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Resumen

En angiospermas el nivel de ploidia y el nimero cromosdmico estan relacionados con algunos
atributos de las plantas, como la forma de crecimiento y los caracteres foliares entre ellos
la longitud de las células guarda de los estomas, la frecuencia estomatica y el espesor y tamaiio de las
células del mesofilo. Se ha postulado que existen relaciones entre la forma de crecimiento y algunos
caracteres foliares. Asteraceae es una de las familias de angiospermas mas diversa y estd representada
en la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel (REPSA) con 93 especies, 51 géneros y 11 tribus. Las
especies de la familia presentan una gran variacidn en su estructura anatdmica caulinar y foliar, asi
como diferentes formas de crecimiento y nimeros cromosdmicos altos, que sugieren un origen
poliploide y distribuciones particulares en el borde o en el interior de la REPSA. En este trabajo se
caracterizd el aparato estomatico y el mesofilo foliar de 52 especies de Asteraceae de la REPSA y se
evaluaron las relaciones entre nimero cromosdmico y el nivel de ploidia con algunos caracteres
anatomicos foliares y con la forma de crecimiento. Se utilizaron métodos estadisticos tradicionales y
de sefal filogenética y de contrastes independientes de la filogenia. Estos ultimos consideran la
filogenia para determinar si los rasgos foliares observados presentan una sefial filogenética y si las
relaciones entre caracteres son dependientes de las relaciones filogenéticas dentro de la familia. Los
resultados son poco consistentes con lo reportado por otros autores para otras familias de
angiospermas, puesto que las correlaciones encontradas para los nimeros cromosdmicos y el nivel de
ploidia con los caracteres foliares estudiados son bajas en la mayoria de los casos. En la mayoria de las
especies estudiadas se encontraron caracteres foliares tipicos de xerdéfitas, aunque también se
presentan caracteres que no son consistentes con los caracteres foliares de plantas de ambientes
secos. Entre las tribus analizadas se encontraron diferencias en la anatomia foliar y en las relaciones
entre caracteres foliares. Los analisis estadisticos filogenéticos arrojaron que cuatro de los caracteres
evaluados presentan una senal filogenética y que cuatro de las relaciones analizadas tienen una
distribucién dependiente de las relaciones entre los clados de Asteraceae. Ademas, los resultados de
este estudio sugieren la presencia de una senal filogenética en algunos caracteres foliares; sin
embargo, se hizo evidente la necesidad de generar mas informacién sobre la posicidn filogenética de

los géneros y especies de Asteraceae de México para lograr resultados concluyentes al respecto.



Abstract

It has been shown that in angiosperms ploidy level and chromosome numbers are related to
some attributes of the plants like growth form and foliar characters such as guard cells length,
stomatal frequency, and the size and thickness of mesophyll cells. It has also been postulated that
there are relationships between growth form and some leaf. Asteraceae is among the Angiosperms
one of the most diverse. It is widely represented in the REPSA with 93 species belonging to 51 genera
and 11 tribes. Species of the family show great variation in stem and leaf anatomical structure, in
growth forms, in chromosome numbers, which suggest a polyploid origin, and in the particular
distribution on the edge or inside the REPSA. In this study, the stomatal apparatus and leaf mesophyll
has been characterized in 52 species of Asteraceae REPSA. In addition, the relationship between
chromosome number and ploidy level with some leaf anatomical characteristics and growth form has
been evaluated. Traditional statistical and phylogenetic signal and phylogenetically independent
contrasts methods were used. The latter determinate if the studied leaf traits exhibit phylogenetic
signal and if the characters relationships are dependent on the phylogenetic relationships within the
family. The results are slightly consistent with those reported by other authors for other angiosperms
families, since the correlations found for chromosome numbers and ploidy level with the studied leaf
traits are low in most cases. Most of the studied species showed typical xerophytic leaf characters,
although there are thin cuticles and glabrous leaves which are not consistent with leaf traits of plants
growing in dry environments. Among the tribes there were differences in leaf anatomy and in the
relationships between leaf traits. Phylogenetic statistical analyzes showed that four of the characters
evaluated presented a phylogenetic signal and four of the relationships analyzed are dependent on
the relationships between Asteraceae clades. The results of this study suggest the presence of a
phylogenetic signal in some leaf traits, but there is a need to generate information about the
phylogenetic position of the genera and species of Asteraceae of Mexico to achieve conclusive results

about it.



Introduccion

El estudio de la estructura y comportamiento de los cromosomas durante las diferentes fases
del ciclo celular provee informacién que contribuye en gran medida al estudio de los patrones de
evolucién y las relaciones filogenéticas de los organismos. Por ejemplo, las diferencias entre nimeros
cromosémicos permiten reconocer con claridad la existencia de especies diferentes (Jackson, 1971).

Las relaciones entre caracteres citogenéticos y caracteres anatémicos de la planta ha sido
objeto de estudio desde el siglo antepasado. Particularmente el estudio comparativo de series
poliploides ha demostrado diferencias morfolégicas y fisioldgicas entre los poliploides y sus parientes
diploides (Leitch y Bennet, 1997; Soltis el al., 2003). Sin embargo, la mayoria de los trabajos sobre la
relacién entre caracteres citogenéticos y anatdmicos no ha considerado el efecto que las relaciones
filogenéticas tienen sobre la presencia de determinados caracteres. Recientemente, algunos autores
(Beaulieu et al., 2008; Hodgson et al., 2010) han comenzado a considerar el efecto de la filogenia
sobre los caracteres y sobre las relaciones entre ellos; ademas de utilizar técnicas de andlisis que les
permiten incorporar la informacién filogenética.

Asteraceae es una de las familias de angiospermas mas diversas. Se encuentra bien
representada en México y se considera que mas de la mitad de las especies presentes en nuestro pais
son endémicas (Villasefior, 2003). Las especies que conforman la familia presentan una gran variacion
entre los caracteres anatdmicos foliares, las formas de crecimiento e incluso entre los nimeros
cromosdmicos. Por otra parte, desde hace varios afios se han realizado avances con respecto a la
filogenia de la familia (Funk et al., 2005, 2009; Torices, 2010).

Por lo anterior, se considerd que Asteraceae es un grupo de trabajo ideal para comprobar si los
patrones de relaciones que se han sugerido desde hace varios afios entre caracteres citogenéticos y

caracteres anatomicos foliares persisten cuando se analizan en un contexto filogenético.



Objetivos

° Caracterizar el aparato estomatico y el mesofilo foliar de 50 especies de Asteraceae de
la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel (REPSA) a través de las observaciones
generadas por la microscopia de luz.

° Determinar si existen diferencias en la anatomia de las hojas de especies
pertenecientes a diferentes tribus y con distintas formas de crecimiento.

° Evaluar la significancia y la direccidn de la relacién entre el area foliar, el area foliar
especifica, el grosor del parénquima, el tamafio de las células guarda, la densidad estomatica,

el nimero cromosémico y el nivel de ploidia para la familia Asteraceae y para sus tribus.

Hipotesis

El nimero cromosdmico en las especies de Asteraceae de la REPSA se relaciona positivamente
con el tamafio de las células oclusivas del estoma, con el area foliar especifica y con el grosor del
mesofilo y se relaciona negativamente con la frecuencia estomatica.

Las relacién entre caracteres citogenéticos y caracteres foliares es dependiente de las
relaciones filogenéticas entre las especies de las tribus que se encuentran en la REPSA.

Las relaciones filogenéticas afectan mas directamente que la forma de crecimiento a las

relaciones existentes entre el nUmero cromosdmico y los caracteres foliares.



Antecedentes
La poliploidia y sus efectos en los organismos

El grupo de cromosomas derivado de un nucleo gamético o zigético es conocido como su
complemento cromosdmico el cual puede contener uno o varios juegos basicos de cromosomas o
genomas (Bennett et al., 2000; Soltis et al., 2003). En general, la constitucién cromosémica de las
especies es constante en cuanto a morfologia de los cromosomas y nimero cromosdmico.

El nUmero cromosdmico es una de las caracteristicas citolégicas mas utilizadas, debido a que es
la forma mads fécil y rapida de obtener informacién sustancial acerca del genoma de una especie. El
numero minimo de cromosomas presentes en una especie es denominado el nUmero cromosdémico
basico (x). El nUmero cromosémico gamético (n) es el nUmero de cromosomas que se obtiene como
resultado de la reduccion del nimero cromosémico durante la meiosis, mientras que el nimero de
cromosomas de las células somaticas suele referirse como el nimero cromosémico cigdtico o
somatico (2n) (Jackson, 1971; Guerra, 2008).

