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RESUMEN

Se propuso una hipétesis filogenética para el clado Beaucarnea-Calibanus (Ruscaceae)
basada en 38 secuencias del marcador molecular ITS del nrDNA de un total de 18
especies, 12 del grupo interno y 6 del grupo externo. Los 106 caracteres
parsimoniosamente informativos se sometieron a un analisis de méxima parsimonia,
maxima verosimilitud y bayesiano. Los resultados de los tres andlisis fueron congruentes
y apoyaron la monofilia del clado y la parafilia de los géneros. Entre Beaucarnea
compacta y Calibanus glassianus la divergencia nucleotidica fue de 0%; no se encontrd
evidencia para considerarlas como especies distintas bajo este marcador molecular. Las
dos especies de Calibanus aparecieron anidadas en Beaucarnea en todos los andlisis por
lo que sugerimos la inclusion de sus especies en el género Beaucarnea. Se identificaron
dos grandes grupos dentro del clado con apoyo de bootstrap y de probabilidades
posteriores bayesianas. Un clado corresponde a las especies que habitan climas
semiaridos del pacifico, centro y NE del territorio mexicano, y el otro comprende a las
especies que habitan climas semihiumedos del SE de México y Guatemala. Las especies
que habitan climas semiaridos poseen abundantes papilas o “dientes” en la periferia de
los surcos estomaticos mientras que las especies que viven en ambientes semihimedos
carecen de éstos o los presentan en mucho menor cantidad. La precipitacion y la
temperatura se asocian a la presencia/ausencia de papilas en la periferia de los surcos
estométicos de sus hojas; baja precipitacion y baja temperatura se correlacionan con la
presencia de papilas, mientras que alta precipitacion y temperaturas no muy extremosas
se correlacionan con la ausencia de papilas. No existe efecto filogenético asociado a las
variables climaticas y a los caracteres morfolégicos en estudio de acuerdo a los analisis
realizados.

Palabras clave: clado Beaucarnea-Calibanus, secuencias ITS, reconstruccion filogenética,
imagenes de M.E.B., surcos estomaticos, papilas o dientes, adaptaciones foliares.
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l. INTRODUCCION

Las especies vegetales exhiben una extensa variedad morfolégica y funcional, una
gran diversidad de formas de vida y una gran complejidad en cuanto a estrategias
de supervivencia como resultado de la adaptacién a la totalidad de los factores
fisicos, genéticos, fisiolégicos, bioquimicos y ambientales que experimentan
(Gifford y Foster, 1996; Wright y Gaut, 2004). Desde los genes hasta el paisaje,
existen mecanismos que mantienen o que afectan la diversidad biolégica (Rozzi,
2001) por lo que los atributos de cada individuo contribuyen en cada uno de los

niveles bioldgicos, temporales y espaciales de la biodiversidad.

México es un pais cuya superficie ofrece un mosaico de condiciones ambientales
y microambientales a los organismos (Rzedowski 1987; Flores y Gerez, 1994).
Dentro de sus grandes extensiones de terreno posee é&reas geoldégicamente
complejas con una gran variedad de condiciones topograficas y microclimaticas
que delimitan la distribucion de las comunidades vegetales. Esta heterogeneidad
geoldgica se asocia al alto nUmero de especies y de endemismos que observamos
en nuestro pais. A nivel mundial, México es reconocido como uno de los territorios
con mayor numero de especies vegetales por unidad de area, residiendo plantas
de afinidad tropical y templada asi como una alta proporcion de endemismos y un
importante germoplasma de especies domesticadas y ruderales nativas
(Rzedowski, 1992).



La relacion entre el ambiente, la morfologia de los organismos y su funcién ha sido
un tema de estudio substancial en términos macroevolutivos. Segun Elstrott e
Irschick (2004), el principal objetivo de estos estudios debe ser la dilucidacion del
proceso de coevolucion entre estas variables con el fin de obtener una evidencia
al menos indirecta sobre la accidon de la seleccion natural en la modelacion de los
patrones macroevolutivos. Preguntas como, ¢de donde viene tanta diversidad
morfologica, fisiolégica, conductual y de tolerancias ecolégicas en un sentido
evolutivo? podemos comenzar a resolverlas analizando la correlacion entre la
forma de los individuos y su ambiente circundante, y si ademas de la informacion
gue nos proporciona esta correlaciéon tenemos la informacion de las relaciones de
parentesco de los organismos en estudio, podemos hacer inferencias sobre la
historia evolutiva de un rasgo e inferir si éste podria ser producto del ambiente o

de las relaciones de parentesco entre los organismos.

Una forma de descubrir las relaciones de ancestria-descendencia de los individuos
es a través de analizar datos moleculares como las secuencias de nucleétidos, ya
gque nos permitan separar los componentes genéticos entre poblaciones o
especies, y hacer deducciones bajo los conceptos de seleccion natural,
descendencia comun o evolucion neutral (Rossi, 2005). También nos permiten
hacer comparaciones entre organismos muy distintos morfolégicamente pero que

comparten informacion de ascendencia comun en sus genomas (Rossi, 2005).



El clado Beaucarnea-Calibanus (B-C) lo comprenden plantas perennifolias en su
mayoria endémicas de México; poseen una alta diversidad de formas vegetales,
un amplio rango de condiciones microclimaticas y un reducido nimero de especies
(13 especies). Son plantas con un alto valor ornamental a nivel nacional e
internacional. No obstante, presentan problemas sistematicos y taxondémicos pues
existen numerosos casos de sinonimia en las bases de datos nomenclaturales
como WTROPICOS (http://mobot.mobot.org/W3T/Search/vast.html) y en los

herbarios nacionales como MEXU.

Con el fin de aclarar las relaciones de parentesco entre las especies del clado,
analizamos las secuencias ITS del DNA ribosomal nuclear de las especies y
generamos una hipoétesis filogenética, la cual utilizamos posteriormente en una
hipotesis adaptativa relacionada con la pérdida de agua. Lo anterior debido a que
estas plantas poseen caracter perennifolio a pesar de que habitan en ambientes
xerdéfilos. Mantener las hojas siempre verdes en climas aridos o semiaridos, como
los bosques deciduos o los matorrales xeroéfilos, supone un gasto excesivo debido
a la poca de disponibilidad de agua. La presencia de troncos o caudices
suculentos, hojas con epidermis y cuticula gruesa y estomas dentro de criptas
estomaticas, son algunas adaptaciones en torno a la economia del agua
(McClendon, 1908; Bogler, 1998). Mas del 90% del agua que toma una planta, la
pierde durante el proceso de transpiracion, particularmente a través de los
estomas (Raven et al., 1986). Es por ello que la regulacion de los movimientos del
estoma, es decir, el cierre y la apertura de las células guarda por presiones de
turgencia, es central en la supervivencia de las plantas terrestres, ya que éstos
deben maximizar la toma de CO, pero minimizar la pérdida de agua (Webb y
Baker, 2002; Raven et al., 1986). A esto se debe que muchas plantas de zonas
aridas presenten estomas pequefios o0 casi inexistentes, y cantidades apreciables
de ceras, pelos y tricomas, los cuales dificultan la salida del vapor de agua (Raven
et al., 1986).


http://mobot.mobot.org/cgi-bin/search_vast

En la mayoria de las monocotiledéneas de zonas secas, los estomas de las hojas
surgen dentro de surcos mas o menos profundos (como en Dasylirion
glaucophyllum y Hesperaloe parviflora) a profundos con prominentes “dientes” o
“papilas” (como en Nolina texana) (Bray, 1903; McClendon, 1908). Las papilas o
dientes en los surcos estomaticos parecen reducir la pérdida de agua, ya que en
condiciones de sequia, las hojas se encogen dorso-ventralmente provocando el
cierre de los surcos y las papilas previenen que el aire seco circundante se mezcle
con el aire humedo dentro de los surcos, lo que debe favorecer la retencion de
vapor de agua al interior de los surcos y evitar que los estomas cierren
(McClendon, 1908; Felger y Hernickson, 1997). La presencia de surcos y papilas
no es exclusiva de las monocotiledoneas; también ocurren en otras plantas como
Phoradendron diguetianum y P. flavescens, en Euphorbia cryptospinosa y en
cactaceas como Selenicereus murrillii y Peniocereus (Felger y Hernickson, 1997),

en este caso localizados en el tallo fotosintético.

Para deducir si la presencia/ausencia de las papilas en la periferia de los surcos
estomaticos de las hojas de las especies del clado se relaciona con las
condiciones ambientales, examinamos las dimensiones de las papilas y las
correlacionamos con variables ambientales de precipitacion y de temperatura del
habitat de las especies. No obstante, sabemos que la presencia/ausencia de
papilas también puede deberse a la herencia. Es decir, suponemos que los
organismos cercanamente relacionados son mas similares entre si que entre
organismos lejanamente emparentados debido a que comparten un origen comun.
Sin embargo, los organismos también pueden ser similares si sus respuestas
adaptativas bajo ambientes parecidos, son similares, por lo que, si comparamos
datos de los organismos del primer tipo y estadisticamente los tratamos como
independientes, podemos cometer un error al atribuir a la adaptacion, efectos que

en realidad se deben a la ancestria (error estadistico de tipo I: rechazar la



hipétesis nula cuando ésta es verdadera) (Diaz, 2001). A esto se le denomina

efecto filogenético (Harvey y Purvis, 1991).

Con el fin de descartar efecto filogenético asociado a los caracteres morfolégicos
en estudio, utilizamos una hipdtesis filogenética generada en este trabajo, en un
método comparativo filogenético que nos permitiera para identificar similitud

significativa entre los miembros de los clados.



I.I LAS NOLINOIDES

Se denominan Nolinoides a los géneros que conformaban a la familia Nolinaceae
(Beaucarnea, Calibanus, Nolina y Dasylirion), y que hoy en dia se circunscribe a la
familia Ruscaceae sensu lato, la cual incluye a las familias Convallariaceae,
Dracaenaceae y Nolinaceae, asi como a los géneros Comospermum Yy
Eriospermum, de acuerdo a andlisis moleculares y morfolégicos combinados
(Rudall et al., 2000a). En su conjunto forman un clado unido por la ausencia de
fitomelano en la testa de la semilla y por una gran semejanza en las secuencias de
los genes rbcL y trnL-F. Inusualmente este clado presenta una alta variedad
morfologica pero carece de divergencia en las secuencias analizadas hasta ahora.
Segun los andlisis de Rudall et al. (2000a) existen algunas reagrupaciones dentro

de la familia:

RUSCACEAE Sprengel

i.  Eriospermum,

ii. Comospermum,

ii. Nolinoides (anteriormente Nolinaceae) mas Ophiopogon y Liriope
(Ophiopogonae, excluyendo a Peliosanthes),

iv.  Dracaenoides (anteriormente Dracaenaceae),

v. Polygonatae,

vi.  Convallarieae (incluyendo a Aspidistra) y

vii.  Ruscoides (Ruscaceae sensu stricto) mas Peliosanthes.



I.I1 EL CLADO BEAUCARNEA-CALIBANUS

El clado Beaucarnea-Calibanus (B-C) lo comprenden 13 especies de plantas
neotropicales en su mayoria endémicas de México (Tabla 1; Figuras 1, 2 y 3).
Exhiben un rango de distribucion relativamente estrecho a lo largo de zonas
montafiosas semiaridas y en regiones tropicales secas del noreste, centro y
sureste de nuestro pais, asi como en la porciébn nortefia de Centroamérica
(Hernandez, 1993a; 1993b) (Figura 4). Estas especies se asocian a vegetacion
xeréfila o a bosque tropical caducifolio (Rzedowski, 1987). Crecen en suelos

oligotroéficos, rocosos y en acantilados o en laderas de montafias con pendiente

inclinada.

Tabla 1. Especies que conforman al clado B-C (Trelease, 1911; Hernandez, 1992; Hernandez,

1993a; Hernandez, 2001; Hernandez y Zamudio, 2003).

Beaucarnea Lem

Calibanus Rose

0 W 0 W W 0 W W W W

B. recurvata Lem

. gracilis Lem

. Stricta Lem

. purpusii Rose

. pliabilis (Baker) Rose

. guatemalensis Rose

. goldmanii Rose

. hiriartiae L. Hern

. congesta L. Hern. sp. nov., ined
. sanctomariana L. Hern

. compacta L. Hern & Zamudio

C. hookerii (Lem) Trel.

C. glassianus L. Hern & Zamudio




D

Figura 1. Especies del clado que habitan matorrales xerofilos de la Sierra Madre
Oriental. A. y B. Beaucarnea compacta; C. Calibanus glassianus; D. Calibanus hookerii.



Figura 2. Especies del clado que habitan matorrales xeréfilos y bosques tropicales
caducifolios de Puebla, Oaxaca y Guerrero. A. Beaucarnea gracilis; B. Beaucarnea stricta;
C. Beaucarnea purpusii y D. Beaucarnea hiriartiae.



Figura 3. Especies del clado que habitan bosques tropicales caducifolios de
Quinatana Roo, Chiapas y Guatemala. A. Beaucarnea pliabilis; B. Beaucarnea goldmanii;
C. Beaucarnea recurvata y D. Beaucarnea guatemalensis.



Beaucarnea gracilis Beaucarnea stricta

Beaucarnea purpusii Beaucarnea hiriartiae

Beaucarnea recurvata Beaucarnea congesta

Figura 4. Mapas de distribucién de las especies de Beaucarnea y Calibanus modificados de
la base de datos nomenclatural TROPICOS [http://mobotl.mobot.org/website/map_post.asp].



Beaucarnea goldmanii Beaucarnea pliabilis

Beaucarnea guatemalensis Beaucarnea compacta

Calibanus glassianus Calibanus hookerii

Figura 4. Continuacion. Mapas de distribucién de las especies de Beaucarneay
Calibanus [http://mobotl.mobot.org/website/map_post.asp].



GENERO BEAUCARNEA

Las especies de Beaucarnea son plantas arborescentes y dioicas caracterizadas
por poseer la base del caudice® muy ensanchado, suculento y con un acentuado
relieve en la corteza (felema) formando placas poligonales (Figura 5). Poseen
crecimiento secundario monocotiledéneo y llegan a alcanzar los 18 m de altura
aungue la mayoria oscila entre los 7 y 8 m, a excepcion de Beaucarnea compacta
la cual no sobrepasa los 60 cm de altura. Sus hojas emergen en rosetas
terminales densas, son verde a verde-azulado, lineares con la base triangular o
deltoidea y margen microserrulado, concavas, acanaladas y algunas con los
canales papilados; pueden ser planas o clncavas en seccion transversal,
dependiendo de la especie. Los estomas se localizan por encima del parénquima
del mesdfilo, entre manojos de fibras fuertes, o pueden localizarse entre costillas
prominentes cubiertas con papilas mas o menos intercaladas (cuando las poseen)
(Figura 6). Los segmentos del perianto son enteros, las inflorescencias largas,
terminales, paniculadas y ramificadas; las flores son unisexuales color blanco
cremoso; los pedicelos articulados a la mitad; los ovarios uniloculares y los frutos
son samaras?® tri-lobuladas o tri-colpadas con una sola semilla y parecen
dispersarse por el viento gracias a su caracter alado (Trelease, 1911; Hernandez,
1993a; Bogler, 1998) (Figura 7).

! caudice (caudex en inglés). Base del tallo de muchas plantas perennes, ancho y frecuentemente
subterraneo, del cual surgen hojas nuevas e inflorescencias.

2 samara: fruto seco e indehiscente en el que aparece una expansion o apéndice a modo de ala para facilitar
su dispersion por el viento.



Figura 5. Corteza o felema de Figura 6. Imagen de M.E.B. de hoja de

Beaucarnea stricta. Se observan las Beaucarnea stricta. Se observa un surco
placas poligonales caracteristicas del estomatico con criptas estomaticas y
género. dientes en la periferia.

Figura 7. Infrutescencia de Beaucarnea compacta. Se
observan los frutos alados.



GENERO CALIBANUS

Las especies de Calibanus son plantas dioicas con caudice pequefio, subgloboso,
ensanchado y normalmente cubierto por corteza escamosa (Figura 8). Sus hojas
verdes a verde-azuladas son numerosas, angostas y emergen como rosetas
dispersas (Figura 9). Los estomas se localizan dentro de surcos, entre costillas
prominentes cubiertas por papilas (Figura 10). Los segmentos del perianto son
casi completos y redondos. Las inflorescencias son cortas y paniculadas; los
pedicelos articulados y localizados cerca de las flores; las flores son unisexuales y
sus frutos con una Unica semilla, son ovoides con tres aristas y tres costillas
laterales e indehiscentes (no funcionales en flores estaminadas). Los frutos de
Calibanus son redondos y sin provision para planear en el aire, por lo que
probablemente se dispersan al rodar o deslizarse sobre el suelo gracias a la
accion del viento (Trelease, 1911; Bogler, 1998).

Figura 9. Calibanus hookerii. El caudice
es subterrdneo y las numerosas hojas
emergen en roseta.

Figura 8. Calibanus glassianus.
El caudice es pequefio vy
subgloboso.

Figura 10. Imégen de M.E.B. de hoja de
Calibanus glassianus. Se observa un
surco estomatico con papilas en la
periferia.



.1l IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CLADO

Las especies de Beaucarnea son muy comercializadas a nivel nacional e
internacional como plantas de ornamento. Son mejor conocidas como: “Pata de
Elefante”, “Sacamecate”, “Monja”, “Soyate de Tehuantepec”, entre otras. En
México la mayor parte de las poblaciones de Beaucarnea se encuentran en un
estado critico por la continua destruccion del habitat, ya sea por la agricultura, el
forrajeo o por la excesiva extraccién con fines comerciales (Cardel et al., 1997).
Siete de las once especies de Beaucarnea se encuentran “amenazadas” de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-ECOL-1994) (Anexo 1), por lo
qgue solo pueden ser comercializadas si los individuos provienen de unidades de
reproduccién de flora silvestre calificadas y si son autorizadas por la Secretaria de
Desarrollo Social y por la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales.
Sin embrago, en los ultimos 30 afios muchas plantas juveniles y adultas e incluso
las semillas han sido sobrecolectadas y comercializadas ilegalmente en nuestro
pais y en el extranjero, principalmente en EUA, Holanda y Alemania (Hernandez,
1993b). Segun las evaluaciones realizadas por Hernandez-Sandoval et al. (2001)
sobre el estado poblacional de cada una de las especies, Beaucarnea purpusii
presenta el mayor riesgo por su baja densidad de individuos; por lo que estos
autores consideran que esta especie debe tratarse como en “peligro de extincion”.
Asi mismo, consideran que Beaucarnea hiriartiae, B. congesta, B. recurvata y B.
sanctomariana deben tratarse como “seriamente amenazadas” y finalmente
consideran que B. goldmanii, B. gracilis, B. pliabilis y B. stricta deben tratarse

como “amenazadas”.



Il. ANTECEDENTES DEL PROYECTO

I1.1 SINOPSIS HISTORICA DE BEAUCARNEA Y CALIBANUS

El género Beaucarnea fue descrito por Lemaire en 1861 quién designé como
especie tipo a B. recurvata. Ese mismo afio describié a Beaucarnea gracilis y a B.
stricta. En 1906, Rose describié a Beaucarnea guatemalensis, B. pliabilis y B.
purpusii, y en 1909 a B. goldmanii. En 1992, Hernandez describié a Beaucarnea
hiriartiae, en 1993 a B. congesta en su tesis doctoral (Hernandez, 1993a), en el
2001 a B. sanctomariana y en el 2003, junto con Zamudio (Hernandez y Zamudio,
2003), describié a B. compacta. El género Calibanus fue descrito por Rose en
1906 como género monotipico con C. hookerii (Lem) Trel. En el 2003, Hernandez

y Zamudio describieron la segunda especie para el género, Calibanus glassianus.

La clasificacion tanto de Beaucarnea como de Calibanus ha sido muy
controvertida (Hernandez, 1993). En 1850, Beaucarnea se ubicaba dentro de la
familia Asparagaceae, entre Cordyline y Dracaena. A Lemaire le parecia que tanto
Beaucarnea como Dasylirion diferian de estos dos géneros, e inclusive de
Sansevieria, en la condicion dioica, los segmentos del perianto libres en la base,
los ovarios uniloculares y los frutos secos con una Unica semilla, por lo tanto,
suguirié que Dasylirion y Beaucarnea debian formar una pequefia familia cercana
a Asparagaceae. Sin embrago, decidié finalmente nombrar a Dasyliriae como
subtribu de las Asparagaceae (Hernandez, 1993a). Para 1872, Beaucarnea se
conformaba por cinco especies de Nolina y por la Unica especie descrita en ese
entonces de Calibanus. Baker (1872), colocé a Beaucarnea y a Dasylirion dentro
de las Liliaceae junto con diversos géneros como Nolina, Asparagus,
Crysobactron, Yucca, Aloe y Massonia. En 1879, Watson erigi6 a la tribu Nolineae

constituida por Dasylirion y Nolina, dentro de Asparagaceae, entre las tribus



Convallarieae y Hemerocallideae. En 1881, Baker ubicé a Dasylirion (que ahora
incluia a una especie de Beaucarnea y a Calibanus) y a Beaucarnea (que incluia a
nueve especies de Nolina) cerca de Yucca, Hesperaloe y Herreria en la tribu
Yuccoideae de la familia Liliaceae. Posteriormente, Rose (1906) separ6 al género
Calibanus de Dasylirion y consideré que Dasylirion, Beaucarnea y Nolina forman
un grupo homogéneo. En 1911, Trelease desarroll6 una nueva propuesta de
relaciones entre estos grupos, en la cual consideré6 al grupo homogéneo
identificado por Rose e incluyd a Calibanus, y tratdé al grupo desértico como
Nolineae. Postuld las afinidades del grupo con base en caracteres morfolégicos
del fruto y consideré a Nolina como el “prototipo” debido a su amplia distribucién,
su alta variabilidad en cuanto a forma de crecimiento, por la presencia de frutos tri-
loculados bien desarrollados con tres semillas y por el alto nimero de especies
constituyendo grupos diferenciados. También debido a su conformidad con el
“plan liliaceo” que consiste en pistilos triloculares y arco cotiledonar. Este mismo
autor considerd a Calibanus como un probable derivado de Nolina y a Beaucarnea
y a Dasylirion como derivados paralelos de Nolina, o como derivados no muy bien
establecidos del género, por poseer un sélo l6culo en la madurez y una sola
semilla (ademés de que sus pistilos son unicelulares y los frutos alados). Propuso

las afinidades de Nolineae de la siguiente manera (Figura 11):

Caltbanus
NOLINA
Beaucarnea

Dasylirion

Figura 11. Representacion de la afinidades entre
Nolina, Calibanus, Beaucarnea y Dasylirion
propuestas por Trelease (1911) con base en
caracteres morfolégicos.



