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RESUMEN

El género Phaeoceros se caracteriza por poseer esporas amarillas, de ahi el nombre (phaeo:
amarillo, ceros: cuerno), de 2 a 4 anteridios de pared irregular por camara, talo gametofitico
solido y esporas con cingulo ecuatorial, entre otras. A pesar de que la implementacion de
técnicas moleculares ha permitido desentraiar algunas de las relaciones en el género, muchas
de éstas permanecen controversiales y han dado paso al surgimiento de nuevas interrogantes
y a la redelimitacion de algunos taxa. Este es el caso del complejo Phaeoceros laevis- P.
carolinianus, que ha sido examinado por varios cientificos desde que Proskauer, en 1951,
separo a estas dos especies con base, principalmente, en su condicion sexual. A través de los
afnos se han descrito varias especies dentro de este complejo. Algunos investigadores como
Proskauer (1958), las consideran una sola especie (Schuster, 1992), mientras que otros las
consideran especies diferentes (Héssel, 1989) con base, principalmente, en la ornamentacion
y morfologia de las esporas.

En este trabajo se evaluaron estadisticamente 9 caracteres morfoldgicos de las esporas
de 16 poblaciones recolectadas en el centro de México, dichos caracteres son la base de la
delimitacion de las especies en este complejo, y se contrastaron los resultados obtenidos con
los clados recuperados en andlisis filogenéticos de secuencias de ADN (genes nad5 y rbcL).
Para esto se analizaron las secuencias de los individuos recolectados bajo los criterios de
Maxima Parsimonia e Inferencia Bayesiana. Se incluyeron otras especies de Phaeoceros,
Notothylas y Paraphymathoceros como grupo externo, asi como también se incluyeron
secuencias disponibles en GenBank de especies del complejo P. laevis - P. carolinianus de
otras regiones del mundo.

Los analisis estadisticos de la morfologia de las esporas revelaron que no hay
agrupaciones discretas que permitan discrimar a las morfoespecies con claridad, sin embargo,
en los andlisis de componentes principales se observa una tendencia de P. laevis, P.
pichinchensis y P. oreganus. El MANOVA revela que existen diferencias significativas y la
prueba post-hoc de Scheffé¢ muestra diferencias significativas entre algunas de las especies
con el resto. En el analisis de agrupacion las distintas morfoespecies estan representadas en
distintos grupos, excepto en el caso de P. carolinianus y P. oreganus, donde existe conflicto
en la delimitacion de las mismas. Los andlisis moleculares tuvieron muy poca resolucion, los
individuos de las morfoespecies se encuentran revueltos en distintos clados, la inica especie
que se mantiene en el mismo clado en la filogenia de ambos genes y con la matriz
concatenada es el que se encuentra formado por los individuos de dos poblaciones
identificados como P. laevis (mexicano) y P. microsporus de Panamad, cuya relacion con P.
laevis europeo, sin embargo, no se resuelve. Aunque parecen existir tendencias que separan
las morfoespecies en los analisis estadisticos de los caracteres de las esporas, los limites entre
las especies no son claros y se ha detectado una gran cantidad de variacion morfoldgica en
estas morfoespecies, que podria llegar a formar un continuo si se analizaran una mayor
cantidad de muestras. Es en el caso de las dos poblaciones de P. /laevis donde las evidencias
son suficientes para proponerla como una especie aparte del resto de las especies mexicanas
consideradas en este estudio, ya que tanto su condicion sexual (dioica), como los caracteres
morfologicos de las esporas y las filogenias moleculares analizadas indican una segregacion
del resto de las especies. En cuanto al resto de las morfoespecies evaluadas, los datos
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morfolégicos indican que presentan diferencias significativas en los caracteres de las esporas,
lo que seria una primera evidencia de que representan especies distintas. Sin embargo, esto

no se encuentra respaldado por la evidencia molecular. La falta de evidencia molecular no
significa que no sean especies distintas.



ABSTRACT

The genus Phaeoceros has been named after its yellow spores (phaeo: yellow, ceros: horn)
and it is also characterized by possessing 2-4 antheridia of irregular wall cells per antheridial
chamber, solid gametophyte thalli and spores with equatorial girdle. Even though the
implementation of molecular techniques has allowed to unveil some of the phylogenetic
relations of the genus, many others remain controversial and had raised new questions and
lead to the re delimitation of some taxa. This is the case of the species complex Phaeoceros
carolinianus — P. laevis, that has been studied by scientists since Proskauer in 1951
recognized this two as different species based, mainly, in its sexual condition. Many species
of this complex has been described through the years. Some scientists like Proskauer (1958),
consider them as a single species, while others consider them distinct species based, mainly,
in the morphology and ornamentation of spores.

In this study, I statistically evaluated 9 morphological characters of the spores form
16 populations collected in central Mexico, such characters are the base of the species
complex delimitation. These results were compared with the recovered clades form
phylogenetic analysis of DNA sequences (nad5 and rbcL genes). The phylogenetic analysis
was carried out under the maximum parsimony and Bayesian inference criteria. The outgroup
was composed by other species of the genus Phaeoceros, as well as species of the genus
Notothylas and Paraphymathoceros. Available sequences in GenBank of the species
complex P. carolinianus — P. laevis from other countries were included in the phylogenetic
analysis.

The statistical analysis of the spore morphology characters revealed that no discrete
groups are formed that allow differentiating the morphospecies clearly, even though in the
principal component analysis there is a tendency to differentiate P. laevis, P. pichinchensis
and P. oreganus from the rest of the morphospecies. The MANOVA reveals that there are
significant differences amongst the morphospecies studied and the Scheffe post-hoc test
shows significant differences in some of the morphospecies. Morphospecies are represented
in different groups in the grouping analysis, apart from P. carolinianus and P. oreganus,
which populations remain in conflict in the same group. The molecular analysis had little
resolution, the individuals that represented the morphospecies were scattered amongst the
clades, the only clade that remained the same clade in the three analysis (rbcL, nad5 and
concatenade) is the one integrated by P. laevis (Mexican) and P. microsporus (Panama),
which relation with the European P. laevis remains unsolved.

Despite there seem to be tendencies that differentiate morphospecies in the statistical
analysis of the spore characters, the limits between the species are not clear and a great
amount of morphological variation was found, that could lead to a continuum in
morphological threats if a bigger sample was studied. It is in the case of the two populations
of P. laevis where there is enough evidence to consider it as a different species from the rest
of the Mexican morphospecies included in this study; this based on its sexual condition
(dioic), the morphological characters of the spores and the molecular phylogenies studied
that indicate a segregation from the rest of the species.
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Regarding the rest of the morphospecies evaluated, the morphological data show
significant differences in spore characters, which would comprise evidence that they are
different species. Nevertheless, this is not supported by molecular evidence. The lack of
molecular evidence does not necessarily mean that the morphospecies are not different

species.
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I. INTRODUCCION

Las relaciones filogenéticas entre las hepaticas, antocerotes, musgos y traqueofitas, han sido
controversiales a lo largo de la historia (Qiu et al., 2006). Previo a los analisis moleculares
existian hipotesis contradictorias acerca de la posicion filogenética de cada uno de los grupos
de briofitas. Algunos investigadores consideraban a los musgos como el grupo hermano de
las traqueofitas (Mishler & Churchill, 1984; Kenrick & Crane, 1997), mientras que en otros
estudios se colocaba a los antocerotes (Campbell, 1924; Smith, 1955; Goffinet, 2000). Sin
embargo, los consensos recientes basados en analisis moleculares (Carafa et al., 2005; Qiu
et al., 2006; Renzaglia et al., 2009) ubican a los antocerotes como los parientes vivos mas
cercanos a las plantas vasculares. Hay varias caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas,
como la posicion de los gametangios, el tipo de unidon entre esporofito y gametofito, el
esporofito fotosintético relativamente independiente en términos nutricionales, y los
contenidos de xilano en las paredes de los pseudoelateres y las esporas (Qiu ef al., 2006), que
apoyan la posicion de los antocerotes como grupo hermano de las traqueofitas. Se les confiere
asi una gran importancia evolutiva, cuyo estudio aportaria evidencia para entender la
transicion de las plantas no vasculares hacia las plantas vasculares.

Los antocerotes se caracterizan por tener un gametofito taloide simple sin
diferenciacion histologica, excepto cuando se presentan cavidades esquizogénicas de
mucilago en Anthoceros, Folioceros y algunas especies de Dendroceros (Renzaglia &
Vaughn, 2000); en éste ultimo también se presenta un distintivo nervio central y alas
monostromaticas (Schuster, 1992). El gametofito taloide puede presentar asociacion con
cianobacterias del género Nostoc, que se establecen dentro del talo via apical a través de
poros ventrales (Renzaglia, 1978). Las células del gametofito generalmente poseen un solo
cloroplasto (excepto en algunos géneros como Megaceros o Nothoceros donde se pueden
presentar dos o mas), que frecuentemente tiene un pirenoide incluido (Schofield, 1985). A
diferencia del esporofito, donde por lo general solo las células del tejido asimilativo son
fotosintéticas, todas las células del gametofito poseen cloroplastos (Villarreal et al., 2010).
Los gamentagios se encuentran inmersos dentro del talo; sin embargo, los arquegonios son
considerados de origen exdgeno ya que se desarrollan a partir de células superficiales para
ser finalmente hundidos en el tejido del talo (Renzaglia & Vaughn, 2000), mientras que los
anteridios son considerados de origen endogeno (Schuster, 1992), ya que se originan a partir
de células subepidérmicas para finalmente localizarse dentro de camaras internas del talo
(Renzaglia & Vaughn, 2000).

Proskauer (1951) describié dos tipos de anteridios que diferencian a los géneros
Anthoceros 'y Phaeoceros: El primero posee anteridios cuyas paredes estan formadas
unicamente por cuatro filas de células, mientras que los anteridios de Phaeoceros poseen una
pared formada por células con arreglo irregular. Los anteridios son expuestos al ambiente
externo hasta que el primer anteridio de la cdmara anteridial alcanza la madurez, lo que causa
que el techo de la cadmara se rompa (Renzaglia, 1978). El nimero de anteridios por cdmara
anteridial tiende a variar por género. En contraste, los arquegonios parecen presentar una
anatomia uniforme en todos los géneros (en la mayoria se encuentran cinco células del canal
del cuello, salvo en Notothylas, en donde no se han observado mas de tres (Renzaglia, 1978)).



Aunque el gametofito por si solo es suficiente para diferenciar a los antocerotes de
otras plantas, es el esporofito el que presenta las caracteristicas mas distintivas. El esporofito,
que por lo general es un cilindro verde y alargado que se proyecta dorsalmente en angulo casi
recto respecto al gametofito (salvo en Notothylas, donde es més pequefio y crece adpreso al
talo), es el resultado de la fecundacion de la oosfera y del posterior desarrollo del cigoto
(Renzaglia, 1978).

La primera division del cigoto es longitudinal y, posteriormente, durante el desarrollo
del embridn surgen dos tejidos: el endotecio y el anfitecio. El endotecio da lugar a la columela
en el esporofito maduro, cuando ésta existe (Renzaglia, 1978). Esto es diferente a la mayoria
de los musgos y de las hepaticas en las que el cigoto sufre una primera division transversal y
el endotecio da lugar al tejido esporogeno (salvo en Sphagnum) (Renzaglia & Vaughn, 2000).
El anfitecio, por su parte, se divide para formar el tejido espordgeno y la pared de la capsula.
Durante el desarrollo del embrion ocurre un crecimiento de tejido gametofitico que rodea al
embrion, dicho crecimiento forma un involucro protector que en la mayoria de los taxones
se rompe con la continua maduracion del esporofito (con excepcion de algunas especies de
Notothylas en las que el esporofito nunca se alarga lo suficiente como para romper y
sobresalir del involucro (Renzaglia, 1978); este involucro permanece como un cilindro que
rodea la base del esporofito (Renzaglia & Vaughn, 2000).

El esporofito maduro tiene forma de aguja o cuerno, a lo que deben el nombre la
division y la mayoria de los géneros (“ceros”= cuerno). Estd conformado en su mayor parte
por una region central portadora de esporas que estd embebida en el talo del gametofito a
través de un pie bulboso (Renzaglia, 1978). En el pie bulboso del esporofito hay un
meristemo intercalar que permite el continuo crecimiento de la capsula y, consecuentemente,

una continua produccion de esporas y pseudoelateres alrededor de la columela (Cargill et al.,
2005).



1. ANTECEDENTES

Los antocerotes conforman la division Anthocerotophyta, que incluye entre 200 — 250
especies en todo el mundo, distribuidas en 2 clases, 5 6rdenes y 14 géneros: Anthoceros,
Dendroceros, Folioceros, Hattorioceros, Leiosporoceros, Megaceros, Mesoceros,
Nothoceros, Notothylas, Paraphymatoceros, Phaeoceros, Phaeomegaceros, Phymatoceros
y Sphaerosporoceros (Héssel, 2006; Duff et al., 2007).

A pesar de su importancia evolutiva, el grupo no ha sido revisado con detalle
taxondmicamente a nivel mundial. Hay pocas floras bien documentadas y no existen estudios
filogenéticos disponibles a nivel de especie. Los registros actuales probablemente solo
reflejan las areas de facil acceso para el ser humano o que han sido exploradas por bridlogos,
y no la verdadera distribuciéon y diversidad del grupo. Ademds, debido al escaso
conocimiento de su diversidad, la delimitacion de especies y el establecimiento de sus
relaciones filogenéticas es problematica (Villarreal et al., 2010).

Bharadwaj (1981) propuso algunos caracteres anatomicos y morfologicos de los

antocerotes que podrian ayudar a delimitar especies, y grupos supraespecificos:

e C(Caracteres para la delimitacion de familia: Presencia o ausencia de cavidades
esquizogénicas en el talo, capsula postrada o erecta, células de los pseudoelateres
elongadas o isodiamétricas.

e Caracteres para la delimitacion de géneros: Diferencias en la naturaleza y la cantidad
de engrosamiento de la pared interior en las células de los pseudoelateres, diferencias
en la estructura interna del talo y la presencia o ausencia de una costa central en el
talo.

e Caracteres para la delimitacion sub-genérica: Naturaleza del patron escultural de la
espora o forma de los elemento esculturales.

e (aracteres para la delimitacion de especies, grupos sub-especificos y variedades:
Diferenciacion sexual y algunos caracteres de las esporas, como son la media de
altura/ancho de los elementos esculturales a lo largo del ecuador, si estan presentes,
para delimitacion de especies; y media de la altura del anteridio maduro, media del
didmetro ecuatorial de la espora, distribucion o densidad de los elementos esculturales
en la cara distal de la espora, media de la longitud de un pseudoelater completo,
estructura de la pared de la capsula, y densidad y altura de los estomas cuando estan
presentes para distinguir subespecies y variedades cuando es necesario.

Hassel (1976) impuls6 el uso de caracteres esporofiticos en los antocerotes, donde
evidencié que, debido a su gametofito taloide, los ejemplares de herbario disponibles son
dificiles de manipular y de comparar con otros ejemplares para propositos de identificacion.
En un estudio de las especies de Notothylas en Argentina, Hassel (1976), examind en los
ejemplares tipo los siguientes caracteres: la forma y presencia de engrosamiento en las células
de las capas internas y externas de la pared de la capsula, la ornamentacion de las esporas, y
la relacion del tamafio de los psuedoelateres con el didmetro de las esporas. Encontré que
todos estos caracteres tenian importancia especifica y valor practico. Ademads de su trabajo
con el género Notothylas, Hissel (1984, 1987, 1989, 1990) realizd tratamientos taxondmicos



basados en caracteres de esporas y pseudoeldteres para las especies americanas de
Anthoceros, Folioceros y Phaeoceros.

