gutierrez Chiapas, 650 .
2* . . 92°58°12.62°°0 inci J. Ortiz 204
Chiapas, México. Provincia
Bidtica de
Entronque aeropuerto- Chiapas
Ocozocuautla [Ocozocuautla carretera 190, 1010 16°44°33.9°N, (PBCh) J. J. Ancona y F.
6* Municipio de Ocozocuautla, 93°20°49.3” Hernandez 178
Chiapas, México.
Las Anonas, Municipio de Provincia
] 16°39°50.08"°N, | Biética Costa
*
Oaxaca 21 Jutfhr_tan de Zaragoza, Oaxaca, | 60 94°47°27.47°°0 | delPacifico |J. J. Ancona y J.
Mexico. (PBCP) 3. Ortiz 253
Adutopista oeste Belmopan Cd. Provincia
G. floribundum | o L2 Belics Distrito EL Ca % 1p [I7°16°35.347N, | Bitica g jynes 220
var. floribundum elice e Yo, 88°37°20.87>°0 | Peninsulade | =
Belice. Yucatén (PBPY)
Provincia
. Distrito de Toledo, carretera 16° 5'25.84"N | Bidtica Este de .
G d . 2 . . o .
ymnopodium sp. | Toledo™ gy crek-Sierra Gorda 20 | ggo58'43.18"0 |América centrar| 1+ HAWKINS 1681
(PBEMC)
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Cuadro 2. Caréacteres y estados de caracter morfométricos utilizados en la matriz filogenética.

Tipo de estructura Medidas registradas en mm

Vegetativos

Braquiblastos de las ramas. 1.- Longitud del braquiblasto

Peciolo. 2.- Longitud del Peciolo

3.- Longitud de la ldmina

4.- Ancho de la lamina

5.- Distancia en el apice y la parte mas ancha

Lamina foliar 6.- Distancia entre la base y la parte mas ancha
7.- Ancho de la Base
8.- Ancho del 4pice

9.- Distancia entre la vena media y el margen

Reproductivos

10.- Longitud del racimo

11.- Longitud del pedinculo
12.- Distancia entre el primer fasciculo y el segundo

Inflorescencia fasciculo
13.- Distancia entre el segundo fasciculo y el tercer fasciculo

14.- Distancia entre el tercer fasciculo y el cuarto fasciculo

15.- Promedio delas distancias entre fasciculos

16.- Longitud de la base del pedicelo hacia la articulacion

Pedicelo de la flor 17.- Longitud de la articulacion hacia la base de los periantos

18.- Longitud total del pedicelo

19.- Longitud del perianto

20.- Ancho del perianto

Perianto exterior 21.- Ancho de la Base

22..- Ancho del apice

23.- Distancia del apice-L6bulo derecho

24.- Longitud del perianto

Perianto interior -
25.- Ancho del perianto

26.- Longitud del ovario

Ovario 27.- Ancho del ovario

28.- longitud del estigma

29.- Longitud del fruto

Fruto 30.- Ancho del fruto

31.- Longitud del estigma persistente en el fruto
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Cuadro 3. Marcadores moleculares utilizados y descripcion de los cebadores.

Regiones nucleares

TS 5.4 ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG White et al., (1990)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
LEAFY Ify2i1 | CCTGCCGACATANTGGCGCATCTTGGGCTT| Sanchezy Kron
Ify23 | TGCAAGGGGTAAGAAGAACGGCCTTGA (2011)
Regiones de Cloroplastos
{mC-rpoB trnCCCA CAC CCR GAT TYG AAC TGG GG
rpoB CKA CAA AAY CCY TCR AAT TG Shaw et al., (2005)
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Cuadro 4. Resumen estadistico de las secuencias de DNA. Long= longitud de la alineacion, C=
sitios conservados, V= sitios variables, P1= sitios parsimoniosamente informativos, S= sitios no

informativos.

Region Long C (%) V () Pl (%) S (%)
ITS 782 187 (23.91) 590 (75.44) 163 (20.8) 422 (53.96)
trnC 1040 445 (42.78) 564 (54.23) 25 (2.4) 536 (51.53)
LFY 647 85 (13.13) 523 (80.83) 283 (43.74) 228 (35.23)
LFY+ITS+HrnC| 2469 717 (29.04) 1677 (67.92) 471 (19.07) 1186 (48.03)

44



Anexo 1. Ejemplares revisados e incluidos en el analisis molecular.