Posteriormente, Hutchinson (1934, 1959) reconoci6 a la tribu Nolineae y la coloco
dentro de la familia Agavaceae junto con otros taxones arborescentes de hojas
fiborosas como Yucca, Agave y Dracaena, pero excluyé a Beaucarnea. Esta
propuesta fue la mas popular de la época. Sin embargo, la posicion de Nolinaceae
dentro de Agavaceae no poseia soporte por diversos caracteres como los florales,
los frutales, los seminales y los cariotipicos (Bogler, 1998). Nakai en 1943 elevé a
la tribu Nolineae al rango de familia, Nolinaceae, lo cual fue apoyado por estudios
comparativos realizados por Huber (ver Hernandez, 1993). La familia Nolinaceae
vuelve a descender al rango de subfamilia, en esta ocasién de Dracaenaceae.
Dahlgren y Clifford (1982) incluyen a Beaucarnea, Calibanus, Dasylirion y Nolina
dentro de una de las dos subfamilias de Dracaenaceae: Nolineae, y finalmente
Dahlgren et al. (1985) elevan nuevamente a la subfamilia Nolineae al rango de

familia, Nolinaceae, manteniendo a todos sus integrantes.

Con base en la clasificacion de Dahlgren et al. (1985) se han realizado trabajos
posteriores de Agavaceae (Duball et al.,, 1993; Eguiarte et al., 1994; Eguiarte,
1995; Bogler, 1998; Hernandez, 1995; Bogler y Simpson, 1995; Bogler y Simpson,
1996) en donde se trata a la familia Nolinaceae como un linaje evolutivo de
Agavaceae sensu lato. Sin embargo, las diferencias entre Nolinaceae sensu
Dahlgren et al. (1985) y Agavaceae sensu stricto (como la presencia de fitomelano
en las semillas de Agavaceae y la ausencia de éste en las semillas de Nolinaceae,
ademas de la evidencia citologica, anatdmica y cariotipica) sugieren que los
géneros que constituyen a la familia Nolinaceae sensu Dahlgren et al. (1985) son
muy distintos de los que constituyen a la familia Agavaceae sensu stricto (Garcia-
Mendoza y Galvan, 1995; Dahlgren et al., 1985). Ante esta evidencia y con base
en estudios moleculares y morfolégicos mas recientes, Rudall et al. (2000a)
incluyeron a las familias Nolinaceae, Convallariaceae, Dracaenaceae vy
Eriospermaceae dentro de Ruscaceae (APG II, 2003). La inclusion de estas

familias en Ruscaceae se debi6 a que el conocimiento sobre los limites y las



afinidades de las familias dentro de las Asparagales mejoro recientemente (Rudall
et al.,, 2000a). La monofilia de Ruscaceae se sustenta por secuencias de ADN
(Chase et al., 1995; Chase et al., 2000; Rudall et al., 1997; Rudall et al., 2000b;
Fay et al., 2000) y por la falta de fitomelaninas en sus semillas, pocos 6vulos,
articulacion en el pedicelo y un cariotipo y numero cromosoémico similar (Rudall et
al., 2000a). Segun Rudall et al. (1998) y Fay et al. (2000), Ruscaceae sensu lato
puede ser la familia hermana de Asparagaceae.

I.I ESTUDIOS DE SISTEMATICOS EN BEAUCARNEA

El primer estudio sistematico de Beaucarnea lo realiz6 Hernandez (1993) para su
tesis doctoral (no publicado) y es el estudio previo a mi trabajo. Para su analisis
cladistico, Hernandez incluyé a las especies consideradas por Trelease para el
género e incluyd a Beaucarnea purpusii y a tres nuevas especies descritas por él,
Beaucarnea hiriartiae (Hernandez, 1992), B. congesta (Hernandez, 1993a, no
publicado) y Beaucarnea sanctomariana (Hernandez, 2001). Utiliz6 caracteres
vegetativos y reproductivos e incluyé a Calibanus, Dasylirion y a Nolina como

grupo externo.

El resultado de su analisis cladistico mostr6 la monofilia de Beaucarnea con 4
apomorfias aunque sin un buen apoyo de bootstrap. Calibanus hookerii aparecié
como grupo hermano de Dasylirion y Beaucarnea (sin apoyo de bootstrap) y
Beaucarnea stricta y B. purpusii aparecieron en politomia asi como Beaucarnea
goldmanii, B. guatemalensis y B. pliabilis (Figura 12). En su estudio excluy6 los
nombres Beaucarnea glauca, B. horticola y B. tuberculata y consider6 a B.

petenensis parte de B. pliabilis (Hernandez, 1993a).


http://es.wikipedia.org/wiki/Monofilia
http://es.wikipedia.org/wiki/Asparagaceae

Figura 12. Arbol de consenso estricto de 114 pasos de longitud con un CI=0.5. Los nimeros
sobre las ramas indican apomorfias y los niimeros debajo de las ramas indican los valores de
bootstrap (Hernandez 1993a).

En mi trabajo incluyo a todas las especies consideradas por Hernandez (1993a)
mas Beaucarnea compacta y Calibanus glassianus, especies que fueron descritas
posteriormente (Hernandez y Zamudio, 2003). Excluyo a Beaucarnea
sanctomariana debido a que no pudo ser colectada. Analizo también las “papilas”
0 “dientes” de las hojas observados anteriormente por Trelease (1911) y por
Hernandez (1993a) y determino si sus dimensiones pueden explicarse con base
en el ambiente en que viven las plantas, o si su presencia se debe a la cercania

filogenética de las especies.



I.1Il EL MARCADOR MOLECULAR

Cuando a principios de los 90’s se originé la revolucién de los analisis filogenéticos
moleculares, la mayoria de los estudios filogenéticos de plantas basados en
secuencias moleculares se apoyaban exclusivamente en genes y en espaciadores
del genoma plastido (Catalan et al., 1997; Clegg, 1993; Olmstead y Palmer, 1994;
Olmstead y Reeves, 1995) particularmente del rbcL (Chase et al., 1993). Sin
embargo, estas secuencias tienen una desventaja importante ya que se heredan
de forma uniparental y pueden tener una historia distinta a la de las especies en
estudio, ademas de poca variacion. Por lo anterior, diversos investigadores
optaron por incluir datos de secuencias de marcadores nucleares en sus estudios,
convirtiéndose éstos en datos sine qua non para la inferencia filogenética a un

nivel genérico e infragenérico en plantas (Alvarez y Wendel, 2003).

Los genes del DNA ribosomal nuclear (nrDNA) han mostrado ser una herramienta
filogenética muy poderosa en plantas superiores por su ubicuidad en los
organismos (Hamby y Zimmer, 1991). La unidad entera (del 18S al 26S) del
genoma nuclear vegetal se encuentra presente en miles de copias dispuestas en
repeticiones en tandem en un locus o en multiples loci. Cada region presenta
distintas tasas de cambio en la secuencia, lo que promueve la deteccion,
amplificacion, clonacién y secuenciacién del nrDNA y permite que distintas
regiones de la molécula puedan ser utilizadas para examinar linajes con distintos
grados de divergencia (Suh et al., 1993; Rogers y Bendich, 1987). Esta familia
génica sufre evolucidn concertada rapida por entrecruzamiento desigual vy
conversion génica (cf. Zimmer et al., 1980; Arnheim et al., 1980; Arnheim, 1983)
dentro e incluso entre loci (Appels y Dvorak, 1982; Hillis et al., 1991), lo que
promueve la uniformidad intragendmica de las unidades de repeticion y en
general, promueve la reconstruccion de las relaciones filogenéticas de las

especies (Sanderson y Doyle, 1992).



Los espaciadores de transcripcion interna “ITS” (Internal Transcribed Spacer, por
sus siglas en inglés) del DNA ribosomal nuclear (nrDNA) separan las unidades
codificantes 18S, 5.8S y 26S. La estructura y composicion de estos espaciadores
(tamafio y contenido de G+C) se mantiene relativamente constante entre las
angiospermas, lo que sugiere algun tipo de restriccion evolutiva (Baldwin, et al.
1995). Dicha conservacion en tamafo y la alta variabilidad en las secuencias
nucleotidicas (mayor que en el gen rbclL) permite que estos espaciadores puedan
ser alineados a lo largo de taxones cercanamente relacionados, con la suficiente
variabilidad como para permitir una buena resolucion filogenética a nivel de familia
género y especie, ya que las secuencias de las regiones espaciadoras
evolucionan en general mas rapido que las regiones codificantes (Zimmer et al.,
1980; Hamby y Zimmer, 1991, Suh et al., 1993; Kim y Jansen, 1994; Baum et al.,
1994; Baldwin, et al. 1995; Bogler y Simpson, 1995). Las regiones ITS son parte
de la unidad transcripcional del DNA ribosomal nuclear pero los segmentos
espaciadores del transcrito no se incorporan al RNArn maduro, sino que auxilian
en su maduracion (Baldwin, et al. 1995). La unidad completa mide ~ 9kb de

longitud (Bogler y Simpson, 1996; Douzery et al. 1999) (Figura 13).

“AB102”

4+—

18S nrDNA ITS1 5.8 ITs2 | 26S nrDNA
NrDNA

“AB101”

Figura 13. Esquema representativo de la region completa 18S-ITS1-5.8S-ITS2-26S del nrDNA.
Las regiones a secuenciar corresponden a los espaciadores ITS1, ITS2 y 5.8S. Los iniciadores se
encuentran anclados al 18S y al 26S respectivamente. Las flechas indican la posicidn aproximada
de los oligos utilizados en la amplificacién de la hebra del DNA a secuenciar.



A pesar de sus multiples ventajas, algunos autores han reportado ciertas
desventajas en la utilizacion de los ITS. Entre ellas destacan la inclusion de una
mezcla de copias paralogas (secuencias duplicadas) y ortélogas (variantes
congruentes con la especiacién) en los andlisis filogenéticos sin conocimiento
previo debido a una incompleta homogeneizacion por evolucién concertada. Esto
implica que las secuencias paralogas pueden no ser eliminadas y las relaciones
evolutivas inferidas no sean de los taxa sino de las copias (Hillis, 1994; Alvarez y
Wendel, 2003). A esto se le denomina “sorteo de linajes” (lineage sorting) y
provoca una incongruencia entre las filogenias de los taxones como consecuencia
de un sorteo aleatorio de polimorfismo ancestral. Sin embargo, si la tasa de
evolucion concertada es lo suficientemente alta (70% de los sitios), la familia
génica entera evoluciona como si fuera una Unica secuencia presente en maltiples
copias duplicadas (Sanderson y Doyle, 1992). Por lo tanto, las secuencias
paralogas con una alta tasa de evolucion concertada se comportan como si fueran
ortélogas y pueden ser utilizadas en la inferencia de relaciones de parentesco
entre taxones sin temor a estar reconstruyendo eventos de duplicacién génica en
lugar de eventos de especiacion (Sanderson y Doyle, 1992). Si a pesar de ello se
estuviera reconstruyendo un evento de duplicacion génica, las incongruencias
entre la filogenia obtenida, la morfologia, la biogeografia y la taxonomia se harian

evidentes.

Otro desventaja de la utilizacion de estos espaciadores es la presencia de
pseudogenes por degeneracion de las copias, los cuales pueden evolucionar de
forma independiente y a una tasa distinta de la de sus contrapartes funcionales
(Alvarez y Wendel, 2003). Las consecuencias filogenéticas de la existencia de
estos pseudogenes son inserciones y/o deleciones (indels) muy largos y en
especial cambios en la estructura de las secuencias, en el contenido de GC y en la
divergencia génica (Buckler y Holtsford, 1996; Buckler et al., 1997). No obstante,

los pseudogenes son faciles de identificar, particularmente por la incongruencia



con el resto de las secuencias y por la obtencién de ramas largas aisladas o
dificiles de colocar (Kita e Ito, 2000).

En este trabajo la utilizacion de los espaciadores de transcripcion interna del DNA
ribsomal nuclear como marcadores moleculares no nos parecio inapropiada
debido al buen comportamiento del locus y a que no se obtuvieron incongruencias
entre las hipotesis filogenéticas obtenidas y la morfologia de las especies, ni entre
esta Ultima y el habitat que ocupan. En la discusién se aborda mas ampliamente

este tema.



I1.IV ANALISIS Y RECONSTRUCCION FILOGENETICA

El término filogenia fue introducido por Haeckel en 1866 para designar el
desarrollo historico de los organismos. El intento de Haeckel por reconstruir los
linajes evolutivos se basaba en la idea de que el desarrollo embrionario
(ontogenia) recapitulaba el desarrollo evolutivo (filogenia), idea que quedd
plasmada es su frase célebre “la ontogenia recapitula la filogenia”. A pesar de que
esta idea tiene mucho de cierto lo condujo a filogenias incorrectas. Hoy en dia la
palabra filogenia se refiere a la historia evolutiva o al patrén de descendencia de
un grupo de organismos. Se basa en la idea de que la evolucion de los caracteres
permite la reconstrucciéon de las relaciones evolutivas entre las distintas especies,
reedificando la historia de su diversificacion, desde el origen de la vida en Tierra

hasta la actualidad.

Con el fin de establecer los fundamentos de la clasificacion biolégica surgieron
tres escuelas con ideas epistemolégicas distintas pero que comparten como base
metodoldgica el analisis de los caracteres taxondmicos: la Sistematica Evolutiva u
Evolucionista, la Fenética o Taxonomia Numérica y la Sistemética Cladistica o
Sistemética Filogenética (De Queiroz y Donoghue, 1988). Hennig (1965) formalizé
el concepto de sistemética filogenética refiriéendose al uso de caracteres derivados
o apomorficos compartidos para la reconstruccion de las relaciones de ancestria y

el agrupamiento de taxa con base en ancestria comun (Wiley et al., 1991).



Este trabajo se apoya en el método de reconstruccion de la sistematica cladistica
o sistematica filogenética, el método de sistematizacion de organismos mas
ampliamente utilizado en la actualidad (Morrone, 2001). Tiene su origen en la
biologia comparada y en la teoria de la evolucion y opera bajo el principio de que

existe una unica historia genealdgica que relaciona a todos los organismos:

Debido a que los caracteres son caracteristicas de los organismos, ellos
deben poseer un lugar en el arbol que representa esa historia; el lugar
propicio para un caracter en ese arbol es aquél en el que éste surgio en la
historia evolutiva. Un “arbol correcto” es aquél en el que los taxa estan
colocados correctamente y en orden genealdgico y los caracteres estan
localizados en el lugar histérico en el que surgieron (Wiley et al., 1991)

La sistematica filogenética parte de dos postulados basicos:

1) EI orden que reina en la jerarquia natural puede descubrirse y
representarse de manera eficaz mediante diagramas con ramificacion
divergente.

2) El orden se manifiesta en la distribucion de los caracteres derivados

compartidos por los organismos en jerarquias anidadas.

En la reconstruccion filogenética, primero se especifican las suposiciones de
cambio entre estados bajo el “criterio de optimalidad” y luego se estima la
topologia que mejor explique la distribucién entre caracteres, entre las unidades
de estudio (Page y Holmes, 1998). Los modelos de cambio entre estados que se
utilizan para medir las hipotesis (o topologias) y seleccionar los arboles 6ptimos
son los de parsimonia y los probabilisticos. Entre los primeros se encuentran los
denominados “sabores de parsimonia” Wagner (Wagner, 1961), Fitch (Fitch,
1971), Dollo (Le Quesne, 1972), Camin-Sokal (1965) y el método de parsimonia
de polimorfismos (Farris, 1978; Felsenstein, 1979). Entre los segundos se

encuentran los métodos de maxima verosimilitud y Bayesianos, los cuales



emplean los modelos de sustituciéon molecular: Jukes-Cantor (JC) (Jukes-Cantor,
1969), Kimura 2-parametros (K80) (Kimura, 1980), Felsenstein (F81) (Felsenstein,
1981), Hasegawa-Kishino-Yano (HKY85) (Hasegawa et al., 1985), Tamura-Nei
(TN93) (Tamura y Nei, 1993), Kimura de 3-pardmetros (K3P) y el modelo General
Time Reversible (GTR) (Travaré, 1986).

Los modelos de parsimonia miden la dispersion en términos de nimero de pasos
o de eventos de cambio extra que implica un arbol particular y el arbol mas corto
(el que menos pasos implica) es el que mejor describe los datos (Mabee, 1989).
Dentro de estos métodos se encuentra el de maxima parsimonia (MP). Cuando se
analizan datos moleculares, maxima parsimonia utiliza datos de secuencias de
nucelotidos y lleva a cabo analisis sitio-por-sitio. Para cada topologia de arbol
calcula el minimo nimero de cambios de nucle6tidos o de sustituciones que son
necesarios para explicar el patron de sitios observados. Se suma el nimero de
cambios sobre los sitios para obtener una estimacién de parsimonia para cada
topologia, y la que posea el menor numero de cambios es considerada como la
mas parsimoniosa (Alfaro et al., 2003). Los modelos probabilisticos, por el otro
lado, se basan en el concepto estadistico de verosimilitud como la probabilidad de
observar la coleccibn de datos si un arbol especifico fuese el verdadero
(Felsenstein 1981; Lewis, 1998). La dispersion se mide en funcién del acuerdo o
ajuste entre los datos observados, las predicciones calculadas por un arbol
particular y un modelo de cambio de probabilidad especifica. Bajo este enfoque, el
arbol 6ptimo es el de la maxima verosimilitud (Steel y Penny, 2000) o el de la
probabilidad posterior bayesiana mas alta (Rannala y Yang, 1996).

Cuando se utilizan métodos de parsimonia para seleccionar el mejor arbol, no es
necesario hacer una evaluacion a priori para estimar el mejor modelo pero si una
evaluacion a posteriori (ACCTRAN, DELTRAN, etc.) en funcion de las
transformaciones implicitas en el arbol optimo elegido (Grant y Kluge, 2004;

Kornet y Turner, 1999). Cuando se utilizan métodos probabilisticos, los modelos



de cambio son un pre-requisito para iniciar la reconstruccion filogenética. Se debe
hacer una evaluacion a priori para elegir la mejor hipétesis de cambio de estados,
la cual depende de un arbol de referencia que se genera al calcular una medida de
similitud total derivada de los datos y un algoritmo de “agrupamiento del vecino
mas cercano” o “neighbor joining” (De Luna et al., 2005). Programas como
ModelTest (Posada y Crandall, 1998) identifican el mejor modelo de cambio segun
la correspondencia de los datos y el arbol de referencia (Posada, 2003; Posada y
Crandall, 2001; Yang, 1997). Una vez elegido el mejor modelo, éste se aplica para
iniciar la busqueda del arbol 6ptimo en programas como PAUP* (Swoford, 2002) y
MrBayes (Huelsenbeck y Ronquist, 2001), los cuales miden la verosimilitud o las

probabilidades bayesianas de los arboles en competencia (De Luna et al., 2005)

Las medidas de confiabilidad en los analisis filogenéticos permiten identificar
arboles o partes de ellos que se encuentran bien apoyados por los datos y que
pueden ser adecuados en las inferencias bioldgicas evolutivas (Alfaro et al., 2003).
El método de confiabilidad mas utilizado ha sido el método de bootstrapping
(Efron, 1979), el cual involucra re-muestreos aleatorios con reemplazo de los
caracteres provenientes de los datos originales, con el fin de generar matrices de
datos idénticas en tamafio a la matriz original. Estas pseudoréplicas luego son
sujetas a las mismas busquedas filogenéticas que el conjunto de datos original. El
soporte de bootstrap de un grupo de interés se calcula como la proporcién de
veces que se obtiene el grupo en las pseudorépilcas (Alfaro et al., 2003). Otro
método de confiabilidad es el método de inferencia bayesiano, el cual combina la
probabilidad previa a la filogenia con la verosimilitud para producir una distribucion
de probabilidad posterior en el arbol, que puede ser interpretada como la
probabilidad de que una agrupacion sea correcta. A diferencia del método de
bootstrap que puede definirse como una medida de repetibilidad, la probabilidad
posterior bayesiana se define como la probabilidad de que un grupo sea

monofilético (Huelsenbeck et al., 2001).



lll. OBJETIVOS

GENERAL

Reconstruir la filogenia del clado Beaucarnea-Calibanus (Ruscaceae) basada en

las secuencias de los espaciadores de transcripcion interna (ITS) del nrDNA y con

base en ella, brindar las bases para determinar si las papilas de los surcos

estomaticos de las hojas de las especies del clado son una adaptacion a la

sequia.