El género Phaeoceros se caracteriza por poseer esporas amarillas, de ahi el nombre
(phaeo: amarillo, ceros: cuerno), de 2 a 4 anteridios de pared irregular por camara, talo
gametofitico solido y esporas con cingulo ecuatorial, entre otras (Proskauer, 1951; Héssel,
1988). Este género ha sufrido numerosas modificaciones; de ¢él se han segregado nuevos
géneros como Phymatoceros y Phaecomegaceros (Duff et al., 2007), debido, principalmente,
a los avances moleculares. A pesar de que la implementacion de técnicas moleculares ha
permitido desentrafiar algunas de las relaciones en el género, muchas de éstas permanecen
controversiales (Duff. ef al., 2007) y han dado paso al surgimiento de nuevas interrogantes y
a la redelimitacion de algunos taxa. Este es el caso del complejo Phaeoceros laevis- P.
carolinianus, que ha sido examinado por varios cientificos (Schuster, 1992; Thompson,
1997, Stotler et al., 2005; Dauphin et al., 2006) desde que Proskauer, en 1951, separo6 a estas
dos especies con base, principalmente, en su condicion sexual.

El mismo Proskauer (1958), posteriormente, puso en duda la permanencia de ambas
como especies distintas y optd por tratarlas como dos subespecies de Phaeoceros laevis,
donde Phaeoceros laevis subsp. carolinianus era de amplia distribucion, mientras que P
laevis subsp. laevis se restringia al continente europeo.

A través de los anos se han descrito varias especies dentro de este complejo. Algunos
investigadores como Proskauer (1958), las consideran una sola especie (Schuster, 1992),
mientras que otros las consideran especies diferentes (Hidssel, 1989) con base,
principalmente, en la ornamentacion y morfologia de las esporas.

Hassel (1989) distingue un grupo de especies americanas con base en los caracteres
de la superficie distal de las esporas. Este engloba las siguientes especies del complejo
Phaeoceros laevis-P. carolinianus: P. austroandinus Héssel, P. breviscapsulus (Steph.)
Hissel, P. carolinianus, P. flexivalvis (Nees & Gott.) Héssel, P. gualaquizanus (Steph.)
Gradst., P. huebschmannii Héssel, P. microsporus (Steph.) Héssel, P. mohrii (Aust.) Héssel,
P. oreganus (Aust.) Héssel, P. pichinchensis (Spruce) Hissel y P. wrightii (Steph.) Héssel.
El trabajo de Hissel (1989) considera 11 especies del complejo, sin incluir a P. laevis por el
estado dudoso de su distribucion en el continente americano. Sin embargo, Héssel (1987) no
descarta la posibilidad de que la distribucion geografica de estos taxa sea mas amplia, y
sefiala que se requiere examinar con detalle los ejemplares de herbario de Norteamérica para
determinar la presencia de las especies y su correcta distribucion. Hasegawa (1991) reviso
material proveniente de Chapulhuacan, Hidalgo, México que parece confirmar la presencia
de P. laevis en el pais.

Hassel (1987), documentd también que las esporas de Phaeoceros laevis y P.
carolinianus son muy distintas y pueden ser facilmente identificadas bajo el microscopio
electronico de barrido (MEB) y por tanto deben ser consideradas como distintas especies y
no tan solo subespecies. En P. laevis, las esporas y pseudoelateres estan mucho mas
coloreados, las esporas son pequefias, las caras proximales estdn cubiertas densamente con
verrugas observadas facilmente con microscopia Optica y las espinas de la superficie distal
se extienden hasta el borde, y son vistas con claridad por la cara proximal. En P. carolinianus,
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las esporas son mas grandes, las caras proximales triangulares son concavas con pocas
verrugas centrales, la superficie distal aparece donde la marca trilete claramente termina y
las espinas distales son escasamente visibles desde la cara proximal. En contraste, Schuster
(1992) debate que el concepto de especies de Héssel deriva exclusivamente de diferencias en
la exina de las esporas; éstas, mas aun, estan casi exclusivamente basadas en colecciones tipo
y no en un estudio de series de poblaciones. Schuster (1992) considera que las opciones en
la clave americana y las imagenes de las esporas que en ella se incluyen, tienen diferencias
insignificantes y no convincentes, y considera que las diferencias en los tamafios de las
esporas son minimas; por tanto Schuster coincide con la ultima postura de Proskauer al ubicar
ambos taxa como subespecies de P. laevis, pero sefiala que el trabajo de Héssel permiti6 ver
el problema de los limites de las especies con mayor claridad, aunque no esta resuelto y atin
es controversial.

Por su parte, Thompson (1997) realizé un estudio de la variacion en la ornamentacion
de las esporas con 30 poblaciones monoicas (P. carolinianus y afines) de Estados Unidos.
Midié el diametro de las esporas, el ancho de la marca trilete, el nimero de verrugas en la
cara proximal y la longitud y densidad de espinas en la cara distal. Estos datos lo llevaron a
discernir tan solo dos posibles patrones en las esporas entre poblaciones:

a. Cada area triangular de la cara proximal de la espora con mas de 30 verrugas
(promedio: mas de 40) dispersas uniformemente sobre toda la cara interna. P.
oreganus

b. Cada area triangular de la cara proximal de la espora con menos de 30
verrugas (promedio: 20 6 menos) usualmente + agrupadas en el centro de la
cara. P. carolinianus.

El complejo de especies comprende un grupo caracterizado por esporas amarillas y
espinosas (en la cara distal), que incluye las mencionadas con anterioridad y otras especies
alrededor del mundo. La circunscripcion de estas especies se ha basado principalmente en
caracteristicas de las esporas tales como dimensiones y ornamentacion (Hissel 1989;
Schuster, 1992). En México, de acuerdo con Stotler & Crandall-Stotler (2005), Hassel (1989)
y Schuster (1992), existen varios de los elementos que integran el complejo de especies
Phaeoceros laevis — P. carolinianus, como son: P. carolinianus, P. mohrii, P. oreganus, P.
laevis y P. breviscapsulus.



I11. EL CONCEPTO DE ESPECIE

Al considerar la variacion morfoldgica del complejo, debemos preguntarnos si en realidad lo
que podria ser una especie polimorfica (con plasticidad fenotipica) son de hecho varias
especies, o viceversa. Debido a que las especies son la unidad evolutiva y taxondmica, su
delimitacion, aunque compleja, es importante si queremos desenredar los fendmenos y
procesos que las rodean. Por tanto, el concepto de especie es central en la sistematica. Sin
embargo, el nimero de conceptos de especie en la literatura varia de 7 a 22 dependiendo la
forma en que los conceptos sean divididos y agrupados (Cain, 1954; Mayden, 1997).

Se distinguen principalmente dos tipos de conceptos de especie (Mayden, 1997; De
Queiroz, 1998, 2005, 2007; Wiley & Lieberman, 2011): los ontologicos y los
epistemologicos (u operacionales). Las tendencias mas recientes acerca de los conceptos de
especie (De Queiroz, 2007; Barret & Freudstein, 2011), han optado por enfocarse en
conceptos ontoldgicos para definir a las especies. Considerando, entonces, a las especies
como entidades reales que existen aunque no las percibamos, es necesario evaluar las
diferencias en los conceptos de especie y su diversidad.

Entre los conceptos “generales” u ontoldgicos estan aquellos que tratan acerca de los
procesos que dan lugar a las especies, como podrian ser el concepto evolutivo de especie
(Simpson, 1961; Wiley, 1978), el concepto cohesivo de Templeton (1989) y el concepto
general de linaje (De Queiroz, 1998) donde, en general, se trata a las especies como linajes
que evolucionan de manera independiente, siendo esta la propiedad inherente de las especies.
Los conceptos ontologicos, entonces, definen a las especies con base en los procesos
naturales que les dieron origen.

En contraste, los conceptos operacionales o epistemologicos definen a las especies
con base en uno o varios criterios, y aunque en la epistemologia operacional se encuentra
embebida una ontologia particular, las entidades o propiedades reconocidas estan definidas
por la operacion empleada. Asi que, si hay dos conceptos epistemologicos validos para el
reconocimiento de las especies, entonces hay dos clases de especies (Wiley & Lieberman,
2011). Mas aun, la coexistencia de distintas clases de especies, que pueden incluso no ser
compatibles, pone en duda que tales clases sean una consecuencia de los procesos naturales.

La mayoria de los conceptos en la literatura actual son conceptos operacionales,
debido probablemente a que los cientificos tienen diferentes tipos de evidencia acerca de los
organismos que investigan, por lo que usan diferentes criterios cuando intentan probar si un
grupo de individuos se encuentra formando un grupo natural, o real, de organismos, producto
de procesos biologicos de diversificacion. Entre los conceptos operacionales se encuentran
el concepto biologico de especie (Wright, 1940; Mayr, 1942; Dobzhansky, 1950), el concepto
tipoldgico (Mayr 1969; Lincoln et al. 1982) o morfoldgico de especie y el concepto ecoldgico
(Van Valen, 1976; Andersson, 1990; Ridley, 1993).

De Queiroz (2007) considera que la razon por la que las distintas epistemologias
llevan a conceptos incompatibles de especie es porque varios factores involucrados en la
divergencia de los linajes surgen en distintos momentos durante el proceso de especiacion,



es decir, cuando se vuelven fenotipicamente distintos, incompatibles reproductivamente,
ecologicamente distintos, genéticamente distantes; estos factores no ocurren en todas las
especies y tampoco ocurren al mismo tiempo ni en un orden establecido. Estos factores varian
dependiendo de las capacidades de dispersion de los organismos, la aparicion o desaparicion
de barreras geograficas, la capacidad de colonizacidon de nuevos ambientes, el tamafio de las
poblaciones, el tipo de reproduccion y la tasa de evolucion de los caracteres. También
intervienen las presiones ambientales y seleccion natural, y la capacidad de las poblaciones
a adaptarse. El surgimiento y la temporalidad de estos factores durante el proceso de
especiacion depende, en gran medida, de los patrones o modos a través de los cuales cada
especie surge (alopatrida, parapatrida, simpatrida, entre otras), asi como de la biologia de los
organismos en cuestion.

Por tanto, los conceptos generales, que definen a las especies con base en los procesos
que les dieron origen, proveen las bases a partir de las cuales los conceptos operacionales,
que buscan detectar los patrones resultantes de dichos procesos, pueden ser aplicados. Bajo
esta perspectiva ontologica, los criterios utilizados en los conceptos operacionales se vuelven
criterios secundarios, que pueden proveer evidencia de una separacion de linaje. Por tanto,
todas las propiedades o atributos son relevantes, como lineas de evidencia, para el problema
de delimitacion de especies.

Estas lineas de evidencia, sin embargo, no son infalibles, ya que la presencia de uno
de estos atributos es evidencia positiva de la existencia de diferentes especies; mientras que
la ausencia de lineas de evidencia no significa que no puedan ser especies diferentes (De
Queiroz, 2007). Este tratamiento de las lineas de evidencia pone en perspectiva el verdadero
problema en la delimitacion de especies que radica en cudntos atributos o lineas de evidencia
son en realidad necesarios y suficientes (o de qué tipo), para marcar los limites
interespecificos.

El problema de la delimitacion de especies se ha retomado en la actualidad (Padial,
et al., 2010; Barrett & Freudenstein, 2011; Puillandre et al., 2012), y la problematica de
cuantas y cuales lineas de evidencia son suficientes para delimitar a las especies aln persiste.
Sin embargo, parece haber un consenso en torno a los métodos de delimitacion que integran
varias lineas de evidencia, donde por lo menos dos caracteres de valor taxondmico se
consideran necesarios para diferenciar dos especies (Padial et al.,, 2010). Ademas, se debe
considerar si las diferencias se presentan en poblaciones que habitan en simpatria o si el
caracter en cuestion esta ligado al aislamiento reproductivo (en individuos con reproduccion
sexual). Cuando solo se encuentra un caracter de valor taxondmico, las tendencias recientes
postulan a los individuos como una sola especie, o como dos especies potenciales, hasta que
no se encuentre mas evidencia (Padial ef al., 2010).

Por estas razones, en este proyecto se utilizaron marcadores moleculares provenientes
de distintos genomas que por tanto representan lineas de evidencia independientes entre ellos.
También se consideraron aspectos de la morfologia de las esporas (que son la base actual de
la delimitacion de especies en el género), asi como la condicion sexual, que aunque como tal
solo es capaz de discriminar dos grandes grupos dentro del complejo (poblaciones monoicas
y dioicas), puede servir como evidencia auxiliar. No se consideraron otras caracteristicas
morfologicas de gametofito y esporofito, como sus dimensiones, forma y grosor del talo, asi
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como la presencia de tubérculos debido al elevado nivel de plasticidad que estas plantas
pueden presentar como respuesta a distintas condiciones ambientales (Proskauer, 1958).

La delimitacion de las especies, entonces, se llevo a cabo buscando dos o mas lineas
de evidencia positivas concordantes, que indiquen los limites de las especies. Para poder
realizar hipotesis acerca de las especies que comprenden este complejo se usé una
aproximacion a la taxonomia integrativa por congruencia, que busca concordancia al
combinar datos de distintas lineas de evidencia, como son datos moleculares y morfoldgicos,
y que es considerada como una de las rutas mas confiables para identificar especies (Padial
et al., 2010; Puillandre et al., 2012). Una de las mayores ventajas de la taxonomia integrativa
por congruencia es que promueve la estabilidad taxonémica, ya que la mayoria de los
taxonomos estarian de acuerdo en la validez de una especie que esta apoyada por varias lineas
de evidencia que no estén ligadas; sin embargo, su mayor limitante es el riesgo de subestimar
el nimero de especies, ya que los procesos de especiacion no siempre van acompafiados de
cambios en los caracteres a todos los niveles y las tasas de cambio son heterogéneas.

Por lo tanto, ni la evidencia morfoldgica ni la molecular por si solas son infalibles.
De hecho, la evidencia morfoldgica puede estar sujeta a fuertes influencias ambientales, o la
tasa a la que evolucionan los caracteres morfoldgicos es distinta, aun entre ellos, y mas atn
puede variar con respecto a la genética. Es por todas estas ventajas y desventajas de las
distintas fuentes de evidencia que el mejor enfoque para delimitar a las especies es utilizar
varias de éstas y no restringirse a una sola.



IV. HIPOTESIS

Se espera que las morfoespecies se recuperen en clados distintos dentro de la filogenia y que
estos clados sean consistentes con los limites reconocidos por Héssel (1987, 1989); esto
debido a las considerables diferencias que presentan en la ornamentacion de las esporas, el
tamafo de las mismas y la condicidon sexual.



V. OBJETIVOS

e [Evaluar la utilidad de los caracteres morfologicos cuantitativos de las esporas del
complejo Phaeoceros laevis — P. carolinianus en la circunscripcion de las especies
del complejo.

e Evaluar la utilidad de caracteres moleculares, tales como los genes rbcL y nad5, en la
circunscripcion de las especies del complejo.

e Analizar la circunscripcion de las especies del complejo P. laevis — P. carolinianus

con base en los caracteres morfologicos de las esporas y de las agrupaciones
filogenéticas obtenidas con los caracteres moleculares.

10



VI. METODO GENERAL

a) Area de estudio

El material bioldgico utilizado en este estudio fue colectado por la autora en el centro
(Hidalgo, Morelos, Distrito Federal, Puebla, Michoacan y el Estado de México) y en el sur
(Chiapas, Oaxaca y Veracruz) del pais (Fig. 1, Tabla 1).

Tabla 1. Localidades en donde fueron colectadas las poblaciones de antocerotes para este estudio, incluyendo
el estado al que pertenecen, las coordenadas (latitud y longitud), asi como la altura expresada en metros sobre
el nivel del mar (m.s.n.m.).