Los nucleos con un juego basico de cromosomas son monoploides, aquellos con dos juegos son
diploides, y aquellos con tres o mas juegos cromosdmicos bdsicos se definen como poliploides. El
término poliploidia se usa para describir la presencia de tres o mas juegos de cromosomas en células,
tejidos u organismos (Leitch y Bennett, 1997). Este fendmeno fue descubierto y definido por Winkler
en 1916 tras su trabajo con Solanum (Soto-Trejo, 2007).

Desde el siglo antepasado el estudio comparativo de poliploides artificialmente inducidos y
series poliploides mostré que las especies poliploides presentan diferencias morfoldgicas vy fisioldgicas
con respecto a sus parientes diploides mas cercanos. Por ejemplo, Sax y Sax (1937) demostraron que
el nimero cromosdmico estd correlacionado con la longitud de las células guarda de los estomas y con

la frecuencia estomatica en variedades diploides y tetraploides de Tradescantia canaliculata y Secale



cereale. Destaca el trabajo de Stebbins (1950, 1971), quien reconocid a la poliploidia como un proceso
evolutivo importante que origina genotipos radicalmente diferentes, ademas de vigorosos y bien
adaptados. En sus trabajos postula que un incremento en el nivel de ploidia tiene efectos directos
sobre el ciclo celular y el tamafio de ciertas células dentro de la planta, particularmente sobre las
células guarda de los estomas y los granos maduros de polen. Ademas, la poliploidia puede
incrementar el tamano de ciertos érganos en los que se presenta un patrén de crecimiento
determinado, o bien incrementar el tamafo de la planta e incluso causar cambios en la formay
textura de 6rganos como hojas y pétalos.

Diversos autores han encontrado que la poliploidia y el nimero cromosdémico se correlacionan
positivamente con la longitud de las células guarda de los estomas (Stone, 1961; Przywara et al., 1988;
Masterson, 1994; Mishra, 1997; Beck et al., 2003) y negativamente con la frecuencia estomatica (Sax y
Sax, 1937; Byrne et al., 1981; Hull-Sanders et al., 2009; Beck et al., 2003) y el indice estomdtico
(Mishra, 1997). Se han reportado también diferencias en el area foliar especifica, las concentraciones
de metabolitos secundarios (Hull-Sanders et al., 2009), las cantidades de Rubisco (Vyas et al., 2007) y
la tasa fotosintética de plantas de la misma especie con diferentes niveles de ploidia (Vyas et al., 2007;
Hull-Sanders et al., 2009). Por ejemplo, Vyas et al. (2007) encontraron diferencias en el arreglo celular
de las células del mesofilo de hojas de Phlox drummondii diploides comparados con autotetraploides
sintéticos; ademads encontraron que el grosor del mesofilo foliar, el grosor del parénquima en
empalizada y el parénquima esponjoso aumentaba en las hojas de los tetraploides comparadas con las
hojas de los diploides. A pesar de las diferencias encontradas advierten que no es posible atribuir las
diferencias observadas Unicamente al incremento en el nimero cromosdmico, ya que existen otros

procesos de estabilizacién del genoma que pueden estar involucrados en esta variacion.



La importancia de la filogenia

En anos recientes se ha visto que el andlisis de las relaciones entre dos o mds conjuntos de
datos provenientes de diferentes taxones emparentados y la busqueda de patrones entre éstos debe
incorporar informacion filogenética (Soltis et al., 2003; Knight y Beaulieu, 2008). La utilizacion de la
filogenia en los estudios comparativos permite distinguir si los rasgos observados en los taxones
actuales han sido moldeados por las relaciones filogenéticas o por procesos como la seleccién natural.
Ademas permite el estudio de rasgos fenotipicos, ecoldgicos, fisioldgicos o conductuales; por lo cual
es Util para abordar problemas que no podrian ser resueltos de otra forma, como la reconstruccion de
fenotipos ancestrales y la comparacién de tasas de evolucién. Los efectos que tiene la poliploidia
sobre el fenotipo de las plantas se han comenzado a evaluar por medio de andlisis que incorporan la
filogenia de las especies estudiadas (Soltis et al., 2003; Fay et al., 2005; Knight y Beaulieu, 2008).

Anteriormente, los estudios que se realizaban para encontrar la relacién entre la densidad
estomatica o la longitud de las células guarda de los estomas con la cantidad de ADN 2C aplicaban
Unicamente regresiones y correlaciones estadisticas, en las cuales se asume que las unidades
muestrales son independientes entre si; es decir, no toman en cuenta las relaciones de parentesco
entre las especies, con lo cual hay pseudoreplicacidn y se incrementa el riesgo de cometer error
estadistico de tipo | (Felsenstein, 1985). En los trabajos mas recientes se utilizan analisis estadisticos,
como los andlisis de contrastes independientes, los cuales incorporan la informacién filogenética
disponible de las especies al analisis de correlacion (Grotkopp et al., 2004; Beaulieu et al., 2007;
Beaulieu et al., 2008; Knight y Beaulieu, 2008). De esta manera, se ha visto que algunas correlaciones
generadas mediante andlisis estadisticos tradicionales no se mantienen cuando se analizan en el
contexto filogenético o, por el contrario, se han detectado tendencias diferentes en las relaciones

entre grupos distintos. Por ejemplo, la relacién entre contenido de ADN 2C y masa foliar por area



(MFA) para angiospermas es negativa, mientras que la misma relacidn para gimnospermas es positiva
(Knight y Beaulieu, 2008). Estos resultados sugieren que las relaciones entre caracteres foliares y
caracteres citogenéticos (como los nimeros cromosémicos, el contenido de ADN o el nivel de ploidia)
pueden ser dependientes de la filogenia.

El método de contrastes independientes de la filogenia ha sido el mas empleado en estudios
comparativos. Utiliza la inversa de las longitudes de las ramas para transformar los datos
interespecificos en valores independientes e idénticamente distribuidos. De esta forma se pueden
analizar los datos con métodos estadisticos estandar. Los requisitos para este analisis son: 1) Disponer
de una hipétesis filogenética en la cual las longitudes de las ramas reflejen la varianza esperada del
cambio en los caracteres. 2) Asumir que el cambio en los fenotipos a lo largo del tiempo se asemeja al
movimiento browniano. Bajo este modelo evolutivo los cambios fenotipicos son graduales y aleatorios
y por lo tanto independientes unos de otros. Los supuestos de este modelo son: una distribucidn
normal, media de cambio esperado igual a cero y varianza igual a las longitudes de las ramas. Estos
supuestos resultan realistas cuando los caracteres evolucionan por deriva génica o cuando se trata de
caracteres sometidos a seleccion direccional que cambia de signo aleatoriamente. Sin embargo, las
herramientas actuales permiten calcular los contrastes presuponiendo otros modelos evolutivos
(Felsenstein, 1985; Rezende y Garland, 2003).

Ademas de los andlisis de contrastes independientes, se usan pruebas de sefial filogenética
para cuantificar la fuerza de las correlaciones entre determinados rasgos (Felsenstein, 1985;
Minkenmidiller et al., 2012). La senal filogenética se define como la tendencia que presenta un grupo
de especies relacionadas a parecerse entre si mas de lo que se parecen a cualquier otra especie
extraida al azar de la filogenia (Minkenmidiller et al., 2012). Entre los indices mas utilizados para medir

sefial filogenética se encuentran la K de Blomberg (Blomberg et al., 2003) y la A (lambda) de Pagel



(Pagel, 1999). El pardmetro lambda indica si la filogenia predice correctamente los patrones de
covarianza que se observan entre especies para un caracter dado. Si el caracter evoluciona
independientemente entre las especies (es decir no hay sefial filogenética) el parametro tomara un
valor de cero. Si el cardcter evoluciona como se espera dada la topologia del arbol bajo un modelo de
evolucidn browniano, entonces A tomara el valor de 1. De esta forma es posible detectar si las
historias evolutivas compartidas que se especifican en la filogenia producen los patrones de similitud

observados en los datos (Pagel, 1999; Eastman y Storfer, 2011; Minkenmdiiller et al., 2012).

Relacidn entre los caracteres foliares y la forma de crecimiento de la planta

Los términos habito, forma de crecimiento y forma de vida suelen utilizarse indistintamente en
la literatura. Sin embargo el origen de los términos y las caracteristicas particulares de la planta a las
cuales hace referencia cada uno de ellos son diferentes.