BELICE. R. R. Innes 220 (MO). Distrito de Belice, 15 millas al oeste de la autopista. C.

Whitefoord 2527 (BM).

BELICE, Distrito de Toledo, Las sierritas, 20 km al oeste del establecimiento de Arroyo Grande.

Sabana. 213 msnm. T. Hawkins 1681. (MO, MB).
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Anexo 2. Codificacion de caracteres morfoldgicos cualitativos.

1.- Forma de crecimiento: 0= herbacea 1= Arbusto 2= Arbol

Las formas de crecimiento dentro de la familia varian de herbaceas anuales o perennes (Eriogonum),

rara vez trepadoras, ocasionalmente arbustos (P. mexicanus) o arboles (Coccoloba y Gymnopodium.

2.- Presencia de las ocreas: 0= ausentes, 1= presentes

La dcrea es la estructura mas importante en la Familia Polygonaceae, aunque muchas especies han
perdido esta estructura (Eriogonum), muchas otras aun la conservan (Podopterus, Coccoloba y

Gymnopodium)

3.- Persistencia de las ocreas. 0= caducas, 1= perennes

La ocrea es una estructura caduca en la mayoria de los ejemplares revisados de G. floribundum

excepto para los ejemplares colectados en la localidad de Oaxaca.

4.- Indumento en las 6creas: 0= ausentes, 1= presentes

De igual manera, en los ejemplares de G. floribundum se detect6 un patron de variacion en el
indumento de la ocrea: ejemplares colectados en Belice son totalmente glabros, en los ejemplares de
Calakmul y Santa Rosa Xtampac existen ocreas glabras y ocreas con indumento; en el resto de las

localidades los ejemplares presentaron indumento.

5.- Textura de las 6creas: 1= papiracea-membranaceas, 2= Crasa

Algunos ejemplares de G. floribundum como de las localidades de Belice, Calakmul y Santa Rosa
Xtampak presentan ocrea con textura papiracea y los ejemplares de las localidades restantes poseen
una ocrea de textura crasa. En las especies de Coccoloba y Podopterus aqui anlizados presentan

ocrea papiracea.
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6.- Indumento en el peciolo: 0= ausentes, 1= presentes

El peciolo es totalmente glabro en los ejemplares de Belice, Calakmul y Santa Rosa Xtampak, pero

en el resto de las localidades los ejemplares presentan un peciolo con indumento.

7.- Estipula persistente rodeando el peciolo: 0= ausentes, 1= presentes

Algunos ejemplares de G. floribundum colectados en las localidades de Belice, Calakmul y Santa
Rosa Xtampak pueden o no presentar una estipula membranosa que rodean el peciolo de las hojas,

pero no se observa en ninguno otro ejemplar analizado.

8.- Indumento en la vena primaria: 0= ausentes, 1= presentes

Este carécter se decidio para diferenciar la presencia de indumento del haz, por ejemplo algunos
ejemplares de Belice y Calakmul presentan haz glabro pero con la vena media ligeramente

pubescente.

9.- Indumento en el envés de la ldmina: 0= ausentes, 1= presentes

El indumento en el envés de la lamina ha sido un caracter para identificar las especies descritas en
tratamientos taxonomicos. El envés con indumento es un caracter que se ha utilizado para identificar

a G. antigonoides diferenciandose de G. floribundum por la ausencia de indumento.

10.- Tipo de inflorescencia: 0= racimos, 1= umbela, 2= fasciculados

La inflorescencia entre los géneros analizados son de tres tipos: Racimos en Gymnopodium y

Coccoloba; Umbelas en Eriogonum; y Flores fasciculadas en Podopterus.

11.- Tipo de racimos: 0= solitario, 1= solos, pares y bifurcados
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Aun cuando Gymnopodium presenta una inflorescencia en racimo, esta estructura se presenta en
diversas presentaciones. Asi, podemos encontrar individuos con racimos solitarios, individuos con
racimos pares y bifurcados simulando una panicula; individuos con racimos solitarios y pares;
individuos con racimos solitarios y bifurcados. En general es una estructura muy variable, sin

embargo ejemplares de Oaxaca presentan un patron Gnico de racimos solitarios.