Estado Localidad Latitud (N) Longitud (O) Altura
(m.s.n.m)
Ciudad Universitaria 19°19°33.7” 99°10°35.4” 2286
Distrito 3er Dinamo 19° 16 48.7” 99° 16’ 40.6” 2917
Federal 4to Dinamo 19° 16’ 01.5” 99° 17’ 46” 3120
Bosque de Tlalpan 19° 17' 34" 99° 11'40" 2358
Puebla Chignahuapan 19°50'21.23" 97° 59' 08.98" 2282
Cuetzalan 20°02'02.04" 97°31'08.7" 885
. San Miguel Regla 20° 12 427 98° 33’ 20” 2130
Hidalgo Calnalli 20° 20' 45" 98° 13'35.1" 1535
Esta}dg de Carretera Zitacuaro-Toluca 19° 25° 44> 100° 10° 6.3” 2715
Me¢éxico

Morelos Zempoala 19° 02 427 99° 19 03~ 3091
Michoacan Los Azufres 19°45'22.14" 100° 41' 14.5” 2382
Guerrero Buenavista de Cuellar 18°27 32” 99° 22’ 60” 1389
Veracruz Jalapa 19°30'38.2" 96° 56'42.8" 1325
Oaxaca Puerto Soledad 18°9'52" 96° 59' 56" 2360
Ixtlan de Juarez 17° 18' 54.68" 96° 28'59.1" 1964
Finca Argovia 15°07'35.3" 92°17'35.3" 637
Chiapas El Aguila 15°06'6" 92° 11'17" 1124
Pico de Loro 15°03' 25" 92° 05' 58.5" 1425

200

400 Miles

Figura 1. Localidades de colecta de plantas del género Phaeoceros.
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Las plantas recolectadas fueron fotografiadas en el sitio. Se extrajeron del sustrato
utilizando espatulas y se colocaron en recipientes de plastico cerrados para su traslado y
posterior procesamiento en el laboratorio. Para cada muestra recolectada se anotaron los
siguientes datos: nombre de la localidad, coordenadas, altitud y fecha de colecta.

b) Procesamiento del material biolégico

En el laboratorio, las plantas se limpiaron utilizando pinceles y agua corriente para retirar el
sustrato de la region ventral del gametofito. Las muestras que generalmente se encuentran
agrupando varios individuos formando tapetes, se separaron con la ayuda de pinzas y agujas
de diseccion. Posteriormente con la utilizacion de microscopios estereoscopicos y opticos, se
identific6 el material a nivel de género y se selecciond el correspondiente al género
Phaeoceros, para lo cual se examino, principalmente, el nimero de anteridios y la estructura
de éstos (cuando se encontraron presentes), la anatomia del talo gametofitico, la forma y
disposicion del esporofito, la coloracion de esporas y los pseudoelateres, la presencia de un
cingulo ecuatorial en las esporas y la presencia de estomas en la pared de la cépsula.

A continuacidn se observaron, a través del microscopio Optico y estereoscopico, las
caracteristicas morfoldgicas y anatémicas de varios individuos de cada poblacién, que
ayudaron a discernir caracteristicas mas especificas como la condicion sexual (monoico o
dioico) y la ornamentacion de las esporas. Esta tltima permitié ubicarlas dentro del complejo
P. laevis — P. carolinianus.

Las muestras recolectadas, una vez examinadas morfologicamente en el laboratorio,
fueron colocadas, en parte, en bolsas de plastico cerradas con silica gel, etiquetadas con la
clave de la poblacion para utilizarse posteriormente para la extraccion de ADN. La otra parte
de la muestra se prens6 en papel. Estas tltimas, una vez secas, se depositaron en sobres de
papel rotulados y cerrados como voucher de cada poblacion. Los respaldos de las plantas
recolectadas fueron depositados en el Herbario de la Facultad de Ciencias, UNAM (FCME).

c) Observacién de la morfologia de las esporas
De las poblaciones identificadas tentativamente como parte del complejo P. laevis — P.
carolinianus, se tomaron treinta esporas por poblacion (cuando fue posible), los cuales fueron
montados en portamuestras para su observacion al microscopio electronico de barrido
(MEB), y sus datos se utilizaron para el posterior andlisis estadistico. Para obtener las
esporas, los esporofitos fueron rasgados utilizando agujas anatdmicas y pinzas, y las esporas
se distribuyeron por la cinta adhesiva del portamuestras con ayuda de un pincel.

En aquellos casos en los que la ornamentacion de las esporas no era clara bajo el
microscopio optico, se tomd un esporofito por poblacion para su observacion al MEB. Si al
observar las esporas se identificaba a la poblacion como parte del complejo P. laevis — P.
carolinianus, se procedia a montar otros dos esporofitos para completar el total de tres por
poblacion.

Una vez montadas las esporas en el portamuestras, fueron cubiertas con oro en una
ionizadora Denton Vacuum DESK-II. Las observaciones se realizaron en el microscopio
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electronico de barrido de la Facultad de Ciencias (Jeol JSM 5310LV) y en el MEB del
Instituto de Biologia (Hitachi S-2460N). Se tomaron imagenes de diez esporas por esporofito,
cinco de la cara distal y cinco de la cara proximal. En total, se observaron y fotografiaron
406 esporas.

d) Identificacion de morfoespecies en el material recolectado
Debido a que las morfoespecies estdn descritas, principalmente, con base en la
ornamentacion de las esporas, la identificacion del material biologico se baso en el trabajo
de Héssel (1987, 1989) que describe la ornamentacion de las esporas del género Phaeoceros
para el continente americano.

e) Medicién de caracteres morfoldgicos de las esporas y su andlisis estadistico
A partir de las imagenes obtenidas con MEB, se realizaron mediciones de los caracteres de
las esporas (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteres morfologicos medidos en las esporas fotografiadas del complejo P. laevis — P.
carolinianus.

Caracteres medidos en las esporas fotografiadas Unidades
Diametro mayor pm
Diametro menor um
Relacion diametro mayor/diametro menor Relacion
Densidad de espinas o baculos distales Numero de espinas en en un
area de 10um?®
Altura de las espinas o baculos distales pm
Ancho del cingulo ecuatorial pm
Ancho de la marca trilete pm
Cantidad total de verrugas en las areas proximales triangulares Numero de verrugas
Diametro de las verrugas proximales pm

Posteriormente, se realizd un andlisis estadistico para examinar si existen diferencias
significativas entre las morfoespecies con los caracteres analizados y qué caracteres son
mejores para discriminar entre morfoespecies.

Los datos de todas las muestras analizadas fueron anotados en una tabla de Excel, que
incluy6 las medidas de los caracteres enlistados en la tabla 2, tomados de 406 iméagenes del
MEB. Debido a que las unidades en las que se encontraban las variables (um, densidad,
numero de verrugas) no eran comparables y a que las varianzas de las variables eran muy
distintas, se normalizaron los datos (media=0, var=1). Una vez transformados los datos, se
llevo a cabo un andlisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) para
sintetizar en un numero menor de variables el mayor porcentaje de la variaciéon y como
método exploratorio para observar la distribucion en el espacio de las observaciones con las
variables creadas. La matriz obtenida en el PCA fue utilizada para realizar un andlisis
multivariado de varianza (MANOVA), que contrasta la hipotesis nula de que los vectores de
las medias de todos los grupos son iguales y/o provienen de la misma poblacion.
Posteriormente se identifico en qué grupos se producen las diferencias significativas que
llevaron a rechazar la hipdtesis nula del analisis de MANOVA. Para ello, se aplico una prueba
Post Hoc de Sheffe para cada factor; esta prueba es muy conservadora pero ideal cuando el
numero de muestras es desigual, como es el caso.
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Ademas se realizd un andlisis discriminante canénico con los datos de la matriz sin
normalizar. Este se usa principalmente para clasificar individuos o unidades experimentales
en dos o mas grupos definidos y para desarrollar reglas que conducen a clasificar las unidades
experimentales en los diferentes grupos.

También se llevd a cabo un andlisis de agrupamiento con la matriz normalizada. Dicho
analisis comprende técnicas que producen clasificaciones a partir de datos que, inicialmente,
no estaban clasificados. Se utilizé un algoritmo de agrupamiento jerarquico en arbol; el
proposito de este algoritmo es juntar observaciones en grupos sucesivamente mas grandes,
usando alguna medida de similitud o distancia. Se utiliz6 el método no ponderado de
agrupamiento pareado usando la media aritmética (UPGMA por sus siglas en inglés), y la
medida de distancia utilizada fue distancia euclideana cuadrada. En este método de
promedios pareados sin peso, la distancia entre dos grupos se calcula como la distancia
promedio entre todas las parejas de observaciones en los dos grupos distintos. Este método
es muy eficiente tanto cuando las obervaciones forman grupos naturales distintos, como
cuando forman grupos elongados en cadena. En su libro, Sneath y Sokal (1973) introdujeron
la abreviacion UPGMA (por sus siglas en inglés, unweighted pair-group method using
arithmetic averages) para este método. Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo en
Statistica v10.

Se elabor6 una clave de identificacion para las especies mexicanas del complejo P. laevis
— P. carolinianus con base, principalmente, en los caracteres medidos de las esporas (Tabla
2).

f) Extraccion de ADN
El ADN total fue extraido usando el procedimiento 2x CTAB (Doyle & Doyle, 1987), con
adicion de 2% de polivinilpirrolidona (PVA). Se llevo a cabo la extraccion de tres esporofitos
de cada poblacion (donde fue posible, se utilizaron los mismos esporofitos de los que se
tomaron las esporas).

Previo a la extraccion se etiquetaron tubos Eppendrof de 1.5 ml con la clave de cada
individuo. Asimismo, se afiadi6 al tampon CTAB 0.4% de 2-mercaptoetanol, y se precalentod
esta mezcla en bafio maria a 65°C. Posteriormente, se coloco tejido de cada muestra en el
tubo correspondiente, se agregaron 50 pl de la mezcla de CTAB mas 2-mercaptoetanol a
cada tubo, y el tejido se macerd. Una vez maceradas las muestras, se agregaron los 450 pl
del tampon de CTAB restantes a cada tubo y se incubaron a 65°C durante 30 min.

La extraccion se realizo utilizando 500 pl de SEVAG, dejando escapar el gas.
Posteriormente se colocaron los tubos sobre un agitador a intensidad moderada (entre 80 y
110 oscilaciones) durante 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se centrifug6 a 9000
RPM durante 10 minutos y se transfiri6 la fase acuosa clara (superior) a un tubo Eppendorf
de 1.5 ml limpio y correctamente etiquetado.

El ADN fue precipitado al adicionar a cada tubo 2/3 partes el volumen de isopropanol
absoluto a -20°C, invirtiendo suavemente el tubo varias veces hasta observar la precipitacion
como un enturbiamiento. Se dejaron reposar las mezclas extracto-alcohol por una hora a -
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20°C. Posteriormente, se centrifugaron los tubos a 13000 RPM durante 5 minutos y se
descart6 el liquido, cuidando de no desechar el precipitado. Se lavd el ADN con 500 ul de
etanol al 70%, se centrifugé nuevamente a 13000 RPM durante 3 minutos y se descarté el
alcohol, cuidando de nuevo no perder el precipitado. Los extractos se secaron en una
centrifuga de vacio por 15 minutos a temperatura ambiente. Una vez seco el precipitado, se
resuspendié en 30 ul de buffer EB y se los mantuvo a -20°C.

g) Amplificacion de regiones seleccionadas mediante PCR
Para seleccionar las regiones a amplificar se realizé una busqueda en GenBank para
determinar la cantidad de especies de Phaeoceros previamente secuenciadas. A partir de
estos resultados se concluyd que, a pesar de ser genes codificantes, las tinicas dos regiones
que tenian suficiente representacion a nivel mundial de especies del complejo Phaeoceros
laevis — P. carolinianus eran una region de cloroplasto: el gen rbclL, y una region de
mitocondria: el gen nad5.

Los genes se amplificaron en reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) usando el
“Taq PCR Core Kit” de Qiagen ajustado a reacciones de 25 uL y con la adicion de 1 pl de
suero de albumina bovina (BSA).

Antes de iniciar la amplificacion, se etiquetaron los tubos de 0.2 ml con la clave de
cada muestra, se realizaron los calculos para preparar la mezcla “maestra” para cada gen
(nad5 y rbcL) que contenia los siguientes reactivos (el volumen indicado es para cada
muestra):

H>0: 19.875 ul

10x: 2.5 ul

BSA: 1l

Dntp: 0.5 pl

Primer F: 0.25 pl

Primer R: 0.25 pl (los primers utilizados para la PCR se muestran en la Tabla
3)

MgCl>: 0.5 pl

0 Taq: 0.125 ul

OO0OO0OO0OO0Oo

o

Estos volumenes fueron multiplicados por el nimero de muestras por gen a amplificar
y un control negativo, mas un 5-10% adicional. Estos reactivos se adicionaron a un tubo
Eppendorf de 1.5 ml etiquetado con el nombre de cada gen. Una vez agregados todos los
reactivos a cada mezcla “maestra”, se centrifugaron rapidamente a 13000 RPM.
Posteriormente, se repartieron 23.5 ul en cada tubo que iba a contener ADN, y 25 ul en los
controles negativos. Posteriormente se afiadié 1.5 pl del ADN correspondiente a cada tubo.

Tabla 3. Primers utilizados para la PCR.

Nombre
Gen del Secuencia Direccion Referencia
primer
rbel. rbcLF gtc acc aca aac gga rac taa agc 5-3’ Duff et al., 2007
rbcLHR ctt tcc ata ctt crc aag cag ¢ 5-3’ Duff et al., 2007
nads K5 ata tgt ctgaggatccgcata g 5-3 Steinhauser ef al., 1999
LS ttt ggc caa gga tcc tac aaa 5-3 Steinhauser ef al., 1999
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La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador Gene Amp® PCR 9700 de
Applied Biosystems®. Se program¢ el termociclador para 28-32 ciclos con los siguientes
detalles del programa:

0 Desnaturalizacion a 94°C por 2 minutos.
Desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto.
“Annealing” a 48-50°C por 1 minuto.
Extension a 72°C por 2:30 minutos.
Extension final a 72°C por 7 minutos.

O O0OO0OOo

Para comprobar la amplificacion se corrid un gel (1% agarosa) cargando los productos
de cada PCR en la camara de electroforesis. Los tubos con los productos de la PCR fueron
almacenados a 4°C.

h) Secuenciacién
Las reacciones de secuenciacion ciclica fueron llevadas a cabo en el Laboratorio de
Sistematica Molecular del Instituto de Biologia, UNAM. Cada gen se secuencid en cuatro

partes, por lo que se utilizaron otros dos primers por gen, ademas de los utilizados para la
PCR (Tabla 4).

Tabla 4. Primers utilizados solo para secuenciacion.

Gen Nombre del Secuencia Direccion Referencia
primer
rbel. 471F caa ggt cca cct cat ggt a 5°-3’ Duff et al., 2007
660R aac gat ctc tcc aac gea 5°-3’ Duff et al., 2007
nads 410F cta ygg tma cag cag geg t 5°-3’ Duff et al., 2007
610R att cct gtg gtt gee cge 5°-3’ Duff et al., 2007

i) Edicion y alineamiento de secuencias
Los cromatogramas obtenidos fueron editados con el programa BioEdit version 7.1.3.0 (Hall,
1999) y las secuencias se alinearon visualmente para la construccion de las matrices de datos.

j) Obtencion de secuencias de GenBank
Para ampliar el area geografica de los individuos incluidos en el estudio molecular, se hizo
una busqueda en GenBank de las especies del complejo P. laevis — P. carolinianus de los
genes nad5 y rbcL. Se identificaron 23 secuencias utiles en este estudio del gen nad5 (Tabla
5) y 23 secuencias del gen rbcL (Tabla 6).
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Tabla 5. Secuencias disponibles en GenBank de los géneros Phaeoceros, Paraphymathoceros y Notothylas

del gen nad5.

Especie Acceso Pais Publicacion
Notothylas breutelii DQ845719 EUA Duff et al., 2007
Notothylas dissecta JX872474 Panama Villarreal & Renner, 2012
Notothylas javanica DQ845720 Panama Duff et al., 2007

Notothylas orbicularis DQ845718 Panama Duff et al., 2007
Phaeoceros cf. bolussii JX872481 Sudafrica Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros brevicapsulus JX872480 Cuba Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros carolinianus KF482264 Sao Tome & Principe Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros dendroceroides KF482265 Panama Villarreal & Renner, 2013
Phaeoceros engelii JX872482 Australia Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros evanidus JX872483 Australia Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros flexivalvis JX872484 Republica Dominicana Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros himalayensis JX872485 Nepal Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros inflatus JX872486 Australia Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros laevis DQ845721 Portugal Duff et al., 2007
Phaeoceros microsporus JX872487 Panama Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros minutus JX872488 Sudafrica Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros mohrii DQ845724 EUA Duff et al., 2007
Phaeoceros oreganus JX885644 EUA Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros perpusillus KF482266 Tailandia Villarreal & Renner, 2013
Paraphymatoceros diadematus 1X872477 Chile Villarreal & Renner, 2012
Paraphymatoceros hallii JX872478 EUA Villarreal & Renner, 2012
Paraphymatoceros pearsonii AY894802 EUA Duff et al., 2007
Paraphymatoceros proskaueri JX872479 Villarreal & Renner, 2012

Tabla 6. Secuencias disponibles en GenBank de los géneros Phaeoceros, Paraphymathoceros y Notothylas

del gen rbcL.