PARTICULARES

+

Contribuir con la primer filogenia molecular del clado Beaucarnea-Calibanus
(Ruscaceae) y determinar si el grupo en estudio y los géneros que lo
integran son monofiléticos.

Proporcionar las bases moleculares para una revision taxondmica
exhaustiva del caldo.

Contribuir con secuencias de ITS de ambos géneros al banco de datos de
genes (GenBank) para su uso en estudios posteriores.

Utilizar la hipotesis filogenética inferida para determinar si la variacion
morfologica de los caracteres foliares en estudio podrian ser una
adaptacion al ambiente o si son producto de la cercania filogenética de las
especies.

Aportar iméagenes foliares de M.E.B. que contribuyan al conocimiento y
entendimiento de estas plantas y que sirvan de base para estudios
posteriores.

Aportar material herborizado de ambos géneros para la coleccién del
Herbario Nacional de México (MEXU), para su uso en biologia y en otras

areas del conocimiento.



IV. HIPOTESIS

FILOGENETICA

Si Beaucarnea y Calibanus son géneros hermanos que comparten un ancestro
comun, la posicion de los caracteres moleculares en los arboles filogenéticos
inferidos por los métodos de parsimonia y probabilisticos debe representar la

monofilia de los géneros Beaucarnea y de Calibanus.

ADAPTATIVA

Si las papilas en la periferia de los surcos estomaticos de las hojas de las especies
del clado son una adaptacién a las condiciones ambientales de precipitacion y/o
temperatura en que viven, esperamos observar una correlacion entre los
caracteres morfologicos de las papilas y las variables de precipitacion y/o
temperatura del habitat de las especies, independientemente de que las especies

pertenezcan a uno u otro clado.



V. JUSTIFICACION

La estrecha relacion que mantienen las plantas con el medio ambiente las hace
excelentes organismo de estudio en términos adaptativos. Las dicotiledoneas han
sido las plantas mas estudiadas por excelencia, pero existen otro tipo de plantas
igualmente importantes y completamente distintas como es el caso de las
monocotiledéneas. Es por ello que el estudio de los géneros Beaucarnea y
Calibanus resulta importante, ya que ademas de ser plantas monocotiledoneas
poseen una alta disparidad (diversidad morfolégica), un reducido numero de

especies y una distribucion practicamente restringida a México.

Los miembros del caldo Beaucarnea-Calibanus son muy importantes en la
supervivencia de una gran variedad de insectos, epifitas e incluso de hongos
micorrizicos (ver Cardel et al, 1997; Camargo-Ricalde et al., s/a) y
comercialmente hablando son también muy importantes debido a su alto valor
ornamental. Sin embrago, el estado de conservacion de las especies de
Beaucarnea es preocupante, ya que las plantas silvestres, particularmente los
individuos jévenes y las semillas, son sobrecolectadas para su venta y extraccion
ilegal del pais. Este problema es critico debido a la grave reduccion de las
poblaciones naturales, exponiéndolas a un estado de amenaza o de posible
extincion (Hernandez-Sandoval et al., 2001). La incapacidad para distinguir
claramente a las especies dificulta la implementacion de programas de
conservacion y la formulacién de leyes precisas y efectivas para su proteccion. Es
por esto que los trabajos taxondémicos y sistematicos resultan de suma
importancia. El presente estudio brinda una base esencial para una revision
taxondmica moderna del clado al utilizar datos de secuencias de nucleotidos;
también contribuye con informacién sobre datos morfoldgicos y ambientales Utiles

en los esfuerzos de conservacion.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Camargo%2DRicalde+SL%22%5BAuthor%5D

VI. MATERIAL Y METODOS

VI.I| COLECTA DE MUESTRAS

Se colectaron muestras de las especies de Beaucarnea y de Calibanus presentes
en el Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM (JB-IBUNAM) con el fin
de conocerlas y estandarizar las técnicas de extraccidn, amplificacion y
secuenciacion del nrDNA foliar. Posteriormente se realizaron viajes de colecta a
los sitios reportados con la presencia de las especies en forma silvestre
(Hernandez, 1992; Hernandez, 2001; Hernandez y Zamudio, 2003). Se realizé un
viaje a Puebla y a Oaxaca para la colecta de muestras de Beaucarnea gracilis, B.
stricta, B. purpusii, B. congesta y B. sanctomariana (aunque no pudieron
colectarse muestras de esta ultima especie). Se realizdé otro viaje al estado de
Guanajuato para colectar muestras de Calibanus hookerii, C. glassianus y
Beaucarnea compacta, y al estado de Tamaulipas por muestras de B. recurvata.
Uno mas al estado de Guerrero para colectar muestras de Beaucarnea hiriartiae;
otro a Quintana Roo por muestras de B. pliabilis; otro mas al estado de Chiapas
por muestras de B. goldmanii y un viaje a Guatemala para colectar muestras de B.
guatemalensis y B. goldmanii. El registro de las colectas se encuentra en la Tabla

2 y los datos de colecta en el Anexo 2.



Tabla 2. Registro de colecta de las muestras por especie de Beaucarnea y Calibanus
utilizadas en los analisis. Numero de colecta, especie de la que fueron tomadas las muestras
foliares, localidad de colecta, colector y fecha de colecta. JB-IBUNAM = Jardin Botanico del
Instituto de Biologia, UNAM.

No FECHA
Cole(;ta ESPECIE LOCALIDAD COLECTOR DE

COLECTA
B. stricta Puebla M. Olson 5-Mayo-04
B. hiriartiae Guerrero, Eduardo Neri M. Olson 5-Mayo-05
2 B. goldmanii JB-IBUNAM V. Rojas 13-Mar-06
3 B. recurvata JB-IBUNAM V. Rojas 13-Mar-06
4 B. hiriartiae JB-IBUNAM V. Rojas 13-Mar-06
5 C. hookerii JB-IBUNAM V. Rojas 13-Mar-06
6 B. stricta JB-IBUNAM V. Rojas 17-Mar-06
7 B. gracilis JB-IBUNAM V. Rojas 17-Mar-06
8 B. pliabilis JB-IBUNAM V. Rojas 17-Mar-06
9 B. gracilis Puebla, Tehuacan V. Rojas y R. Medina 7-Aug-06
10 B. gracilis Puebla, Zapotitlan V. Rojas y R. Medina 7-Aug-06
11 B. gracilis Puebla, Zapotitlan V. Rojas y R. Medina 7-Aug-06
14 B. purpusii Puebla, Zapotitlan V. Rojas y R. Medina 9-Aug-06
15 B. purpusii Puebla, Zapotitlan V. Rojas y R. Medina 9-Aug-06
16 B. purpusii Puebla, Zapotitldn V. Rojas y R. Medina 9-Aug-06
17 B. gracilis Puebla, Tehuacén V. Rojas y R. Medina 9-Aug-06
18 B. gracilis Oaxaca, Huajuapan V. Rojas y R. Medina 9-Aug-06
19 B. gracilis Oaxaca, Huajuapan V. Rojas y R. Medina 9-Aug-06
20 B. stricta Oaxaca, Cuicatlan V. Rojas y R. Medina 11-Aug-06
21 B. stricta Oaxaca, Cuicatlan V. Rojas y R. Medina 11-Aug-06
22 B. stricta Oaxaca, Cuicatlan V. Rojas y R. Medina 11-Aug-06
23 B. purpusii QOaxaca, Cuicatlan V. Rojas y R. Medina 11-Aug-06
24 B. purpusii QOaxaca, Cuicatlan V. Rojas y R. Medina 11-Aug-06
25 B. gracilis Oaxaca, Cuicatlan V. Rojas y R. Medina 11-Aug-06
26 B. purpusii Oaxaca, Cuicatlan V. Rojas y R. Medina 11-Aug-06
27 C. hookeriii Guanajuato V. Rojas y M. Olson 04-Sep-06
38 B. recurvata Tamaulipas, Antigua Morelos | V. Rojas y M. Olson 08-Sep-06
29 B. recurvata Tamaulipas, Antiguo Morelos | V. Rojas y M. Olson 08-Sep-06
30 B. recurvata Tamaulipas, Antiguo Morelos | V. Rojas y M. Olson 08-Sep-06
31 B. compacta Guanajuato, Xichu V. Rojas y M. Olson 10-Sep-06
32 B. compacta Guanajuato, Xichu V. Rojas y M. Olson 10-Sep-06
33 B. compacta Guanajuato, Xichu V. Rojas y M. Olson 10-Sep-06
34 C. glassianus Guanajuato, Xichu V. Rojas y M. Olson 10-Sep-06
35 C. glassianus Guanajuato, Xichu V. Rojas y M. Olson 10-Sep-06
36 C. glassianus Guanajuato, Xichu V. Rojas y M. Olson 10-Sep-06
E-424 | B. hiriartiae Guerrero, Cafion del Zopilote | R. Medina 23-Aug-06
E-425 | B. hiriartiae Guerrero, Carién del Zopilote | R. Medina 23-Aug-06
E-426 | B. hiriartiae Guerrero, Carién del Zopilote | R. Medina 23-Aug-06
44 B. pliabilis Quintana Roo A. Cervantes 29-Dic-06
1004 | B. guatemalensis | Guatemala J.C. Montero, L. Trejo, M. Véliz | 31-Ene-07
1033 | B. guatemalensis | Guatemala J.C. Montero, L. Trejo 05-Feb-07
5 B. goldmanii Guatemala, Alta Verapaz L. Trejo 05-Feb-07
1103 | B. goldmanii Chiapas M. E. Olson 14-May-07
1124 | B. congesta Oaxaca, Nizanda M. E. Olson 20-May-07




A. MUESTRAS PARA EXTRACCION DE DNA

Se colectaron las hojas mas jovenes posibles del centro de 1 a 2 rosetas por
individuo (2 a 3 individuos por poblacién) y se colocaron en silica gel dentro de
pequenas bolsas de plastico con sellado hermético con el fin de deshidratar el
tejido inmediatamente. Se rotularon debidamente y se guardaron para ser
procesadas en el laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Biologia,
UNAM.

B. MUESTRAS PARA HERBARIO

Se colectaron cuatro hojas maduras que ya habian alcanzado el maximo
crecimiento en la roseta. Se prensaron, rotularon y se fotografié cada individuo
colectado en el campo (registro particular). Las muestras se enviaron al
Herbario Nacional MEXU.

C. MUESTRAS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (M.E.B.)

Se colectaron dos hojas maduras por especie de 1 0 2 rosetas y se colocaron
en alcohol al 70% para iniciar su deshidratacion y posteriormente fueron
procesadas en el laboratorio de Microscopia Electronica de Barrido del Instituto
de Biologia, UNAM.



VI.I ESTUDIO MOLECULAR

A. SELECCION DEL GRUPO EXTERNO:

El clado Nolina-Dasylirion fue seleccionado como grupo externo debido a que es el
clado hermano de Beaucarnea y Calibanus, segun los diversos estudios de
Agavaceae (Dahlgren et al., 1985; Alvarez de Zayas, 1987; Duvall et al.,1993;
Eguiarte et al., 1994; Eguiarte, 1995; Bogler, 1995; Hernandez, 1995; Bogler y
Simpson, 1996) (Figura 14) y de Ruscaceae/Convallariaceae (Rudall et al.,

2000a). Los cuatro géneros conforman a las Nolinoides (antes Nolinaceae).

Figua 14. Filogenia de Agavaceae basada en variaciones de las secuencias ITS del rDNA
(Bogler y Simpson, 1996). Las especies enmarcadas con------- corresponden al clado
Beaucarnea-Calibanus. Las especies enmarcadas con corresponden al clado Nolina-
Dasylirion.




Las secuencias de las especies del clado y del grupo externo previamente
publicadas en GenBank fueron utilizadas para comparar las secuencias obtenidas
en este trabajo, asi como para delimitar a los espaciadores de transcripcion
interna del nrDNA y a los genes codificantes 18S, 5.8S y 26S; estas secuencias no
fueron incluidas en los analisis. En la Tabla 3 se encuentran las especies

obtenidas del GenBank y su numero de acceso.

Tabla 3. Niamero de acceso a las secuencias ITS de las especies de Beaucarnea, Calibanus,

Dasylirion y Nolina obtenidas del GenBank. * = Especies del grupo externo.

Especie ACCESO A GENBANK ACCESO A GENBANK
ITS1 ITS2
B. purpusii Rose U24006 U24026
B. recurvata Lem u24007 u24027
C. hookerii Trel u24009 U24029
*D. berlandieri u24011 U24032
*D. longissimum U24012 U24033
*D. wheeleri u24014 U24035
*D. texanum U24013 U24034
*N. nelsonii U23986 U24045

*N. lindheimeriana U23985 u24044




B. EXTRACCION DEL DNA GENOMICO

Se probaron distintos protocolos de extraccion siendo el mas satisfactorio el de
Edwards et al. (1994) con adicion de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (24:24:1)
(Olson, 2002). Se pesaron 0.05 mg de tejido previamente deshidratado con silica-
gel y se pulverizé con nitrogeno liquido. Se lis6 el tejido con 700ul de buffer de
extraccion (Tris 1M HCI Ph 7.5; NaCl 5M; EDTA 0.5M Ph 8.0; SDS 10%; ddH20) y
se solubilizaron las proteinas, los polisacaridos y el detergente con 700ul de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (24:24:1). Se precipito el DNA con 700ul de
isopropanol previamente enfriado, se lavo el extracto con 700 ul de alcohol al 70%,
se resuspendié con 40 ul de ddH,O y se digirié con 2 ul de RNAasa (RNAase,
QIAGEN).

C. AMPLIFICACION DE LA REGION ITS1-5.8S-ITS2 DEL nrDNA POR PCR Y
PURIFICACION DEL PRODUCTO

Se probaron los oligos utilizados por Bogler y Simpson (1996) para amplificar la
region completa ITS1-5.8S-ITS2 y los pares de oligos ITS1/ITS3 e ITS2/ITS4 para
amplificar las regiones ITS por separado (ITS1 e ITS2), pero no se obtuvieron
resultados satisfactorios en la mayoria de las muestras. A continuacion se
probaron los oligos AB101 (5-ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG-3') ¥ AB102 (5-
TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC-3') (Douzery et al., 1999), los cuales resultaron
satisfactorios para todas las muestras. Estos oligos se anclan al gen 18S y 26S

respectivamente.

Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen final de 50ul conteniendo
31ul de ddH,0, 5ul de Buffer de PCR 10x (PCR buffer, QIAGEN), 10ul de Solucién
Q 5x (Q-solution, QIAGEN), 1ul de mezcla de dNTPs (dNTP-mix, QIAGEN)
conteniendo 10Mm de cada dntp (datp, dgtp dttp dctp), 0.5ul de MgCl, 25Mm



(QIAGEN), 0.5 pl de cada iniciador 10umol/L (AB101 y AB102), 0.5ul de polimerasa
de DNA con 5 unidades/ul (taq DNA polymerase, QIAGEN) y 1ul de DNA extraido.
El programa de PCR se llevé a cabo en un termociclador (DNA Engine Peltier
Thermal Cyclers, Bio Rad) y consistié de un calentamiento inicial de 94°C durante
2 seg para iniciar la desnaturalizacion del DNA y 35 ciclos constituidos por 94°C
durante 40 seg para desnaturalizar el DNA y lograr la completa separacion de las
hebras; 48°C durante 1 min para alinear los iniciadores y 72°C durante 1 min para
polimerizar la nueva hebra. Al final de los 35 ciclos la temperatura se mantuvo en
72°C durante 3 min para permitir que las nuevas hebras terminaran de
polimerizarse y finalmente se mantuvo a 4°C hasta ser removido del termociclador.
Los productos de PCR fueron visualizados mediante una electroforesis con gel de
agarosa previamente tefiido con bromuro de etidio a través de un transiluminador
de electroforesis con luz ultra violeta (Kodak EDAS 290 High Performance
Ultraviolet Transilluminator). Una vez lograda una amplificacion satisfactoria, se
prosiguié con la purificacion de los productos mediante el kit de purificacién
QIAquick PCR Purification kit de QIAGEN.

D. REACCION DE SECUENCIACION Y PURIFICACION DEL PRODUCTO

Se realizaron dos reacciones de secuenciacion por muestra, una con el iniciador 5’
y otra con el iniciador 3’. Cada reaccion de secuenciacién fue realizada en un
volumen final de 10ul conteniendo 2ul de ddH-0, 2ul de BigDye® (Terminator v3.1
Cycle 2.5x Sequence Buffer, Applied Biosystems), 1ul de cada iniciador (AB101 y
AB102)10umol/L y 3ul de DNA purificado. EI Programa de PCR de 24 ciclos
consistié de 96°C durante 1 seg para desnaturalizar el DNA, 48°C durante 5 seg
para alinear los iniciadores marcados con BigDye, y 60°C durante 4 min para
polimerizar las hebras. Al final de los 24 ciclos la temperatura se mantuvo a 4°C
hasta ser removido del termociclador. Los productos fueron purificados con



QlAprep Spin Miniprep kit de QIAGEN, liofilizados y analizados en un secuenciador
de DNA automatico ABI.

E. ALINEACION DE LAS SECUENCIAS DE LA REGION COMPLETA

Las secuencias fueron editadas con el programa Sequencher 4.6 (1991-2006,
Gene Codes Corporation) y alineadas manualmente con el programa Se-Al
(v2.0a11, Rambaut, 2002). Los limites de las secuencias entre las dos regiones
del ITS y las tres regiones codificantes (18S, 5.8S y 26S) del nrDNA fueron
determinadas al comparar las secuencias publicadas en GenBank de Beaucarnea
purpusii Rose (Hernandez, ITS1: U24006; ITS2: U24026), Beaucarnea recurvata
Lem (Bogler, 1TS1:U24007; ITS2: U24027) y Calibanus hookerii Trel (Hernandez,
ITS1: U24009; ITS2: U24029). Con el fin de evitar ambiguedades por informacion
imprecisa obtenida por el secuenciador en las regiones del 26S y 18S del nrDNA
de algunas muestras, se estandarizé el tamano de todas las secuencias de
acuerdo al tamano de las secuencias del GenBank (ITS1 = 243 a 247 pb, ITS2 =
226 a 230 pb).

F. ANALISIS FILOGENETICO DE LAS SECUENCIAS

Se realizaron analisis de parsimonia, bayesianos y de maxima verosimilitud con el
fin de comparar las topologias 6ptimas y sustentar la hipotesis filogenética. El
criterio de optimalidad de parsimonia se emple6 con el programa PAUP* version
4.0b10 (Swofford, 2002) en una computadora Macintosh. Todos los caracteres
fueron tratados como no ordenados y con pesos iguales. Se condujeron
busquedas heuristicas usando 1,000 réplicas de adicidn al azar reteniendo 100
arboles en cada paso. El algoritmo de intercambio de ramas TBR (tree bisection
and reconnection) se utilizé para encontrar el arbol mas corto en todos los analisis.

El apoyo de ramas fue evaluado usando PAUP* con 1,000 réplicas de bootstrap



(Felsenstein, 1985), con las opciones TBR en busqueda heuristica con una

secuencia de adicién simple.

Para el analisis de maxima verosimilitud (MV) (maximum likelihood; ML) se eligio
el mejor modelo de evolucion de DNA para los datos de entre 56 modelos
anidados usando el programa ModelTest v3.7 (Posada y Crandall, 1998). El
modelo que mejor explico los datos de acuerdo al criterio de informacion de Akaike
fue el modelo General de Tiempo Reversible (general time reversible; GTR) con
una proporcion estimada de sitios invariables y una tasa de heterogeneidad con
distribucion gamma (GTR+I+I", I" shape = 0.4609, p[inv] = 0.000). Las busquedas
de MV se llevaron a cabo con el programa GARLI 951-GUI (Zwickl, 2006). Se
realizaron tres repeticiones a partir de arboles iniciales aleatorios utilizando las
opciones predeterminadas. Para medir el soporte de clados bajo MV se generaron
1 000 réplicas de bootstrap no paramétricas. Con el fin de obtener una estimacion
adicional de soporte de clados se condujo una inferencia bayesiana utilizando el
mismo modelo molecular que en MV. Se condujeron simultdneamente cuatro
cadenas de Markov iniciando a partir de un arbol aleatorio por 1 000 000
generaciones utilizando el programa MrBayes v.3.04 (Huelsenbeck y Ronquist,
2001), salvando un arbol cada 100 generaciones. La asintota (estasis) fue
valorada visualmente mediante el software StartView v.4.5 (Abacus Concepts,
Berkeley, CA, USA). Los arboles anteriores al estasis fueron excluidos y los
arboles restantes fueron utilizados para calcular las probabilidades posteriores

bayesianas (PP).



VLIII ESTUDIO MORFOLOGICO

A. VARIABLES BIOCLIMATICAS

Se asignaron variables bioclimaticas a cada registro de localidad georeferenciada
mediante la extension GetGrid del Sistema de Informacion Geografico ArcView 3.2
(ESRI 1999) con la colaboracion de la Dra. Patricia Feria Arroyo de la FES
Zaragoza, UNAM. La escala considerada fue la extension de México con una
resolucion de grano de 0.0833 (aprox. 1x1 km) por celda. Todas las capas de
datos fueron acortadas a la extension de México por lo que la proyeccién, el
tamano de celda y la extensién espacial fueron consistentes a lo largo de las

capas. Las variables ambientales fueron tomadas del programa Worldclim

(Hijmans et al., 2005) (Tabla 4).

