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RESUMEN

Uno de los atributos que exhibe mayor variabilidad en los seres vivos es el tamafio,
que abarca mas de 21 6rdenes de magnitud. El tamafio impacta practicamente todos los
aspectos de la morfologia y de la fisiologia de los organismos, lo que ha sido considerado
de manera explicita en numerosos estudios evolutivos llevados a cabo con animales. Por el
contrario, la relevancia de dicho atributo sobre la evolucion de ciertos caracteres de las
plantas ha sido relativamente subestimada. Tal es el caso de los caracteres anatomicos, cuya
relacién con las condiciones ambientales es a menudo analizada sin que se evalue su
posible relacion con el tamafio de las plantas. El estudio de grupos monofiléticos que
exhiben gran diversidad de tamafios corporales asociada a condiciones ambientales distintas
es particularmente deseable para evaluar las interacciones existentes entre el tamafio y los
atributos anatomicos.

El género Manihot (Euphorbiaceae) es nativo del Nuevo Mundo y cuenta con
alrededor de 100 especies. Aproximadamente 80 de ellas habitan en Sudamérica, la mas
conocida de las cuales es M. esculenta, una de cuyas subespecies (M. esculenta subsp.
esculenta) constituye una de las principales fuentes de carbohidratos en numerosos paises
del Tercer Mundo. En Norteamérica pueden encontrarse 20 faxa, 16 de los cuales son
endémicos de México. Las especies encontradas en nuestro pais exhiben cinco formas de
crecimiento muy distintas, habiendo desde hierbas tuberosas hasta arboles de mediana
altura. Lo anterior hace que este grupo constituya un modelo prometedor para el estudio de
la evolucion de dichas formas de crecimiento.

Como parte de este trabajo fue elaborada una hipdtesis filogenética de las especies
norteamericanas de Manihot a fin de someter a prueba su monofilia, evaluar la relacion de
las especies que lo conforman con M. esculenta subsp. esculenta y evaluar si los diversos
habitos de crecimiento evolucionaron de manera convergente o no. Para hacer dicha
hipotesis, fueron llevados a cabo andlisis bayesianos y andlisis de méxima verosimilitud de
una matriz de 3,662 pb conformada por dos marcadores de cloroplasto (psbA-trnH, trnL-
trnF) y tres marcadores de nucleo (PEPC y dos copias paralogas de G3pdh). De acuerdo

con los resultados obtenidos, las especies norteamericanas de Manihot constituyen un clado



cuyos miembros estan sélo distantemente relacionados con M. esculenta subsp. esculenta,
sugiriendo que no tuvieron participacién en el desarrollo de esta subespecie. Dentro de
dicho clado, tres o cuatro de las formas de crecimiento evolucionaron convergentemente.

Los resultados previamente mencionados indican que el clado de especies
norteamericanas de Manihot constituye un modelo conveniente para el estudio de la
evoluciéon morfolégica. Mas aun, este grupo de especies parece ser apropiado para el
estudio de la evolucién del tamafio corporal porque sus formas de crecimiento tienen tallas
muy diversas. Adicionalmente, el tamafio en estos faxa esta correlacionado positivamente
con la homogeneidad de la temperatura, temperaturas superiores en la parte mas fria del
aflo y mayores precipitaciones, lo que brinda apoyo adicional a la hipétesis de que el
tamafio evolucion6 de manera adaptativa.

Por lo tanto, fue evaluada la relacion entre la circunferencia en la base del tallo y 31
variables anatomicas en 19 de las especies que conforman este clado. La circunferencia y
ocho de dichas variables presentan sefal filogenética y 15 de las variables anatémicas estan
relacionadas con la circunferencia y correlacionadas entre si. Cuatro de tales variables estan
relacionadas con el nimero de vasos y el area del lumen de los elementos de vaso, tres con
el nimero de radios, el numero de hileras que constituye cada radio y el area transversal de
las células de los radios y cuatro con el parénquima axial. So6lo dos de las variables
relacionadas con la circunferencia involucran atributos de las fibras. El area transversal de
los elementos de vaso, la proporcion de radios con mas de una hilera de células, el area
transversal de las células de los radios y la proporcion del area transversal del tallo ocupada
por los tres tipos de parénquima axial estan positivamente relacionadas entre si. A su vez,
tales atributos estan negativamente relacionados con el numero de vasos y el nimero de
radios. Finalmente, los atributos anatdmicos antes mencionados estan correlacionados con
las mismas variables biocliméaticas que la circunferencia, mientras que dichos atributos y
otros no vinculados con el tamafio estan correlacionados con variables bioclimaticas con las
que la circunferencia no necesariamente lo esta.

Lo mencionado en el parrafo anterior sugiere que cualquier inferencia respecto a la
relevancia adaptativa de los atributos anatomicos debe ser efectuada tomando en
consideracion tanto las relaciones filogenéticas entre los organismos como el tamafio

corporal de los mismos.