Especie Acceso Pais Publicacion
Notothylas breutelii AY463054 EUA Duff et al., 2007
Notothylas dissecta 1X872434 Panama Villarreal & Renner, 2012
Notothylas javanica DQ845664 Panama Duff et al., 2007

Notothylas orbicularis AY463055 Panama Duff et al., 2007
Phaeoceros cf. bolussii JX872440 Sudafrica Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros brevicapsulus JX872439 Cuba Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros carolinianus KF482290 Sao Tome & Principe Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros dendroceroides KF482291 Panama Villarreal & Renner, 2013
Phaeoceros engelii JX872441 Australia Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros evanidus JX872442 Australia Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros flexivalvis JX872443 Republica Dominicana Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros himalayensis JX872444 Nepal Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros inflatus JX872445 Australia Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros laevis DQ845673 Portugal Duff et al., 2007
Phaeoceros microsporus JX872446 Panama Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros minutus JX872447 Sudafrica Villarreal & Renner, 2012
Phaeoceros mohrii DQ845672 EUA Duff et al., 2007
Phaeoceros oreganus DQ845661 EUA Duff et al., 2007
Phaeoceros perpusillus KF482292 Tailandia Villarreal & Renner, 2013
Phaeoceros tenuis JX872448 México Villarreal & Renner, 2012
Paraphymatoceros diadematus | JX872438 Chile Villarreal & Renner, 2012
Paraphymatoceros pearsonii DQ845668 EUA Duff et al., 2007
Paraphymatoceros proskaueri EU283415 EUA Crandall-Stotler et al., 2008
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k) Andlisis filogenéticos
A partir de las secuencias alineadas, se construyd una matriz de datos para rbcL, otra para el
nad5 y una tercera matriz concatenada de los dos genes (rbcL y nad5). Se incluyeron como
grupo externo, secuencias de otra especie de Phaeoceros (P. tenuis), asi como secuencias de
Paraphymathoceros (P. pearsonii) y Notothylas (N. orbicularis), asi como las secuencias
descargadas de GenBank antes mencionadas (Tablas 5 y 6).

Para obtener las hipotesis filogenéticas, las matrices se analizaron utilizando dos
métodos de reconstruccion filogenética: méxima parsimonia e inferencia bayesiana. La
busqueda bajo el criterio de maxima parsimonia se llevo a cabo con el programa PAUP
version 4.0beta (Swofford, 2003) y el analisis de inferencia bayesiana se realizd con Mr.
Bayes version 3.2.3 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001; Ronquist & Huelsenbeck, 2003).

El criterio de parsimonia es simple, no paramétrico y asume que un arbol que
minimiza los cambios (pasos) es la mejor estimacion de la filogenia (Page & Holmes, 1998).
La inferencia bayesiana es un método paramétrico y probabilistico que permite una
reconstruccion mas precisa de la filogenia al corregir multiples eventos de mutacioén en un
mismo sitio al incorporar modelos de evolucién molecular (Huelsenbeck & Ronquist, 2001).

En los analisis de maxima parsimonia se llevé a cabo una busqueda heuristica con
adicion aleatoria de terminales e intercambio de ramas “tree-bisection-reconnection” (TBR)
de 1000 réplicas, caracteres no ordenados y de igual peso (Fitch, 1971). Para estimar el
soporte de los clados se llevd a cabo un andlisis de bootstrap (Felsenstein, 1985) de 200
repeticiones de 20 réplicas cada una.

Para el método probabilistico se hicieron tres particiones correspondientes a las
posiciones de los codones (la, 2da y 3era) de cada gen. Posteriormente se eligieron los
mejores modelos de evolucion molecular, los cuales fueron calculados con jModelTest
version 2.1.4 (Darriba et al., 2012) bajo el criterio de Informacion Akaike (1974).

En los andlisis con inferencia bayesiana se crearon, para las matrices rbcL y nad5,
tres particiones considerando la posiciéon del codén (la, 2da y 3era). Para la matriz
concatenada se crearon seis particiones (tres por gen). Se aplicaron los modelos
seleccionados para cada posicion de los codones en cada gen. Para cada matriz se llevaron a
cabo dos andlisis paralelos, con cuatro cadenas de Markov Montecarlo, que corrieron
5000000 de generaciones y obteniendo muestras cada 200 generaciones. La convergencia se
evalu6 con Tracer version 1.5.
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VII. RESULTADOS

Morfoespecies identificadas
Con base en las claves de Hissel (1987, 1989) para el género Phaeoceros se identificaron
siete especies, seis de las cuales pertenecen al complejo de Phaeoceros laevis — P.
carolinianus (Fig. 2, Tabla 7):
o P brevicapsulus (Fig. 2 1-]),
P. carolinianus (Fig. 2 G-H),
P. gualaquizanus (Fig. 2 E-F),
P. laevis (Fig. 2 A-B),
P. oreganus (Fig. 2 C-D),
P. pichinchensis (Fig. 2 K-L).

Fig 2. Esporas representativas de las especies identificadas pertenecientes al complejo Phaeoceros laevis — P.
carolinianus. A-B. P. laevis de los Dinamos de Contreras, en el Distrito Federal. A. Cara distal. B. Cara
proximal. C-D. P. oreganus de San Miguel Regla, Hidalgo. C. Cara distal. D. Cara proximal. E-F. P.
gualaquizanus de Cuetzalan, Puebla. E. Cara distal. F. Cara proximal. G-H. P. carolinianus de El Aguila,
Chiapas. G. Cara distal. H. Cara proximal. I-J. P. brevicapsulus de Jalapa, Veracruz. |. Cara distal. J. Cara
proximal. K-L. P. pichinchensis de los Dinamos de Contreras, en el Distrito Federal. K. Cara distal. L. Cara
proximal.

La otra especie encontrada del género corresponde a Phaeoceros tenuis, la cual fue
considerada como grupo externo en el analisis filogenético con datos moleculares. También
se incluyeron como grupos externos Paraphymatoceros pearsonii y Notothylas orbicularis

(Tabla 7).
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Tabla 7. Especies de Phaeoceros encontradas en las localidades de colecta.

Especie

Estado

Localidad

Colector y No.

de colecta
Phaeoceros brevicapsulus Veracruz Jalapa A I(b:ll*lr\i-)l\#/[(z)zales
El Aguila AIM #13b
Chiapas Finca Argovia AIM #34
o Pico de Loro AIM #35
Phaeoceros carolinianus Ouaxaca Puerto Soledad AIM Z15
Puebla Chignahuapan AIM #44a
Morelos Zempoala AIM #37
Phaeoceros gualaquizanus Puebla Cuetzalan AIM #30
Ciudad universitaria AIM #2a
Phaeoceros laevis Distrito Federal (CU)
4to Dinamo AIM #41
Hidalgo San Miguel Regla AIM #5
Phaeoceros oreganus Edo de México Carretera Zit-Tol AIM #49a
Michoacéan Los Azufres 1 AIM #46
o ) Distrito Federal Dinamos AIM #43b
Phaeoceros pichinchensis Oaxaca —r™ AIM 750
) Distrito Federal Bosque de Tlalpan AIM #40
Phaeoceros tenuis - - -
Hidalgo Calnalli Alexis Cruz s.n.
Notothylas orbicularis Guerrero Buenavista AIM #18b
Paraphymatoceros pearsonii Distrito Federal Bosque de Tlalpan AIM #39

Caracteres morfoldgicos de |

a) Estadistica descriptiva

as esporas

La matriz de datos incluy6 un total de 406 observaciones por caracter pertenecientes a 16
poblaciones de seis especies del complejo Phaeoceros laevis — P. carolinianus (Tablas 8 y
9). Se consideraron nueve variables de caracteres morfoldgicos de las esporas.

Tabla 8. Estadisticas descriptivas de la matriz completa los datos registrados para nueve variables de caracteres
morfolégicos de las esporas de 16 poblaciones de seis especies del complejo Phaeoceros laevis — P.

carolinianus de México.

Variable N Media Minimo Méximo Desv. Est.
Didmetro maximo 406 36.6 27.2 50 4.3
Didmetro minimo 406 33.2 24.5 43.2 3.8
Diametro max/ Diametro min 406 1.1 1 1.4 0.1
Longitud espinas distales 406 1.5 0.6 3.8 0.5
Densidad espinas distales 406 22.6 9 57 9.5
Numero total de verrugas prox 406 73.5 0 340 66.5
Ancho de marca trilete 406 3 0.7 5.9 0.9
Ancho de cingulo ecuatorial 406 1.9 0.5 5.2 0.6
Diametro de verrugas proximales 406 1 0 2.4 0.5
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Tabla 9. Estadisticas descriptivas por poblacion (minimo, media y maximo) de cada variable, la media es el
valor dentro de los paréntesis. Poblacion 1 (P. laevis): Ciudad Universitaria, Distrito Federal; poblacion 2 (P.
carolinianus): El Aguila, Chiapas; poblacion 3 (P. carolinianus): Chignahuapan, Puebla; poblacién 4 (P.
brevicapsulus): Jalapa, Veracruz.

Variable 1 2 3 4
Diametro maximo 33.1(38.6)43.1  27.2(31.6)35.9 35.5(40.1)44.8 28.6(31.9)35.9
Diametro minimo 31.03(35.8)39.6  25.5(29.5)32.8 31.4(36.4)41.4 26.5(29.6)32.8

Diam max/ Diam min I(1.1)1.2 I(1.1D)1.2 1(1.1)1.3 1(1.D)1.3
Longitud espinas distales 0.7(1.67)2.8 0.7(1.8)3 0.9(1.8)3.8 0.9(2)3.7
Densidad espinas distales 9(13.5)19 11(36.8)57 13(20.3)29 10(13.6)21
Numero total de verrugas 148(222.9)340 0(23.8)48 46(71)113 33(46.8)62

proximales

Ancho de marca trilete 2.1(3.4)5.5 2.1(3.3)4.1 2.8(3.6)4.5 2.8(3.3)4.5

Ancho de cingulo ecuatorial 1.9(2.1)3.8 1(2)3.4 1.4(2.2)3.1 1.4(2.1)2.8
Didmetro verrugas proximales 0.8(1)1.4 0.7(1.2)1.7 0.5(1.2)2.1 1(1.4)2.4

Tabla 9 (continuacion). Poblacion 5 (P. gualaquizanus): Cuetzalan, Puebla; poblacion 6 (P. oreganus): San
Miguel Regla, Hidalgo; poblacion 7 (P. carolinianus): Zempoala, Morelos; poblacion 8 (P. carolinianus): Finca
Argovia, Chiapas.

Variable 5 6 7 8
Diametro maximo 27.6(32.6)37.2 37.9(42.2)50 31(37.2)43.1  30.7(33.8)36.2
Diametro minimo 26.5(30.1)35.5 33.8(38.4)43.2 27.2(34.1)39.6 27.6(31.1)34.5

Diam max/ Diam min 1(1.1)1.3 1(1.1)1.3 1(1.1)1.3 1(1.1)1.3
Longitud espinas distales 0.7(1.1)1.9 0.9(1.5)1.9 0.7(1.5)2.8 0.9(1.3)1.9
Densidad espinas distales 17(33.7)48 14(21.1)26 11(20.3)33 21(31.4)43
Numero total de verrugas 35(105.6)169 66(112.8)216 0(41.3)62 5(18.4)30

proximales

Ancho de marca trilete 1(2.4)3.4 2.1(3)3.8 2.8(3.2)3.8 1.7(2.5)3.8

Ancho de cingulo ecuatorial 0.5(1.4)2.4 1.4(2.2)3.1 1.2(2)2.8 1.7(2)2.4
Didmetro verrugas proximales 0.7(1.1)1.7 1(1.5)2.3 0.7(1)1.7 0.7(0.9)1.4

Tabla 9 (continuacion). Poblacion 9 (P. carolinianus): Pico de Loro, Chiapas; poblacion 12 (P. pichinchensis):
3er Dinamo, Magdalena Contreras, Distrito Federal; poblacion 13 (P. laevis): 4to Dinamo, Magdalena
Contreras, Distrito Federal; poblacion 18 (P. carolinianus): Calnalli, Hidalgo

Variable 9 12 13 18
Diametro maximo 28.3(30.1)31 33.5(38.2)46.5 32.2(36.6)39.5 31(33.6)39.2
Diametro minimo 27.2(28.2)29.3  29.1(35.1)43.1 30.1(33.9)36.4  27.1(30)32.3

Diam max/ Diam min 1(1.1)1.1 1(1.D)1.2 1(1.1)1.2 1(1.)1.2
Longitud espinas distales 0.7(1.3)1.9 0.6(0.9)1.5 0.9(1.9)2.7 0.9(1.3)2.1
Densidad espinas distales 27(32.3)41 9(13.3)22 10(14.5)19 13(17.6)24
Numero total de verrugas 42(53.8)66 0(0)0 124(153.7)211 23(38.6)52

proximales

Ancho de marca trilete 1.7(2.7)3.8 0.7(3.1)5.9 1.5(3.3)4.3 2.4(3.1)3.6

Ancho de cingulo ecuatorial 1.4(1.8)2.4 0.9(1.4)2.1 1.3(2.7)5.2 0.9(1.6)2.1
Diametro verrugas proximales 0.7(1.D)1.7 0(0)0 0.9(1.D)1.7 0.6(1)1.4
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Tabla 9 (continuacién). Poblacion 19 (P. carolinianus): Puerto Soledad, Oaxaca; poblacion 23 (P. oreganus):
carretera Zitacuaro-Toluca, Edo. de México; poblacion 24 (P. oreganus): Los Azufres, Michoacan; poblacion
27 (P. pichinchensis): Ixtlan de Juarez, Oaxaca.

Variable 19 23 24 27
Diametro maximo 27.7(33.4)37.8 34.9(39.6)43 32.5(40)48.4 34.5(40.1)44
Diametro minimo 24.5(28.8)33.7  29.4(35.1)38.8 29.8(34.3)39.5  31.1(35.8)39

Diam max/ Diam min 1(1.2)1.4 1I(1.1)1.3 1(1.2)1.4 1(1.1)1.3
Longitud espinas distales 0.7(1.3)2.2 0.7(1.2)1.8) 0.7(1.3)1.9 0.8(1.5)2.7
Densidad espinas distales 15(20.9)29 15(27.4)40 19(27.1)35 13(26.6)43
Numero total de verrugas 11(31.9)47 40(113.6)238 33(76.5)113 03.7)14

proximales

Ancho de marca trilete 1(2.6)4.5 1.06(2.8)3.9 0.8(2.1)3.8 2.1(3.7)5.3

Ancho de cingulo ecuatorial 0.8(1.9)2.9 0.8(1.4)2.1 0.8(1.6)2.7 0.8(1.6)3.4
Diametro verrugas proximales 0.7(1.2)1.6 0.7(1.2)1.8 0.6(1.2)1.6 0(0.4)1.4

b) Anélisis de componentes principales
El analisis de componentes principales (PCA por sus siglas en inglés) de los caracteres de las
esporas mostrd que 80.56 % de la variacion morfoldgica de las esporas puede ser explicada
por los primeros cinco componentes principales (Tabla 10). El PC I explica 24.47% de la
variacion total, el PC II explica 19.77%, el PC III explica 14.94%, el PC 1V explica 12.11 %
y el PC V explica el 9.26% de la variacion total.

Tabla 10. Estructura de los componentes principales generados en el PCA.