Tabla 4. Variables bioclimaticas utilizadas en el estudio con su abreviatura (Worldclim:

Hijmans et al., 2005).

ABREVIATURA | VARIABLE AMBIENTAL

PCF Precipitacion en el Cuarto mas Frio del afio

PCC Precipitacion en el Cuarto mas Calido del afio

PPS Precipitacion en el Cuarto mas Seco del afio

PPL Precipitacion en el Cuarto mas Humedo del afio

EP Precipitacion Estacional (Coeficiente de Variacion)

PA Precipitacion en el Mes mas Seco del afo

PPLL Precipitacion en el Mes mas Humedo del afio

TPA Precipitacion Anual

TPCF Temperatura Media en el Cuarto mas Frio del afio
TPCC Temperatura Media en el Cuarto mas Calido del afio
TPCS Temperatura Media en el Cuarto mas Seco del afio
TPCLL Temperatura Media en el Cuarto mas Humedo del afio
OAT Rango Anual de Temperatura (TMPPF-TMPPC)
TMPPF Temperatura Minima del Mes mas Frio del afio
TMPPC Temperatura Maxima del Mes mas Calido del afo

ET Temperatura Estacional (desviacion estandar *100)
ISO Isotermalidad (OAT/ODT) (* 100);

oDT Media del Rango Diurno [Media mensual (temp max —temp min)]
TA Temperatura Media Anual




B. MICROFOTOGRAFIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Se tomaron microfotografias de la superficie de las hojas de las especies de

Beaucarnea y de Calibanus colectadas en el campo y en el Jardin Botanico (JB-
UNAM) con un Microscopio Electrénico de Barrido (M.E.B.) de alto vacio (HITACHI

S-2460N Scanning Electron Microscope) en el laboratorio de Microscopia

Electrénica del Instituto de Biologia, UNAM, con la ayuda de la M. en C. Berenit

Mendoza Garfias. El procedimiento para preparar las muestras fue el siguiente:

Se cortaron muestras de hoja de cada especie colectada de
aproximadamente 5 mm de alto por el ancho de la hoja y se colocaron en
tubos viales con alcohol al 70% para iniciar la deshidratacion del tejido y
posteriormente al 100% para deshidratarlas completamente.

Se sustituyé completamente el alcohol absoluto de cada muestra por CO;
liguido en una camara de punto critico, la cual aumenta la presioén y la
temperatura hasta el punto en el que el CO, pasa del estado liquido al
gaseoso (punto critico), sin modificar la estructura celular de la muestra. A
continuacion se bajo la presion completamente y se obtuvieron las
muestras plenamente deshidratadas e integras estructuralmente.

Una vez deshidratadas las muestras se montaron en porta-muestras de
aluminio con cinta de carbon adherible y se cubrieron de oro mediante una
evaporadora de oro EMITECH, la cual rocia una capa de oro de > 20u
sobre la superficie de la muestra. Esta capa provee de una mayor
resolucion de la toma fotografica debido a que vuelve conductiva a la
superficie permitiendo que forme parte del flujo de electrones, los cuales al
chocar se difractan con mayor facilidad (M. Olson y B. Mendoza, com.
pers).

A continuacién se introdujo cada muestra bafiada en oro en el M.E.B. a 15

kv y se tomaron microfotografias a los aumentos: 70x, 125x, 300x, 700x,



1.0x, 1.5x, 2.5x con el fin de observar el arreglo de los surcos, criptas

estomaticas y papilas.

v. Los negativos fueron escaneados y las imagenes fueron procesadas para

construir las laminas.

C. CARACTERES MORFOLOGICOS

Se eligieron como caracteres morfologicos el diametro y la longitud de las papilas

de los surcos estomaticos, con el fin de determinar si estos caracteres responden

a las condiciones climaticas en que viven las plantas. En las Figuras 15y 16 se

muestran imagenes de Microscopia Electrénica de Barrido (M.E.B.) y de

microscopia Optica de una papila foliar y se indica dénde fueron tomadas las

medidas.

Figura 15. Imagen de M.E.B. de
Beaucarnea stricta. Se muestra una
papila foliar y con lineas blancas donde
fueron tomadas las medidas.

e

Figura 16. Imagen de microscopia
Optica de Beaucarnea guatemalensis.
Se muestra una papila foliar y con lineas
negras dénde fueron tomadas las
medidas

Las medidas de las papilas se realizaron a partir de los negativos escaneados de

las  microfotografias con  ayuda

del

programa Image J 1.38x

(http://rub.info.nih.goV/ij). Todas las medidas se estandarizaron de acuerdo a la

escala a la que fueron tomadas las microfotografias.


http://rub.info.nih.gov/ij/

Las hojas de las especies que no presentaron papilas se midieron a través de
cortes transversales con ayuda de un microscopio compuesto Zeiss con
micrometro ocular con escala graduada en décimas de milimetros. En la Figura 17
se muestra una imagen de microscopia optica de Beaucarnea pliabilis y se indica
en dénde fueron tomadas las medidas, como estas plantas carecen de papilas, lo
que se midié fue el borde que sobresale de la superficie cuticular de las células
presentes en la periferia de los surcos estomaticos, lo anterior con el fin de hacer
equivalentes las medidas con respecto a las especies que si presentan papilas. En
la Figura 18 se encuentra una imagen de microscopio Optico de Beaucarnea
purpusii para mostrar como se observan las papilas en las especies que las

presentan. Las mediciones fueron hechas bajo un aumento de 100x.

Longitud y diametro de la Estomas en corte Surco estomatico
superficie cuticular. transversal.

Estomas en corte

Células transversal Papilas

acompanantes.

Figura 17. Imagen de microscopia 6ptica Figura 18. Imagen del microscopio
de Beaucarnea pliabilis. Se muestra donde Optico de Beaucarnea purpusii en la que
fueron tomadas las medidas. se muestran los surcos estoméaticos con

papilas.

Una vez colectados todos los datos, se obtuvo el promedio del diametro y de la
longitud de las papilas por especie. A continuacion se sometieron a un analisis de
correlaciéon bivariado con ayuda del programa JMP IN v5.1 (©1989-2003, SAS

Institute, Cary, NC) junto con las variables bioclimaticas con el fin de determinar si



existia una relacion entre las condiciones ambientales de precipitacion y de
temperatura en que viven las plantas, y el diametro y longitud de las papilas de los
surcos estomaticos. Los valores de correlacion cercanos a la unidad (|1|) y con un
valor de significancia de p=0.001 (***), p=0.05 (**) o p=0.1 (*) fueron considerados

como evidencia de correlaciéon entre las variables.

D. METODO COMPARATIVO Y FILOGENIA

Nos interesaba saber si los caracteres morfologicos, diametro y longitud de las
papilas de las hojas de las especies en estudio, eran producto de adaptacion a las
condiciones ambientales de temperatura y/o precipitacion, pero para ello
necesitabamos saber primero si violdbamos o no el requisito de independencia
estadistica en nuestros analisis, es decir, necesitabamos estar seguros de que la
similitud entre los caracteres morfolégicos no se debia a que las especies son
descendientes de un ancestro comun (lo que se denomina efecto filogenético).
Para poder tomar en cuenta las relaciones de parentesco entre los organismos,
utilizamos un método comparado filogenetico (MCF) desarrollado por la Dra.
Rebeca Aguirre Hernandez de la Facultad de Medicina, UNAM, el cual permite
identificar similitud significativa entre miembros de clados. Es similar a otros MCF
(Stearns, 1983; Giannini, 2003) pero se diferencia en que unicamente se basa en
la topologia y no en el largo de ramas; lo anterior con el fin de evitar suposiciones
de tiempo y modo evolutivo que no pueden ser probadas al ser imposibles de
distinguir en un arbol filogenético (como anagénesis gradualista vs cladogénesis

puntuacional) (Olson y Aguirre, en preparacion).

El desarrollo del método consistid en obtener el valor de correlacion de la variable
climatica y del caracter morfologico mas significativo y de evaluarlos con la
hipotesis filogenética del clado generada con el modelo de maxima verosimilitud

en este trabajo. Lo anterior se logré mediante la inclusion de variables indicadoras



de clado o dummies, las cuales representan membresia en cada clado en el grupo

de interés.

Se construyeron tantos modelos de regresion como numero de variables
indicadoras de clado. En este caso, ajustamos 6 regresiones multiples; cada
variable morfolégica como variable de respuesta y como variables independientes
una variable ambiental y una variable indicadora de clado. Las regresiones
multiples se ajustaron en el ambiente computacional R (R Development Core

Team, 2007). El modelo de regresion tuvo la siguiente forma:

Iny = Bo + B1x1 + Pox2

Donde, In y = logaritmo natural del caracter morfolégico en cuestidon, B, =

intercepto; B4 = pendiente asociada a x4; x4 = variable climatica en cuestion; B,

pendiente asociada a xg; X2 = variable indicadora de clado.

Finalmente, se evalud la significancia de las variables indicadoras de clado y se
determind la existencia de efecto filogenético asociado al caracter y a la variable
climéatica en cuestién, bajo la premisa de si la probabilidad (p) del coeficiente
asociado con x; es significativa, se concluye que existe efecto filogenético, es
decir, que la membresia en un clado ayuda a explicar la variacion en la variable de

respuesta.

En resumen, primero se observd qué variables morfolégicas y ambientales
estaban mas correlacionadas (correlacion de Pearson), para aquellas variables de
correlacion significativa se ajustaron los modelos de regresion multiple tomando en
cuenta la filogenia, lo anterior con el fin de saber si dicha correlacion se asociaba
al ambiente o a que las especies se encuentran cercanamente emparentadas, es
por ello que construimos variables indicadoras de clado (dummies) y las

sometimos a regresiones multiples con cada una de las variables ambientales



como variables independientes. A continuacién evaluamos la significancia de [3,, si
B2 resultaba significativa, se determinaria que la membresia en un clado ayuda a
explicar la variacion en la variable de respuesta, y no unicamente la variable
ambiental. Si B2 no resultaba significativa, se determinaria que la variable
ambiental ayuda a explicar la variacion en la variable de respuesta (variable
morfoldgica), es decir, que la relacion entre las variables puede explicarse por
adaptacion al ambiente.



VIl. RESULTADOS

VII.I ANALISIS MOLECULARES

A. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

El tamafio total de la matriz de las secuencias alineadas (ITS1-5.8S-ITS2) fue de
643 pb. Las secuencias ITS1 midieron de 248 pb, las secuencias ITS2 midieron de
232 pb (dentro del rango reportado por Baldwin et al., 1995 y Bogler y Simpson,
1996) y la regién codificante midié 163 pb (Anexo 3). Fue necesario considerar 13
eventos de insercién/delecion para alinear las secuencias. El contenido de G + C
fue de 68% (similar a lo reportado por Bogler y Simpson, 1996). La divergencia
nucleotidica entre pares de secuencias de la region ITS1-5.8S-ITS2 se encuentra
en el rango de 0% - 16% con el valor mas alto entre las secuencias de Nolina
nelsonii y Calibanus hookerii (0.156). Dentro del grupo interno la divergencia
nucleotidica se encuentra en el rango de 0% - 6% con el valor mas alto entre las
secuencias de Beaucarnea pliabilis y Beaucarnea recurvata (B.rec), B. congesta
(B.con), B. hiriartiae (B.hir), B. compacta (B.com), Calibanus glassianus (C.gla) y
C. hookerii (C.hoo); entre las secuencias de Beaucarnea guatemalensis (B.gua) y
Calibanus hookerii; entre las secuencias de B. gracilis (B.gra) y B. pliabilis
(B.pliabJB) y entre las secuencias de B. purpusii (B.pur) y B. pliabilis (B.pliQR).
Entre Calibanus glassianus (C.gla) y Beaucarnea compacta (B.com), B. goldmanii
(B.gol) y B. guatemalensis (B.gua), B. pliabilis (B.pliQR), B. guatemalensis (B.gua)
y B. goldmanii (B.gol), la divergencia nucleotidica fue nula (Tabla 5).



Tabla 5. Niamero de sustituciones por 100 sitios de ITS1-5.8S-ITS2 en Nolinoides, segun el
modelo GTR+I+I. B.rec =

Beaucarnea recurvata, B.con =

Beaucarnea congesta, B.hir

Beaucarnea hiriartiae, B.com = Beaucarnea compacta, C.gla = Calibanus glassianus, C.hoo

Calibanus hookerii, B.gua = Beaucarnea guatemalensis, B.gol = Beaucarnea goldmanii, B.pliQR

Beaucarnea pliabilis Quintana Roo,

B.pliJB = Beaucarnea pliabilis Jardin Botanico, B.strO

Beaucarnea stricta Oaxaca, B.strP = Beaucarnea stricta Puebla, B.strJB = Beaucarnea stricta

Jardin Botanico, B.gra = Beaucarnea gracilis, B.pur = Beaucarnea purpusii, N.nel = Nolina nelsonii,

D.ber = Dasylirion berlandieri. En negritas se marcan los valores mas altos y mas bajos.

B.pli B.pli B.str B.str B.str N.
B.rec B.con B.hir B.com C.gla C.hoo B.gua B.gol QR JB Oax Pue JB B.gra B.pur nel
B.rec 0
B.con 0.02
B.hir 0.02 0.02
B.com 0.01 0.02 0.03
C.gla 0.01 0.02 0.03 0
Choo 002 0.02 003 0.01 0.01
B.gua 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.06
B.gol 0.05 005 0.05 0.05 0.05 0.06 0
B.pliQR 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0 0
B.pliJB 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 001 001 O
B.strtO 0.01 0.01 002 0.02 0.02 0.02 005 0.05 0.05 0.05
B.strP 0.02 002 0.02 002 002 0.02 0.05 0.05 0.05 005 0.01
B.strJB 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 005 0.05 005 0.05 0.01 0.01
B.grac 0.01 0.01 0.02 0.02 0.02 0.02 005 0.05 005 006 0.01 0.01 0.01
B.pur 002 002 O 0.03 0.03 0.03 005 0.05 0.06 0.06 0.02 0.02 0.02 0.02
N.nel 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.16 0.15 0.15 0.15 0.15 0.14 0.14 0.14 0.15 0.15
D.ber 0.1 0.1 01 011 0.11 0.11 0.2 0.12 0.12 0.12 0.1 0.1 0.1 0.11 0.1 0.14




B. ANALISIS FILOGENETICO

La matriz de datos contuvo 38 taxa y 642 caracteres de los cuales 106 resultaron
parsimoniosamente informativos (63 de ITS1, 36 de ITS2 y 2 de 5.8S). A partir de
estos datos, el andlisis de parsimonia encontr6 3 arboles mas parsimoniosos
(L=137, CI=0.832, RI 0.955). El arbol de consenso estricto se muestra en la
Figura 19. El andlisis de maxima verosimilitud (MV) eligié un arbol con un valor de
-Ln=1769.96804 (Figura 20), cuya topologia es congruente con el andlisis de
maxima parsimonia (MP) y cuyo filograma se muestra en la Figura 21. El andlisis
bayesiano se estabiliz6 a las 40 000 generaciones. Los 400 arboles iniciales
fueron descartados y los 9 600 restantes fueron utilizados para calcular las
probabilidades posteriores bayesianas (los valores se muestran en el arbol de MV,
Figura 20). Las topologias obtenidos con base en las secuencias de ITS apoyan
la monofilia de la asociacién Beaucarnea-Calibanus (BP'=99%; BMV?=95%:;
PP3=0.99). Los andlisis de las secuencias suministraron un fuerte apoyo a la
presencia de dos grandes clados en este grupo. Uno de ellos corresponde a las
especies que crecen en los bosques humedos de Chiapas, de la Peninsula de
Yucatan, Guatemala, Honduras y El Salvador, constituido por Beaucarnea
goldmanii, B. pliabilis y B. guatemalensis (BP=100%; BMV=100%; PP=1.0). El otro
corresponde a las especies del Altiplano Sur, la Sierra Madre Oriental, el Valle de
Tehuacan-Cuicatlan y la Depresion del Balsas, constituido por Beaucarnea
gracilis, B. purpusii, B. stricta, B. hiriartiae, B. recurvata, B. congesta, B. compacta,
Calibanus glassianus y C. hookerii (BP= 99%; BMV=78%; PP=0.99). En la Figura
22 se muestra el filograma simplificado con el fin de mostrar los caracteres
morfologicos y la distribucion de las especies.

! Bootstrap de Parsimonia
? Bootstrap de Maxima Verosimilitud
® Probabilidades Posteriores
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Figura 19. Arbol de consenso estricto de maxima parsimonia (MP) (L=137, CI=0.832, RI
0.955). Los nimeros sobre las ramas indican el soporte de bootstrap. A: Clado constituido por
las especies mexicanas. B: Clado constituido por las especies centroamericanas y del sur de
México. Con las iniciales se denotan los estados y con los nimeros se indican las muestras por
especie de distintos individuos de una misma poblacion. JB=Jardin Botanico, IBUNAM.
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Figura 20. Arbol de méaxima verosimilitud (MV) (GTR+I+T", I shape = 0.4609, p[inv] = 0.000)
(-Ln = 1769.96804). Los numeros sobre las ramas indican el soporte de bootstrap y los
nameros debajo de las ramas indican las probabilidades posteriores bayesianas >95% de
1,000,000 generaciones. A: Clado constituido por: Aa = B.compacta-C.glassianus-C.hookerii;
Ab = B.gracilis-B.recurvata-B.congesta; Ac = B.hiriartiae-B.purpusii; Ad = B.stricta; B = Clado
compuesto por: B.goldmanii-B.guatemalensis-B.pliabilis. Con las iniciales se denotan los
estados y con los numeros se indican las muestras por especie de distintos individuos de una
misma poblacion. JB=Jardin Botanico, IBUNAM.
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Beaucarnea compacta
Calibanus glassianus
Calibanus hookerii

Beaucarnea gracilis

Beaucarnea recurvata
Beaucarnea congesta

Beaucarnea hiriartiae
Beaucarnea purpusii

Beaucarnea stricta

Beaucarnea goldmanii
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Figura 21. Filograma de maxima verosimilitud (GTR+I+I', I" shape = 0.4609, p[inv] = 0.000)
(-Ln = 1769.96804). En la parte inferior izquierda se encuentra la medida base para el largo de
ramas (0.005 substituciones/sito). Se indican los integrantes de cada uno de los clados. Las
iniciales denotan los estados donde fueron colectadas las muestras y con los nimeros se
indican las muestras por especie de distintos individuos de una misma poblacion. JB=Jardin
Botanico, IBUNAM.
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Figura 22. Filograma de MV simplificado. Se exhibe Unicamente una muestra por
especie del grupo interno. En la parte inferior izquierda se encuentra la medida base
para el largo de ramas (0.005 substituciones/sito). Las imagenes de M.E.B. muestran

los caracteres en estudio por especie y a su lado derecho la localidad de colecta.



C. ANALISIS DE LOS CLADOS

CLADO A, CONFORMADO POR:
Aa. B. compacta - C. glassianus - C. hookerii
Ab. B. gracilis - B. recurvata - B. congesta
Ac. B. hiriartiae - B. purpusii
Ad. B. stricta.

Aa. B. compacta - C. glassianus - C. hookerii

Este clado aparece anidado dentro de Beaucarnea en todos los analisis (BP=98%;
BMV=94%; PP=1.0). Beaucarnea compacta y Calibanus glassianus aparecen en
politomia; no existen diferencias en las secuencias de esta region entre las

especies.

Ab. B. gracilis - B. recurvata - B. congesta

Este clado se rescata bajo el analisis de maxima verosimilitud (BMV=58%) aunque
bajo el analisis de maxima parsimonia aparece en politomia (BP=99%). La
monofilia de Beaucarnea gracilis fue evidente en los tres andlisis (BP=87%;
BMV=91%; PP=1.0). No hay diferencias en las secuencias de este locus entre
Beaucarnea gracilis de Puebla, Oaxaca y del Jardin Botanico. El clado
Beaucarnea recurvata - B. congesta se apoya con el analisis de maxima
verosimilitud y bayesiano (BMV=90%; PP=1.0). Bajo el criterio de maxima
parsimonia aparece en politomia y bajo el criterio de maxima verosimilitud aparece
como clado hermano de Beaucarnea gracilis (BMV=58%). No existen diferencias
en las secuencias de esta region entre B. recurvata de Tamaulipas y del Jardin
Botanico.



Ac. B. hiriartiae - B. purpusii

Esta asociacion es monofilética (BP=100%; BMV=97%; PP=1.0). No existen
diferencias entre las secuencias de Beaucarnea hiriartiae de Guerrero y del Jardin
Botanico (BP=63%; BMV=83%). Beaucarnea purpusii de Oaxaca aparece como
especie hermana de B. hiriartiae en todos los analisis. Bajo el criterio de
parsimonia este clado es hermano de Beaucarnea stricta, aunque el soporte es
bajo (>50).

Ad. B. stricta

Las topologias obtenidas apoyan la monofilia de esta especie (BP=51%;
BMV=58%; PP=0.98). Entre Beaucarnea stricta de Puebla y de Oaxaca existe una
pequefia distancia nucleotidica (BP=73%; BMV=80%; PP=1.0). De acuerdo al
analisis de parsimonia este clado es hermano del clado Beaucarnea hiriartiae-B.

purpusii aunque el soporte de confiabilidad es bajo (>50).