ABSTRACT

One of the most variable features among living beings is size, which spans more than
21 orders of magnitude. Size is related to virtually all aspects of the morphology and
physiology of organisms, such as it has been explicitly acknowledged by several animal
evolutionary studies. On the contrary, the relevance of this feature for the evolution of
certain characters in plants has been relatively underestimated. Such is the case of
anatomical features, whose relationship to environmental conditions is often analyzed
without any assessment of their possible link to the size of plants. Studying monophyletic
groups showing great diversity of body sizes associated to distinct environmental
conditions is particularly desirable to assess the interactions between size and anatomical
features.

The genus Manihot (Euphorbiaceae) is native to the New World and has around 100
species. Approximately 80 of them inhabit South America, being M. esculenta the most
well-known of them because one of its subspecies (M. esculenta subsp. esculenta) is one of
the main carbohydrates source in numerous countries of the Third World. In North America
there are 20 species, 16 of which are endemic to Mexico. The species found in our country
have five very distinct growth forms, from tuberous herbs to trees of middle size. This
variety of forms makes this group of species a promising model for the study of evolution
of such growth forms.

As part of this work, a phylogenetic hypothesis was made of the North American
species of Manihot to prove their monophyly, to assess the relationship of its species to M.
esculenta subsp. esculenta and to evaluate whether its diverse growth forms evolved
convergently. To obtain such hypothesis, Bayesian and maximum likelihood analyses of
3,662 bp matrix made up of two plastid (psbA-trnH, trnL-trnF) and three nuclear markers
(PEPC and two paralogous copies of G3pdh) were carried out. According to the results,
North American species of Manihot make up a clade whose members are only distantly
related to M. esculenta subsp. esculenta, suggesting they were not involved in the
development of this subspecies. Within this clade, three or four of the growth forms

evolved convergently.



Previously mentioned results indicate that the North American Manihot clade is a
convenient model for studying morphological evolution. Even more, this group of species
seems suitable for the study of the evolution of body size because its growth forms have
very diverse sizes. Additionally, the size of these species is positively correlated to
temperature homogeneity, higher temperatures during the coldest part of the year and
higher precipitations, which reinforces the hypothesis that the size has evolved adaptively.

Therefore, it was evaluated the relationship between circumference and 31 anatomical
variables in 19 of the species of this clade. The circumference and eight of such variables
show phylogenetic signal, and 15 of the anatomical variables are related to the
circumference and correlated to each other. Four of such variables are related to the number
of vessels and the lumen area of vessel elements; three to the number of rays, the number of
rows per ray, and the cross area of ray cells, and four to the axial parenchyma. Only two of
the variables related to the circumference are features from the fibers. The cross area of
vessel elements, the proportion of rays with more than one row, the cross area of ray cells
and the proportion of stem cross area occupied by the three kinds of axial parenchyma are
positively related to each other. In turn, such features are negatively related to the number
of vessels and the number of rays. Finally, these anatomical features are correlated to the
same bioclimatic variables that circumference, whereas such features and other anatomical
attributes not related to the body size are correlated to bioclimatic variables with which
circumference is not necessarily correlated to.

The aforementioned results suggest that any inference on the adaptive relevance of
anatomical features in plants should be carried out explicitly considering both phylogenetic

relationships among organisms and their body sizes.



1. INTRODUCCION

1.1 Patrones evolutivos del tamafio corporal

Una de las caracteristicas mas sobresalientes de los organismos es la
heterogeneidad en las tasas evolutivas de sus caracteres. Mientras que algunas
caracteristicas exhiben una alta variabilidad (para conocer un ejemplo de labilidad
morfoldgica, ver el Capitulo 2), otras exhiben una relativa constancia en el tiempo
evolutivo. Esto ha sido atribuido por algunos autores a la accion de la seleccion natural
y por otros a la existencia de restricciones ontogenéticas (para profundizar en el tema de
restricciones ontogenéticas, ver el Apéndice 1).

Uno de los atributos que exhibe mayor variabilidad es el tamafio, que abarca mas
de 21 ordenes de magnitud (West ef al., 2000). La regla de Cope, segun la cual existe
una tendencia al incremento en el tamafo corporal en el tiempo evolutivo, es uno de los
patrones mas evidentes que se ha obtenido al examinar el registro fosil. Este patrén no
involucra la ausencia de organismos de talla pequefa o un incremento progresivo en el
tamafio promedio de los organismos, sino un incremento en el rango de tamafio
(Enquist, 2003) o en los tamafios maximos alcanzados por los mismos (Rosell, 2002).
Asi, el volumen corporal maximo se incrementd en alrededor de 16 ordenes de
magnitud en los ultimos 3.5 billones de anos. Este incremento ocurrié episdédicamente,
con aumentos pronunciados de unos 6 Ordenes de magnitud a la mitad del
Paleoproterozoico (hace unos 1.9 billones de afos) y hace 600-450 millones de afios, en
congruencia con los dos principales eventos de aumento en la concentracion de oxigeno
atmosférico (Payne et al., 2009). Una de las consecuencias de este proceso es la
diferencia de 12 ordenes de magnitud existente en la masa corporal de las plantas

terrestres actuales (Enquist, 2003).
1.2 Efectos del tamafio corporal comunes a todos los organismos