El término “hdbito” suele usarse para referirse a la apariencia general de una planta (Hickey y
King, 2000; Judd et al., 2002; Vazquez-Sanchez et al., 2012). Se reconocen tres tipos de habito:
hierbas, arbustos y arboles. Las hierbas son plantas con escasa o ninguna lignificacion en el tallo y que
decae anualmente (Hickey y King, 2000; Vazquez-Sanchez et al., 2012). Los arbustos son plantas
lefiosas perennes con el tronco ramificado desde la posicion basal y, generalmente, de menor altura
qgue un arbol (Vazquez-Sanchez et al., 2012). Un arbol es una planta lefiosa perenne comidnmente alta,
con un tronco bien definido que se ramifica cerca del apice (Hickey y King, 2000; Vazquez-Sanchez et
al., 2012). La “forma de crecimiento” se refiere a la construccién de los individuos e incluye los
cambios que el individuo experimenta a lo largo de su vida (Vazquez-Sanchez et al., 2012) y es un
caracter que refleja la adaptacion local y temporal de la planta a factores abiéticos (Perreta y Vegetti,

2005). Es un concepto que se encuentra estrechamente relacionado al concepto de habito; inclusive



se consideran dentro de esta clasificacidn los términos de hierbas, arbustos, arboles, enredaderas y
lianas (Vazquez-Sanchez et al., 2012). La “forma de vida” se refiere generalmente a las formas
propuestas por Raunkiaer en 1934. En esta clasificacidén se considera principalmente la posicidon de las
estructuras de perennacién de la planta. En este trabajo se utilizara el término forma de crecimiento
debido a que es relativamente facil clasificar a las plantas incluidas en este estudio dentro de las
definiciones de hierba, arbusto o arbol y con fines comparativos, puesto que en la mayoria de los
trabajos actuales clasifican a las plantas de acuerdo a su forma de crecimiento

Los estudios donde se relacionan los caracteres foliares y la forma de crecimiento indican que
las hierbas presentan estomas grandes (Beaulieu et al., 2008, Hodgson et al., 2010) y una baja
densidad estomatica (Beaulieu et al., 2008), hojas mas delgadas, una mayor area foliar especifica
(Garnier et al., 1997, Liu et al., 2008) y menor cantidad de materia seca de la hoja que los arbustos y
los arboles (Liu et al., 2008). En contraste, las plantas lefiosas (arbustos y arboles) tienen estomas
pequefios (Beaulieu et al., 2008, Hodgson et al., 2010), una alta densidad estomatica (Beaulieu et al.,
2008), hojas mas gruesas, una menor area foliar especifica (Garnier et al., 1997, Liu et al., 2008) y alto
contenido de materia seca de la hoja y baja varianza en sus rasgos foliares.

Otros estudios indican que el drea ocupada por las células del mesofilo (en corte transversal) y
la proporcion de volumen foliar ocupado por el mesofilo, asi como el drea foliar especifica es mayor
en las plantas anuales que en las perennes. Por su parte, las plantas perennes presentan una mayor
area foliar y mayor masa foliar por drea (MFA) que las anuales (Garnier y Laurent, 1994; Garnier et al.,

1997, Castro-Diez et al., 2000, Poorter et al., 2009).

Relacion entre poliploidia y forma de crecimiento

Stebbins (1938, 1950, 1971), al estudiar diversas familias de angiospermas encontrd que existe
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una correlacidn entre la forma de crecimiento y algunas caracteristicas citoldgicas, como el tamafio de
los cromosomas y los niUmeros basicos. Este autor también menciona que la frecuencia con que la
poliploidia y los nimeros cromosdémicos basicos altos (derivados de poliploidia ancestral) se presentan
en algunos grupos de plantas esta relacionada con los factores internos de la especie, de los cuales el
habito o la forma de crecimiento es uno de los mas importantes. Stebbins (1938, 1971) postula que la
poliploidia es mas frecuente en las hierbas perennes que en las hierbas anuales. También se ha
postulado que la poliploidia se asocia con la capacidad de las plantas para invadir nuevos ambientes
(Pandit et al., 2006).

Las generalizaciones de los efectos de la poliploidia sobre los diferentes caracteres foliares se
han realizado con muestras de plantas que suelen incluir angiospermas y gimnospermas o grupos de
angiospermas representativos de la mayor cantidad posible de familias. Por ejemplo, para Asteraceae
se ha encontrado que el tamafio del genoma predice poca de la variacién del tamafio de las células
oclusivas, aunque es significativa (r2 =0.08, P <0.05, n =51); pero al llevar el estudio a nivel de tribu
los valores de las r* son superiores (Anthemideae: r? = 0.30, P < 0.05, n = 16; Lactuceae: r?= 0.50, P<
0.001, n = 18; Hodgson et al., 2010). Estos resultados nos lleva a pensar que hay una carga filogenética
en la relacion de contenido de ADN 2C y el tamanfio de las células oclusivas en las tribus de Asteraceae;
sin embargo se desconocen las asociaciones que existen entre la poliploidia y otros caracteres foliares

dentro de esta familia.

La familia Asteraceae
Asteraceae es una familia cosmopolita muy diversa (Bremer, 1994; Turner y Nesom, 1998).
Contiene el mayor numero de especies descritas con entre 24,000 a 30,000 especies distribuidas en

1,600 a 1,700 géneros (Turner y Nesom, 1998; Villasefor, 2004; Funk et al., 2005). La familia se
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caracteriza por la presencia de inflorescencias denominadas capitulos, por las anteras fusionadas en
un anillo y la presencia de aquenios que a veces presentan un vilano. Aunque la familia es claramente
monofilética se observa una gran variacién entre las especies, ya sea en la estructura de las cabezuelas
0 en su estructura anatdmica foliar y caulinar (Carlquist, 1957, 1966; Metcalfe y Chalk 1979; Milan et
al., 2006; Adedeji y Jewoola, 2008). También presenta diferentes formas de crecimiento,
predominando las hierbas y los arbustos, aunque algunas especies pueden ser arboles o hierbas
trepadoras.

La familia suele subdividirse en tribus con base en caracteres de las anteras, el receptaculo, la
corola y el estilo. Esta clasificacién fue introducida por Cassini entre 1816 y 1830 (Bremer, 1987, 1994;
Funk et al., 2005). El nimero de tribus y las relaciones entre ellas ha variado con el paso de los afios;
por ejemplo, Cassini propuso 19 tribus, Bentham reconoce 13 (Bremer, 1994; Funk et al., 2005);
Panero y Funk (2002) reconocen 35 tribus y Funk et al. (2009) reconocen 43 tribus.

México se considera uno de los principales centros de diversificacion de la familia, debido a la
riqueza de especies presentes en nuestro pais (Turner y Nesom, 1998; Villasefior, 2004). Se calcula que
en México estdn presentes alrededor de 361 géneros que agrupan a 3,021 especies de las cuales el

65.9% son endémicas (Villasenor, 2003).

Asterdceas de la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel.

En la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel (REPSA), la familia Asteraceae presenta el
mayor nimero de especies en comparacion con las otras 73 familias ahi presentes (Castillo-Argliero et
al., 2004). En el listado mas reciente se reportaron 93 especies de Asteraceae pertenecientes a 51
géneros y 11 tribus (Céspedes, 2010). Ademas, la diversidad morfolégica de Asteraceae esta

representada en la REPSA, pues hay una amplia variedad de formas de crecimiento, siendo las hierbas
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la forma dominante. De acuerdo con Castillo-Argliero et al. (2009), 82% de las plantas que se
encuentran en la REPSA son hierbas, le siguen en importancia los arbustos y finalmente los arboles.
Ademas, Céspedes (2010) reporta que las especies de Asteraceae de la REPSA presentan un patrén de
distribucién particular, ya que algunas especies se distribuyen preferentemente en el borde o en el
interior de la reserva. También se encuentran especies poliploides y con nimeros cromosdmicos altos
asociados a diferentes cantidades de ADN 2C, que sugieren el origen poliploide de las Asteraceae y la
importancia de la poliploidia en la composicion de la flora de esta familia en la REPSA (Soto-Trejo et
al., 2011).

Estos atributos hacen a las Asteraceae un grupo apropiado para evaluar varias de las hipoétesis
acerca de las relaciones entre el nUmero cromosdmico y nivel de ploidia con algunos caracteres
foliares como la longitud de las células guarda, densidad estomatica, area foliar especifica (AFE) y
grosor del mesofilo, asi como la relacidn entre la forma de crecimiento y los caracteres antes
mencionados. Dado que las plantas de la reserva se encuentran expuestas a las mismas condiciones
macroecoldégicas (latitud, altitud, tipo de suelo) los resultados obtenidos tendran una influencia
practicamente nula del ambiente, por lo que las diferencias encontradas podran ser interpretadas en

funcién del nimero cromosdmico o el nivel de ploidia y su forma de crecimiento.