CLADO B, CONFORMADO POR:

B. goldmanii - B. guatemalensis - B. pliabilis

Esta asociacion es monofilética de acuerdo a todas las topologias obtenidas
(BP=100%; BMV=100%; PP=1.0). No obstante, no se resuelven las relaciones de
parentesco para ninguna de las especies; no existen diferencias en las secuencias
de esta region entre las especies. Beaucarnea pliabilis del Jardin Botanico y de
Quintana Roo son un linaje monofilético (BP= 88%; BMV=86%; PP=1.0). Las tres
especies habitan regiones semihiumedas del SE del pais y Guatemala y las tres
carecen de papilas en la periferia de los surcos estomaticos, a excepcion de unos

cuantos presentes en Beaucarnea guatemalensis.



VILII ANALISIS MORFOLOGICOS

A. PAPILAS DE LAS ESPECIES EN ESTUDIO:

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (M.E.B.)

Las laminas con las fotografias de M.E.B se encuentran en el Anexo 4. En todas
las fotografias se observaron hileras paralelas de criptas estomaticas entre
costillas de tejido mecéanico (Laminas 1-19). Beaucarnea gracilis, B. hiriartiae, B.
purpusii, B. stricta, B. compacta, Calibanus glassianus y C. hookerii poseen surcos
estomaticos profundos con prominentes papilas en la periferia (Ldminas 1-7).
Beaucarnea recurvata, B. congesta, B. goldmanii, B. guatemalensis y B. pliabilis
poseen surcos estomaticos poco profundos y carecen de papilas (Laminas 8-12).
Beaucarnea guatemalensis (Lamina 11) posee papilas en la periferia de los
surcos pero en mucho menor cantidad que el resto de las especies que los
presentan. Beaucarnea compacta parece ser un caso particular, ya que presenta

papilas en toda la superficie foliar (Lamina 5).

Entre las muestras de las especies del campo y las especies cultivadas en el
Jardin Botanico (JB) las diferencias radicaron en la cantidad y tamafio de las
papilas, como puede observarse entre Beaucarnea stricta de Puebla y del Jardin
Botanico (Laminas 4 y 15) y entre Beaucarnea gracilis de Puebla y del Jardin
Botanico (Laminas 1y 13) (B. gracilis del JB posee papilas mucho més delgadas
y largas que la muestra poblana). Las diferencias también se observaron en la
profundidad del los surcos. En el caso de Beaucarnea hiriartiae cultivado en el
Jardin Botanico (Lamina 2), los surcos son profundos y se ecuentran
completamente cerrados por papilas, mientras que B. hiriartiae de Guerrero
(Lamina 14) posee surcos poco profundos y pueden observarse con claridad las
criptas estomaticas. Beaucarnea goldmanii del Jardin Botanico (Lamina 16) posee

surcos estomaticos poco profundos, mientras que B. goldmanii de Chiapas



(Lamina 10) posee surcos con cierta profundidad, al igual que B. pliabilis
(Laminas 12y 17).

B. VARIABLES BIOCLIMATICAS

Los valores de precipitacion y de temperatura de las localidades de colecta
obtenidos con el Sistema de Informacion Geografico ArcView 3.2 (ESRI, 1999) se

encuentran en la Tabla 6.

Tabla 6. Valores de las variables de precipitacion por especie en mm. PCF = Precipitacién en
el Cuarto mas Frio del afio; PCC = Precipitacion en el Cuarto mas Calido del afio; PPS =
Precipitacion en el Cuarto mas Seco del afio; PPL = Precipitacion en el Cuarto mas Humedo del
afo; EP = Precipitacion Estacional (Coeficiente de Variacion); PA = Precipitacion en el Mes mas
Seco del afio; PPLL = Precipitacion en el Mes mas Humedo del afio; TPA = Precipitacion Anual

(ESRI, 1999). Con negritas se indican los valores y maximos por variable bioclimatica.

ESPECIE PCF PCC PPS PPL EP PA PPLL TPA

B. compacta 27 273 26 357 95 7 139 630
C. glassianus 28 172 26 346 95 6 143 604
C. hookerii 24 183 24 79 6

B. gracilis 30 20 676 103 4 245 1120
B. recurvata 71 591 63 690 86 18 265 1263
B. congesta 30 267 23 569 102 7 236 979
B. hiriartiae 231 519 103 181 856
B. purpusii 34 201 18 358 92 6 132 652
B. stricta 23 288 15 412 97 4 184 766
B. goldmanii 46 344 26 568 91 6 252 1118
B.guatemalensis 54 260 32 874 89 7 361 1677

B. pliabilis 190 396 128 496 37 189 1228




Tabla 6. Continuacién. Valores de las variables de temperatura por especie (*10). TPCF =
Temperatura Media en el Cuarto mas Frio del afio; TPCC = Temperatura Media en el Cuarto mas
Célido del afio; TPCS = Temperatura Media en el Cuarto mas Seco del afio; TPCLL = Temperatura
Media en el Cuarto mas Himedo del afio; OAT = Rango Anual de Temperatura (TMPPC-TMPPF);
TMPPF = Temperatura Min del Mes mas Frio del afio; TMPPC = Temperatura Max del Mes mas
Cédlido del afio; ET = Temperatura Estacional (desviacion estandar *100); ISO = Isotermalidad
(ODT/OAT) (* 100); ODT = Media del Rango Diurno [Media mensual (temp max —temp min)]; TA =
Temperatura Media Anual (ESRI, 1999). Con negritas se indican los valores y maximos

por variable bioclimatica.

ESPECIE TPCF TPCC TPCS TPCLL OAT TMPPF TMPPC ET ISO ODT TA

B. compacta 173 247 173 173 258 82 340 2998 62 162 215
C. glassianus 176 255 177 177 261 86 347 3214 60 159 221
C. hookerii 207 264 306 2626 65 174 179
B. gracilis 198 238 199 199 200 123 323 1554 66 132 216
B. recurvata 175 264 187 187 222 106 328 3664 116 227
B. congesta 232 277 256 256 156 181 337 1762 61 256
B. hiriartiae 203 239 211 211 200 121 321 1333 69 139 221
B. purpusii 165 214 178 178 224 77 301 1867 66 150 191
B. stricta 162 212 164 164 244 60 304 1899 70 172 190
B. goldmanii 194 227 194 194 197 114 311 1283 73 144 212
B.guatemalensis 165 167 167 116 75 98

B. pliabilis 235 275 251 251 151 179 330 1644 69 105 259

En general, los valores mas altos de precipitacion los tuvo Beaucarnea recurvata,
B. guatemalensis y B. pliabilis, y los valores mas bajos los tuvo Calibanus hookerii,
B. gracilis y B. hiriartiae. En relacion a la temperatura, los valores mas altos los
tuvo Beaucarnea congesta, y los valores mas bajos los tuvo Calibanus hookerii.



C. CARACTERES MORFOLOGICOS VS VARIABLES BIOCLIMATICAS

Los promedios de los datos obtenidos del diametro y longitud de las papilas por

especie se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Promedio del diametro y de la longitud de las papilas de los surcos estomaticos por

especie de Beaucarnea y de Calibanus en um. Con negritas se indican los valores minimos y

maximos.
DIAMETRO LONGITUD

No. COLECTA ESPECIE PROMEDIO (um)  PROMEDIO (um)
Rojas 31 B. compacta 23.30 17.19
Rojas 34 C. glassianus 22.44 19.93
Rojas 27 C. hookerii 22.79 20.93
Rojas 11 B. gracilis 28.20 17.69
Rojas 28 B. recurvata 18.71 2.79
Olson 1104

M-L 424 B. hiriartiae 29.06 24.68
Rojas 23 B. purpusii 23.85 20.94
Rojas 20 B. stricta 32.92 28.07
Olson 1124 B. goldmanii 19.00 2.54
J.C. Montero 1033  B. guatemalensis 16.20 11.26
Cervantes 44 B. pliabilis 18.63 2.96

Beaucarnea congesta posee las papilas con el menor diametro y longitud mientras

que B. stricta posee las papilas con el mayor diametro y longitud.



Se graficaron los datos del didmetro y de la longitud promedio de las papilas con el
fin de observar si existia una relacion estrecha entre estas variables morfolégicas.

En la Figura 23 se muestra la grafica resultante de la correlacion.

longitud

diametro

Figura 23. Gréafica que muestra la correlacién positiva entre el diametro y la longitud de las
papilas (r=0.723).

Existe una correlacion positiva entre el didmetro de las papilas y su longitud (r =
0.723). Los puntos en el extremo inferior izquierdo corresponden a las especies
gue no poseen papilas; los puntos en el extremo superior derecho corresponden a
las especies que presentan papilas largas.



Se calculé el coeficiente de correlacion de Pearson entre las variables
biocliméticas y el promedio del didmetro y de la longitud de las papilas de todas
las muestras por especie con el fin de determinar qué variables se encuentran

mas relacionadas (Tabla 8).

Tabla 8. Valores de correlacion entre las variables bioclimaticas de precipitacion y
temperatura y el diametro y longitud promedio de las papilas (*= p<0.1, **= p<0.05). PCF =
Precipitacion en el Cuarto mas Frio del afio; PCC = Precipitacién en el Cuarto mas Calido del afio;
PPS = Precipitacién en el Cuarto mas Seco del afio; PPL = Precipitacién en el Cuarto mas Himedo
del afio; EP = Precipitacion Estacional (Coeficiente de Variacion); PA = Precipitacién en el Mes
més Seco del afio; PPLL = Precipitacién en el Mes mas Humedo del afio; TPA = Precipitacion
Anual; TPCF = Temperatura Media en el Cuarto mas Frio del afio; TPCC = Temperatura Media en
el Cuarto méas Calido del afio; TPCS = Temperatura Media en el Cuarto més Seco del afio; TPCLL
= Temperatura Media en el Cuarto mas Humedo del afio; OAT = Rango Anual de Temperatura
(TMPPC-TMPPF); TMPPF = Temperatura Min del Mes mas Frio del afio; TMPPC = Temperatura
Max del Mes mas Calido del afio; ET = Temperatura Estacional (desviacién estandar *100); ISO =
Isotermalidad (ODT/OAT) (* 100); ODT = Media del Rango Diurno [Media mensual (temp max —
temp min)]; TA = Temperatura Media Anual (ESRI, 1999). En negritas se indica el valor mas alto
de correlacion.

VARIABLE "

BIOCLIMATICA DIAMETRO LONGITUD
PCF -0.40 **-0.57
PCC -0.39 **-0.63
PPS -0.40 **-0.58
PPL -0.36 *-0.49
EP 0.35 0.40
PA -0.40 **-0.58
PPLL -0.41 *-0.53
TPA -0.46 **-0.61
TPCF -0.32 *-0.56
TPCC -0.27 *-0.49
TPCS -0.37 **-0.58
TPCLL -0.37 **-0.58
OAT *0.54 **0.59
TMPPF *-0.53 **-0.70
TMPPC 0.08 -0.10
ET 0.01 0.04
ISO 0.16 0.17
OoDT **0.68 **0.73
TA -0.34 **-0.58

Las correlaciones mas significativas se obtuvieron entre la mayoria de las
variables bioclimaticas y la longitud de las papilas. El valor de correlacion mas alto

estuvo entre la media mensual del rango diurno de temperatura (ODT) y la



longitud de las papilas (p<0.05). Existe una relacion positiva entre estas variables,
es decir, a medida que ODT aumenta, aumenta la longitud de las papilas. La
variable OAT también se correlaciond positivamente con la longitud de las papilas
mientras que el resto de las variables significativas se correlacionaron

negativamente.

D. METODO COMPARATIVO Y FILOGENIA

El método comparativo se llevé a cabo Unicamente con una variable ambiental y
una variable morfoldgica debido a que el fin del analisis era explorar si existia una
relacion entre el ambiente y las papilas, es decir, realizamos un sondeo preliminar

con estas variables para estudios posteriores.

e VARIABLE MORFOLOGICA VS VARIABLE BIOCLIMATICA

Se correlacionaron los datos de la longitud de las papilas vs los datos de la
variable biocliméatica, ODT (media mensual del rango diurno de temperatura), para
observar si la variable morfoldgica variaba sisteméaticamente con respecto a los
valores de ODT. Es decir, si al aumentar ODT aumentaba la longitud de las
papilas, o viceversa. En la Figura 24 se muestra la grafica que representa dicha

correlacion.



B. stricta

B. hiriartiae
B. gracilis

B. purpusii

B. compacta
C. hookeri

C. glassianus

B. guatemalensis
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B. pliabilis

B. goldmanii
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Figura 24. Grafica que muestra la correlacion positiva entre la media mensual del rango
diurno de temperatura (ODT) y la longitud de las papilas (r = 0.7023). Los puntos dentro del
circulo superior derecho corresponden a las especies con papilas y que poseen valores de ODT
>120. Los puntos dentro del circulo inferior corresponden a las especies que carecen de papilas y
poseen valores de ODT <120 (excepto Beaucarnea goldmanii). El punto fuera del circulo
corresponde a B. guatemalensis, quién posee dientes en mucho menor longitud que el resto de las
especies que los presentan.

e VARIABLES DE CLADO

Una vez obtenidas las hipétesis filogenéticas del clado, se eligio la topologia que
mejor resolviera las relaciones de parentesco entre las especies para generar las
variables de clado o dummies. A continuacién se muestra el flograma de MV y se
indica con letra capital las especies pertenecientes a cada uno de los dummies
(Figura 25).
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B. compacta
, A
C. glassianus B
C. hookerii
— E
B. congesta
C
B. recurvata ) D G
B. gracilis
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B. hiriartiae
F
B. purpusii
B. stricta
B. guatemalensis
B.pliabili
B. goldmanii
Especies A B C D E F G
B. compacta 11 0 0 1 01
C. glassianus 11 0 0 1 01
C. hookerii 01 0 0 1 01
B. gracilis 00 0 1 1 01
B. recurvata 00 1 1 1 01
B. congesta 00 1 1 1 01
B. hiriartiae 00 0 0 0 11
B. purpusii 00 0O 0 0 11
B. stricta 00 0 0 O O01
B. goldmanii 00 0 0 O OO
B. guatemalensis 00 0 0 0O OO
B. pliabilis 00 0 0 0 00O

Figura 25. Filograma de MV mostrando cada variable indicadora de clado (dummie) con letra
mayuscula. En la tabla se encuentran los integrantes de cada una de las variables indicadoras de
clado representadas por una letra capital. Con el nimero “1” se indican las especies que integran
una dummie y con el “0” a las especies ausentes del dummie en cuestion.



Se evalud la significancia de cada una de las variables. En todos los casos la
variable independiente fue significativa (p <0.01, p <0.05), y en ninguno de los
casos la variable indicadora de clado fue significativa (p >0.1) (Tabla 9). La
membresia en cada clado no nos ayuda a explicar la correlacion entre ODT vy la
longitud de las papilas, es decir, no existe efecto filogenético asociado al caracter
morfologico y a la variable climéatica en cuestion. De lo anterior podemos inferir
que entre mayor es la oscilacion de temperatura a lo largo del dia (climas mas
extremosos), mas largas son las papilas de la periferia de los surcos estomaticos,
independientemente de la historia compartida entre las especies; lo que nos
sugiere que el caracter morfolégico es un rasgo adaptativo relacionado con esta

variable ambiental.



Tabla 9. Regresiones multiples para la variable de respuesta (longitud), la variable
independiente (ODT) y cada variable de clado (dummie). Dummie A (B.compacta-
C.glassianus), dummie B (B.compacta-C.glassianus-C.hookerii), dummie C (B.recurvata-
B.congesta), dummie D (B.gracilis- B.recurvata-B.congesta), dummie E (B.compacta-
C.glassianus-C.hookerii- B.gracilis- B.recurvata-B.congesta), dummie F (B.hiriartiae-B.purpusii),
dummie G (B.compacta-C.glassianus-C.hookerii-B.gracilis-B.recurvata-B.congesta-B.hiriartiae-

B.purpusii-B.stricta).

COEFICIENTE

ESTIMADO ERROR ESTANDAR Pr(>|t|)
intercepto -21.039 11.162 0.092
OoDT 0.259 0.082 *0.012
dummie A -2.122 5.930 0.728
r? ajustada: 0.4448, F, 4 5.407, p = 0.02869
COEFICIENTE ERROR ESTANDAR Pr(>|t])
ESTIMADO
intercepto -23.908 12.163 0.081
OoDT 0.285 0.093 *0.014
dummie B -3.799 5.773 0.527
r’ ajustada: 0.4628, Fq: 5.737, p = 0.02475
COEFICIENTE i
ESTIMADO ERROR ESTANDAR Pr(>|t])
intercepto -12.335 12.325 0.343
OoDT 0.202 0.085 *0.041
dummie C -6.440 6.084 0.317
r? ajustada: 0.4993, F, 5 6.484, p = 0.01803
COEFICIENTE i
ESTIMADO ERROR ESTANDAR Pr(>|t])
intercepto -17.418 12.826 0.207
OoDT 0.234 0.087 *0.025
dummie D -1.807 5.389 0.745
r? ajustada: 0.4439, Fq: 5.39, p = 0.02892
COEFICIENTE i
ESTIMADO ERROR ESTANDAR Pr(>|t])
intercepto -19.088 10.458 0.101
oDT 0.253 0.074 **0.008
dummie E -2.891 4.007 0.488
r? ajustada: 0.4677, Fpq): 5.833, p = 0.02374
COEFICIENTE ERROR ESTANDAR Pr(>|t])
EsSTIMADO
intercepto -19.293 9.323 0.068
OoDT 0.235 0.067 **0.007
dummie F 8.190 4.826 0.124
r° ajustada: 0.5734, F.0): 8.393, p = 0.008767
COEFICIENTE o
ESTIMADO ERROR ESTANDAR Pr(>|t])
intercepto -18.223 10.113 0.105
OoDT 0.206 0.080 *0.031
dummie G 5.675 5.006 0.286

r? ajustada: 0.5073, F(29): 6.662, p = 0.0167701677



VIII. DISCUSION

A. EL MARCADOR MOLECULAR

La sefal filogenética del marcador molecular utilizado en este trabajo fue muy
buena. La facil amplificacion y alineamiento de las secuencias obtenidas, asi como
la alta variacion en las regiones ITS y particularmente la congruencia entre las
hipotesis filogenéticas obtenidas y la morfologia, el ambiente y la geografia de los
clados, hicieron evidentes las ventajas del marcador. No existe duda de estar
observando sorteo de linajes dada la congruencia antes mencionada y la buena
resoluciébn obtenida entre las especies. Tampoco existe temor de haber
secuenciado pseudogenes ya que no se obtuvieron indels muy largos (el mayor
midi6 2 pb), ramas largas aisladas o ramas dificiles de colocar, incongruencias en

la estructura de las secuencias ni tampoco alteraciones en el contenido de G+C.

B. LA MONOFILIA DEL GRUPO

La monofilia del grupo segun los andlisis realizados se mantuvo con un fuerte
apoyo (BP-MP=99%; BP-MV=95%; PP=0.99). Las topologias obtenidas con los
tres analisis y sus respectivas medidas de confiabilidad resultaron muy
semejantes. Diversos autores citan que las medidas de confiabilidad de
parsimonia y de maxima verosimilitud se desempefian mas pobremente que las
probabilidades posteriores bayesianas (cf. Alfaro et al., 2003; Kauff y Lutzoni,
2002). Sin embargo, la informacion de los tres analisis puede ser util en la

interpretacion de los arboles filogenéticos.



e CLADO C. HOOKERII-C. GLASSIANUS-B. compPACTA

Las dos especies de Calibanus aparecieron completamente anidadas dentro de
Beaucarnea y una especie de Beaucarnea (B. compacta) aparecié anidada dentro
de Calibanus (C. hookerii y C. glassianus), lo cual implica parafilia en ambos
géneros. Estas tres especies son endémicas de la Sierra Madre Oriental, son muy
semejantes morfologicamente y aparecen como especies hermanas bajo el
caracter molecular analizado. El patrén de estructuracion presente en el clado, la
débil diferenciacion entre Beaucarnea compacta y Calibanus glassianus y la
anidacion completa de Calibanus en Beaucarnea nos sugiere el traslado de las
especies del género Calibanus al género Beaucarnea, ya que, si dejamos a
Calibanus como un género monofilético (incluyendo a Beaucarnea compacta)
implicaria descomponer al clado en al menos tres géneros distintos: 1) uno
compuesto por Calibanus hookeri, C. glassianus y Beaucarnea compacta; 2) otro
compuesto por Beaucarnea gracilis, B. congesta, B. recurvata, B. hiriartiae, B.
purpusii y B. stricta 3) y otro mas compuesto por Beaucarnea goldmanii, B.
guatemalensis y B. pliabilis (Figuras 19 Y 20). Esta decisién no nos parece la mas
adecuada ya que no simplificariamos el estudio de las especies. Por lo anterior,
proponemos la incorporacion de las especies del género Calibanus en el género

Beaucarnea.

e CLADO B. GRACILIS-B. RECURVATA/B. CONGESTA

Beaucarnea gracilis y el clado constituido por B. recurvata y B. congesta aparecen
como hermanos bajo los modelos de MV y PP. Las diferencias geograficas entre
Beaucarnea gracilis y el clado B. recurvata - B. congesta y su estatus como
especies hermanas sugiere que la diferenciacion morfolégica no se relaciona con
la historia filogenética sino muy probablemente, con factores ambientales como la
disponibilidad de agua y/o la temperatura. Entre Beaucarnea recurvata y B.

congesta, el habitat, los caracteres foliares y los caracteres moleculares fueron



muy semejantes. No encontramos diferencias importantes para considerarlas
como especies distintas por lo que sugerimos tratar a Beaucarnea congesta como

B. recurvata.

e CLADO B. HIRIARTIAE-B. PURPUSII

Morfologicamente hablando y en términos de habitat, Beaucarnea hiriartiae es
mas parecida a B. stricta que a B. purpusii. Mientras que Beaucarnea hiriartiae y
B. stricta poseen bases conico-globosas mas bien reducidas, corteza lisa o casi
lisa, cudice esbelto que ramifica desde la base y ramas débiles (Figura 2b,d), y
habitan bosques tropicales deciduos entre los 250 y los 1000 m s.n.m., en laderas
abruptas o cafiadas; Beaucarnea purpusii posee bases y caudices mas bien
robustos, ramas gruesas, corteza bien desarrollada (Figura 2c) y habita entre los
1700 y los 2200 m s.n.m en bosques de roble o matorrales xerofitos en las areas
mas altas del Valle de Tehuacan, en Oaxaca y Puebla. La diferenciacion
morfolégica y ambiental entre Beaucarnea hiriatiae y B. purpusii y la semejanza en
ambos aspectos entre B. stricta y B. hiriartiae sugiere que el ambiente ejerce una
presién de seleccion sobre la morfologia de los individuos “determinando” el
tamafio y forma del caudice asi como la complejidad de la corteza, entre otras. Las
hojas de las tres especies poseen dientes en la periferia de los surcos estomaticos

(Laminas 5,6y 7, Anexo 4), y son, en términos generales, muy similares.

e CLADO B. GOLDMANII-B.GUATEMALENSIS-B. PLIABILIS

Beaucarnea goldmanii, B. guatemalensis y B. pliabilis son muy similares, habitan
regiones tropicales del SE del pais y Guatemala, y las tres carecen de papilas en
la periferia de los surcos estomaticos, a excepcién de unas cuantas en B.
guatemalensis. Los patrones morfolégicos de estas especies son congruentes con
su filogenia molecular y con la filogenia de Hernandez (1993a) utilizando

caracteres morfologicos. En cuanto al habitat que ocupa cada especie,



Beaucarnea pliabilis es quién ocurre a menor altitud, pues se encuentra entre los 0
y los 500 m s.n.m. habitando bosques tropicales deciduos y subdeciduos
(Hernandez, 1993). Beaucarnea goldmanii le sigue en altitud, ya que habita
laderas escarpadas y riscos de roca caliza entre los 600 y los 1000 m s.n.m., y
finalmente B. guatemalensis ocurre entre los 1000 y los 1500 m s.n.m. en bosques
de roble y en bosques tropicales deciduos sobre laderas inclinadas de roca caliza

o ignea.