El tamafio impacta practicamente todos los aspectos de la morfologia y de la

fisiologia de los organismos, habiendo sido documentadas las siguientes relaciones:



1) Relacion positiva entre la fuerza de las estructuras encargadas del sostén de los
organismos o de sus partes (e.g. las extremidades de un animal o el tallo de las plantas)
y el peso de los mismos.

Esta relacion es resumida en la expresion (Bonner, 2006):

2/3
Fuerza a Peso

2) Relacion positiva entre la extension de las superficies a través de las cuales
tienen lugar la difusiéon de oxigeno, de alimento y de calor entre los organismos y el
peso de los éstos.

Dicha relacion es expresada como (Bonner, 2006):

Superficie o Peso”?

3) Relacion positiva entre la complejidad de los organismos (expresada como el
nimero de tipos celulares) y su tamao.

Aunque esta relacion es relativamente imprecisa y aproximada (Bonner, 2006;
McCarthy y Enquist, 2005) es apropiadamente ejemplificada por los rotiferos, en los
que una disminucién en el tamafio corporal alter6 la estructura del aparato digestivo.
Las especies mas grandes de rotiferos tienen un intestino sencillo que corre de la boca al
ano, mientras que en ciertas especies muy pequefias el intestino fue reemplazado por un
saco de citoplasma continuo que forma vacuolas al final de la boca y expulsa el
contenido de éstas en el extremo anal (Bonner y Horn, 2000).

4) La tasa metabdlica estd negativamente correlacionada con el tamafio corporal
(Bonner, 2006).

El tamafio impacta también, de manera determinante, aspectos de la conducta, la
historia de vida y la adecuacion de los organismos (Kingsolver y Huey, 2008; Payne et
al., 2009; Wikelski, 2005). El valor de este atributo estd inversamente relacionado con
el numero de individuos que habita una cierta area (Bonner, 2006; Brown et al., 2000),
estando también correlacionado negativamente con el tiempo de desarrollo de los
organismos, su fecundidad y sus tiempos generacionales (Kingsolver y Huey, 2008).
Dado que los organismos con tamafios corporales reducidos exhiben menores tiempos
generacionales y se reproducen a edades mdas tempranas, exhibiran las siguientes
caracteristicas (Aarsen et al., 2006):

(1) Una mayor tasa de generacion de nuevas variantes genéticas producidas por

recombinacion.



(2) Requerimientos inferiores de recursos ambientales para producir
descendencia (numerosas observaciones apoyan la idea de que los tamafios pequeios
son favorecidos en ambientes con disponibilidad irregular de recursos).

(3) Mayor potencial para producir un nimero dado de descendientes por unidad
de tiempo.

Para concluir, es necesario mencionar que, aunque desde el punto de vista
evolutivo ha habido una tendencia hacia el incremento del tamafio maximo en el tiempo
geologico, dicho incremento no ha sido seleccionado siempre, sino so6lo en aquellos
casos en los que presumiblemente confiere ventajas y promueve el incremento de la
adecuacion. Asi, en algunos linajes han sido seleccionados disminuciones en el tamafio
de los organismos, como ha sucedido en las poblaciones insulares de mamiferos (cuyo
tamafio corporal se reduce respecto al exhibido por los miembros de las poblaciones
ancestrales —Biewener, 2000; Wikelski, 2005) o en las diminutas angiospermas
pertenecientes a los géneros Lemna y Wolffia (Bonner, 2006).

El tamafo corporal tiene efectos adicionales que dependen del tipo de organismos

considerados. Dichos efectos se mencionan en las siguientes secciones.

1.2.1 Efectos del tamaiio corporal en los animales

Uno de los aspectos sobre los cuales el tamano corporal incide de manera mas
obvia es la disponibilidad de presas. Asi, por ejemplo, el tamafio de las serpientes tigre
de Australia (Notechis) ha experimentado cinco disminuciones independientes como
respuesta a la colonizacion de nuevas islas. Aparentemente, estos cambios han sido
incentivados por el tamafio de las especies de las que se alimentan (Wikelski, 2005).

El tamafio corporal también estd relacionado con el éxito reproductivo de los
organismos. En las iguanas marinas de las islas Galdpagos el nimero de copulas estd
relacionado positivamente con el tamafio de los machos, pero el tamaio corporal es
seleccionado negativamente en periodos de escasez de alimentos (Wikelski, 2005).