Material y Método
Sitio de Estudio

El presente estudio fue realizado dentro de la Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel
(REPSA), localizada al suroeste de la cuenca hidrografica del Valle de México, entre los 192 18’ 21" -
19220’ 11" Ny 992 10’ 157 - 992 12’ 4” O, en un intervalo altitudinal de 2,292 a 2,365 m s.n.m., dentro

de los terrenos de la Ciudad Universitaria de la Universidad Nacional Auténoma de México (Figura 1).
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La Reserva cubre un area total de 237.3 ha; 171.1 ha divididas en tres zonas nucleo y 66.2 ha
en 13 zonas de amortiguamiento. El clima de la regidén es templado subhimedo, con régimen de
lluvias en verano [Cb (w1)(w)] . Registra una temperatura media anual de 15.62 C, con variaciones
extremas que van de los -62 C hasta los 34.62 C. La precipitacién promedio anual es de 833 mm. La
lluvia se distribuye de manera diferencial, lo que permite distinguir dos épocas: la de lluvias, que va de
junio a octubre y la de secas, que abarca de noviembre a mayo (Valiente-Banuet y de Luna, 1990;
Castillo-Argiero et al., 2007). El sustrato de este sitio se origind por la erupciéon del volcan Xitle
ocurrida hace aproximadamente 1670 afios. En el terreno predomina la roca madre expuesta; el suelo,
de origen edlico y organico es joven, escaso y poco desarrollado y se acumula en grietas, fisuras y
depresiones. La profundidad del suelo varia de 0 a 30 cm, con un promedio de 4.5 cm. La textura es
arenoso limosa, con bajo contenido de fosforo, nitrégeno, potasio y calcio. El pH es ligeramente acido
de 5.4+0.1a6.3+0.2(Valiente-Banuet y de Luna, 1990; Figueroa-Castro et al., 1998; Castillo-Argliero
et al.,, 2007).

Los distintos patrones de solidificacion de la lava y el efecto de los procesos fisicos de
enfriamiento e intemperismo dieron como resultado la presencia de una topografia irregular. Algunos
autores (Rzedowski, 1954; Valiente-Banuet y de Luna, 1990) han sugerido que esta topografia produce
condiciones microclimaticas muy heterogéneas que permiten el establecimiento de especies con

diferentes requerimientos ambientales.
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Figura 1. Area de estudio (UNAM, 2005).
Obtencion de datos
Recolecta

Como parte del proyecto “Niveles de Poliploidia en la Reserva Ecolégica del Pedregal de San
Angel, México D.F”, se llevé a cabo la recolecta de ejemplares de especies de Asteraceae dentro de |a
REPSA de agosto de 2008 a diciembre del 2009. Se recolectaron muestras de hojas de tres individuos
de cada una de las especies seleccionadas (Apéndice 1). Se buscaron hojas cuya lamina estuviera sana,
sin evidencias de herbivoria o algun tipo de plaga; que fueran hojas completamente expandidas, es
decir, que la hoja tuviese su tamafo maximo, ya que el nimero y tamafo de los estomas propio de

cada especie se alcanza cuando la hoja tiene mas del 40% de su tamafio maximo (Rawson y Craven,
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1975; Miyazawa et al., 2006). Las muestras (hojas y tallos) se colocaron en frascos con la solucién
fijadora formaldehido-acido acético glacial-alcohol etilico, FAA (Ruzin, 1999) y etiquetaron.
Posteriormente, en el laboratorio, se lavaron con agua corriente para eliminar los rastros de fijador y

se almacenaron en glicerina-alcohol etilico-agua (GAA, 1:1:1).

Medicion de drea foliar, contenido de masa seca y drea foliar especifica

Se tomaron tres hojas completas de cada individuo, las cuales fueron lavadas con agua
corriente para eliminar los rastros de GAA. Se removié el peciolo y en aquellas especies con hojas
compuestas también el raquis y las mediciones se realizaron para la [dmina foliar (Garnier et al., 2001).
Las laminas foliares fueron fotografiadas con una cdmara digital y el area foliar se determiné con
ayuda de un analizador de imdgenes Image Pro-plus version 6.1 (Media Cybernetics 2006). Después de
ser fotografiadas, las ldminas foliares fueron secadas en estufa a 60° C durante por lo menos 48 horas
hasta alcanzar un peso constante y, enseguida, pesadas en una balanza analitica para determinar la
masa seca de la hoja (MS) (Garnier et al., 2001). El drea foliar especifica (AFE) se calculé como el

cociente del area foliar entre la masa seca de la hoja (AFE = AF/MS)

Obtencidn de cortes transversales y paradermales

Se tomaron porciones de la regién intercostal de cada hoja. Las muestras se lavaron y se
deshidrataron en concentraciones ascendentes de ter-butanol (10%-100%) en un cambiador
automatico Leica (TP1020), permaneciendo 24 horas en cada concentracion y, finalmente, fueron
incluidas en parafina (punto de fusién 60° C). Se realizaron cortes transversales y paradermales de 10
a 12 um de grosor en un micrétomo rotatorio marca Leica (RM2125). Los cortes obtenidos fueron

tefidos con safranina-verde rapido (Johansen, 1940) y se montaron en resina sintética.
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En los cortes paradermales se observé la cuticula y la forma de las células. En los cortes
transversales se llevd acabo la cuantificacidn del grosor total de la hoja (GH), el grosor del parénquima
en empalizada (EMP), el grosor del parénquima esponjoso (ESP), el grosor total de la epidermis
(epidermis abaxial + epidermis adaxial) (EPI) y el grosor de la cuticula (CUT). Las medidas se tomaron
con la ayuda de un microscopio Olympus BX-50 adaptado a un analizador de imagenes (Image Pro-
plus versién 6.1, Media Cybernetics 2006). Para cada variable se registraron 25 medidas. También se
determinaron caracteristicas como el nimero de capas del parénquima en empalizada y el tipo de
parénquima esponjoso (abierto o compacto). Ademas se generd una descripcion anatémica de la hoja

enfatizando las diferencias entre tribus o especies.

Andlisis estadisticos

Los datos de densidad estomatica y longitud de las células guarda y el resto de los caracteres
foliares se generaron mediante la observacién al microscopio de hojas aclaradas mediante el método
descrito en Rivera et al. (2013). La tribu a la que pertenece cada especie estudiada y la ubicacién
dentro de la reserva (borde o interior) se tomaron de Céspedes (2010). Los datos de nivel de ploidia,
n, 2n, X, asi como la forma de crecimiento de cada especie se obtuvieron de la literatura (Carr et al.,
1999; Strother y Panero, 2001; Watanabe, 2008; Soto-Trejo et al., 2011).

Con los datos recabados se construyd una matriz por especie. Se comprobaron las propiedades
estadisticas de la longitud de las células guarda, GH, EMP, ESP, EPI, densidad estomatica y nimeros
cromosémicos n, 2n y x. Se encontrd que era necesario hacer una transformacién con logaritmos
naturales de las primeras cinco variables y con raiz cuadrada de las Ultimas para normalizar los datos,
por lo cual los andlisis se llevaron a cabo con los datos normalizados.

Se realizaron andlisis de correlacion (Pearson y Sperman) y regresion lineal simple para
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encontrar las relaciones entre las variables anatédmicas y citoldgicas; asi como su posible prediccién.
Las correlaciones y regresiones se llevaron a cabo para el conjunto de datos y para las tribus con
mayor nimero de representantes: Astereae, Eupatorieae y Heliantheae y por su posicién en la
reserva. También se llevd a cabo un analisis de correlacién por especie para la relacion entre la
densidad estomatica y la longitud de las células guarda.

Se llevaron a cabo analisis de varianza y en su caso pruebas de Tukey para determinar si
existian diferencias significativas entre formas de crecimiento, entre posicién y entre tribus para todos
los caracteres foliares.

Se realizaron pruebas de seial filogenética y contrastes independientes de la filogenia con el
paquete Caper de R (Orme et al., 2012). Se utilizé la funcién “crunch” para variables continuas y
“brunch” para variables discretas. Para ello se modificé la versidon con longitudes de las ramas del
superdrbol de Asteraceae (Funk et al., 2005) proporcionado por Torices (2010) con la finalidad de
eliminar del analisis los géneros que no se encuentran representados en la REPSA (Figura 2). Las
modificaciones se realizaron en Mesquite (Maddison y Maddison, 2011). Para la realizacién de las
pruebas filogenéticas se tuvieron que descartar los datos comparativos de las especies que no estaban
incluidas en la filogenia utilizada, por lo cual se llevaron a cabo Unicamente con el 53% del total de las

especies estudiadas. Todos los calculos se realizaron con R (R Development Core Team, 2013).

18



Acourtia
Cirsium

Picris
Sonchus
Taraxacum
Roldana
Barkleyanthus
Pittocaulon
Pseudognaphalium
Conyzal
Conyza?2
Cotula
Artemisia
Cosmos
Bidens

Pectis
Tagetes
Schkuhria
Florestina
Ambrosia
Galinsoga
Stevia
Ageratina
Brickellia
Fleischmannia
Chromolaena

Figura 2. Filogenia de Asteraceae utilizada en este estudio. Modificada de Torices (2010).