Componente Eigenvalor Eigenvalor % Total de % de variacion
principal (PC) acumulado variacion acumulado
I 2.202781 2.202781 24.47535 24.4753
I 1.779747 3.982529 19.77497 442503
11 1.344667 5.327196 14.94075 59.1911
v 1.089931 6.417127 12.11034 71.3014
\Y% 0.833161 7.250288 9.25734 80.5588
VI 0.717637 7.967925 7.97374 88.5325
VI 0.643471 8.611396 7.14968 95.6822
VII 0.386293 8.997689 4.29215 99.9743
IX 0.002311 9 0.02568 100

La correlacion variable-componente principal que resultd del analisis de los
caracteres de las esporas indica que el diametro méximo, el didmetro minimo y el nimero
total de verrugas proximales estan correlacionados negativamente con el PC I, mientras que
la densidad de espinas distales se encuentra correlacionada de forma positiva (Tabla 11). En
cuanto al PC II, la longitud de espinas distales, el ancho del cingulo ecuatorial y el didmetro
de las verrugas proximales estan correlacionadas positivamente, mientras que el didmetro
maximo esta correlacionado de forma negativa (Tabla 11). En el PC II1, la relacion didmetro
maximo/didmetro minimo y el didmetro de las verrugas proximales estan correlacionados de
forma positiva, mientras que el ancho de la marca trilete estd correlacionado negativamente
(Tabla 11). En el PC IV la relacion didmetro maximo/didmetro minimo esta correlacionado
positivamente (Tabla 11). En el PC V el ancho del cingulo ecuatorial esta correlacionado
negativamente (Tabla 11).
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Tabla 11. Correlacion variable morfoldgica de las esporas-componente principal de las morfoespecies incluidas
en la base de datos (complejo de especies P. laevis — P. carolinianus). En color rojo se encuentran las principales
variables representadas en cada componente.

PCI PCII PCII PCIV PCV PCVI PCVII \l,’ICH PC IX
Didmetro 5501 g5 0326 013  -0.127 -0.131 -0.053 -0.048  0.032
maximo
Diametro -0.774  -0471  -0.002 -0.355 -0.135 -0.156 -0.048  -0.08  -0.031
minimo
%f“f“m?"/ 0.104 -0238 0544 0795 0.018 0.041 -0.007 004  -0.019
1am min
Longitud -0.367 0506 -0.318 0289 -0.237 -0.142 -0584  0.08 -0.000
espinas distales
Densidad

0.504 0.034 0.321 -0.193  -0.729  -0.195 0.087 0.165 -0.000

espinas distales

Numero total

de verrugas -0.575 0.379 0.439 -0.224 0.117 0.333 0.026 0.397 -0.000
proximales
Ancho marca
trilete

Anchocingulo o 459 0524 009 0209 0.1 054 0429  0.067  -0.000
ecuatorial

Didmetro

verrugas -0.218  0.682 0.51 -0.089  -0.135 0.144 0.009  -0.424  0.000

proximales

-0.405  -0.012 -0.526 0304 -0.411 0.439 0.323  -0.027  0.000

La grafica de dispersion de los componentes PC I y PCII (Fig. 3) muestra a las
observaciones de P. pichinchensis (circunscrito por el circulo naranja) con una tendencia a
formar un grupo distinto del resto en el cuadrante inferior, determinado por el PCII con un
diametro de esporas elevado, baja longitud de espinas distales, cingulo ecuatorial
relativamente angosto y el didmetro pequefio de sus verrugas proximales (en el eje de las y).

.S

& P. laevis

u P. carolinianus

A P. brevicapsulus

A P. gualaquizanus

x P. oreganus

PCII (19.77%)

® P. pichinchensis

PCI (24.47%)
Fig. 3. Grafica de dispersion de los componentes PCI y PCII (cada punto representa una espora de un
individuo muestreado y su posicion con respecto a los componentes PCI y PCII).
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La gréfica de dispersion de los componentes PC 1 y PCIII (Fig. 4) muestra a las
observaciones de P. laevis y P. oreganus (circunscrito por el circulo azul) con una tendencia
a formar un grupo distinto del resto en el cuadrante superior izquierdo, determinado por el
elevado didmetro de sus esporas, baja densidad de espinas distales y un niumero elevado de
verrugas proximales (eje de las x), asi como también por didmetro elevado de las verrugas
proximales, una elevada relacion didmetro maximo/didmetro minimo y una marca trilete
relativamente angosta (en el eje de las y).

® P. laevis

s P. carolinianus

A P. brevicapsulus

A P. gualaquizanus

X P. oreganus

PCIII (14.94%)

® P. pichinchensis

IS

PCI (24.47%)
Fig. 4. Grafica de dispersion de los componentes PCI y PCIII (cada punto representa una espora de un
individuo muestreado y su posicion con respecto a los componentes PCI y PCIII).

La grafica de dispersion de los componentes PC II y PCIII (Fig. 5) muestra a las
observaciones de P. pichinchensis (dentro del circulo naranja) con una tendencia a formar un
grupo distinto del resto en el cuadrante inferior izquierdo, determinado por una baja longitud
de espinas distales, un bajo didmetro de verrugas proximales, un cingulo ecuatorial
relativamente angosto y un didmetro de las esporas elevado (en el eje de las x), asi como
también una baja relacion diametro maximo/didmetro minimo y una relativamente angosta
marca trilete (en el eje de las y).
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® P laevis

® P. carolinianus

A P. brevicapsulus

A P gualaquizanus

X P. oreganus

PCIII (14.94%)

® P. pichinchensis

PCII (19.77%)
Fig. 5. Grafica de dispersion de los componentes PCII y PCIII (cada punto representa una espora de un
individuo muestreado y su posicion con respecto a los componentes PCII y PCIII).

¢) MANOVA
La hipoétesis de que existen diferencias significativas entre las esporas de las especies del
complejo P. laevis — P. carolinianus se puso a prueba utilizando un MANOVA. De éste
analisis se obtuvo una Wilks 2=0.065 F=63.92, p=<0.0001 (Tabla 12), lo que significa que
la media de los caracteres medidos de la morfologia de las esporas son significativamente
diferentes entre por lo menos una de las especies del complejo P. laevis — P. carolinianus.

Tabla 12. Distintas pruebas de significancia de MANOVA (se incluyen las pruebas de Wilks A, Pillai’s,
Hotelling y Roy’s).

Prueba Valor F p
Wilks A 0.065 63.92 0.000
Pillai’s 1.764 43.63 0.000
Hotelling 4.791 75.59 0.000
Roy’s 2.813 225.07 0.000

d) Prueba de comparacion post-hoc: la prueba de Scheffe
Como el MANOVA revel¢6 diferencias significativas entre las medias de por lo menos una
especie, se realizé la prueba post-hoc de Scheffe, para identificar qué grupos poseen medias
diferentes entre si (Tablas 13, 14, 15, 16 y 17).

En los resultados obtenidos para el PC I (Tabla 13), las especies P. laevis, P.

gualaquizanus y P. oreganus muestran diferencias significativas en sus medias (valores con
asterisco) con respecto al resto de las especies.
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Tabla 13. Prueba de Scheffe para el PC 1. *valores con diferencias significativas al nivel 0.05 (p<0.05).

. P. P. P. P. P. P.
Especie . . . . . .
laevis | carolinianus | brevicapsulus | gualaquizanus | oreganus | pichinchensis
P. laevis 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00*
P. carolinianus 0.00* 0.96 0.00* 0.00* 0.61
P. brevicapsulus 0.00* 0.96 0.00* 0.04* 1
P. gualaquizanus | 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00*
P. oreganus 0.00* 0.00* 0.04* 0.00* 0.02*
P. pichinchensis 0.00* 0.61 1 0.00* 0.02*

La prueba de Scheffe para el PC II (Tabla 14) revela diferencias significativas entre
P. oreganus y P. pichinchensis y el resto de las especies del andlisis. Ademas, P.
gualaquizanus presenta diferencias significativas con todas las especies, excepto con P.
carolinianus, cuyo valor p=0.99. P. brevicapsulus también presenta diferencias significativas
con respecto al resto de las especies, excepto con P. laevis, cuyo valor p=0.12.

Tabla 14. Prueba de Scheffe para el PC II. *valores con diferencias significativas al nivel 0.05 (p<0.05).

. P. P. P. P. P. P.
Especie laevi lini brevi / laaui chinchensi
aevis | carolinianus | brevicapsulus | gualaquizanus | oreganus | pichinchensis
P. laevis 0.00* 0.12 0.04* 0.00* 0.00*
P. carolinianus 0.00* 0.00* 0.99 0.00* 0.00*
P. brevicapsulus 0.12 0.00* 0.00* 0.00* 0.00*
P. gualaquizanus | 0.04* 0.99 0.00* 0.00* 0.00*
P. oreganus 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00*
P. pichinchensis 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00*

La prueba de Scheffe para el PC III (Tabla 15) revela diferencias significativas entre
P. laevis y P. carolinianus con el resto de las especies del andlisis, excepto entre ellos, cuyo
valor p=0.07. Ademas, P. brevicapsulus presenta diferencias significativas con todas las
especies excepto con P. pichinchensis, cuyo valor p=1. Asimismo, P. gualaquizanus presenta
diferencias significativas con el resto de las especies excepto con P. oreganus, cuyo valor de
p=0.36.

Tabla 15. Prueba de Scheffe para el PC III. *valores con diferencias significativas al nivel 0.05 (»p<0.05).

. P. pP. P. P. P. P.
Especie . L . . o .
laevis | carolinianus | brevicapsulus | gualaquizanus | oreganus | pichinchensis
P. laevis 0.07 0.00* 0.04* 0.00* 0.00*
P. carolinianus 0.07 0.00* 0.00* 0.00* 0.00*
P. brevicapsulus 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 1
P. gualaquizanus | 0.04* 0.00* 0.00* 0.36 0.00*
P. oreganus 0.00* 0.00* 0.00* 0.36 0.00*
P. pichinchensis 0.00* 0.00* 1 0.00* 0.00*

La prueba de Scheffe para el PC IV (Tabla 16) revela pocas diferencias significativas,
principalmente entre P. laevis y P. brevicapsulus. P. carolinianus presenta diferencias
significativas con P. gualaquizanus y P. oreganus. P. gualaquizanus también presenta
diferencias significativas con P. brevicapsulus y P. pichinchensis. P. oreganus muestra
diferencias significativas con P. brevicapsulus.
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Tabla 16. Prueba de Scheffe para el PC IV. *valores con diferencias significativas al nivel 0.05 (p<0.05).

. P. P. P. P. P. P.
Especie . L . . . .
laevis | carolinianus | brevicapsulus | gualaquizanus | oreganus | pichinchensis
P. laevis 0.17 0.04* 0.06 1 0.54
P. carolinianus 0.17 0.75 0.00* 0.01* 1
P. brevicapsulus 0.04* 0.75 0.00* 0.01* 0.7
P. gualaquizanus 0.06 0.00* 0.00* 0.13 0.00*
P. oreganus 1 0.01* 0.01* 0.13 0.19
P. pichinchensis 0.54 1 0.7 0.00* 0.19

La prueba de Scheffe para el PC V (Tabla 17) revela también pocas diferencias
significativas, P. laevis presenta diferencias significativas con P. carolinianus, P.
gualaquizanus y P. oreganus. Asi como también P. brevicapsulus presenta diferencias
significativas con P. carolinianus, P. gualaquizanus y P. oreganus. P. pichinchensis es el
unico que no muestra diferencias significativas en la comparacion con el resto de las especies
del complejo.

Tabla 17. Prueba de Scheffe para el PC V. *valores con diferencias significativas al nivel 0.05 (»p<0.05).

. P. P. P. P. P. P.
Especie . L . . . .
laevis | carolinianus | brevicapsulus | gualaquizanus | oreganus | pichinchensis
P. laevis 0.00* 1 0.01* 0.00* 0.08
P. carolinianus 0.00* 0.00* 1 1 0.36
P. brevicapsulus 1 0.00* 0.04* 0.00* 0.25
P. gualaquizanus | 0.01* 1 0.04* 1 0.85
P. oreganus 0.00* 1 0.00* 1 0.63
P. pichinchensis 0.08 0.36 0.25 0.85 0.63

e) Analisis candnico discriminante

El andlisis discriminante se realiz6 también con la base de datos de los caracteres
morfologicos de las esporas de individuos de diferentes morfoespecies del complejo P.
laevis-P. carolinianus. Este andlisis arrojo una matriz de clasificacion (Tabla 18) en la que,
de acuerdo con las variables y observaciones proporcionadas, un 87.9% de las observaciones
se clasificaron correctamente dentro de la morfoespecie identificada. Todas las
observaciones correspondientes a P. laevis se clasificaron correctamente, sin embargo, cinco
observaciones de P. oreganus fueron clasificadas como P. laevis. En el caso de P.
carolinianus, el 89.8% de sus observaciones se clasificaron correctamente, sin embargo,
cuatro observaciones de P. brevicapsulus, cinco de P. gualaquizanus, nueve de P. oreganus
y cinco de P. pichinchensis se clasificaron como P. carolinianus. Un 86.67% de las
observaciones de P. brevicapsulus se clasifico correctamente, sin embargo, cinco
observaciones de P. carolinianus fueron clasificadas como P. brevicapsulus. En el caso de
P. gualaquizanus, un 80% de las observaciones correspondientes a esta especie fueron
clasificadas correctamente, sin embargo, tres observaciones de P. carolinianus y tres de P.
oreganus se clasificaron como P. gualaquizanus. En cuanto a P. oreganus, un 77.21% de las
observaciones correspondientes a esta especie fueron clasificadas correctamente, sin
embargo, cinco observaciones correspondientes a P. carolinianus, una a P. gualaquizanus'y
una a P. pichinchensis se clasificaron como P. oreganus. Por Ultimo, las observaciones
correspondientes a P. pichinchensis fueron clasificadas correctamente en un 90% de los
casos, sin embargo, dos observaciones de P. carolinianus y una de P. oreganus fueron
clasificadas como P. pichinchensis.
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Tabla 18. Matriz de clasificacion arrojada por el analisis discriminante para las observaciones morfoldgicas de
las esporas del complejo P. laevis-P. carolinianus incluidas en este estudio.

% P. P. P. P. P. P.
laevis  carolinianus  brevicapsulus  gualaquizanus  oreganus  pichinchensis

P. laevis 100 60 0 0 0 0 0

P. carolinianus 89.8 0 132 5 3 5 2
P. brevicapsulus ~ 86.67 0 4 26 0 0 0
P. gualaquizanus 80 0 5 0 24 1 0
P. oreganus 77.21 5 9 0 3 61 1

P. pichinchensis 90 0 5 0 0 1 54
TOTAL 87.93 65 155 31 30 68 57

Las distancias de Mahalanobis (Tabla 19) arrojadas por el analisis discriminante
permiten visualizar que P. laevis y P. pichinchensis son las especies mas distantes,
considerando la morfologia y dimensiones de los caracteres de sus esporas, mientras que P.
gualaquizanus y P. oreganus se encuentran mas cercanas a P. laevis.

Tabla 19. Distancias cuadradas de Mahalanobis arrojadas por el analisis discriminante para las observaciones
morfologicas de las esporas del complejo P. laevis-P. carolinianus incluidas en este estudio.

P. P. P. P. P. P.
laevis carolinianus ~ brevicapsulus  gualaquizanus  oreganus pichinchensis
P. laevis 0 23.522 24.224 16.772 17.475 49.769
P. carolinianus 23.522 0 7.603 9.243 7.284 13.883
P. brevicapsulus 24.224 7.603 0 21.143 21.311 32.680
P. gualaquizanus 16.772 9.243 21.143 0 7.025 28.024
P. oreganus 17.475 7.284 21.311 7.025 0 19.859
P. pichinchensis 49.769 13.883 32.680 28.024 19.859 0

En cuanto a las variables canonicas que se crearon en el analisis discriminante, aunque
semejantes a las del andlisis de componentes principales no se calculan de la misma forma,
por lo que la correlacion de cada variable con las funciones canonicas es diferente (Tabla
20). En este caso, el numero total de verrugas proximales esta correlacionado positivamente
con la primera funcidon canodnica. La segunda funcion candnica esta correlacionada
positivamente con el didmetro méximo de las esporas. La tercera funcién canodnica estd
correlacionada con la densidad de espinas distales y el didmetro de verrugas proximales. La
cuarta funcion canonica esta correlacionada de forma negativa con el didmetro maximo. La
quinta funcién candnica esta correlacionada positivamente con el ancho del cingulo
ecuatorial.