Hernandez (1993a) menciona que los eventos tectdnicos que dieron lugar a la
Sierra de los Cuchumatanes en Guatemala, debieron fragmentar la distribucion
ancestral de las poblaciones, dando lugar a Beaucarnea goldmanii en el norte de
la depresion central de Chiapas, en México; B. guatemalensis en el sur asociada a
la Sierra de las Minas en Guatemala, y en la Peninsula de Yucatan a B. pliabilis.
El arribo a nuevos nichos altitudinalmente diferenciados y ecolégicamente
distintos, debié provocar cambios genéticos y reproductivos y finalmente la

especiacion.



C. EL CARACTER PERENNIFOLIO VS ARIDEZ AMBIENTAL:

CORRELACION FORMA-FUNCION Y METODO COMPARATIVO FILOGENETICO

Las papilas en la periferia de los surcos estomaticos de las hojas de las especies
del clado parecen responder a la precipitacion y temperatura ambiental. En los
bosques tropicales de Quintana Roo, del sur de Tamaulipas, del Istmo de
Tehuantepec y de la Depresion Central de Chiapas, donde se distribuyen
Beaucarnea pliabilis, B. recurvata, B. congesta y B. goldmanii, la precipitacion en
el cuarto mas frio, mas célido y mas humedo del afio, asi como la precipitaciéon en
el mes mas humedo y la precipitacion anual, son mas altas que en las localidades
del resto de las especies. La temperatura minima en el mes mas frio del afio en
estas localidades es también mas alta. En su conjunto, la alta precipitacion y el
qgue la temperatura no descienda demasiado en la época de frio, podria estar
explicando la ausencia de papilas en los surcos estomaticos de las especies que

habitan bajo estas condiciones ambientales.

Por el otro lado, en los bosques deciduos de la Cuenca del Balsas en Guerrero,
del Valle de Tehuacan en Oaxaca y Puebla, de la Sierra Gorda en Guanajuato y
de San Luis Potosi, donde se distribuyen Beaucarnea hiriartiae, B. gracilis, B.
stricta, B. purpusii, B. compacta, Calibanus glassianus y C. hookerii, la
precipitacion en el cuarto mas frio, mas seco y mas humedo del afio, asi como la
precipitacion en el mes mas seco y en general, la precipitacion anual, es mas baja.
La temperatura minima en el mes mas frio del afio es también muy baja en las
localidades de estas especies, llegando a los 4°C en el caso de Calibanus
hookerii. Las bajas temperaturas y precipitacion podrian estar explicando la
presencia de papilas en las especies que habitan bajo estas condiciones

ambientales.



En la localidad de Beaucarnea guatemalensis, la temperatura media en el cuatro
mas calido del afio es la mas baja, asi como el rango anual de temperatura y la
temperatura estacional. Sin embargo, la precipitacién anual es la mas alta con
respecto al resto de las especies, asi como la precipitacion en el cuarto y en el
mes mas humedo del afio. En este caso, las bajas temperaturas podrian estar
determinando la presencia de papilas, pero la alta precipitacion anual podria estar
limitando su presencia, y es por ello que observamos papilas en las hojas de esta
especie, pero en mucho menor cantidad que el resto de las especies que las

presentan.

La correlacion negativa entre la longitud de las papilas y la temperatura indica que,
a menor temperatura, mas largas son las papilas, lo que podria explicar la
correlacion positiva entre la media mensual del rango diurno de temperatura
(ODT) vy la longitud de las papilas, ya que en las zonas mas aridas se alcanzan
temperaturas altas durante el dia y bajas durante la noche, mientras que en las
zonas mas humedas, la oscilacion de temperatura es mucho menor. Esto podria
resultar en medias (X) altas en el primer caso, y medias (X) mas bajas en el
segundo. De esta forma, ODTs altas podrian estar explicando longitudes mayores
de papilas (respondiendo a las bajas temperaturas) mientras que ODTs bajas,

papilas de menor longitud, o la ausencia de éstas.

No obstante, nos quedd la inquietud sobre el efecto filogenético en estos
caracteres. No obtuvimos una correlacion significativa entre las variables de clado
y las variables ambientales y morfoldgicas. Sospechamos que si elimindbamos a
Beaucarnea recurvata y a B. congesta de nuestro analisis, obtendriamos una
correlacion significativa. Lo anterior lo debido a que estas dos especies carecen de
papilas y aparecen dentro del clado en el cual se encuentran todas las especies
que poseen papilas en las hojas y habitan climas méas aridos (Figuras 19 y 20).
Suponemos que Beaucarnea recurvata y B. congesta perdieron las papilas y que

este hecho podria sesgar los andlisis de correlacion multiple por clado. Por lo



anterior, realizamos un andlisis piloto de correlacion mdultiple entre las variables
ambientales y morfologicas, y cada variable de clado excluyendo a estas dos
especies. El resultado fue significativo para la variable indicadora de clado E
(p<0.05), es decir, para el que incluye a todas las especies excepto a las surefas
(Beaucarnea goldmanii, B. guatemalensis y B. pliabilis). De lo anterior podriamos
concluir que al truncar los datos provocamos una relacion significativa. Lo que
significa que nuestro método es capaz de detectar efecto filogenético cuando esté
presente.

CARACTERES ADICIONALES

Observamos gque la densidad de las papilas también varia de una especie a otra e
incluso entre individuos de una misma especies. Las plantas cultivadas en el
Jardin Botanico y los individuos creciendo en el campo presentan diferencias en la
cantidad de papilas. Esto podria relacionarse con la disponibilidad de agua en la
localidad de cada individuo. Para comprobarlo habria que hacer estudios sobre la
densidad de las papilas de varios individuos por especie de distintas localidades y

sus variables biocliméaticas.

Hernandez (1993) habia observado distintos patrones en los “tricomas” o “papilas”
de las hojas, dandoles distintas denominaciones como tricomas “entrelazados”,
“no entrelazados”, con forma de “cremallera” u hojas “glabras” si carecian de
tricomas. Analizando las microfotografias de M.E.B. de las especies silvestres y
las que habitan en el Jardin Botanico, nos parece que la forma que toman las
papilas, la manera en la que se “entrelazan”, la cantidad y longitud de los dientes
del margen (Laminas 20 y 21, Anexo 4) y la profundidad de los surcos varian en
relacion a la temperatura y a la disponibilidad de agua, por lo que no parecen ser

caracteres diagnosticos.



La morfologia de los caudices, incluyendo su diametro y las caracteristicas de los
felemas (suber o corcho) parecen ser también objeto de estudio, ya que
observamos una construccion mas bien angosta y alargada con felemas reducidos
de las especies sureflas de habitat mas hamedo en contraste con céaudices
robustos con felemas bien desarrollados de la mayoria de las especies que
habitan el centro y NE del pais (Laminas 22 y 23, Anexo 4). Esto ya lo habia
observado Hernandez (1993), quién sugiridé que una textura gruesa y tosca de la
corteza era posiblemente una adaptacion a ambientes aridos, mientras que una

corteza lisa parecia ser mas bien una adaptacion a ambientes mas mésicos.



IX. CONCLUSIONES

e La asociacion Beaucarnea-Calibanus es monofilética pero los géneros son
parafiléticos. Se sugiere la eliminacion del nombre Calibanus y la incorporacion de

sSus especies en el género Beaucarnea.

e Existen dos grandes grupos en el clado Beaucarnea-Calibanus. Uno
conformado por las especies del pacifico, centro y NE del territorio mexicano
(clado A), y el otro por las especies del SE de México y Guatemala (clado B). Las
especies dentro de cada uno de los grupos son semejantes entre si en habito,

hébitat y caracteres foliares.

e Las especies del clado A excepto Beaucarnea recurvata y B. congesta poseen
abundantes papilas en la periferia de los surcos estomaticos. Las especies del
clado B + Beaucarnea recurvata y B. congesta carecen de papilas en la periferia
de los surcos estomaticos, o los poseen en mucho menor cantidad que las

especies gue los presentan.

e La precipitacion y la temperatura estan asociadas a la presencia/ausencia de
papilas en la periferia de los surcos estomaticos de las hojas de las especies en
estudio. Baja precipitacion y baja temperatura se relacionan con la presencia de
papilas en las hojas de las especies del clado, mientras que alta precipitacion y
temperaturas no muy extremosas se relacionan con la ausencia de papilas en las

hojas de las especies del caldo.

e Se sugiere tratar a Beaucarnea congesta como B. recurvata, ya que no se
encontraron diferencias significativas en las secuencias ITS ni en los caracteres

morfologicos de la hoja.
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ANEXO 1

LISTA DE ESPECIES EN RIESGO (RARAS, AMENAZADAS O EN
FRANCO PELIGRO DE EXTINCION) EN MEXICO, ORDENADAS
DE ACUERDO A LA FAMILIA A LA QUE PERTENECEN.

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-059-ECOL-1994, que determina las
especies y subespecies de floray fauna silvestres terrestres y acuaticas
en peligro de extincién, amenazadas, raras y las sujetas a proteccion
especial, y que establece especificaciones para su proteccion 16-05-94

Familia AGAVACEAE

Tabla 14. Especies de la Familia Agavaceae en (P) peligro de extincién, (A) amenazadas, (R)
raras y (Pr) sujetas a proteccion especial de acuerdo a la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-
059-ECOL-1994. * = Especies endémicas. En negritas las especies de Beaucarnea.

\Beaucarnea goldmanii A* ||Beaucarnea gracilis A*||Beaucarnea hiriartiae A*
\Beaucarnea pliabilis A* ||Beaucarnea purpusii = A* ||Beaucarnea recurvata A

\Agave bracteosa A ||Agave congesta R ||Agave chiapensis R* |
\Agave dasylirioides A* ||Agave guiengola A* ||Agave gypsophila R |
‘Agave impressa A* ||Agave kewensis R* ||Agave lurida p* |
\Agave nizandensis P* ||Agave ornithobroma R ||Agave parrasana R* |
‘Agave parviflora A ||Agave peacockKii R* ||Agave polianthiflora A |
\Agave titanota R* ||Agave victoria-reginae  P* ||Agave vizcainoensis  R* |

|

|

\Beaucarnea stricta A* ||Beschorneria albiflora R ||Beschorneria calcicola R* |
\Beschorneria tubiflora R ||Beschorneria wrightii ~ R* ||Dasy|irion longissimum A |
\Dasylirion palaciosii R* ||Furcraea bendinghausii A* ||Furcraea macdougallii  P* |
\Manfreda brunnea A ||Manfreda guerrerensis R* ||Manfreda longiflora A |
\Manfreda nanchititlensis  A* ||Manfreda planifolia R* ||Manfreda potosina R* |
‘Polianthes densiflora R* ||Po|ianthes howardii R* ||Po|ianthes longiflora R*|
\Polianthes palustris R* ||Po|ianthes platyphylla  R* ||Yucca endlichiana R |
‘Yucca grandiflora R* |Yucca lacandonica A ||Yucca gueretaroensis R |




ANEXO 2

REGISTRO DE COLECTA DE LOS INDIVIDUOS EXAMINADOS

Beaucarnea stricta Lem. MEXICO: PUEBLA: Carretera lzucar-Acatlan, entre la desviacion a
Noria Chica y la desviacién a Ahuehuetitla. 18° 13" 34.3"" N, 98° 09" 55.1" W; 1297 m's. n. m.
Bosque tropical caducifolio situado en la ladera de una colina. Abundantes leguminosas, Dioon,
Gonolobus, Pachycereus Fecha: 5 de Mayo de 2004. Colector: Mark E. Olson con Angélica

Cervantes y Ken Olsen.

Beaucarnea hiriartae L. Hern. MEXICO: GUERRERO: Mpio Eduardo Neri: ladera empinada al
SO de Puente La Cafiada sobre la carretera México-Acapulco, ca 1 km al N de Venta Vieja.
17°49'23.3"N, 99°33'52.18"W, 650 msnm. Abundante en bosque tropical caducifolio con
Bursera, Ceiba, Ziziphus, Opuntia, Plumeria, Pseudosmodingium, Hechtia, varias leguminosas,
etc. Fecha: 5 de Mayo de 2005. Colector: Mark E. Olson con Julieta Rosell y Frank Ewers.

Beaucarnea goldmanii Rose. MEXICO: UNAM: CU: Instituto de Biologia: Jardin Boténico
Exterior. 19° 19 08.6 N, 99° 11 08.4 W. 2345 m s.n.m. Individuo de 3 m de altura que ramifica a
partir de los 30 cm. Meristemos separados por 1-1.5 m. Hojas lisas verde-oscuro con forma
rizada de ~1.5 m de largo y 2-2.5 cm de ancho en la porcion media-baja. Grosor > Beaucarnea
gracilis. Tronco agrietado, ancho y amorfo. Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo
molecular. N.v. “Corcho Coyolillo”. Fecha: 13 Marzo 2006. Colector y nimero: Vanessa Rojas
2.

Beaucarnea recurvata Lem. MEXICO: UNAM: CU: Instituto de Biologia: Jardin Boténico
Exterior. 19° 19 09 N, 99° 11 07 W. 2331 m. Individuo de 1.5 m de altura que ramifica a partir
de una protuberancia redondeada que emerge de la base amorfa y agrietada. Tallo delgado y
completamente cubierto por hojas viejas. Hojas aserradas verde-amarillentas, no-rizadas. Sin

flores ni frutos, material de respaldo para trabajo molecular. N.v. “Pata de Elefante”, “Sayate”,

“Monijita”. Fecha: 13 Marzo 2006. Colector y nimero: Vanessa Rojas 3.

Beaucarnea hiriartiae L. Hern. MEXICO: UNAM: CU: Instituto de Biologia: Jardin Boténico
Exterior: Jardin Botanico Exterior. 19° 19 07.9 N, 99° 11 37.6 W. 2330 m. Individuo de 2 m de
altura, hojas aserradas, verdes, no rizadas, de ~ 1 m (méax), hojas nuevas de la mitad del
meristemo hacia arriba, hojas viejas de la mitad hacia abajo (marcada diferencia). Tronco muy
agrietado. Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 13 Marzo

2006. Colector y numero: Vanessa Rojas 4.



Calibanus hookeriii (Lem) Trel. MEXICO: UNAM: CU: Instituto de Biologia: Jardin Botanico
Exterior: Jardin Botanico Exterior. 19° 19" 08.7 N, 99° 11" 37.7 W. 2318 m. Tronco globoso
practicamente subterrdneo, sobresale una porcién de unos 10 cm. Sin flores ni frutos, material
de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 17 Marzo 2006. Colector y nimero: Vanessa Rojas
5.

Beaucarnea stricta Lem. MEXICO: UNAM: CU: Instituto de Biologia: Jardin Botanico Exterior:
Jardin Botanico Exterior. 19° 19 07.8 N, 99° 11 37.1 W. 2326 m. Individuo de 1 m de altura.
Hojas aserradas no rizadas, verde-claro. Tronco cubierto por hojas viejas, agrietado en
hexagonos, sin ramificacion, meristemos salen directamente de la base, el principal es apical.
Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 17 Marzo 2006. N.v.

Estrella. Colector y niUmero: Vanessa Rojas 6.

Beaucarnea gracilis Lem. MEXICO: UNAM: CU: Instituto de Biologia: Jardin Botanico Exterior:
Jardin Botanico Exterior. 19° 19 08.2 N, 99° 11 36.1 W. 2324 m. Individuo de 3 m de altura,
ramificaciones largas y muchas; hojas verde-grisaceo, aserradas y delgadas, max. 0.5 m de
longitud. Tronco agrietado. Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo molecular

Fecha: 17 Marzo 2006. Colector y numero: Vanessa Rojas 7.

Beaucarnea pliabilis (Baker) Rose. MEXICO: UNAM: CU: Instituto de Biologia: Jardin
Botanico Exterior: Jardin Botanico Exterior. 19° 19°09.3 N, 99° 11°37.2 W. 2330 m. Individuo de
1 m de altura. Hojas lisas no rizadas, verde-amarillento. Tronco con base redondeada no muy
agrietado, textura mas bien lisa; ramifica en el apice. N.v. “Despeinada”, “Tzipil”. Sin flores ni
frutos, material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 17 Marzo 2006. Colector y numero:

Vanessa Rojas 8.

Beaucarnea gracilis Lem. MEXICO: PUEBLA: Tehuacan: Meseta de San Lorenzo. Antes de
entrar a la ciudad de Tehuacan. 18° 28’ 45 N, 99° 26’ 51 W. 1726m. T.V.: Matorral xerdfilo
crasicaule. Individuo de 8 m de altura, ramifica a partir de 2.5 m aprox. Tres ramas principales
largas de donde emergen ramas secundarias cortas; base agritada formando hexagonos
longitudinales largos. Hojas de ~ 28 cm de longitud y 0.25 cm de ancho a la mitad de la hoja,
verde-grisaceas, no-rizadas. Muy pocos individuos, todos longevos. Sin flores ni frutos, material
de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 07 de Agosto de 2006. Colector y niUmero Vanessa

Rojas 9 con Medina Lemos.

Beaucarnea gracilis Lem. MEXICO: PUEBLA: Zapotitlan. 18° 28’ 76 N, 97° 26’ 85 W. 1729 m.
T.V. Matorral Xerdfilo Crasicaule. Individuo de 8 m de alto, ramifica a partir de dos ramas
principales largas, ramas secundarias cortas; base agritada longitudinalmente. Hojas de ~ 47
cm de longitud y de ~ 0.5 cm de ancho, verde-grisaceas, no-rizadas. En la localidad muy pocos

individuos, todos longevos. Se colectd inflorescencia y material de respaldo para trabajo



molecular. Fecha: 07 de Agosto de 2006. Colector y nimero: Vanessa Rojas 10 con Medina

Lemos.

Beaucarnea gracilis Lem. MEXICO: PUEBLA: Zapotitlan: Terraceria a Los Reyes Chazumba.
18° 15’ 57 N, 97° 29’ 59 W. 1677 m. T.V.: Matorral Xer6filo Crasicaule. Individuo de ~7 m de
altura, ramifica a partir de una rama principal larga; base agrietada formando hexagonos
longitudinales largos. Hojas de ~ 46 cm de longitud y de ~ 0.45 cm de ancho, verde-grisaceas,
no-rizadas. Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 07 de

Agosto de 2006. Colector y nimero: Vanessa Rojas 11 con Medina Lemos.

Beaucarnea gracilis Lem. MEXICO: PUEBLA: Zapotitlan: Terraceria a Los Reyes Chazumba.
18° 19’ 25 N; 97° 30’ 56 W. 1518 m. T.V.: Matorral Xer6filo Crasicaule. Individuo de ~8 m de
altura, ramifica a partir de dos ramas principales largas; base agrietada formando hexagonos
longitudinales largos. Hojas de ~ 57 cm de longitud y de ~ 0.5 cm de ancho, verde-grisaceas,
no-rizadas. Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 07 de

Agosto de 2006. Colector y nimero: Vanessa Rojas 12 con Medina Lemos.