19



Resultados
Anatomia foliar de Asteraceae

Las hojas de las especies estudiadas son anfistomaticas o hipostomaticas. Los estomas son
anomociticos. La epidermis, vista en superficie, es glabra en el 95% de las especies estudiadas y es
pubescente en el resto de las especies. Los tricomas son glandulares o tectores, pluricelulares
uniseriados o multiseriados de longitud variable. La forma de las células, vista en superficie, es
comunmente poligonal, de paredes rectas u onduladas.

La epidermis, en corte transversal, es uniestratificada en la mayoria de las especies, pero es
pluriestratificada en la epidermis abaxial de algunas especies de la tribu Tageteae. La epidermis estd
cubierta por una cuticula generalmente delgada de 0.20 um hasta 1.15 um de grosor en 99% de las
especies (Cuadro 1). En algunas especies la cuticula se observa estriada (Figura 3, 4). Las células
epidérmicas son rectangulares y raramente cuadradas, a veces dan la impresién de ser ovoides en las
paredes periclinales (Figuras 5-6), con la pared periclinal externa mds gruesa que la interna, como en
Dyssodia papposa, Laennecia sophiifolia y Schkuhria pinnata (Figuras 6B, 8B, 13A). Los estomas estan
a nivel de las otras células epidérmicas excepto en Fleischmannia pycnocephala y Stevia tomentosa,
gue se localizan por arriba de las células epidérmicas ordinarias (Figura 7B, D). En algunas especies de
las tribus Heliantheae y Tageteae, se observaron contenidos de color obscuro en el lumen celular de la
epidermis. El mesofilo generalmente es compacto y dorsiventral, aunque en algunas especies es
isofacial. El parénquima en empalizada puede estar formando de uno hasta cinco estratos de células
(Cuadro 1). En la mayoria de los casos ocupa mas de la mitad del espesor del mesofilo, pero en
algunas especies ocupa la totalidad del mesofilo, como en las especies de la tribu Astereae o se
encuentra ausente como en Pittocaulon praecox. En Jaegeria hirta se presenta un aerénquima (Figura

9C). Los haces vasculares son de tipo colateral y estan envueltos por una vaina parenquimatica que
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puede ser simple, muy conspicua (Figuras 8A, 9A, 13A, B) o presentar extensiones epidérmicas hacia
ambas superficies (Figuras 7B, D, 9D, 11A). En algunas especies de las tribus Astereae, Eupatorieae y

Senecioneae se presentan canales secretores (Figuras 6A, C, D, 7A, 12B).

Figura 3. Vista superficial de la epidermis de algunas especies de Asteraceae en la REPSA. A. Células

epidérmicas con paredes anticlinales rectas de Baccharis salicifolia. B. Células epidérmicas con
paredes anticlinales ligeramente sinuosas de Ambrosia psilostachya. C. Células epidérmicas con

paredes anticlinales sinuosas de Ageratina deltoidea.
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Figura 4. Cuticula de algunas especies de Asteraceae de la REPSA. A-D. Cuticula en corte transversal. E-
F. Cuticula en vista superficial. A. Bidens pilosa. B. Baccharis salicifolia. C. Fleischmannia pycnocephala.

D. Conyza coronopifolia. E. Baccharis salicifolia. F. Ageratina cylindrica.
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Figura 5. Cortes transversales de mesofilo de especies de la tribu Anthemideae. A. Artemisia
ludoviciana. B. Cotula australis. AD: epidermis adaxial; AB: epidermis abaxial; EMP: parénquima en

empalizada; ESP: parénquima esponjoso; S: estoma.

27



Figura 6. Cortes transversales de mesofilo de algunas especies de la tribu Astereae. A. Baccharis

salicifolia. B. Laennecia sophiifolia. C. Conyza bonariensis. D. Conyza canadensis. AD: epidermis

; ESP: parénquima esponjoso;

S:

’

adaxial; AB: epidermis abaxial; EMP: parénquima en empalizada

estoma; V: haz vascular; C: canal secretor.
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Figura 7. Cortes transversales de mesofilo de algunas especies de la tribu Eupatorieae. A. Brickellia

veronicifolia. B. Fleischmannia pycnocephala. C. Stevia salicifolia. D. Stevia tomentosa. AD: epidermis
adaxial; AB: epidermis abaxial; EMP: parénquima en empalizada; ESP: parénquima esponjoso; S:

estoma; V: haz vascular; C: canal secretor; XT extensiones epidérmicas.
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Figura 8. Cortes transversales de mesofilo de algunas especies de la tribu Helenieae. A. Florestina

pedata. B. Schkuhria pinnata. AD: epidermis adaxial; AB: epidermis abaxial; EMP: parénquima en

empalizada; ESP: parénquima esponjoso; S: estoma; V: haz vascular.
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Figura 9. Cortes transversales de mesofilo de algunas especies de la tribu Heliantheae. A. Cosmos

parviflorus. B. Dahlia coccinea. C. Jaegeria hirta. D. Lagascea rigida. AD: epidermis adaxial; AB:
epidermis abaxial; EMP: parénquima en empalizada; ESP: parénquima esponjoso; S: estoma; V: haz

vascular; C: canal secretor; AER: aerénquima; XT extensiones epidérmicas.
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Figura 10. Cortes transversales de mesofilo de algunas especies de la tribu Inuleae. A.
Pseudognaphalium semilanatum. B. Pseudognaphalium viscosum. AD: epidermis adaxial; AB:
epidermis abaxial; EMP: parénquima en empalizada; ESP: parénquima esponjoso; S: estoma; V: haz

vascular.
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Figura 11. Cortes transversales de mesofilo de algunas especies de la tribu Lactuceae. A. Sonchus
oleraceus. B. Taraxacum officinale. AD: epidermis adaxial; AB: epidermis abaxial; EMP: parénquima en

empalizada; ESP: parénquima esponjoso; S: estoma; V: haz vascular; XT: extensiones epidérmicas.
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Figura 12. Cortes transversales de mesofilo de algunas especies de la tribu Senecioneae. A.

Barkleyanthus salicifolius. B. Pittocaulon praecox. AD: epidermis adaxial; AB: epidermis abaxial; EMP:

parénquima en empalizada; ESP: parénquima esponjoso; S: estoma; V: haz vascular.
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Figura 13. Cortes transversales de mesofilo de algunas especies de la tribu Tageteae. A. Dyssodia
papposa. B. Pectis prostrata. AD: epidermis adaxial; AB: epidermis abaxial; EMP: parénquima en

empalizada; ESP: parénquima esponjoso; S: estoma; V: haz vascular; HIP: hipodermis.
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Relacion entre nivel de ploidia y caracteres anatomicos

A nivel de familia se encontraron correlaciones significativas Unicamente con el AFE (Cuadro 2). Pero a
nivel de la tribu Heliantheae se encontraron correlaciones del nivel de ploidia con el AFE, con la
longitud de las células guarda y con el grosor del parénquima esponjoso (Cuadro 5) Los anélisis de
regresion para la familia arrojaron que el nivel de ploidia predice alrededor del 10.4% de la variacion
en el AFE. También predice 27.7% de la variacion en la longitud de las células guarda de las especies
de Heliantheae (Figura 16B). Para las otras dos tribus el nivel de ploidia no se encontré correlacionado

con ningun caracter y las regresiones no fueron significativas (P > 0.05).

Relacidn entre numeros cromosdémicos y caracteres anatéomicos

Los valores de las correlaciones a nivel de la familia son significativos (> 0.37; Cuadro 2),
mientras que a nivel de la tribu Heliantheae los coeficientes de correlacidén presentan valores mads
altos (= 0.64; Cuadro 5). Se encontré que a nivel de familia el nimero cromosémico x puede predecir
18.5% de la variacién en el area foliar, 13.9% de la variacién en el AFE y 31.9% de la variacién de la
masa seca (Figura 14A-C). El nimero cromosémico 2n puede predecir 8.3% de la variacion de la
longitud de las células guarda (Figura 14D).

Los resultados por tribu muestran que en Eupatorieae el nUmero cromosémico x predice
65.7% de la variacidn en el drea foliar (Figura 15E), mientras que en la tribu Heliantheae el numero

cromosomico x predice 41.8% de la variacién en la masa seca (Figura 16A).
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Relacion entre caracteres foliares

Se encontré que a nivel de Asteraceae, la longitud de las células guarda estd relacionada de
forma positiva con dos caracteres anatdomicos de la hoja: el grosor de la hoja y el grosor de la
epidermis y de forma negativa con la densidad estomatica (Cuadro 2). A nivel de tribu se encontraron
relaciones con el grosor de la hoja en Heliantheae y con la densidad estomatica en Eupatorieae
(Cuadros 3-5). Los analisis de correlacion por especie (Cuadro 6) mostraron que la relacion entre
longitud de las células guarda y la densidad estomatica es diferente para cada especie y, en algunos
casos, no se presenta dicha correlacién. Para los otros caracteres existen correlaciones positivas. Se
destacan por tener los coeficientes de correlacion mas altos la relacidon entre masa seca y area foliar y
la relacion entre grosor de la hoja y grosor del parénquima en empalizada a nivel de familia y a nivel
de tribus (Cuadros 1-5).