Tabla 20. Matriz de estructura de los factores. Correlaciones variables morfologicas de las esporas medidas-
funciones candnicas.

Raiz 1 Raiz 2 Raiz 3 Raiz 4 Raiz 5
Diametro maximo -0.038587  0.564457  -0.140075  -0.764203  0.158750
Diametro minimo -0.000016  0.467997  -0.244271  -0.557315  0.136117
Diam max/ Diam min -0.050773  0.098753 0.147740  -0.236579  0.075511
Longitud espinas distales 0.142456  -0.315077  -0.201880  -0.278539  0.194025
Densidad espinas distales -0.106691 0.122990 0.662466 0.435811 0.396671
Numero total de verrugas proximales  0.844838 0.435202  -0.129788  0.000351  -0.028738
Ancho de marca trilete -0.031483  -0.118484  -0.381631  -0.043715  0.306310
Ancho de cingulo ecuatorial 0.198600  -0.203384  -0.213399  -0.217417  0.669799
Diametro verrugas proximales 0.462421 -0.286145  0.618785  -0.441491  0.054559
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En cuanto a la variacion explicada por cada funcién candnica creada por el analisis,
la primera funcion o raiz candnica (R1) explica un 58.21% de la variacion total, la segunda
raiz canodnica explica un 22.84%, la tercera raiz canoénica un 12.58%, la cuarta raiz canonica
un 5.05% y la quinta raiz canonica explica un 1.32% de la variacion total (Tabla 21).

Tabla 21. Estructura de las funciones candnicas resultantes del analisis discriminante.

Raiz o funcién Eigenvalor % Total de % de variacion
canonica (R) variacion acumulado
1 3.993299 58.2062 58.2062
2 1.567110 22.8421 81.0483
3 0.863412 12.5851 93.6334
4 0.34649 5.0506 98.684
5 0.09030 1.316 100

En la grafica de dispersion entre la funcion candnica 1 y la funcién canodnica 2 (Fig.
6) se puede observar una tendencia de ciertos grupos a separarse. Las observaciones de P.
pichinchensis (circulo naranja) tienden al cuadrante izquierdo superior, que esta determinado
por un bajo nimero de verrugas proximales (en el eje de las x) y por un didmetro méximo de
las esporas elevado (eje y). En el cuadrante inferior se aprecia una tendencia de P.
brevicapsulus (circulo verde) por separarse del grupo, determinada por la dimension pequetia
del didametro de sus esporas (eje y). Ademas, las observaciones de P. laevis (circulo azul)
tienden al cuadrante derecho superior, que estd determinado por un elevado nimero de
verrugas proximales (en el eje de las x) y por un elevado didmetro méximo de las esporas (en
el eje de las y).
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® P, carolinianus

A P. brevicapsulus

-10 P. laevis

R2 (22.8%)

X .
P. carolinianus

[ ]
P. brevicapsulus

P. gualaquizanus

P. oreganus

P. pichinchensis —

R1 (58.2%)
Fig. 6. Gréfica de dispersion de las funciones candnicas R1 y R2 resultante del analisis discriminante para las
seis morfoespecies del complejo P. laevis — P. carolinianus.

En la grafica de dispersion entre la funcion candnica 1 y la funcion candnica 3 (Fig.

7) también se puede observar una tendencia de ciertos grupos a separarse. Las observaciones
de P. laevis (circulo azul) tienden al cuadrante derecho inferior, determinado tanto por la
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numerosa cantidad de verrugas proximales en las areas triangulares (en el eje de las x), como
por la baja densidad de espinas distales y el didmetro pequefio de sus verrugas proximales
(en el eje de las y). Las observaciones de P. pichinchensis (circulo naranja) se encuentran en
el cuadrante izquierdo con una tendencia al cuadrante inferior, lo que esta determinado por
el bajo nimero de verrugas proximales (en el eje de las x) y por la baja densidad de espinas
distales (en el eje de las y).
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) J‘ 5 x P. carolinianus
&, *
a < "‘,.’& %o .
e ‘____2_. 3 | ® P. brevicapsulus
- X RS -
° * P. gualaquizanus
2 &
2 - ®
% ~_— P. oreganus
4 P. pichinchensis

R1 (58.2%)
Fig 7. Grafica de dispersion de las funciones canodnicas R1 y R3 resultante del analisis discriminante para las
seis morfoespecies del complejo P. laevis — P. carolinianus.

f) Analisis de agrupacion
En el analisis de agrupacion en arboles se representan las diversas distancias que resultaron
del método de agrupamiento seleccionado para las observaciones. Como en el andlisis de
componentes principales todas las variables de los caracteres de las esporas analizados
resultaron de importancia, se consideraron todas para el analisis de agrupacion.

En el arbol resultante del método para agrupar UPGMA utilizando distancias
euclideanas cuadradas (Fig. 8), se forman varias agrupaciones que corresponden con las
morfoespecies identificadas, como son P. laevis (cuadro azul), P. brevicapsulus (cuadro
verde), P. pichinchensis (cuadro amarillo), P. gualaquizanus (cuadro morado). P. oreganus
(cuadro rojo) se encuentra formando un grupo exclusivo también pero dentro del grupo
conformado por P. carolinianus (cuadros grises). Todas las observaciones de P.
carolinianus, salvo las pertenecientes a la poblacion de Puerto Soledad, Oaxaca (cuadro gris
con borde negro), se encuentran agrupadas.
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Fig. 8. Arbol de agrupacién de las morfoespecies del complejo P. laevis — P.caroliniaus incluidas en este
estudio con el método UPGMA con distancias euclidianas cuadradas utilizando medidas de los caracteres
morfolégicos de las esporas.

g) Clave para la identificacion de especies

la. Superficie distal de las esporas con verrugas o prominencias bajas redondeadas... P.
tenuis
1b. Superficie distal de las esporas con espinas o baculas...2

2a. Esporas con mas de 60 verrugas en la cara proximal...3
2b. Esporas con menos de 60 verrugas en la cara proximal...5

3a. Condicién sexual monoica, esporas con 80-140 verrugas en la cara proximal, marca trilete
de menos de 2.8 um de ancho...4

3b. Condicion sexual dioica, esporas con mas de 140 verrugas en la cara proximal, marca
trilete de mas de 3 um de ancho... P. laevis

4a. Esporas de menos de 36 um de didmetro, cara proximal con verrugas distribuidas
centralmente en las 4reas triangulares....... P. gualaquizanus

4b. Esporas de mas de 36 um de didmetro, cara proximal con verrugas distribuidas
uniformemente en las areas triangulares...P. oreganus

5a. Diametro de esporas por lo general mayor a 36 um, esporas sin verrugas en la cara
proximal...P. pichinchensis

5b. Didmetro de esporas por lo general menor a 36 um, esporas con mas de 5 verrugas en la
cara proximal....6

6a. Esporas con densidad de espinas distales menor a 15 en un area de 10 um?, base de las
espinas de mas de 2 um de ancho... P. brevicapsulus
6b. Esporas con densidad de espinas distales mayor a 15 en un area de 10 um?, base de las
espinas de menos de 2 um de ancho...P. carolinianus

Caracteres genéticos: rbcL y nad5
a) nadb5

e Maxima parsimonia
La matriz del gen nad 5 consistié6 de 1054 pares de bases y 43 secuencias. 932 (88%)
caracteres fueron constantes, 122 (12%) fueron variables, de los cuales 65 (6%) fueron
informativos para parsimonia. El anélisis recuperd 76546 arboles mas parsimoniosos con una
longitud de 165 pasos, indice de consistencia (IC) de 0.7636 e indice de retencion (IR) de
0.887. Uno de los 76546 arboles mas parsimoniosos se muestra en la figura 9.

El género Phaeoceros (recuadro amarillo) se recuperd como monofilético (porcentaje

de bootstrap(PB)=81), aunque las relaciones filogenéticas de las especies no se resolvieron
completamente. Todos los ejemplares de las especies consideradas como parte del complejo
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P. laevis-P. carolinianus se recuperaron en un clado (recuadro morado) (PB=94), el cual
también incluye a P. tenuis, P. evanidus y P. dendroceroides, especies de cara distal
verrugosa, la primera proveniente de una poblacién mexicana, la segunda de Australia y la
tercera de Venezuela.

Dentro del clado del complejo se forma un clado (PB=74) con las tres poblaciones
mexicanas identificadas como P. laevis y P. microsporus (Panamd). Se forma también un
clado (PB=87) que incluye P. brevicapsulus (Cuba), P. evanidus (Australia) y P. tenuis
(México). Ademads se forma un clado (PB=51) que incluye todos los ejemplares mexicanos
del complejo (excepto los que corresponden a P. laevis y al individuo 6f (P. oreganus) de
San Miguel Regla) mas P. flexivalvis (Republica Dominicana) y P. carolinianus (Panama)
que también pertenecen al complejo P. laevis-P.carolinianus. También incluye a P.
dendroceroides (Venezuela).Al interior de este clado, se forma otro clado (PB=63) integrado
por 4c P. brevicapsulus de Jalapa, 12¢ P. pichinchensis del Distrito Federal y 23b P. oreganus
del Estado de México.
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Fig. 9. Consenso estricto de los 76546 arboles mas parsimoniosos para el gen nad5. Los numeros asociados a
las ramas corresponden a los valores de bootstrap.

e Inferencia bayesiana
El anélisis con inferencia bayesiana (Fig. 10) también recupero el género Phaeoceros como
monofilético (probabilidad posterior (PP)=0.99). Asi como también se recupero6 el clado
(PP=1) que contiene a las especies del complejo P. laevis - P. carolinianus mas P. tenuis, P.
evanidus y P. dendroceroides.

Dentro de este clado se forma también un clado (PP=0.93) con las tres poblaciones
mexicanas identificadas como P. laevis y P. microsporus (Panamd). Se forma también un
clado (PP=1) que incluye P. brevicapsulus (Cuba), P. evanidus (Australia) y P. tenuis
(México).

Al igual que en el analisis con parsimonia, se forma un clado con buen soporte (PP=1)
que incluye todos los ejemplares mexicanos del complejo (excepto los que corresponden a
P. laevis) mas P. flexivalvis (Republica Dominicana) y P. carolinianus (Panama) que también
pertenecen al complejo P. laevis-P.carolinianus. También incluye a P. dendroceroides
(Venezuela). Al interior de este clado se forma también un clado (PP=0.87) entre tres
individuos de las poblaciones mexicanas: 4c P. brevicapsulus de Jalapa, 12¢ P. pichinchensis
del Distrito Federal y 23b P. oreganus del Estado de México.
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Fig. 10. Consenso estricto de los arboles obtenidos para el gen nad5 con Inferencia Bayesiana. Los numeros
asociados a los nodos corresponden a las probabilidades posteriores.

b) rbcL

e Maxima parsimonia
La matriz del gen rbcL consistié de 50 secuencias de 1292 pares de bases. De estas pares de
bases1136 (88%) caracteres fueron constantes, 156 (12%) fueron variables, de los cuales 85
(7%) fueron informativos para parsimonia. El andlisis recuper6 92700 arboles maés
parsimoniosos con una longitud de 203 pasos, indice de consistencia (IC) de 0.8374 e indice
de retencion (IR) de 0.9146. Uno de los 92700 arboles mas parsimoniosos se muestra en la
figura 11.

El género Phaeoceros (recuadro amarillo) se recuperé como monofilético en todos
los arboles més parsimoniosos pero sin soporte de bootstrap. Las relaciones filogenéticas de
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las especies tuvieron menos resolucion que con el gen nad5. Al igual que con el gen nad5, se
presenta el clado (PB=56) que agrupa a las P. laevis mexicanas (1a y 1b) con P. microsporus
(Panama), pero en este caso estos tres ejemplares se encuentran formando a su vez un clado
con P. inflatus (Australia) (PB=63). En el cladograma obtenido para el gen nad5 P. inflatus
se encontraba formando un grupo monofilético con P. engelii, ambas especies australianas.

A diferencia de los arboles filogenéticos obtenidos para nad5, en el andlisis de
parsimonia para rbcL se forma un clado (PB=62) que agrupa a los tres individuos de la
poblacion 24 identificada como P. oreganus de Los Azufres, Michoacan.

Par_aphymatoceros halli

66 i
94 TR
P_pesrm amicang

88 L p s
100 i M _jareanica
95 |— M _oriicula
93 N_breua2
M _articurmnesicana
P eriges
84 Pih_boluss
Ph_mirnus
P_rirmalaye
Pra_mahr
P_oreganms

P_iriiate

P_micraspa
1a_laeras
80

P _laeans

1 laeras

230 _oreganus
— 12a_mchinchenss
P_caralini
P_dendrace
P_ervaricus
— P _flewia

5_10cam

2d_cardinarms
4o Bremcaisulus
— & brenvicapEuius

19_c_caralinarms

Gd_oregarus
Ta_cardiniars
188 _caralinians

3_13pichin
7a_cardinarms
Ja_cardinarms

Ba_aregrns
7g_cardirianmus

24 _aregares
2da_aregares
24d_oregarus
27a_pchnchanss

Z7d_pichinchenss
Sa cardinarns

23_oregares

— 2ic_oregamus

Pha_fenuis

P_bwrersicp

24 cardiriars

7.0

Fig. 11. Consenso estricto de los 93500 arboles mas parsimonios para el gen rbcL. Los nimeros asociados a
las ramas corresponden a los valores de bootstrap.
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e Inferencia bayesiana

El anélisis con inferencia bayesiana (Fig. 12) también recuperd el género Phaeoceros como
monofilético (PP=1), en concordancia con todos los resultados anteriores. Este filograma
tiene un poco mas de resolucion que el cladograma obtenido con parsimonia.

Se forma un clado (PP=0.91) que incluye a todas las especies mexicanas del complejo
P. laevis — P. carolinianus mas ejemplares del complejo de otros paises: P. microsporus
(Panama), P. brevicapsulus (Cuba), P. flexivalvis (Republica Dominicana), P. laevis
(Portugal); ademas de otras especies del género Phaeoceros: P. inflatus (Australia), P. tenuis
(México), P. dendroceroides (Venezuela), P. evanidus (Australia), P. himalayensis (Nepal).

Al igual que en el cladograma de parsimonia, se forma un clado (PP=0.96) entre los
dos individuos de la poblacion 1 (Ciudad Universitaria, D.F.) identificados como P. laevis y
P. microsporus (Panama), que a su vez forman un clado (PP=1) con P. inflatus (Australia).

Ademés se forma un clado (PP=0.91) que agrupa a todas las poblaciones mexicanas
del complejo P. laevis-P.carolinianus (exepto las que corresponden a P. laevis) y a otros
ejemplares del complejo: P. brevicapsulus (Cuba) y P. flexivalvis (Republica Dominicana),
asi como otras especies del género Phaeoceros: P. tenuis (México), P. evanidus (Australia)
y P. himalayensis (Nepal). También se forma un clado (PP=0.94) que agrupa a los tres
individuos de la poblacion 24 identificada como P. oreganus de Los Azufres, Michoacan.
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Fig. 12. Consenso estricto de los arboles obtenidos para el gen rbcL con Inferencia Bayesiana. Los niimeros
asociados a los nodos corresponden a las probabilidades posteriores.

¢) Matriz concatenada: rbcL y nad5

e Maxima parsimonia
La matriz concatenada de los genes nad 5 y rbcL consistiéo de 60 secuencias de 2345 pares
de bases. 2067 (88%) caracteres fueron constantes, 278 (12%) fueron variables, de los cuales
150 (6%) fueron informativos para parsimonia. El andlisis recuper6 44000 arboles mas
parsimoniosos con una longitud de 378 pasos, indice de consistencia (IC) de 0.7831 e indice
de retencion (IR) de 0.8877. Uno de los 44000 arboles mas parsimoniosos se muestra en la
fig. 13.