12.- Base de la inflorescencia: 0= sésiles, 1= sésiles y pedunculados, 2= solo pedunculados

La presencia de racimos sésiles y pedunculados son observados en los ejemplares de G.
floribundum. En Oaxaca, por ejemplo, se observan Unicamente racimos sésiles, pero en el resto de
las localidades los racimos se presentan sésiles y pedunculados y en otros con racimos

pedunculados.

13.- Indumento del pedicelo del fruto: 0= glabro, 1=pubescentes-estrigosos, 2= escabrosos-

glabros

El indumento en los pedicelos de las flores basicamente son de dos tipos: ejemplares con indumento
pubescente a estrigosos como los colectados en el noreste de la peninsula de Yucatan y los
colectados en Chiapas y Oaxaca; ejemplares colectados en el Suroestes de la peninsula de Yucatan

(Belice, Calakmul y Santa Rosa Xtampak) presnetan un pedicelo escabroso a casi glabro.

14.- Tricomas en el pedicelo con base gladular: 0= ausentes, 1= presentes.

Este caracter solo fue observado para el Unico ejemplar colectado en la region, donde la base de los

tricomas es engrosado.

15.- Pedicelo articulado: 0= ausentes, 1= presentes.
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Solo se encuentra en los géneros Gymnopodium y Podopterus, y ausente en Coccoloba y

Eriogonum.

16.- Pedicelo alado: 0= ausentes, 1= presentes.

Presente Gnicamente en Podopterus.

17.- Numero de periantos: 0= 5 Perianto, 1= 6 perianto.

El nimero de periantos es variable entre géneros, en Coccoloba por ejemplo, se presentan cinco

periantos y en Gymnopodium, Podopterus y Eriogonum el nimero de perianto es seis.

18.- Parte acrescente en el fruto: 0= hipantio, 1= periantos

En varios géneros de Polygonaceae el hipantio y los periantos son acresentes en el fruto cuando son
maduros: en Coccoloba el hipantio es la estructura acrescente y en Podopterus y Gymnopodium es
el perianto la estructura acrescente. En Eriogonum jamessi no se observo perianto y ni el hipantio

acrescente en el fruto.

19.- Forma del Perianto acrescente: 0= Quillado y alado: 1= Abierto

En cuanto al perianto acrescente, podemos observar dos formas: Perianto quillado y alado en el caso

de Podopterus y Periantos abiertos como en Gymnopodium.

20.- Forma del Aquenio: 0= globoso, 1= opiriforme-ovoide, 2= piramidal

El aquenio, fruto caracteristico en Polygonaceae, en las Coccolobas se presentan aquenios globosos
(C. acapulcensis) y aquenios Opiriformes (C. uvifera), en Gymnopodium, Podopterus y Eriogonum

el aguenio es trigono.

21.- Indumento ovario: 0= glabro, 1= completo, 2= presentes por encima de la mitad
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El indumento en los ovarios es importante dentro del Gymnopodium, algunos ejemplares por
ejemplo los de Belice, Calakmul y Santa Rosa Xtampak presentan indumento por encima de la
mitad del ovario. En las poblaciones del norte de Yucatan, Chiapas y Oaxaca el ovario presenta

indumento desde la base del ovario. En Coccoloba, podopterus y Eriogonum es totalmente glabro.
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CONCLUSIONES GENERALES

1. Gymnopodium esta integrado por dos especies y dos variedades: G. floribundum var.
floribundum con distribucién en la parte norte de Belice, G. floribundum var. antigonoides
con distribucidn en la Peninsula de Yucatan, Chiapas, Oaxaca, Tabasco y Guatemala y una
especie no descrita para el sur de las montafias mayas de Belice, en la Provincia Biotica Este
de América Central.

2. Los sub-linajes de Gymnopodium floribundum s. s. muestran un patrén evolutivo de Belice
(localidades ancestrales), pasando por las localidades del sur de México y las poblaciones
mas derivadas en el norte de la peninsula de Yucatan.

3. El sub-linaje integrado por las localidades del norte de la peninsula de Yucatan estan mas
emparentados con las localidades del pacifico que con las localidades del sur de la peninsula

de Yucatan a pesar de la cercania geografica.
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