Se encontré que en la familia Asteraceae la longitud de las células guarda predice cerca del
45% de la variacion en la densidad estomatica; 8.7% de la variacion en el grosor de la epidermis y 16%
de la variacién en el grosor de la hoja (Figura 14 E, F). En la tribu Heliantheae la longitud de las células
guarda predice 48% de la variacion en la densidad estomatica; 48.3% de la variacién en el grosor de la
epidermis; 39.1% de la variacion en el grosor de la hoja y 33% de la variacién en el drea foliar. En las
otras dos tribus no se encontraron resultados significativos (P < 0.05) para este caracter.

Tanto para Astereae como para las tribus Eupatorieae y Heliantheae, un alto porcentaje (entre
37% vy 94.9%) de la variacion en el grosor de la hoja se predice principalmente por tres caracteres: el
grosor de la epidermis, el grosor del parénquima en empalizada y el grosor del parénquima esponjoso
(Figura 14 G-I, Figura 15 E-H). Dentro de la familia se encontré que también el nimero de estratos del
parénquima en empalizada y el grosor del esponjoso pueden predecir entre 14.3% y 37% de la

variacién en el grosor de la hoja. Para la tribu Astereae, la variacion en el grosor de la hoja se explica
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principalmente por dos caracteres: el grosor de la epidermis y el grosor del parénquima en empalizada
(Figura 15 A, B). Se encontré que el grosor de la epidermis a nivel de Asteraceae predice 43.1% de la
variacién en el grosor del parénquima en empalizada y a nivel de la tribu Eupatorieae predice 80.4%
de la variacion en el grosor del esponjoso.

La masa seca foliar explica 75.4% de la variacion en el area foliar y 26.6% de la variacién en el
area foliar especifica a nivel de familia (Figura 14 K, L). A nivel de las tribus Eupatorieae y Heliantheae,
la masa seca foliar explica 71% y 70% de la variacion en el area foliar respectivamente; y para la tribu
Astereae predice 94% de la variacion en el drea foliar especifica (Figura 15D).

Al realizar regresiones entre los caracteres estudiados distinguiendo entre las especies del
borde y del interior de la REPSA se encontré que las especies del interior de la reserva presentan
algunas relaciones entre caracteres foliares que no son significativas en las especies del borde de Ia

reserva (Cuadro 7)
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Figura 15. Regresiones lineales entre algunos caracteres para las tribus Astereae (A-D) y Eupatorieae
(E-I). A. Grosor de la epidermis y grosor de la hoja. B. Grosor del parénquima en empalizada y grosor
de la hoja. C. Grosor de la cuticula y masa seca foliar. D. Area foliar especifica y masa seca. E. Area
foliar especifica y nimero cromosdmico x. F. Grosor de la epidermis y grosor de la hoja. G. Grosor del
parénquima en empalizada y grosor de la hoja. H. Grosor del parénquima esponjoso y grosor de la

hoja. |. Grosor del parénquima en empalizada y grosor de la epidermis.
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Figura 16. Regresiones lineales entre algunos caracteres para las tribus Heliantheae. A. Masa seca
foliar y nimero cromosdmico x. B. Longitud del estoma y nivel de ploidia. C. Longitud del estoma y
area foliar. D. Longitud del estoma y densidad estomatica. E. Longitud del estoma y grosor de la hoja.
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Grosor del parénquima en empalizada y grosor de la hoja. |. Grosor del parénquima esponjoso y

grosor de la hoja.
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Andlisis de varianza

Los analisis de varianza revelaron que existen diferencias para algunos caracteres foliares y el
numero cromosomico con la posicién en la comunidad (Figura 17), con las formas de crecimiento

(Figura 18) y a nivel de las tribus (Figura 19, cuadro 8).
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ploidia. B. Area foliar especifica. Letras minusculas diferentes indican que hay diferencias significativas

(P < 0.05) entre medias.
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Pruebas de sefial filogenética y Contrastes Independientes de la Filogenia (CIF)
Las pruebas de sefial filogenética arrojaron que el grosor de la hoja (A=1), el nimero
cromosémico x (A=1), el area foliar (A=1) y la masa seca (A=1) presentan una sefal filogenética. Los

resultados de los contrastes independientes de la filogenia se sintetizan en el cuadro 9.
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Discusion
Relacion entre caracteres anatéomicos y nivel de ploidia

La relacion encontrada en este estudio entre el AFE y el nivel de ploidia concuerda con los
resultados reportados por Hull-Sanders et al. (2009) para Solidago gigantea, también de la familia
Asteraceae. Esto puede explicarse como un efecto del aumento en el tamafo y grosor de las hojas, tal
y como ha sido reportado por Vyas et al. (2007) para poliploides de Phlox drummondii.

Entre las numerosas modificaciones asociadas a la poliploidia el incremento en el tamafio
celular ha sido de las mejor documentadas (Stebbins, 1950,1971; Stone, 1961; Przywara et al., 1988;
Masterson, 1994; Bennett, 2004; De Oliveira et al., 2004; Hull-Sanders et al., 2009). La mayoria de los
estudios se han llevado a cabo en series poliploides de plantas de la misma especie o en especies del
mismo género (Stone, 1961; Przywara et al., 1988; Kudo y Kimura 2002; Hull-Sanders et al., 2009,
Marciniuk et al., 2010) y los resultados obtenidos en estos trabajos se han utilizado para hacer
inferencias a niveles taxondmicos mas inclusivos, como familias (Stebbins, 1985; Masterson, 1994) o
mayores, como el conjunto de las angiospermas. Pocos trabajos (Hodgson et al., 2010) han
demostrado estadisticamente esta correlacion a nivel de familia y niveles superiores. En la mayoria de
los trabajos actuales se utiliza el contenido de ADN para hacer inferencias hacia otros caracteres
citoldégicos de la planta, incluyendo el nivel de ploidia.

En este estudio se encontrd que la relacion entre la longitud de las células guarda y el nivel de
ploidia se confirma dentro de la tribu Heliantheae, pero no para las demas tribus analizadas ni para la
familia. Es posible que esta falta de relacion sea un efecto del nivel taxonémico que se esta
observando. Una explicacidn alternativa es que a pesar de tener un origen poliploide (Gatt et al.,
1999; Soto-Trejo et al., 2011), la mayor parte de las especies de Asteraceae presentes en la REPSA han

experimentado procesos de diploidizacidon que han llevado a reducciones en el nimero cromosémico
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poliploide y han obscurecido el patrén de relacién que se ha encontrado en otras familias de plantas

(Bennett 2004).

Relacion entre caracteres anatémicos y numeros cromosomicos

El caso de la relacién entre el nUmero cromosémicos vy la longitud de las células guarda es muy
similar al de la poliploidia, puesto que un aumento del nivel de ploidia implica necesariamente un
aumento en el niumero de cromosomas de la planta. Varios estudios demuestran una relacién entre
numero cromosomico y la longitud de las células guarda (Stone, 1961; Przywara et al., 1988; Kudo y
Kimura 2002; Hull-Sanders et al., 2009, Marciniuk et al., 2010). Sin embargo, en este trabajo no se
encontré dicha correlacion. Es posible que la ausencia de la relacidn se deba a la heterogeneidad de la
longitud de los estomas de las especies analizadas, que se suma a la variacién en los nUmeros
cromosémicos entre las especies y entre las tribus de Asteraceae, haciendo que el patron de relacién
se vuelva insignificante.

Las correlaciones encontradas entre numeros cromosdmicos y el area foliar, con la masa seca
foliar y con el AFE para la familia indican que las especies con numero cromosdmico basico bajo
tienden a tener hojas pequeiias y ligeras en comparacién con las especies con nimero cromosdmico
basico mas alto, que tienden a presentar hojas mas grandes y pesadas. Los resultados obtenidos en
este trabajo concuerdan parcialmente con los resultados de Hull-Sanders et al. (2009), puesto que se
encontré la relacion entre AFE que ellos reportan, pero la relacién entre el nUmero cromosémico y el
area foliar en este trabajo difiere de lo registrado por ellos para Solidago gigantea.