El género Phaeoceros (recuadro amarillo) se recuperé como monofilético (PB=91),
aunque las relaciones filogenéticas de las especies no se resolvieron. Todos los ejemplares
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de las especies consideradas como parte del complejo P. laevis-P. carolinianus se
recuperaron en un clado (recuadro morado) (PB=63), el cual también incluye a P. tenuis, P.
evanidus y P. dendroceroides, especies con esporas de cara distal verrugosa, la primera
proveniente de una poblacién mexicana, la segunda de Australia y la tercera de Venezuela.
Se recuperd un clado (PB=85) formado por los individuos mexicanos identificados como P.
laevis (1a, 1b y 13a) y P. microsporus (Panama); asi como un clado (PB=57) que agrupa a
los tres individuos de la poblacion 24 correspondientes a P. oreganus y otro clado (PB=57)

que agrupa a los individuos 5e (P. gualaquizanus) 'y 26a (P. sp).
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Fig. 13. Uno de los 44000 arboles mas parsimoniosos para la matriz concatenada de los genes rbcL y nad5.
Los niimeros asociados a las ramas corresponden a los valores de bootstrap.

Inferencia bayesiana

El andlisis con inferencia bayesiana (fig. 14) también recuperé el género Phaeoceros como
monofilético (PP=1). Este filograma tiene un poco mas de resolucion que el cladograma
obtenido con parsimonia. Al igual que en el cladograma de parsimonia, todos los ejemplares
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de las especies consideradas como parte del complejo P. laevis-P. carolinianus se
recuperaron en un clado (recuadro morado) (PP=1), el cual también incluye a P. tenuis, P.
evanidus y P. dendroceroides. Se recuperd un clado (PP=1) integrado por P. microsporus
(Panamd) y por los individuos mexicanos identificados como P. laevis (la, 1b y 13a),
Ademéds, se recuperd un clado (PP=0.67) integrado por P. tenuis (México) y 2a P.
carolinianus (Chiapas).
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Fig. 14. Consenso de mayoria de los arboles obtenidos para matriz concatenada de los genes rbcL y nad5 con
Inferencia Bayesiana. Los numeros asociados a los nodos corresponden a las probabilidades posteriores.
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VIII. DISCUSION

e Identificacion de los ejemplares recolectados
Las unicas claves disponibles para América del género Phaeoceros (Hissel 1987, 1989)
utilizan la ornamentacién de las esporas como base para distinguir entre especies. Por esto,
los caracteres de las esporas fueron la base para la identificacion de las morfoespecies en el
presente estudio. La identificacion de las morfoespecies evaluadas en este estudio se
complicod por la gran cantidad de variacion intraespecifica que se registrd en los nueve
caracteres medidos.

La identificacion de P. pichinchensis no presentd complicaciones ya que la clave
(Héssel, 1989) recurria a la ausencia de verrugas en las areas triangulares de la cara proximal,
que la diferenciaba del resto de las especies del género. Sin embargo, en la descripcion de la
especie, Hissel (1989) define el intervalo del didmetro de las esporas en el tipo entre 33 y 37
um; mientras en las poblaciones mexicanas recolectadas, las dos poblaciones presentaron
intervalos mucho mas amplios: 33.5-46.5 um en la poblacién 12 (Distrito Federal) y 34.5-44
um en la poblacion 27 (Oaxaca), lo cual extiende en casi 10 pm el intervalo descrito (Tabla
22). Sin embargo, la ausencia de verrugas en las areas triangulares y la corta longitud de las
espinas distales (en promedio) separaron a las dos poblaciones mexicanas identificadas como
P. pichinchensis del resto de las poblaciones recolectadas.

Tabla 22. Comparacion de los caracteres morfoldgicos de las esporas reportados por Hissel (1989) y los
medidos en este estudio en P. pichinchensis.

Haéssel (1989)

Este estudio

Poblacion 12 Poblacion 27

Diametro de las esporas 33-37 um 36.48-43.55 pm 34.52-44.05 pm
Ancho del cingulo ecuatorial 1.6-2.23 pm 0.95-2.07 pm 0.81-3.39 um
Longitud de espinas distales 0.5 um 0.6-1.5 um 0.76-2.75 um

En la identificacion de las poblaciones mexicanas de P. carolinianus, los intervalos
del didmetro de las esporas en las plantas recolectadas formaron un continuo que comprende
de 27-44 um. El didmetro de las esporas es critico en la diferenciacion entre P. flexivalvis 'y
P. carolinianus segin la clave de Héssel (1989). Sin embargo, mas adelante Hassel (1989)
establece que: “P. flexivalvis difiere de P. carolinianus por las espinas agudas distales que
dan la apariencia de lineas radiales”, las poblaciones recolectadas fueron identificadas como
P. carolinianus al no presentar espinas agudas distales.

Las diferencias sugeridas por Héssel (1989) entre P. oreganus y P. mohrii eran muy
sutiles. El nimero de espinas en didmetro distal se traslapaba, de 14 a 17 en P. mohrii y de
(15) 18-19 en P. oreganus, al igual que la longitud de las espinas distales. Las plantas
recolectadas para este estudio mostraron intervalos que podian identificarlas como cualquiera
de las dos especies. Sin embargo, fue el ancho del cingulo ecuatorial y la base bulbosa de las
espinas distales lo que llevo a la identificacion de las plantas recolectadas como P. oreganus.
Aun asi, parece necesario evaluar las diferencias morfologicas en las esporas de estas dos
especies con un mayor nimero de poblaciones para determinar si en realidad se pueden
diferenciar con base en las esporas.
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En cuanto a las poblaciones identificadas como P. gualaquizanus y P. brevicapsulus,
ambas comparten una cara distal espinosa y verrugas presentes en las areas triangulares
proximales agrupadas en el centro. Algunas de las diferencias sefialadas por Héssel (1989)
entre estas dos especies, como el diametro de las esporas y el ancho del cingulo ecuatorial,
se traslapan en las poblaciones recolectadas. Sin embargo, la base de las espinas ancha
(espinas de forma conica) en P. brevicapsulus llevéd a identificar a la poblacién 4 como
perteneciente a esta especie, y a la poblacion 5, cuyas espinas son angostas en la base (espinas
en forma de aguja), rcomo perteneciente a P. gualaquizanus, la cual ademdas posee una
elevada densidad de espinas distales (su media es 46.8, en comparacion con P. brevicapsulus
cuya media es 13.6, Tabla 9) y un alto nimero de verrugas proximales (media = 105.6, Tabla
9) en comparacion con P. brevicapsulus (media = 33.7, Tabla 9).

En cuanto a las poblaciones identificadas como P. laevis, al seguir exclusivamente la
clave de Héssel (1989) no hay otra opcidn para estos individuos que identificarlos como P.
microsporus, principalmente por el didmetro de las mismas, que las separa de P. oreganus'y
P. mohrii. Aunque Hissel (1989) no trata la condicion sexual, en las notas de la especie
sefala que “Las esporas de esta especie (P. microsporus) también son bastante similares a
las de P. laevis, pero son de mayor didmetro” (Héassel, 1989). Al revisar la publicacion de
Hassel (1987) donde describe las esporas de P. laevis, los intervalos del diametro de las
esporas reportados para P. laevis y para P. microsporus son muy limitados, y por lo menos
la poblacion 1 se traslapa con ambos intervalos; la poblaciéon 13, en cambio, no tiene conflicto

y, con base en el diametro de las esporas, puede facilmente identificarse como P. laevis
(Tabla 23).

Tabla 23. Intervalos de diametro de las esporas y altura de las espinas en P. laevis, P. microsporus y las
poblaciones 1 y 13 de este estudio. Las medidas se encuentran en pum.

Hissel (1987) Haissel (1989) Este estudio
P. laevis P. microsporus 1 13
Diametro de las esporas 33-38 42-44 33.1-43.1 32.1-39.5
Altura espinas 1-1.5 hasta 1 0.7-2.8 0.9-2.7

El problema de los intervalos tan estrechos en las medidas no se limita al didmetro de
las esporas, sino también a la altura de las espinas distales, en este caso, ambas poblaciones
recolectadas en México presentan tanta variacidn en este caracter que podrian ser
identificadas como cualquiera de las dos especies. Entonces, debido a que los intervalos de
las esporas no son concluyentes respecto a la identidad de la poblacion 1 siguiendo las
descripciones de Héssel (1989), se descartdo la posibilidad de identificarla como P.
microsporus debido a que ésta es una especie monoica y P. laevis es dioica (Villarreal &
Renner, 2013), lo que coincide con las poblaciones 1 y 13 recolectadas para este estudio.

Estos conflictos al identificar algunas especies se deben, principalmente, a los
intervalos en los valores de los caracteres de las esporas reportados por Héssel (1987, 1989).
Esos intervalos tan limitados podrian deberse al escaso material que reviso para elaborar la
clave y las descripciones, al basarse exclusivamente en esporas del material tipo, y es posible
que varias de las especies incluidas en la clave sean en realidad sinénimos, o sus diferencias
se encuentren en caracteristicas distintas a las incluidas en la clave de Héssel (1989).

42



Evidentemente, la revision de las esporas del material tipo bajo microscopia electronica de
barrido es un paso importante en la delimitacion de las especies; sin embargo, el estudio de
la variacion intra e interespecifica es esencial para redefinir los limites de las mismas.

e Evaluacion de caracteres morfoldgicos de las esporas
Se analizaron los datos de la matriz en conjunto, considerando que las agrupaciones de las
morfoespecies se encuentran delimitadas por mas de un caracter de la ornamentacion de las
esporas (Hissel, 1987, 1989), con el propdsito de poner a prueba los caracteres con los que,
principalmente Héssel (1987, 1989), delimita las distintas especies dentro del complejo P.
laevis — P. carolinianus, ya que Schuster (1992) y Proskauer (1958) consideran que no hay
diferencias significativas entre los caracteres de las esporas dentro del complejo.

En primer lugar, se llevo a cabo un andlisis de componentes principales. Las graficas
de dispersion entre los componentes principales muestran una separacion entre P.
pichinchensis (Figs. 3 'y 5), P. oreganus (Fig. 4) y P. laevis (Fig. 4) del resto de las especies
del complejo; aunque P. oreganus y P. laevis se traslapan en su distribucion en la grafica
dada por lo caracteres de las esporas, se pueden distinguir por la condicidon sexual, monoica
en el primero y dioica en el segundo.

Las pruebas post-hoc indican que las diferencias encontradas en el MANOVA son
significativas entre todas las especies entre los caracteres medidos en este analisis. En el
analisis canonico discriminante, P. pichinchensis, P. laevis y P. brevicapsulus se presentan
espacialmente separados del resto de las especies, con base, principalmente, en cuatro de los
caracteres evaluados: diametro maximo de las esporas, nimero total de verrugas proximales,
densidad de espinas distales y diametro de las verrugas proximales. Y la mayoria de las
esporas (88%) fueron clasificadas satisfactoriamente a priori, como lo indica el analisis de
clasificacion de los grupos.

En cuanto al UPGMA, las morfoespecies incluidas en el estudio forman grupos bien
definidos, con excepcidn de P. oreganus y P. carolinianus. En el caso de estas dos especies,
P. carolinianus se divide en dos grupos, uno de estos grupos estd conformado por la
poblacion de Puerto Soledad (Oaxaca) (grupo B) y el otro grupo se encuentra conformado
por el resto de las poblaciones identificadas como P. carolinianus (grupo A). Las poblaciones
de P. oreganus se encuentran formando un solo grupo, pero estan mas relacionadas al grupo
A de P. carolinianus. Los resultados obtenidos podrian deberse a que los caracteres
evaluados son insuficientes para diferenciar entre estas dos morfoespecies, a que la poblacién
de Puerto Soledad es una morfoespecie distinta del grupo A de P. carolinianus y de P.
oreganus o que la prueba no presenta tanta sensibilidad como en el caso de las pruebas post-
hoc del andlisis de componentes principales, donde estas dos especies se separan con
claridad.

Los caracteres morfologicos de las esporas evaluados en este estudio presentaron
diferencias significativas entre las morfoespecies recolectadas en el centro y sur de México.
Todos los caracteres medidos parecen importantes en la diferenciacion de las especies
estudiadas. Sin embargo, un muestreo mas amplio podria resultar en un continuo en los
valores de algunos o todos los caracteres de las esporas, o reafirmar o redefinir las
morfoespecies del complejo P. laevis — P. carolinianus.
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Para proveer de un elemento practico en la identificacion de las morfoespecies del
complejo P. laevis — P. carolinianus y, debido a que, como ya se discutio en el apartado
anterior, las claves disponibles (Hassel 1987, 1989) utilizan intervalos muy cortos de la
variacion en la morfologia de las esporas para delimitarlas, se construyd una clave de
identificacion de las morfoespecies recolectadas en el area de estudio.

Para elaborar la clave se utiliz6 una combinacion de los caracteres morfoldgicos que
ayudaron inicialmente a la identificacion de las poblaciones como una u otra morfoespecie,
como es el caso de la distribucion de las verrugas en las caras proximales de las esporas y la
condicion sexual. Ademas, se utiliz6 una combinacion de los datos morfologicos registrados
de las esporas para los analisis estadisticos. El reto principal fue utilizar medidas e intervalos
de los caracteres que se traslaparan lo menos posible y que fueran practicos en la
identificacion de las morfoespecies. Tres de los caracteres que habian resultado importantes
en el analisis candnico discriminante fueron fundamentales en la construccion de la clave: el
diametro maximo de las esporas, el nimero total de verrugas proximales y la densidad de
espinas distales. Dentro de la clave se incluy6 también a P. tenuis, que aunque no pertenece
al complejo P. laevis — P. carolinianus debido a que posee una cara distal verrugosa, en lugar
de la caracteristica cara distal espinosa del complejo, es la tinica otra especie recolectada en
la region perteneciente al género Phaeoceros.

Aunque la clave fue construida con caracteres de valor taxondmico que sirven para
diferenciar entre las especies del género, podria resultar impractica en la identificacion al
utilizar caracteres que s6lo pueden observarse utilizando MEB o microscopios dpticos muy
potentes. Sin embargo, la dificultad para la correcta identificacion de las especies del género
Phaeoceros podria ser consecuencia de dos factores muy importantes que afectan la
taxonomia actual de los antocerotes:

1. Los escasos estudios disponibles de antocerotes que sefialen caracteres de
valor taxonomico mas alld de la morfologia de esporas (Bharadwaj 1981,
Proskauer 1951, 1958; Schuster, 1992), y

2. La gran cantidad de variacion fenotipica que los estudios disponibles han
registrado dentro de una sola especie (Proskauer, 1958), que impide delimitar
con precision caracteres exclusivos de una u otra especie.

Es por esto que es importante registrar y analizar la variacién en los caracteres
morfoldgicos de los antocerotes, para determinar qué caracteres son adecuados en la
diferenciacion entre especies, tanto dentro de Phaeoceros como en otros géneros de la
division. Aunque Proskauer (1958) realiz6 amplios estudios acerca de la variacion fenotipica
en diversas especies del género Phaeoceros, aun queda mucho trabajo por hacer.

e Evaluacion de los caracteres moleculares: nad5y rbcL
En cuanto al analisis molecular, la relacion entre las especies no se resuelve completamente,
quiza porque los marcadores utilizados no son los adecuados, como se discutird mas adelante.
En la eleccion de los marcadores, sin embargo, se procur6 incluir individuos de las mismas
morfoespecies identificadas, asi como otras, que provinieran de distintas regiones del mundo,
al ser un complejo con especies de distribucion cosmopolita. Al existir pocos estudios de
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antocerotes a nivel molecular que tuvieran una representacion considerable del género
Phaeoceros, se seleccionaron los genes nad5 y rbcL.

Los resultados de ambos genes parecen indicar que las relaciones entre los grupos se
encuentran dadas por la biogeografia y la condicion sexual, mientras que la ornamentacion y
las dimensiones de las esporas son caracteres limitados en el reconocimiento de los grupos
taxonomicos tan cercanos, como es el caso de las especies del complejo P. carolinianus — P.
laevis.

En cuanto a la biogeografia, en los arboles filogenéticos de nad5 (Figs 9-10) se forma
un clado que incluye a todos los individuos mexicanos de este estudio (menos los
identificados como P. laevis), asi como a la mayoria de los que corresponden a las regiones
de Centro y Sudamérica, como son P. flexivalvis (Reptublica Dominicana), P. dendroceroides
(Venezuela) y P. carolinianus (Panama). Este grupo estd conformado por especies de cara
distal espinosa, con excepcion de P. dendroceroides, cuyas esporas tienen una gran verruga
o grupo de verrugas centrales en la cara distal. Las plantas con cara distal espinosa que
corresponden a las regiones de Estados Unidos y Europa no forman parte de este clado.