Beaucarnea gracilis Lem. MEXICO: PUEBLA: Zapotitlan: Terraceria a Los Reyes Chazumba.
18° 15 93 N, 97° 30’ 06 W. 1526 m. T.V.: Matorral Xer6filo Crasicaule. Individuo de ~9 m de
altura, ramifica a partir de tres ramas principales largas; base agrietada longitudinalmente. Sin
flores ni frutos, material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 07 de Agosto de 2006.

Colector y nimero: Vanessa Rojas 13 con Medina Lemos.

Beaucarnea purpusii Rose. MEXICO: PUEBLA: Zapotitlan: Carr. 125. Limite entre Puebla y
Oaxaca 18° 13' 11 N, 97° 36’ 73 W. 2014 m. T.V. Bosque Tropical Caducifolio Secundario.
Individuo de ~8 m de alto, ramifica a partir de los 2 m aprox. Corteza agrietada formando
rectangulos largos. Hojas ~ 38 cm de longitud y de ~ 1.1 cm de ancho, verdes, no-rizadas. Las
hojas viejas permanecen en el tronco. En la localidad muy pocos individuos. Sin flores ni frutos,
material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 08 de Agosto de 2006. Colector y nimero:

Vanessa Rojas 14 con Medina Lemos.

Beaucarnea purpusii Rose. MEXICO: PUEBLA: Zapotitlan: Carr. 125. Limite entre Puebla y
Oaxaca. 18° 12’ 68 N, 97° 38’ 03 W. 2026 m. T.V. Bosque Tropical Caducifolio. Individuo de ~
8m de altura, ramifica a partir de los 2 m aprox. Corteza agrietada formando rectangulos largos.
Hojas ~ 68 cm de longitud y de ~ 1.0 cm de ancho a la mitad de la hoja, verdes, no-rizadas. Las
hojas viejas permanecen en el tronco. En la localidad muy pocos individuos. Sin flores ni frutos,
material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 09 de Agosto de 2006. Colector y nimero:

Vanessa Rojas 15 con Medina Lemos.



Beaucarnea purpusii Rose. MEXICO: PUEBLA: Zapotitlan: Carr. 125. Limite entre Puebla y
Oaxaca. 18° 12’ 61 N, 97° 38’ 31 W. 2035 m. T.V. Bosque tropical caducifolio. Individuo de ~
7m de altura, ramifica a partir de los 2 m aprox. Corteza agrietada formando rectangulos largos.
Hojas ~ 48 cm de longitud y de ~ 1.0 cm de ancho a la mitad de la hoja, verdes, no-rizadas. Las
hojas viejas permanecen en el tronco. En la localidad muy pocos individuos. Sin flores ni frutos,
material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 09 de Agosto de 2006. Colector y nimero:

Vanessa Rojas 16 con Medina Lemos.

Beaucarnea gracilis Lem. MEXICO: PUEBLA: Tehuacan: Carr. 125. 1 km antes de San
Antonio Texcala. 18° 12' 68 N, 97° 38’ 31 W. 2026 m. T.V. Matorral xerdfilo, perturbado.
Individuo de ~8 m de alto. Rosetas foliares abundantes con hojas largas y con hojas viejas.
Base agrietada longitudinalmente. Hojas de ~ 46 cm de longitud y ~ 0.47 cm de ancho, verdes,
no-rizadas. Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 09 de

Agosto de 2006. Colector y nimero: Vanessa Rojas 17 con Medina Lemos.

Beaucarnea gracilis Lem. MEXICO: OAXACA: Huajuapan: A 1km de la entrada a San
Sebastian Frontera. 18° 15 57 N, 97° 29 59 W. 1677 m. T.V. Matorral xerofilo. Individuo de ~9
m de alto. Rosetas foliares abundantes con hojas largas y con hojas viejas. Base agrietada
longitudinalmente. Hojas de ~ 61 cm de longitud y ~ 0.47 cm de ancho, verdes, no-rizadas. Sin
flores ni frutos, material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 09 de Agosto de 2006.

Colector y nimero Vanessa Rojas 18 con Medina Lemos.

Beaucarnea gracilis Lem. MEXICO: OAXACA: Huajuapan. Entrada a Santiago Chazumba.
18° 12’ 20 N, 97° 40’ 25 W. 1962 m. T.V. Matorral xerdéfilo. Individuo de ~8 m de alto.
Semejante a B. gracilis excepto por un crecimiento foliar mucho mas abundante y largo,
manteniendo las hojas viejas. Base agrietada longitudinalmente. Hojas de ~ 62 cm de longitud
y ~ 0.55 cm de ancho, verdes, no-rizadas. Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo
molecular. Fecha: 09 de Agosto de 2006. Colector y nimero: Vanessa Rojas 19 con Medina

Lemos.

Beaucarnea stricta Lem. MEXICO: OAXACA: Cuicatlan. A 60 km de la Ciudad de Oaxaca.
Entre San Juan Tonaltepec y Santiago Dominguillo. 17° 52’ 51 N, 97° 43’ 36 W. 1762 m. T.V.
Bosque tropical caducifolio, perturbado. Individuo de ~4 m de alto, ramifica desde la base. Base
agrietada formando hexagonos pequefios. Hojas de ~64 cm de longitud y de ~1.1 cm de ancho,
verdes, no-rizadas, duras y puntiagudas. Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo
molecular. N.V. “Soyate de Tehuantepec”. Fecha: 11 de Agosto de 2006. Colector y nimero:

Vanessa Rojas 20 con Medina Lemos.



Beaucarnea stricta Lem. MEXICO: OAXACA: Cuicatlan. A 60 km de la Ciudad. de Oaxaca.
Entre San Juan Tonaltepec y Santiago Dominguillo. 17° 52" 51 N, 97° 43’ 36 W. 1762 m T.V.
Bosque tropical caducifolio, perturbado. Individuo de ~ 5 m de alto, ramifica desde la base.
Base agrietada formando hexagonos pequefios. Hojas de ~57 cm de longitud y de ~0.95 cm de
ancho, verdes, no-rizadas, duras y puntiagudas. Sin flores ni frutos, material de respaldo para
trabajo molecular. N.V. “Soyate de Tehuantepec”. Fecha: 11 de Agosto de 2006. Colector y

namero: Vanessa Rojas 21 con Medina Lemos.

Beaucarnea stricta Lem. MEXICO: OAXACA: Cuicatlan. A 60 km de la Cd. de Oaxaca. Entre
San Juan Tonaltepec y Santiago Dominguillo. 17° 52’ 51 N, 97° 43’ 36 W. 1762 m. T.V. Bosque
tropical caducifolio, perturbado. Individuo de ~ 7 m de alto, ramifica desde la base. Base
agrietada formando hexagonos pequefios. Hojas de ~73 cm de longitud y de ~1.7 cm de ancho,
verdes, no-rizadas, duras y puntiagudas. Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo
molecular. N.V. “Soyate de Tehuantepec”. Fecha: 11 de Agosto de 2006. Colector y ndamero:

Vanessa Rojas 22 con Medina Lemos.

Beaucarnea purpusii Rose. MEXICO: OAXACA: Cuicatlan: Terraceria a San Pedro Jocotipac.
17° 35’ 74 N, 96° 57’ 04 W. 1506m. T.V. Bosque tropical caducifolio. Individuo de ~ 7 m de alto.
Base agrietada longitudinalmente. Hojas de ~ 62 cm de longitud y ~ 0.6 cm de ancho, verdes,
no-rizadas. Coexistiendo con B. gracilis. Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo
molecular. Fecha: 11 de Agosto de 2006. Colector y nimero: Vanessa Rojas 23 con Medina

Lemos.

Beaucarnea purpusii Rose. MEXICO: OAXACA: Cuicatlan: Terraceria a San Pedro Jocotipac.
17° 35’ 74 N, 96° 57’ 04 W. 1506m. T.V. Bosque tropical caducifolio. Individuo de ~ 7 m de alto.
Base agritada longitudinalmente. Hojas de ~ 62 cm de longitud y ~ 0.6 cm de ancho, verdes,
no-rizadas. Coexistiendo con B. gracilis. Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo
molecular. Fecha: 11 de Agosto de 2006. Colector y nimero: Vanessa Rojas 24 con Medina

Lemos.

Beaucarnea gracilis Lem. MEXICO: OAXACA: Cuicatlan: Terraceria a San Pedro Jocotipac.
17° 35’ 74 N, 96° 57’ 04 W. 1506m. T.V. Bosque tropical caducifolio. Individuo de ~5.5 m de
alto, ramifica. Base agrietada formando hexagonos longitudinales largos. Hojas de ~50 cm de
longitud y de ~0.46 cm de ancho, verde-grisaceas, no-rizadas. Individuos coexistiendo con B.
purpusii. Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 11 de Agosto

de 2006. Colector y nimero: Vanessa Rojas 25 con Medina Lemos.

Beaucarnea purpusii Rose. MEXICO: OAXACA: Cuicatlan: Terraceria a San Pedro Jocotipac.
17° 35 74 N, 96° 57’ 04 W. 1506m. T.V. Bosque tropical caducifolio. Ramifica Base agrietada.

Hojas de ~69 cm de longitud y de ~0.5 cm de ancho, verdes, no-rizadas, duras y puntiagudas.



Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 11 de Agosto de 2006.

Colector y nimero: Vanessa Rojas 26 con Medina Lemos.

Calibanus hookerii (Lem) Trel. MEXICO: GUANAJUATO: a 1.7 km de la frontera con S.L.P.
21° 36’ 00 N, 100° 45’ 06.7 W. 1958 m. T.V. Matorral Xero6filo. Individuo creciendo en grietas
de roca volcanica. Muy pocos individuos. Coexistiendo con Jatropha spathulata,
Commelinaceas, Euphorbia, Ferocactus, Dodonaea viscosa, Stenocactus, Penstemon, Acacia
farnesiana, Prosopis laeviegata, Tecoma stans. Sin flores ni frutos, material de respaldo para
trabajo molecular. Fecha: 04 de Septimbre de 2006. Colector y niUmero: Vanessa Rojas 27 con
M. Olson.

Beaucarnea recurvata Lem. MEXICO: TAMAULIPAS: Antiguo Morelos: Carr. 80. A 8.5 km de
A. Morelos. 22° 33’ 00 N, 99° 09’ 45.5 W. 310 m s.n.m. T.V. Selva Mediana Subperennifolia.
Individuo de ~ 7.5 m de altura y 4.4 m de diametro. Base agritada. Hojas verdes rizadas.
Individuos longevos, no se observaron juveniles. Coexistiendo con Palicourea, Cnidoscolus,
Randia, Zanthoxylum, Malpighiaceas, Croton, leguminosas, Rubiaceas. Sin flores ni frutos,
material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 08 de Septiembre de 2006. Colector y

namero: Vanessa Rojas 28 con M. Olson.

Beaucarnea recurvata Lem. MEXICO: TAMAULIPAS: Antiguo Morelos: Carr. 80. A 8.5 km de
A. Morelos. 22° 33’ 17 N, 99° 09’ 30.2 W. 488 m s.n.m. T.V. Selva Mediana Subperennifolia.
Individuo de ~ 7 m de altura y 4 m de didmetro. Base agrietada. Hojas verdes rizadas.
Individuos longevos, no se observaron juveniles. Coexistiendo con Paliourea, Cnidoscolus,
Rambdia, Zanthoxylum, Malpighiaceas, Croton, leguminosas, Rubiaceas. Sin flores ni frutos,
material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 08 de Septiembre de 2006. Colector y

namero Vanessa Rojas 29 con M. Olson.

Beaucarnea recurvata Lem. MEXICO: TAMAULIPAS: Antiguo Morelos: Carr. 85.: Cueva del
Abra: A 9 km de A. Morelos. 22° 36" 33.5 N, 99° 01’ 27.4 W. 307 m s.n.m. T.V. Selva Mediana
Subperennifolia. Individuo de ~ 7 m de altura y 5 m de didmetro. Base agrietada. Hojas verdes
rizadas, aserradas, suaves y con alto grado de herbivoria. Individuos longevos, no se
observaron juveniles. Coexistiendo con Sergania, Bursera simaruba, Ficus, Pseudobombax,
leguminosas. Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 08 de

Septiembre de 2006. Colector y nimero Vanessa Rojas 30 con M. Olson.

Beaucarnea compacta L. Hern & Zamudio. MEXICO: GUANAJUATO: Xichu: Terraceria
Atarjea a San Luis de la Paz. 21° 19’ 25 N, 99° 57’ 38.6 W. 1152 m s.n.m. T.V. Matorral
Xerdfilo. Individuo de ~ 15 cm de altura. Base globosa y agritada. Inflorescencia de ~ 2 m de
longitud. Hojas azul-verdosas. Muyrtillocactus geometrizans, Prosopis laeviegata, Ipomoea,

Jatropha spatulata, Cordia, Tecoma, Fouquieria splendens subsp campanulata. N.v. “Saca



Mecate”. Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 10 de

Septiembre de 2006. Colector y nimero Vanessa Rojas 31 con M. Olson.

Beaucarnea compacta L. Hern & Zamudio. MEXICO: GUANAJUATO: Xichu: Terraceria
Atarjea a San Luis de la Paz. 21° 19' 25 N, 99° 57’ 38.6 W. 1152 m s.n.m. T.V. Matorral
Xerdfilo. Individuo de ~ 13 cm de altura. Base globosa y agritada. Inflorescencia de ~ 2.5 m de
longitud. Hojas azul-verdosas. Muyrtillocactus geometrizans, Prosopis laeviegata, Ipomoea,
Jatropha spatulata, Cordia, Tecoma, Fouquieria splendens subsp campanulata. N.v. “Saca
Mecate”. Sin flores ni frutos, material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 10 de

Septiembre de 2006. Coletor Vanessa Rojas 32 con M. Olson.

Beaucarnea compacta L. Hern & Zamudio. MEXICO: GUANAJUATO: Xichu: Terraceria
Atarjea a San Luis de la Paz. 21° 19' 25 N, 99° 57’ 38.6 W. 1152 m s.n.m. T.V. Matorral
Xerdfilo. Individuo de ~ 15 cm de altura. Base globosa y agritada. Inflorescencia de ~ 2 m de
longitud. Hojas azul-verdosas. Coexistiendo con Stenocereus queretaroensis, S. dumortieri,
Bursera morelensis, Mirtilocactus geometrisans, Prosopis laeviegata, Ipomonea, Jatropha
spatulata, Cordia, Tecoma, Fouqueria splendens subsp campalunata. Sin flores ni frutos,
material de respaldo para trabajo molecular. N.v. “Saca Mecate”. Sin flores ni frutos, material de
respaldo para trabajo molecular. Fecha: 10 de Septiembre de 2006. Colector y numero:

Vanessa Rojas 33 con M. Olson.

Calibanus glassianus L. Hern & Zamudio. MEXICO: GUANAJUATO: Xicha: Terraceria
Guamuchil a Xicha: Pueblo Yanetes. 21° 20’ 54.6 N, 99° 58’ 16.6 W. 932 m s.n.m. T.V. Matorral
Xerofilo. Muy similar a Beaucarnea compacta. Base globosa y agrietada. Inflorescencia de ~
1.5 m de longitud. Hojas verdes no-rizadas. Creciendo en ladera rocosa muy inclinada de
piedra caliza, junto a un rio. Coexistiendo con Bursera morelensis, Fouqueria splendens,
Hechtia, Agave, Mortilia, Jatropha. Material de respaldo para trabajo molecular. N.v. “Saca
Mecate”. Fecha: 10 de Septiembre de 2006. Colector y nimero: Vanessa Rojas 34 con M.

Olson.

Calibanus glassianus L. Hern & Zamudio. MEXICO: GUANAJUATO: Xicha: Terraceria
Guamuchil a Xicha: Pueblo Yanetes. 21° 20’ 55.1 N, 99° 58’ 18.8 W. 973 m s.n.m. T.V. Matorral
Xeroéfilo. Muy similar a Beaucarnea compacta. Base globosa y agrietada. Inflorescencia de ~
1.3 m de longitud. Hojas verdes no-rizadas. Creciendo en ladera rocosa muy inclinada de
piedra caliza, junto a un rio. Coexistiendo con Coexistiendo con Bursera morelensis, Fouqueria
splendens, Hechtia, Agave, Mortilia, Jatropha. N.v. “Saca Mecate”. Material de respaldo para
trabajo molecular. Fecha: 10 de Septiembre de 2006. Colector y nimero: Vanessa Rojas 35

con M. Olson.



Calibanus glassianus L. Hern & Zamudio. MEXICO: GUANAJUATO: Xicha: Terraceria
Guamuchil a Xicht: Pueblo Yanetes. 21° 20’ 59.6 N, 99° 58’ 10.2 W. 973 m s.n.m. T.V. Matorral
Xeroéfilo. Muy similar a Beaucarnea compacta. Base globosa y agrietada. Inflorescencia de ~
1.5 m de longitud. Hojas verdes no-rizadas. Creciendo en ladera rocosa muy inclinada de
piedra caliza, junto a un rio. Coexistiendo con Bursera morelensis, Fouqueria splendens,
Hechtia, Agave, Mortilia, Jatropha. N.v. “Saca Mecate”. Material de respaldo para trabajo
molecular. Fecha: 10 de Septiembre de 2006. Colector y nimero: Vanessa Rojas 36 con M.

Olson.

Beaucarnea hiriartiae L. Hern. MEXICO: GUERRERO: Cafi6n del Zopilote. 17° 36’ 42.7 N, 99°
33 57.2 W. 1310 m s.n.m. T.V. Bosque Tropical Caducifolio. Individuo de ~ 2 m de altura y 60
cm de diametro. Coexistiendo con Bursera sp., Neobuxbaumia mezcalensis. Material de
respaldo para trabajo molecular. Fecha: 23 de Agosto de 2006. Colector y numero: R. Medina
Lemos E-424

Beaucarnea hiriartiae L. Hern MEXICO: GUERRERO: Cafion del Zopilote. 17° 36’ 42.7 N, 99°
33 57.2 W. 1310 m s.n.m. T.V. Bosque Tropical Caducifolio. Individuo de ~ 2 m de altura y 50
cm de didmetro. Coexistiendo con Bursera sp., Neobuxbaumia mezcalensis. Material de
respaldo para trabajo molecular. Fecha: 23 de Agosto de 2006. Colector y nimero Rosalinda
Medina Lemos E-425

Beaucarnea hiriartiae L. Hern MEXICO: GUERRERO: Cafién del Zopilote. 17° 36’ 42.7 N, 99°
33'57.2 W. 1310 m s.n.m. T.V. Bosque Tropical Caducifolio. Individuo de ~ 2 m de altura y 50
cm de didmetro. Coexistiendo con Bursera sp., Neobuxbaumia mezcalensis. Material de
respaldo para trabajo molecular. Fecha: 23 de Agosto de 2006. Colector y nimero Rosalinda
Medina Lemos E-426

Beaucarnea pliabilis (Baker) Rose. MEXICO: QUINTANA ROO: 12 km al NE de Tulum
considerando como km 0 el super San Francisco de Asis de Tulum, sobre la carretera Tulum —
Xel-Ha, 4 km antes de Xel-Ha. 20° 17°21.5”N; 87° 23’ 07.8"W; Alt: 5 m.s.n.m. T.V. Bosque
tropical subdeciduo. Coexistiendo con leguminosas, orquideas y Agave sp. Pequefa poblacion
de ~ 20 individuos de 6 m de altura situados a los costados del camino de terraceria que va al
Cenote Yaxmuul. Material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 29 de diciembre de 2006.

Colector y nimero: A. Cervantes 44

Beaucarnea guatemalensis Rose. MEXICO: GUATEMALA,; Jardin de Mario Véliz. Colectado
originalmente en el Volcan Jumay. 89° 59’ 34” N ,14° 41’ 37" W. Material de respaldo para
trabajo molecular. Fecha: 31 de Enero de 2007. Colector y numero: J. Carlos Montero-Castro,

Laura Trejo y Mario Véliz 1004.



Beaucarnea guatemalensis Rose. MEXICO: GUATEMALA: km 196 de la carretera
Guatemala-Coban, 1/2 km al N de la aldea Chicoyoj. 90° 25.356" N, 15° 22.034" W. 1336
msnm. Material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 5 de Febrero de 2007. Colector y

namero: J. Carlos Montero-Castro y Laura Trejo 1033.

Beaucarnea goldmanii Rose. MEXICO: GUATEMALA: Alta Verapaz: 3 Km a partir de la
desviacion a Lanquin. Km. 51 de la carretera a Coban, 57 Km. a Fray Bartolome de las Casas.
15° 35.946°N; 90° 02.778' W. 1025 m. Material de respaldo para trabajo molecular. Fecha: 05

de febrero de 2007. Colector y nimero: Laura Trejo 5

Beaucarnea goldmanii Rose. MEXICO: CHIAPAS: 15 km en linea recta al SSO de Comitan:
camino asfaltado que va a Muninjao, 3 km del entronque con el camino al S de Tzimol; el
entronque se encuentra a 7 km al S (por carretera) de Tzimol. 16°07'12.4"N, 92°10'45.5"W, 194
m.s.n.m. T.V. Bosque tropical caducifolio seco. Arboles de hasta 7 m localmente muy
abundante. Muchas plantas con frutos. Creciendo en bosque muy perturbado sobre tierra caliza
con pendiente minima. Coexistiendo con Pedilanthus, Plumeria, Acacia y muchas otras
leguminosas, compuestas y gramineas. Fecha: 14 de Mayo de 2007. Colector y nimero. Mark

E. Olson Zunica 1103 junto con Julieta A. Rosell Garcia.

Beaucarnea congesta L. Hern. MEXICO: OAXACA: Ixtaltepec: Juchitan: Nizanda, Cerro
Verde. 16°39'55.7”N, 95°00'23.4"W, 172 msnm. Arboles de hasta 10 m de altura y de
circunferencia, con muchos individuos en varias etapas de desarrollo, incluyendo individuos
pequefios. Laderas calcareas creciendo con Cephalocereus, Pachycereus, Bursera, Plumeria,
Cnidoscolus, Agave, Hechtia, Pseudobombax, etc. Fecha: 20 de Mayo de 2007. Colector y

namero: Mark E. Olson Zunica 1124 junto con Julieta A. Rosell Garcia.