Cuando se analizan por tribu estas asociaciones se observa que Unicamente para la tribu
Heliantheae existe una correlacidn alta y significativa entre el nUmero cromosémico y la masa seca. Y

gue estd correlacion es mayor que la encontrada para la familia (0.56 < 0.64). Dentro de la tribu
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Eupatorieae no se encontraron correlaciones significativas para esos caracteres foliares; sin embargo,
se encontré que el nimero cromosdmico basico predice cerca del 66% de la variacidn en el area foliar.
Es posible que los patrones de relacién que se observan dentro de las tribus para la masa seca y el
area foliar se deban a la senal filogenética detectada para el nimero cromosdémico bdsico, el area
foliar y la masa seca. Dado que los tres caracteres presentan una fuerte senal filogenética, es posible
gue la relacion entre éstos refleje el efecto de la historia de la familia.

Se detectd una sefial filogenética en dos caracteres: la masa seca y el area foliar. Esta sefial es
indicativa de que las relaciones de parentesco entre las especies estudiadas tienen mayor peso sobre
los caracteres que el ambiente en el que se encuentran las plantas. Los resultados de los analisis de
contrastes independientes de la filogenia arrojaron que el porcentaje de variacion en el drea foliar que
es explicado por la masa seca es menor cuando se toma en cuenta la filogenia que cuando se realiza
una regresion lineal simple (56% y 75% respectivamente) Sin embargo, la presencia de sefial
filogenética en ambos caracteres y los resultados significativos de los contrastes indican que la
distribucidn de los caracteres y la forma en la que éstos se relacionan entre si no es independiente de
la filogenia. Por lo tanto, lo mds recomendable para este par de caracteres en la familia Asteracaea es

realizar andlisis que incluyan la filogenia.

Importancia de los caracteres anatomicos

La mayoria de las especies estudiadas presentan uno o varios rasgos que suelen considerarse
tipicos de plantas xerofitas, como hojas de tamafio pequeino (como en Tagetes micrantha o Pectis
prostrata) o muy divididas (como en Cosmos parviflorus), la gran proporcion de parénquima en
empalizada presente en la hoja (hojas isobilaterales), la presencia de vainas vasculares en varias de las

especies. Sin embargo, también se presentan caracteres mesomarficos, como la escasa pubescencia,
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cuticulas delgadas y estomas al mismo nivel que el resto de las células epidérmicas. La presencia de
esta particular combinacién de caracteres xeromorficos y mesomorficos en plantas de una localidad
con las caracteristicas climaticas de la REPSA, indican posiblemente las plantas de la reserva presentan
adaptaciones a la escasez de agua en los tallos y/o raices que en combinacidn con las adaptaciones de
las hojas les permiten reducir la pérdida de agua. La estacionalidad de la reserva y el hecho de que la
mayoria de las plantas herbdceas (anuales y perennes) crece en la época de lluvias, es otro factor a
considerar; puesto que durante dicha época el estrés hidrico al que se encuentran sometidas las
plantas es menor y por lo tanto las adaptaciones anatémicas que se requieren para enfrentar la sequia

son diferentes a las de plantas de ambientes mas secos.

Relaciones entre caracteres anatomicos

La correlacion negativa entre la longitud de las células guarda y la densidad estomatica para
Asteraceae en la REPSA coincide con la tendencia encontrada para otras especies de diversas familias
mediante métodos de estadistica convencional (no filogenética) (Hetherington y Woodward, 2003;
Pearce et al., 2006; Holland y Richardson, 2009; Camargo y Marenco, 2011). Las correlaciones por
especie demuestran que en 13 especies la relacién no es significativa (como en Cirsium vulgare) y en
el resto de las especies es significativa con valores entre < 0.50 (18 spp) y 0.51-0.79 (12 spp.) y s6lo en
siete especies con valores superiores a 0.80, como en Chromolaena pulchella. Estos resultados
sugieren que la relacién entre longitud de las células guarda y densidad estomatica es especifica.
Posiblemente las diferencias observadas en las correlaciones se deben a que cada especie mantiene
un equilibrio entre el nimero y el tamafio de los estomas para hacer mas eficiente su metabolismo.

Los analisis de contrastes independientes de la filogenia indican que la longitud de las células

guarda explica 22% de la variacién en la densidad estomatica cuando se toma en cuenta la filogenia
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del grupo. Al comparar estos resultados con los obtenidos mediante estadistica convencional, el
porcentaje de variacion explicado es menor (22% y 44.9% respectivamente). Sin embargo, los
resultados por especie y los contrastes independientes indican que la fuerza de esta relacidn es
dependiente de la filogenia. Por lo cual, lo mas conveniente es utilizar analisis estadisticos que
incluyan la filogenia cuando se quiera analizar esta relacidn.

Las relaciones encontradas entre la longitud de las células guarda y el grosor de la epidermis, el
grosor de los parénquimas (en empalizada y esponjoso) y el grosor de la hoja posiblemente tienen un
sentido fisioldgico ya que la longitud de las células guarda determina cuanto pueden abrirse los
estomas, lo cual esta directamente relacionado con el intercambio gaseoso. Por su parte, el grosor de
la hoja estd asociado a las estrategias de adquisicion y uso de los recursos de la especie.

Los andlisis de contrastes independientes de la filogenia arrojaron que la longitud de los
estomas predice 16.4% de la variacidn en el grosor de la hoja. Este resultado es muy cercano al
obtenido mediante estadistica convencional (16.6%). Aun asi, se sugiere que se tome en cuenta la
filogenia al investigar esta relacidn.

La cantidad de luz absorbida por la hoja y la difusién del CO, a través de los tejidos foliares
depende parcialmente del grosor de la hoja (Vile et al., 2005). Por lo tanto, el tamafio y nimero de
estomas tiene que mantener una proporcién adecuada con el grosor de la hoja para garantizar la
eficiencia fotosintética de la planta. Los resultados obtenidos indican que esta proporcién entre grosor
de la hoja y longitud de las células guarda esta ceiiida a la filogenia de la familia.

La estrecha relacién entre el grosor de la hoja y el grosor de los parénquimas era un resultado
esperado, debido a que el grosor de la hoja esta dado por la suma del grosor del parénquima
esponjoso y el parénquima en empalizada. Sin embargo, se debe hacer notar que el grosor de la hoja

presenté una asociacidn mas fuerte con el grosor del parénquima en empalizada que con el grosor del
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parénquima esponjoso, tanto a nivel de la familia como a nivel de tribu (Cuadros 2-4). La mayor
proporcidn del parénquima en empalizada puede explicarse como una consecuencia del ambiente
xérico (Esau 1976; Laskowski 2000).

Se considera que el parénquima en empalizada aporta mayor grosor a la hoja de lo que lo hace
el paréngquima esponjoso, posiblemente debido a que suele estructurarse en varios estratos de células
gue incrementan su grosor. También debe destacarse que en tribus como Astereae, Tageteae y
Heliantheae, se tienen especies con parénquima en empalizada bien desarrollado y el parénquima
esponjoso es escaso, pero rara vez ocurre lo contrario (como en algunas especies de la tribu

Senecioneae).

Ubicacion en la REPSA

Cuando se analizaron los resultados por posicién en la reserva (borde o interior), se detecto
gue en las especies del borde no se presentan las relaciones entre nimeros cromosémicos y
caracteres foliares que se observan en las especies del interior de la reserva. Esto puede interpretarse
desde un punto de vista fisiolégico, ya que las especies que se encuentran en el borde de la reserva
suelen estar mas expuestas a la luz que las del interior. Es posible que las especies de borde hayan
desarrollado estrategias de adquisicion de recursos que les permiten aprovechar mejor la exposicién a
la luz y al mismo tiempo han tenido que adaptarse para disminuir la pérdida de agua por
evapotranspiracion.

Las especies de Asteraceae que se ubican en el borde son consideradas malezas y seis de esas
especies han sido introducidas a la REPSA (Céspedes, 2010). Cinco de las seis especies introducidas
son poliploides (tretraploides y hexaploides). Se ha postulado que la poliploidia puede estar asociada

directamente con la invasividad de las malezas (Lee, 2002; Pandit el at., 2006). Las malezas y plantas
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introducidas deben tener una mayor capacidad de adaptacion al ambiente para sobrevivir, por lo cual
han desarrollado estrategias fisioldgicas que les permiten hacer mas eficiente el uso de los recursos
(Lee, 2002; Soltis et al., 2003; Pandit et al., 2006). Sus estrategias fisioldgicas deben estar
acompafadas de numerosas modificaciones en los drganos fotosintéticos, por lo cual los patrones de
relacion que aun se conservan en las plantas del interior de la reserva se han perdido en las plantas
del borde, en favor de la colonizacién y expansion del habitat. Las especies de Asteraceae de la REPSA
gue se ubican en el borde presentan comunmente hojas simples, pequefias, ligeras y suelen presentar
tricomas; o bien sus hojas son compuestas, ligeras y delgadas. En contraste, en las especies del

interior de la reserva las hojas son anchas, pesadas, gruesas y generalmente glabras.