En los arboles filogenéticos de rbcL y la matriz concatenada (Figs. 11-14) aparece
también el clado anterior, donde ademds se suman P. evanidus (Australia) y P. tenuis
(México). En este clado parece no haber un patrén en la ornamentacion de las esporas, ya
que esta integrado por elementos de cara distal espinosa y de cara distal verrugosa, y aunque
los primeros constituyen una proporcion considerablemente mayor que los segundos dentro
del clado, existen pocas especies de Phaeoceros con cara distal verrugosa con respecto a las
especies con cara distal espinosa.

Otro clado en comUn en todos los analisis, tanto de parsimonia como de inferencia
bayesiana, de los genes nad5, rbcL y la matriz concatenada, es el que estd compuesto por los
individuos pertenecientes a las poblaciones mexicanas identificadas como P. laevis (Fig. 15
D-F) y a un individuo identificado como P. microsporus (Villarreal y Renner, 2013) de
Panamé (Fig. 15 A-C), pero la relacion de este grupo monofilético con el individuo
identificado como P. laevis (Villarreal y Renner, 2013) de Portugal, no se resuelve.
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Fig. 15. A-C. Esporas de P. microsporus de Panama. A. Cara distal verrugosa. B. Esporas y pseudoelateres en
la capsula. C. Tétrada con espora desprendida. D-F. Esporas de P. laevis de México. D-E. Esporas de la
poblacion 1. D. Cara proximal verrugosa. E. Cara distal espinosa. F. Espora de la poblacion 13, cara distal
espinosa.

Phaeoceros microsporus fue descrita por Stephani (1916) a partir de plantas
recolectadas en Guatemala; la describe como monoica y de esporas pequeias (27 um). Héssel
(1989) reviso el material tipo de la especie y observd esporas con un intervalo de diametro
de 42-44 um, aunque no hace mencion de la condicion sexual. Villarreal y Renner (2013)
incluyeron en su andlisis de correlacion de monoicismo y dioicismo en Anthocerotophyta
secuencias de un individuo identificado como P. microsporus recolectado en Panama (Fig.
15 A-C), el que ademas es tratado como monoico y de esporas “grandes” (> 35 um), por lo
que es de suponer que los autores utilizaron la descripcion de las esporas de Héssel (1989)
para su identificacion.

Proskauer (1958) reportd que P. laevis (al que €l se refiere como P. laevis subsp.
laevis) presenta amplios intervalos de variacion en sus esporas, de <30-50 um, y que presenta
condicion sexual dioica. Héssel (1987) evalu¢ el tipo de P. laevis y describe el diametro de
las esporas de P. laevis en un intervalo de 33-38 um.

Con base en la aproximaciéon de Héssel (1987, 1989) al estudiar los tipos, P.

microsporus 'y P. laevis se diferencian por el tamafio de las esporas, que son mas grandes en
P. microsporus. Las mediciones realizadas en este estudio revelan que las esporas dentro de
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una poblacion pueden variar suficiente como para abarcar el intervalo de ambas especies
reportado por Héssel (1989). Por ello, este caracter requiere exploraciones poblacionales mas
amplias para determinar si es de valor taxondmico en la diferenciacion de ambas especies.
El caracter mas importante, por tanto, en la diferenciacion de P. laevis y P. microsporus,
seria la condicion sexual.

Una posible explicacion a la relacion entre los individuos dioicos mexicanos y P.
microsporus podria encontrarse en la hipdtesis propuesta por Proskauer (1958) de que era
posible que poblaciones dioicas, que se clasificarian como P. laevis, surgieran alrededor del
mundo de manera independiente a partir de poblaciones o individuos monoicos. Esta
hipotesis podria concordar con los resultados obtenidos en la filogenias moleculares, en las
que P. laevis de Portugal no se encuentra formando parte de este grupo monofilético.
Proskauer (1958) ya habia sefialado la dudosa relacién genética que podria existir entre
plantas dioicas con esporas semejantes alrededor del mundo, ya que, al ser una especie dioica,
requeriria que una espora femenina y una masculina viajaran largas distancias permaneciendo
viables y cayeran juntas en un lugar con las condiciones propicias para germinar y
reproducirse. Aunque P. laevis es conocido por su potencial para desarrollar estructuras de
reproduccion asexual, como son los tubérculos, las poblaciones encontradas pertenecerian a
un solo sexo (femenino o masculino), y en las poblaciones mexicanas se conocen ambos
SeXO0s.

Los mecanismos de determinacion sexual en antocerotes han sido poco estudiados.
Proskauer (1958) postulo, al analizar los cromosomas de varias poblaciones del complejo P.
laevis — P. carolinianus, la existencia de cromosomas sexuales en las células de las plantas
dioicas, identificadas como P. laevis (P. laevis subsp. laevis segun el texto original). P. laevis
tiene cuatro autosomas y un cromosoma sexual heterocromatico en la fase haploide; este
cromosoma sexual parece presentar ligeras diferencias en tamafio entre plantas femeninas y
masculinas (Proskauer, 1958). En contraste, las poblaciones monoicas que Proskauer (1958)
identific6 como P. carolinianus, tenian 5 cromosomas en los anteridios; el quinto
cromosoma, aunque uno de los mdas pequeios, era de mucho mayor volumen que los
cromosomas sexuales juntos de las plantas dioicas y no parecia marcadamente
heterocromatico.

El estudio de los cromosomas de individuos de estas tres poblaciones (las dos de P.
laevis mexicanos y P. microsporus de Panama) podria ayudar a explicar varios fendmenos
poco conocidos en los antocerotes. En primer lugar, si el origen del dioicismo o monoicismo
esta determinado exclusivamente por los cromosomas, o si pueden presentar sistemas de sexo
labil dependiendo de condiciones ambientales o poblacionales. En segundo lugar, de
presentarse diferencias en los cromosomas entre las poblaciones dioicas y monoicas, se
ratificaria el papel de los cromosomas en la determinacion sexual en los antocerotes y se
podrian hacer inferencias mas exactas de la evolucion de los cromosomas sexuales, asi como
los cambios de sexo y las reversiones en el género.

Villarreal y Renner (2013) infirieron que las tasas de cambio de dioicismo
(considerado como posible estado ancestral en Anthocerotophyta) a monoicismo eran dos
veces mds frecuentes que en la direccion opuesta, e identificaron reversiones independientes
en varios géneros como Megaceros, Nothoceros y Phaeoceros. Esos autores encontraron una
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relacion entre el tamafo de las esporas y la condicion sexual, donde las especies dioicas
tenian esporas mas pequefias que las especies monoicas. Esta relacion no se presenta en las
plantas mexicanas incluidas en este estudio, donde el intervalo de variacion de las esporas de
las plantas monoicas es muy amplio, de <28-50 pum, mientras que las plantas dioicas
presentan un intervalo de didmetro de las esporas menor, de 32->42 um, pero que, sin
embargo, se ubica en la media aproximada del intervalo de las monoicas.

Otro clado de interés es el que forman P. fenuis (México), P. brevicapsulus (Cuba) y
P. evanidus (Australia) en las filogenias resultantes del gen nad5. En este caso parece que
una caracteristica morfologica de las esporas que no fue evaluada en este estudio podria estar
unificando el grupo, esto es, la presencia de verrugas en la cara distal. Sin embargo, la
poblacidon mexicana, que presenta espinas sobre verrugas en la cara distal, identificada como
P. brevicapsulus, no forma parte de este grupo. A pesar de que la relacion monofilética de
estas tres especies no se reafirma en el analisis con rbcL ni con la matriz concatenada, donde
estas relaciones no se resuelven, la presencia de verrugas en las caras proximales de las
esporas podria estar unificando este grupo.

Distribuciones disyuntas similares a las que presenta este grupo se han reportado en
otras especies de la division, como es el caso de la distribucion disyunta de Phaeoceros
himalayensis y Notothylas dissecta, que se distribuyen en América e India (Ashtana y
Srivastava, 1991). Ademas, Proskauer (1958) ya habia considerado la posibilidad de que
especies monoicas, como es el caso de estas tres, tuvieran una mayor capacidad de dispersion,
con esporas cuya viabilidad puede extenderse hasta mas de 10 afios, y que solo necesitan una
espora que germine para establecer poblaciones a través de autofecundacion y formacion de
tubérculos. Algunos estudios en hepaticas han propuesto que la mayoria de las especies con
intervalos intercontinentales son resultado de eventos de dispersion a gran distancia, y que
las especies con este tipo de distribucion suelen presentar esporas bisexuales (plantas
monoicas) y mecanismos de reproduccion asexual (Gradstein, 2013). Estos caracteres
coinciden con el grupo monofilético conformado por P. tenuis (México), P. brevicapsulus
(Cuba) y P. evanidus (Australia), en la condicion sexual (monoica) en las tres especies y la
capacidad de formar tubérculos (mecanismos de reproduccion asexual) en P. fenuis y P.
evanidus, por lo que la relacidon monofilética de estas tres especies con distribucion disyunta
no es improbable.

En general, los analisis moleculares parecen no presentar correspondencia con los
datos morfoldgicos analizados, con excepcion del caso de P. laevis (mexicano). Esto podria
tener varias explicaciones, que ya se habian considerado previamente:

e Algunos o todos los caracteres morfoldgicos considerados en este estudio podrian
ser plasticos, y podrian estar influidos por condiciones ambientales,
poblacionales, entre otras.

e Otra razén podria ser que los caracteres morfoldgicos de las esporas sean
genéticos, pero que puedan ser convergencias. Proskauer (1957) sugirié que era
probable que ocurrieran cambios en la ornamentacion o dimensiones de las
esporas de distintas 4reas geograficas que resultaran en medidas u
ornamentaciones similares.
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La hibridacion también fue sugerida por Proskauer (1957): “...creo también,
aunque no se han realizado cruzas en el laboratorio, que el entrecruzamiento entre
plantas de diferentes areas ocurre”. Aunque luego senala que seria algo muy raro
debido a que la espora de otra area debe arribar, establecerse cerca de las plantas
locales y reproducirse, y el mecanismo reproductivo de la subsp. carolinianus
tiene una fuerte tendencia hacia la autofecundacion de los talos o clones.

Por ultimo, deberia considerarse si los marcadores moleculares presentan
suficiente variacion o tasas de sustitucion altas. Ya que los marcadores utilizados
en este estudio codificaban para los genes rbcL de cloroplasto y nad5 de
mitocondria, acumulan una menor cantidad de variacion que aquellas regiones
que no codifican.
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IX. CONCLUSIONES

Los caracteres morfoldgicos evaluados en el presente trabajo son de utilidad en la
identificacion de las morfoespecies recolectadas en el centro de México. Sin embargo, es
necesario evaluar las variaciones interpoblaciones e interespecificas de otras morfoespecies
del complejo Phaeoceros laevis — P. carolinianus incluidas en las claves de Hassel (1987,
1989) para determinar si estos caracteres son suficientes para distinguir todas las especies del
complejo, ya que los intervalos utilizados en dichas claves parecen ser muy estrechos.

En cuanto a los caracteres moleculares evaluados, los genes nad5S y rbcL, tienen una
utilidad limitada a nivel de especie al ser genes codificantes y es necesario impulsar la
secuenciacion de regiones mas variables en una mayor cantidad de especies alrededor del
mundo para tener un panorama mas preciso de las relaciones en el complejo. A pesar de esto,
se detectaron algunas relaciones de interés como las que forman el grupo monofilético
integrado por las poblaciones de P. laevis mexicanas y P. microsporus. Ademds parecen
evidenciar algunos patrones biogeograficos.

En este estudio se consideraron cuatro fuentes de evidencia: 1) la morfologia de las
esporas, 2) el gen nad5 de mitocondria, 3) el gen rbcL de cloroplasto y 4) la condicion sexual.

La morfoespecie que corresponde a las dos poblaciones identificadas como P. laevis
presenta varias lineas de evidencia que indican que podria representar una especie distinta
del resto de las morfoespecies que se evaluaron en este estudio:

Los caracteres medidos de las esporas presentan diferencias significativas,

forma un grupo monofilético separado del resto de las morfoespecies en la filogenia

del gen rbcL de cloroplasto,

3. también forma un grupo monofilético separado del resto de las morfoespecies en la
filogenia del gen nad5 de mitocondria, y

4. presenta condicion sexual dioica, a diferencia del resto de las morfoespecies, que son

monoicas.

N —

En cuanto al nombre que deberia asignarse a estas dos poblaciones, identificadas en el
presente trabajo como P. laevis, existe la posibilidad de que:

1) se consideren como parte de P. microsporus, con base en la evidencia molecular y la
similitud en la ornamentacion de las esporas, ampliando la condicion sexual de esta
especie, es decir, que podria ser monoica o dioica. Sin embargo, existiria conflicto
para diferenciar P. laevis y P. microsporus dioico con base en los caracteres
taxondmicos utilizados actualmente,

2) se consideren como parte de P. laevis, con base en la evidencia morfologica de las
esporas y a la condicion sexual, o

3) se consideren como una especie nueva, con base en la combinacion de evidencia
morfoldgica, molecular y a la condicion sexual.
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Antes de hacer una modificacion al concepto de P. microsporus o describir una especie
nueva es importante llevar a cabo estudios de cultivo en el laboratorio de estas poblaciones
que permitan identificar si la determinacion sexual no esté relacionada a factores ambientales
0 poblacionales, y estudios cromosdémicos que podrian dar claridad a los mecanismos de
determinacion del sexo en antocerotes.

En cuanto al resto de las morfoespecies evaluadas, los datos morfoldgicos indican que
presentan diferencias significativas en los caracteres de las esporas, lo que seria una primera
evidencia de que representan especies distintas. Sin embargo, esto no se encuentra respaldado
por la evidencia molecular. La falta de evidencia molecular no significa, por las razones
previamente analizadas, que no sean especies distintas. Aun asi, la evidencia morfologica
podria ser resultado de presiones ambientales o poblacionales, podrian existir convergencias
entre plantas de distintas regiones, o el muestreo podria ser muy limitado, como ya se habia
planteado anteriormente, por lo que una sola linea de evidencia positiva no es concluyente
respecto a la identidad de las especies.

Los resultados muestran una tendencia en la que las especies del complejo pertenecientes
al centro y sur de México, asi como a Centro y Sudamérica se encuentran mas cercanamente
relacionadas que las que provienen de Estados Unidos y Europa. Esto reforzaria la hipotesis
de Proskauer (1957) de la tendencia en las plantas de este complejo a formar “razas locales”
que podrian variar en el patrén de las esporas con respecto a otras razas locales, pero que
estarian mas emparentadas entre ellas que con poblaciones con la misma ornamentacion de
regiones mas lejanas.

Si estas “razas locales” representan especies distintas podria aclararse evaluando un
mayor numero de caracteres morfologicos, como son grosor del talo gametofitico,
distribucion de estomas en la cépsula, dimensiones y grosor de las paredes de las células
epidérmicas en la capsula, nimero de capas de epidermis y tejido asimilativo en la capsula,
entre otras, y caracteres genéticos mas variables, ya que con los caracteres evaluados en el
presente estudio, solo la morfologia de las esporas permite distinguirlas. Por tanto, con la
evidencia molecular evaluada en este estudio, y debido a que estas morfoespecies comparten
la misma condicidn sexual (monoica), y solo se han evaluado caracteres morfoldgicos de las
esporas que se consideran como una sola fuente de evidencia en su conjunto, hasta no
encontrar mas evidencia de que las poblaciones evaluadas en este estudio representan
especies distintas, podrian considerarse como parte de la especie cosmopolita P.
carolinianus.

Los escasos estudios disponibles a nivel de especie, y aun de género, en los antocerotes
dificultan la identificacion de los patrones en los caracteres que son fundamentales para
reconocer a las especies. Los estudios de relaciones genéticas y de variacion interespecifica
e intraespecifica en los caracteres morfologicos, anatdmicos, embriologicos, ecoldgicos,
cromosodmicos, moleculares, entre otros, podrian ayudar a esclarecer la delimitacion de las
especies en muchos de los géneros de Anthocerotophyta.
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