ANEXO 3

MATRIZ CON LA ALINEACION DE LA REGION
ITS UTILIZADA PARA LOS ANALISIS
FILOGENETICOS DEL ESTUDIO.



10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

000 ZZ0DWWWWWWWWoWWWmmmmwOOOOOOmWWWwwwWm

.recurvata Tamps -TCGAGACCCGAATGGACGATTGTGAACCCGTCGATGCTCCGGTGAGAGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGCCACTCCGGATGCCCC
.recurvata JB -TCGAGACCCGAATGGACGATTGTGAACCCGTCGATGCTCCGGTGAGAGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGCCACTCCGGATGCCCC
.inermis Oax  -TCGAGACCCGAATGGACGATTGTGAACCCGTCGATGCTCCGGTGAGAGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGCCACTCCGGATGCCCC
-hiriartiae Gro -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAACCCGTCGATGCTCCGGTGAGGGACGGAGGGAGGAGGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGCCATCCCGGATGCCCC

-hiriartiae JB -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAACCCGTCGATGCTCCGGTGAGGGACGGAGGGAGGAGGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGCCATCCCGGATGCCCC
.compacta 1 -TCGAGACCCGAATGGACGATTGTGAACCTGTCGATGCTTCGGTGAGGGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGTCACCCCGGATGCCCC
-compacta 2 -TCGAGACCCGAATGGACGATTGTGAACCTGTCGATGCTTCGGTGAGGGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGTCACCCCGGATGCCCC
.compacta 3 -TCGAGACCCGAATGGACGATTGTGAACCTGTCGATGCTTCGGTGAGGGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGTCACCCCGGATGCCCC
.glassianus 1 -TCGAGACCCGAATGGACGATTGTGAACCTGTCGATGCTTCGGTGAGGGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGTCACCCCGGATGCCCC
-glassianus 2 -TCGAGACCCGAATGGACGATTGTGAACCTGTCGATGCTTCGGTGAGGGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGTCACCCCGGATGCCCC
.glassianus 3 -TCGAGACCCGAATGGACGATTGTGAACCTGTCGATGCTTCGGTGAGGGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGTCACCCCGGATGCCCC
.glassianus 4 -TCGAGACCCGAATGGACGATTGTGAACCTGTCGATGCTTCGGTGAGGGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGTCACCCCGGATGCCCC
.glassianus 5 -TCGAGACCCGAATGGACGATTGTGAACCTGTCGATGCTTCGGTGAGGGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGTCACCCCGGATGCCCC
.hookeri Gto -TCGAGACCCGAATGGACGATTGTGAACCCGTCGATGCTTCGGTGAGGGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGTCACCCCGGATGCCCC

.guatemalensis 1 -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAATCCGTCGATGCTCCGGCGGGGCACGGAGGGAGGGCGGCACCCGCTCGCCTGACCCAGCCACCCCGGALCGLCCC
.guatemalensis 2 -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAATCCGTCGATGCTCCGGCGGGGCACGGAGGGAGGGCGGCACCCGCTCGCCTGACCCAGCCACCCCGGACGLCCCC
.guatemalensis 3 -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAATCCGTCGATGCTCCGGCGGGGCACGGAGGGAGGGCGGCACCCGCTCGCCTGACCCAGCCACCCCGGALCGLCCCC
.goldmanii JB -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAATCCGTCGATGCTCCGGCGGGGCACGGAGGGAGGGCGGCACCCGCTCGCCTGACCCAGCCACCCCGGALCGLCCC
.goldmanii Chil -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAATCCGTCGATGCTCCGGCGGGGCACGGAGGGAGGGCGGCACCCGCTCGCCTGACCCAGCCACCCCGGALCGLCCCC
.goldmanii Chi2 -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAATCCGTCGATGCTCCGGCGGGGCACGGAGGGAGGGCGGCACCCGCTCGCCTGACCCAGCCACCCCGGACGLCCCL
.pliabilis QRoo -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAATCCGTCGATGCTCCGGCGGGGCACGGAGGGAGGGCGGCACCCGCTCGCCTGTCCCAGCCACCCCGGACGLCCCC
.pliabilis JB -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAATCCGTCGATGCTCCGGCGGGGCACGGAGGGAGGGCGGCACCCGCTCGCCTGTCCCAGCCACCCCGGACGCCCC
.stricta Oax  -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAACCCGTCGATGCTCCGGTGAGGGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGCCACCCCGGATGCCCC
.stricta Pue  -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAACCCGTCGATGCTCCGGTGAGGGGCGGAGGGAGGACGACACCCGCTCGCCCGACCCTGCCACCCCGGATGCCCC
.stricta JB -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAACCCGTCGATGCTCCGGTGAGGGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCTGCCACCCCGGATGCCCC
.gracilis Oax -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAACCCGTCGATGCTCCGGTGAGGGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGCCACCTCGGATGCCCC
.gracilis Pue  -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAACCCGTCGATGCTCCGGTGAGGGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGCCACCTCGGATGCCCC

.gracilis JB -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAACCCGTCGATGCTCCGGTGAGGGGCGGAGGGAGGACGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGCCACCTCGGATGCCCC
-purpusii Oax  -TCGAGACCCGAATGGACGATTGCGAACCCGTCGATGCTCCGGWGAGGGACGGAGGGAGGAGGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGCCATCCCGGATGCCCC
-nelsonii GB -TCGAGACCCGAACGGACGATCGCGAACTCGTCGACGCTCCCGCGGGGGGCGGAGGGAGGGCAGCACCCGCTCGCCCGACCCTGCCACCCTGGGTGLCCCC

-lindheimerianaGB -TCGAGACCCGAACGGACGATCGCGAACCCGTCGACGCTCCCGCGAGGGGCGGAGGGAGGGCGGCACCCGCTCGCCCGACCCCGCCACCCCGGGTGLCCC
.berlandieri GB  -TCGAGACCCGAATGGACGATCGTGAACCCGTCGATGCTCCGGCGGGTGGCAGAGGGAGGGCGGCATCCCGTCGCTCGACCCTGCCACCCAGGATGCCCC
.longissimum GB  -TCGAGACCCGAATGGACGATCGTGAACCCGTCGATGCTCCGACGGGTGGCAGAGGGAGGGCGGCATCCCGTCGCTCGACCCTGCCACCCAGGATGCCCC
-wheeleri GB  -TCGAGACCCGAATGGACGATCGTGAACCAGTCGATGCTCCGTCGGGTGGCAGAGGGAGGGCGGCATCCCGTCGCCCGACCCTGCCACCCAGGATGCCCC
-texanum GB  -TCGAGACCCGAATGGACGATCGTGAACCAGTCGATGCTTCGGCGGGTGGCAGAGGGAGGGCGGCATCCCGTCGCCCGACCCTGCCACCCAGGATGCCCC
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.recurvata Tamps ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGCGGCGGAAACAAAGACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.recurvata JB ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGCGGCGGAAACAAAGACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
-inermis Oax  ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGCGGCGGAAACAAAGACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.hiriartiae Gro ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGTGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGTCGCGCGT
-hiriartiae JB ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGTGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGTCGCGCGT

-compacta 1 ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGCAGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.compacta 2 ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGCAGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.compacta 3 ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGCAGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
-glassianus 1 ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGCAGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
-glassianus 2 ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGCAGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.glassianus 3 ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGCAGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.glassianus 4 ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGCAGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.glassianus 5 ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGCAGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT

-hookerii Gto ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGCGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.guatemalensis 1 CTGGCCGCCCCCGTCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGAGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.guatemalensis 2 CTGGCCGCCCCCGTCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGAGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
-guatemalensis 3 CTGGCCGCCCCCGTCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGAGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
-.goldmanii JB CTGGCCGCCCCCGTCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGAGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.goldmanii Chil CTGGCCGCCCCCGTCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGAGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.goldmanii Chi2 CTGGCCGCCCCCGTCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGAGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.pliabilis QRoo CTGGCCGCCCCCGTCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGAGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
-.pliabilis JB CTGGCCGCCCCCGTCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGAGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.stricta Oax  ATCGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGTGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.stricta Pue  ATCGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGTGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.stricta JB ATCGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGAGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.gracilis Oax ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGAGCGGCGGAAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.gracilis Pue ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGAGCGGCGGAAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.gracilis JB ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGAGCGGCGGAAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGCCGCGCGT
.purpusii Oax  ATGGCCGCCCTCGCCCTGCCTCGCAGCGGGACGGGTGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAATAGTGATGTCGGAGAGCGTCGCGCGT
-nelsonii GTGGCCGCCCCCGTCTCGCTTCGCAGCGGGATGGGCGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAACAATGATGTCGGAGAGCGTCACGTGC
-lindheimerianaGB GTGGCCGCCCCCGCCTCGCTTCGCAGCGGGACGGGCGGCGGGAACAA-GACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAACAATGATGTCGGAGAGCGTCGCGTGG
-berlandieri GB ATGGCCGCCCCCGCCCCGCCTTGCGACGGGACGGGTGGCGGGAACAAATACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAGTAGTGATGTCGGAGACCGTCGCGTGC
.longissimum  GB ATGGCCGCCCCCGCCCCGCCTTGCGACGGGACGGGCGGCGGGAACAAATACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAGTAGTGATGTCGGAGACCGTCGCGTGC
-wheeleri GB ATGGCCGCCCCCGCCCCGCCTTGCGACGGGACGGGCGGCGGGAACAAATACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAGTAGTGATGTCGGAGACCGTCGCGTGC
-texanum GB ATGGCCGCCCCCGCCCCGCCTTGCGACGGGACGGGCGGCGGGAACAAATACCCGGCGCGGTGGGCGCCAAGGAGTAGTGATGTCGGAGACCGTCGCGTGC
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CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACACACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACACACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTCGTGCGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTCGTGCGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTCGTGCGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTCGTGCGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTCGTGCGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTCGTGCGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTCGTGCGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTCGTGCGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTTGTACGTGCGGCGTGACCCTTCCATACACACGTCAAACTTTTATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCG
CGGTTTCGCGCGCGCGGCGTGACCTGTCCATACATACCTCGACCTTTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
CGGTTCCGCGCGCGCGGCGCGACCCTTCCATACATATCTCGACCTTTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
CGGTTC-GCGCGCGCGGCGTGACCCTTCCATACATATGTTAAACTTTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
CGGTTTCGCGCGCGCGGCGTGATCCTTCCATACATATGTTAAACTTTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
CGGTT-CGCGCGCGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTTAAACTTTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
CGGTT-CGCGCGCGCGGCGTGACCCTTCCATACATACGTTAAACTTTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

300



310 320 330 340 350 360 370 380 390

000 ZZ0D0DWWWWWWWWWoWmWmowOOOOOOWWWwwWwWwwm

.recurvata Tamps
.recurvata JB
-inermis
-hiriartiae Gro
-hiriartiae
.compacta
.compacta
.compacta
-glassianus
.glassianus
-glassianus
-glassianus
-glassianus
-hookerii
.guatemalensisl
-guatemalensis2
-guatemalensis3
-goldmanii
.goldmanii
.goldmanii
-pliabilis
-pliabilis
.stricta
.stricta
.stricta
-gracilis
.gracilis
-gracilis
-purpusii
-nelsonii
-lindheimerianaGB
-berlandieri
-longissimum GB
-wheeleri
-texanum

Oax

JB

AR WNRFPWOWNPE

Gto

JB
Chil
Chi2
QRoO
JB
Oax
Pue
JB
Oax
Pue
JB
Oax
GB

GB

GB
GB

AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCACCCGGTCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCACCCGGTCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCACCCGGTCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCACCCGGTCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCACCCGGTCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCACCCGGTCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCACCCGGTCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCACCCGGTCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCACGCCTGCTTGG
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

400



410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

000 ZZ0D0DWWWWWWWWWoWmWmowOOOOOOWWWwwWwWwwm

.recurvata
.recurvata
-inermis
-hiriartiae
-hiriartiae
.compacta
.compacta
.compacta
-glassianus
.glassianus
-glassianus
-glassianus
-glassianus
-hookerii
-guatemalensis 1
-guatemalensis 2
-guatemalensis 3

Tamps GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCACGCCCCTGCCCCCCGGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGLCG

JB
Oax
Gro
JB

~ ONWNEFE WNP

Gto

-goldmanii JB
.goldmanii Chil
.goldmanii Chi2
-pliabilis QRoo
-pliabilis JB
.stricta Oax
.stricta Pue
.stricta JB
.gracilis Oax
.gracilis Pue
-gracilis JB
-purpusii Oax
-nelsonii GB
-lindheimerianaGB
_berlandieri GB
-longissimum GB
-wheeleri GB
-texanum GB

GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCACGCCCCTGCCCCCCGGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCACGCCCCTGCCCCCCGGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCGTGCCCCTGCCCCCCGGATC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGLG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCGTGCCCCTGCCCCCCGGATC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCACACCCCTGCCCCCCAGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCACACCCCTGCCCCCCAGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCACACCCCTGCCCCCCAGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGLG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCACACCCCTGCCCCCCAGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCACACCCCTGCCCCCCAGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCACACCCCTGCCCCCCAGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCACACCCCTGCCCCCCAGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGLG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCACACCCCTGCCCCCCAGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCACACCCCTGCCCCCCATACT-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCCCGTCGCTCCTTGCA-CCCTCGCCCCCGGACCAGGGAGGTGGCGGGTGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCCCGTCGCTCCTTGCA-CCCTCGCCCCCGGACCAGGGAGGTGGCGGGTGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCCCGTCGCTCCTTGCA-CCCTCGCCCCCGGACCAGGGAGGTGGCGGGTGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCCCGTCGCTCCTTGCA-CCCTCGCCCCCGGACCAGGGAGGTGGCGGGTGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCCCGTCGCTCCTTGCA-CCCTCGCCCCCGGACCAGGGAGGTGGCGGGTGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCCCGTCGCTCCTTGCA-CCCTCGCCCCCGGACCAGGGAGGTGGCGGGTGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCCCGTCGCTCCTTGCA-CCCTCGCCCCCTGACCAGGGAGGTGGCGGGTGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGLG
GCGTCACGCCTCCCGTCGTTCCTTGCA-CCCTCGCCCCCTGACCAGGGAGGTGGCGGGTGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCGCGCCCCTGCCCCCCGGACC-GGGAGGTGGCAGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCGCGCCCCTGCCCCCCGGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCGCGCCCCTGCCCCCCGGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGLG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCACGCCCCTGCCCCCCGGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCACGCCCCTGCCCCCCGGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCACGCCCCTGCCCCCCGGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
GCGTCACGCCTCGCGTCGCTCCGCGTGCCCCTGCCCCCCGGACC-GGGAGGTGGCGGGCGCGGATGCGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGLG
NNNNNNNNNNTCGCGTCGCTCCGCGCGCCC-TGCCCCCCTGCCCGGGGAGGCGGCTG-TGCGGATGTGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTAGCGGCGCGGCG
NNNNNNNNNNTCGCGTCGCTCCGCGCACCCC-GCCCCCCAGCTCGGGGAGGCG-CG--TGCG-ATGCGGAGATTGGCCCCCCGTGCCTAGCGGTGCGGCG
NNNNNNNNNNTCACGTCGCTCCGAGCACCCC-GCCCCCTGGATCGGGGAGGTGGCGGGCGCGGAT-CGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGLG
NNNNNNNNNNTCACGTCGCTCCGAGCACCCC-GCCCCCTGGATCGGGGAGGTGGCGGGCGCGGAT-CGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTCGCGGTGCGGCG
NNNNNNNNNNTCACGTCGCTCCGAGCACCCC-GCCCCCTGGATCGGGGAGGTGGCGGGCGCGGAT-CGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTTGCGGTGCGGCG
NNNNNNNNNNTCACGTCGCTCCGAGCACCCC-GCCCCCTGGATCGGGGAGGTGGCGGGCGCGGAT-CGGAGACTGGCCCCCCGTGCCTTGCGGTGCGGCG




510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

000 ZZ0D0DWWWWWWWWWoWmWmowOOOOOOWWWwwWwWwwm

.recurvata
.recurvata
-inermis
-hiriartiae
-hiriartiae
.compacta
.compacta
-compacta
-glassianus
.glassianus
-glassianus
-glassianus
-glassianus
-hookerii
-guatemalensis 1
-guatemalensis 2
-guatemalensis 3
-goldmanii
.goldmanii
.goldmanii
-pliabilis
-pliabilis
.stricta
.stricta
.stricta
-gracilis
.gracilis
-gracilis
-purpusii
-nelsonii
-lindheimerianaGB
-berlandieri
-longissimum GB
-wheeleri
-texanum

Tamps GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT

JB
Oax
Gro
JB

~ ONWNEFE WNP

Gto

JB
Chil
Chi2
QRoO
JB
Oax
Pue
JB
Oax
Pue
JB
Oax
GB

GB

GB
GB

GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCTCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCTGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCTGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCGGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGTCCAT
GGCTGAAGTGCGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGATACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGACCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGCGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGATACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGACCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGCGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGATACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGACCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGCGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGATACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGACCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGCGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGATACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGACCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGCGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGATACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGACCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGCGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGATACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGACCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGCGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGATACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGACCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTTGCGGCCCAT
GGCTGAAGTCAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTTGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCCGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGAGGGCTGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGAACGGCGCTCAGCGTTGCCTCCGCCCCCCGATCCTAGCGGCCCAT
GGCCGAAGTGCGGGCCGCCGGACGGGACGGACGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGTACGGCGCTCAGCGCCGCCGATGCCCTC-GGGCCCAGCAGCCCAT
GGCCAAAGTGCGGGCCGCCGGACGGGACGGACGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGTACGGCGCTCAGCGCCGCCGACGCCCCC-GGCCCCAGCGGCCCAT
GGCTGAAGTGCGGGCTGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGTACGGCGCTCAGCGTCGCTTTTGCCCCCCGATCCCAGTGGCCCAT
GGCTGAAGTGCGGGCTGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGTACGGCGCTCAGCGTCGCTTTTGCCCCCCGATCCCAGTGGCCCAT
GGCTGAAGTGCGGGCTGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGTACGGCGCTCAGCGTCGCTTTTGCCCCCCGATCCCAGTGGCCCAT
GGCTGAAGTGCGGGCTGCCGGTCGGGACGGATGCGGCGAGTGGTGGACGGACACGTACGGCGCTCAGCGTCGCTTTTGCCCCCCGATCCCAGTGGCCCAT




610 620 630 640

000 ZZ0D0DWWWWWWWWWoWmWmowOOOOOOWWWwwWwWwwm

.recurvata
.recurvata
-inermis
-hiriartiae
-hiriartiae
.compacta
.compacta
.compacta
-glassianus
.glassianus
-glassianus
-glassianus
-glassianus
-hookerii
-guatemalensis 1
-guatemalensis 2
-guatemalensis 3

Tamps -CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA

JB
Oax
Gro
JB

~ ONWNEFE WNP

Gto

-goldmanii JB
.goldmanii Chil
.goldmanii Chi2
-pliabilis QRoo
-pliabilis JB
.stricta Oax
.stricta Pue
.stricta JB
-gracilis Oax
.gracilis Pue
-gracilis JB
-purpusii Oax
-nelsonii GB
-lindheimerianaGB
_berlandieri GB
-longissimum GB
-wheeleri GB
-texanum GB

-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
GCAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCTTGCCCCTCGGAACA
GCAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCTTGCCCCTCGGAACA
GCAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCTTGCCCCTCGGAACA
GCAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCTTGCCCCTCGGAACA
GCAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCTTGCCCCTCGGAACA
GCAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCTTGCCCCTCGGAACA
GCAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCTTGCCCCTCGGAACA
GCAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCTTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
-CAAGGAACCCATGCCGTCGGGCAAGCGTGCCCCTCGGAACA
GCAAGGAACCCACGCCGTCGGGCGGTCGCGCCCCTCGGAACA
GCAAGGAACCCATGCTGTCGGGCGCACGCGCCCCTCGGAACA
GCAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
GCAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
GCAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA
GCAAGGAACCCATGCCGTCGGGCGAGCGTGCCCCTCGGAACA




ANEXO 4

LAMINAS CON LAS IMAGENES DE M.E.B. DE LAS
HOJAS DE LAS ESPECIES DE Beaucarnea Y
Calibanus EN ESTADO SILVESTRE.







































ANEXO 4. Continuacion

LAMINAS CON LAS IMAGENES DE M.E.B. DE LAS
HOJAS DE LAS ESPECIES DE Beaucarnea Y
Calibanus CULTIVADAS EN EL JARDIN
BOTANICO, IBUNAM.
























ANEXO 4. Continuacion

LAMINAS CON LAS IMAGENES DE M.E.B. DEL
MARGEN DE LAS HOJAS DE LAS ESPECIES DE
BeaucarneayY Calibanus EXAMINADAS.









ANEXO 4. Continuacién

LAMINAS CON IMAGENES DE FELEMA DE LAS
ESPECIES DE Beaucarneay Calibanus
EXAMINADAS.
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