La forma de crecimiento y el nimero cromosémico

Se esperaba encontrar que las hierbas perennes fueran poliploides o tuvieran nimeros
cromosdémicos mayores que las hierbas anuales, tal como han postulado algunos autores (Stebbins
1938, 1971; Watanabe et al., 1999). En este estudio se encontré que a nivel de la familia, la forma de
crecimiento estd relacionada con el nimero cromosdmico basico (x). Sin embargo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las hierbas anuales y las perennes. A pesar de no
haber encontrado diferencias entre hierbas anuales y perennes, si se observa una tendencia a
aumentar el nimero cromosémico x en el siguiente sentido: hierbas anuales > hierbas perennes >
arbustos.

Los contrastes independientes indican que el nimero cromosdmico puede predecir 28.1% de
la variaciéon en la forma de crecimiento. Sin embargo, este analisis no indica las tendencias de
aumento o disminucién del nimero cromosdmico en las diferentes formas de crecimiento. Por lo

tanto, Unicamente puede afirmarse que la relacién entre nimero cromosdémico y forma de
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crecimiento esta afectada por la filogenia.

Relacion entre forma de crecimiento y caracteres foliares

Se esperaba que las hierbas presentaran estomas grandes, baja densidad estomatica, hojas
delgadas con mayor area foliar especifica y menor cantidad de materia seca de la hoja que los
arbustos y los arboles (Garnier et al., 1997; Beaulieu et al., 2008; Liu et al., 2008; Hodgson et al.,
2010). Los resultados de este trabajo no corroboran el patrén propuesto por otros autores. Sin
embargo, las observaciones realizadas indican que las hierbas anuales suelen tener mayor grosor de la
hoja, asi como mayor grosor de la epidermis y mayor grosor del parénquima en empalizada que los

arbustos.

Sefal filogenética

De acuerdo a los resultados reportados por Hodgson et al. (2010) se esperaba encontrar una
sefal filogenética en el tamafio de las células guarda. No se encontré dicha relacién para las especies
estudiadas. La ausencia de seiial filogenética puede deberse a que el tamafio de las células esta mas
limitado por la funcidn fisioldgica que desempefian y que es muy importante para que la planta
mantenga la eficiencia en el uso de agua y la toma de recursos del ambiente. O puede deberse al
efecto de excluir méas del 50% de los datos comparativos en los andlisis para lograr que los datos
obtenidos se ajustaran a la filogenia de la familia.

Las pruebas de sefial filogenética arrojaron que tres de los caracteres foliares estudiados
presentan una fuerte sefial filogenética: el grosor de la hoja, el area foliar y la masa seca. La presencia
de la sefial filogenética indica que:

e Un porcentaje de la variacidn en estos caracteres estd determinada por las relaciones entre los

62



clados de Asteraceae

La distribucion de estos caracteres en el cladograma refleja una parte de la historia de la
familia.

Durante el estudio de estos caracteres y las relaciones que puedan tener con otros caracteres,

debe tomarse en cuenta la filogenia.
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Conclusiones

La anatomia foliar de las especies estudiadas presenta algunas caracteristicas tipicas de plantas
de ambientes secos, como el parénquima en empalizada muy desarrollado y la presencia de vainas
vasculares.

Se reportan por primera vez las correlaciones entre nivel de ploidia y nimero cromosémico
basico con el area foliar, la masa seca foliar y el AFE para cincuenta especies de Asteraceae en un
ambiente xérico.

La relacion entre nimeros cromosdmicos y nivel de ploidia con la longitud de las células
guarda reportada por otros autores no se confirma para la familia. Sélo se confirma la relacién entre
longitud de las células guarday el nivel de ploidia para las especies de la tribu Heliantheae.

La presencia de sefal filogenética en algunos de los caracteres estudiados indica que el
numero cromosomico x, el area foliar, la masa seca y el grosor de la hoja deberian ser analizados
utilizando métodos estadisticos filogenéticos.

Las relaciones entre nimero cromosdmico x y forma de crecimiento; longitud de las células
guarda y densidad estomatica, longitud de las células guarda y grosor de la hoja y entre el area foliar y
masa seca no son independientes de la filogenia de la familia. Por lo tanto, para futuros estudios de
estos caracteres dentro de la familia Asteraceae se recomienda utilizar métodos estadisticos que
incluyan la informacién filogenética.

Se requiere informacién mas detallada de la filogenia de las Asteraceae (en especial incluyendo
especies endémicas de México), para poder llevar a cabo mas pruebas filogenéticas que confirmen los

resultados obtenidos.
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Apéndice. Ejemplares de herbario utilizados en este estudio (todos ellos depositados en el Herbario
Nacional de México (MEXU) Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México.

Acmella repens (Walter) Rich.: O. Hinojosa 519.

Acourtia cordata (Cerv.) B. L. Turner.: O. Hinojosa 442.

Ageratina adenophora (Spreng.) R.M. King & H. Rob.: O. Hinojosa 563.
Ageratina cylindrica (McVaugh) R.M. King & H. Rob.: O. Hinojosa 500.
Ageratina deltoidea (Jacq.) R.M. King & H. Rob.: O. Hinojosa 499.
Ambrosia psilostachya DC.: O. Hinojosa 507.

Artemisia ludoviciana Nutt.: O. Hinojosa 443

Baccharis salicifolia (Ruiz & Pav.) Pers.: O. Hinojosa 438.
Barkleyanthus salicifolius (Kunth) H. Rob. & Brettell.: F. Soto 85.
Bidens odorata Cav.: O. Hinojosa 518.

Bidens pilosa L.: O. Hinojosa 503.

Brickellia secundiflora (Lag.) A. Gray.: O. Hinojosa 555.

Brickellia veronicifolia (Kunth) A. Gray. O. Hinojosa 497.
Chromolaena pulchella (Kunth) R.M. King & H. Rob.: O. Hinojosa 559.
Cirsium vulgare (Savi) Ten.: O. Hinojosa 506.

Conyza bonariensis (L.) Cronquist.: O. Hinojosa 71, 477.

Conyza canadensis (L.) Cronquist.: O. Hinojosa 740.

Conyza coronopifolia Kunth.: O. Hinojosa 739.

Cosmos parviflorus (Jacg.) Pers.: O. Hinojosa 439.

Cotula australis (Sieber ex Spreng.) Hook. f.: O. Hinojosa 476.

Dahlia coccinea Cav.: O. Hinojosa 446.

Dyssodia papposa (Vent.) A.S. Hitchc.: L. Céspedes 206, O. Hinojosa 471.
Fleischmannia pycnocephala (Less.) R.M. King & H. Rob.: O. Hinojosa 554.
Florestina pedata (Cav.) Cass.: L. Céspedes 203, O. Hinojosa 470.
Galinsoga parviflora Cav.: O. Hinojosa 475.

Heterosperma pinnatum Cav.: O. Hinojosa 515.

Jaegeria hirta (Lag.) Less.: O. Hinojosa 372; F. Soto 176.

Laennecia sophiifolia (Kunth) G.L. Nesom.: O. Hinojosa 222

Lagascea rigida (Cav.) Stuessy.: O. Hinojosa 483.

Montanoa grandiflora DC.: L. Céspedes 607; O. Hinojosa 436.
Montanoa tomentosa Cerv.: O. Hinojosa 369, F. Soto 593.

Pectis prostrata Cav.: O. Hinojosa 524.

Picris echioides L.: O. Hinojosa 478.

Piqueria trinervia Cav.: O. Hinojosa 216.

Pittocaulon praecox (Cav.) H. Rob. & Brettell.: O. Hinojosa 505.
Pseudognaphalium semilanatum (DC.) Anderb.: O. Hinojosa 516.
Pseudognaphalium viscosum (Kunth) Anderb.:0. Hinojosa 504.
Roldana lobata La Llave: O. Hinojosa 448.

Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze ex Thell.: O. Hinojosa 469.

Sonchus oleraceus L.: O. Hinojosa 456.

Simsia amplexicaulis (Cav.) Pers.: O. Hinojosa 473.

Stevia micrantha Lag.: O. Hinojosa 527.
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Stevia origanoides Kunth.: L. Céspedes 668; O. Hinojosa 523.
Stevia salicifolia Cav.: L. Céspedes 638, O. Hinojosa 498.
Stevia tomentosa Kunth.: O. Hinojosa 433

Tagetes micrantha Cav.: O. Hinojosa 434.

Tagetes tenuifolia Cav.: O. Hinojosa 474

Taraxacum officinale G. H. Weber ex Wigg.: O. Hinojosa 525
Tithonia tubiformis (Jacq.) Cass.: O. Hinojosa 444

Verbesina virgata Cav.: O. Hinojosa 437.

Viguiera excelsa (Willd.) Benth. et Hook. f.: O. Hinojosa 370.
Zinnia peruviana (L.) L.: O. Hinojosa 508.
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