El tamafio influye de manera determinante en la locomocion de animales de las
mas diversas tallas. Asi, cuando los pelos ubicados en las extremidades de animales
acuaticos o insectos voladores son cortos debido al tamafio de los organismos, el
numero de moléculas que atraviesa entre ellos es reducido, por lo que las extremidades
funcionan como remos no porosos. En contraste, en animales mas grandes la porosidad

de tales apéndices peludos se incrementa, lo que disminuye su capacidad locomotora y
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los hace adecuados para funcionar como tamices filtradores u 6rganos sensoriales (e.g.
apéndices filtradores del krill o branquias externas de los peces pulmonados) (Koehl,
2000). Asimismo, los insectos de la familia Gerridae (Hemiptera) s6lo son capaces de
sostenerse y moverse sobre el agua aprovechando la tension superficial si no exceden
cierto tamafio (Koehl, 2000).

El tamafio de los organismos también determina el efecto de la forma de sus
cuerpos sobre su aerodinamismo o hidrodinamismo. Los cuerpos aerodinamicos o
hidrodinamicos lo son porque su parte posterior es larga y se adelgaza al acercarse a su
punta, lo que genera estelas menores. Este efecto es sélo significativo para organismos
relativamente grandes porque en éstos el arrastre es mucho mayor que la friccion. Por
otro lado, la forma —éptima” de las alas (i.e. la que maximiza la distancia cubierta por
los animales planeadores) depende del tamafo de los organismos, siendo ancha y corta
en los animales pequefios y larga y estrecha en los animales grandes (Koehl, 2000).

Finalmente, el tamafio corporal determina la capacidad de los animales para evitar
a los depredadores, capturar presas (incrementando la velocidad con la que éstas son
perseguidas o modificando la frecuencia de los sonidos emitidos por los depredadores
que emplean la ecolocacion) y mejorar la digestion de la comida (la presencia de mas

enzimas digestivas es garantizada por un mayor numero de células) (Bonner, 2006).

1.2.2 Efectos del tamaifio corporal en las plantas

La altura es una de las caracteristicas relacionadas con el tamafio corporal que mas
estudios y discusiones ha merecido. Respecto a ésta, se ha argumentado que en
cualquier etapa del proceso sucesional, ser mas alto que los vecinos confiere las
siguientes ventajas (Givnish, 1995; Westoby et al., 2002; Enquist, 2003):

(1) Acceso a la luz antes de que ésta sea interceptada por individuos adyacentes.

(2) Acceso a recursos limitantes.

(3) Mayor éxito reproductivo, pues una mayor altura permite atraer a mas
polinizadores (Aarssen et al., 2006).

(4) Mayor probabilidad de dispersar gametos y propagulos (i.e. polen y semillas)
para que éstos lleguen a parejas potenciales o a habitats desocupados (Aarssen et al.,
2006).

(5) Habilidad para tolerar mayor variabilidad ambiental.



El desarrollo de mayores tamafios corporales, si bien parece impactar
positivamente a los organismos al incrementar el acceso al agua, el éxito en el
apareamiento, la fecundidad y la sobrevivencia, también requiere mayores tiempos de
desarrollo y la inversion de considerables recursos para generar y mantener los tallos y
las estructuras de soporte, utilizando para ello recursos que no pueden ser asignados al
tejido fotosintético o reproductivo (Rosell y Olson, 2007). Adicionalmente, las plantas
de mayor tamafio requieren cantidades significativamente mayores de biomasa para
alcanzar niveles similares de transporte de agua que las plantas pequefias, lo que implica
que tienen menor conductancia hidraulica especifica que las plantas pequenas
(Mencuccini, 2003). Por otro lado, la mayor proporcion de tejido estructural muerto
(xilema secundario) requerido para alcanzar mayores tamafios hace que los organismos
se vuelvan, a medida que envejecen, cada vez mds susceptibles al ataque de los
descomponedores, particularmente después de la ruptura del tallo resultante de la
desestabilizacion mecanica. Paralelamente, la probabilidad de experimentar tales
desestabilizaciones se incrementa al hacerlo el lapso de vida de los organismos, como
generalmente ocurre cuando se incrementa el tamafio de los mismos (Westoby et al.,
2002; Enquist, 2003).

Por consiguiente, las ventajas de tener un mayor tamafo corporal dependen del
contexto, que determina si el beneficio fotosintético de incrementar la altura esta
balanceado o supera los costos estructurales de ese incremento (Kingsolver y Huey,
2008). Las condiciones en las que el aumento en la estatura resultara beneficioso
parecen ser aquellas en las que la densidad y la altura de los competidores obstruyen el

acceso a la luz (Givnish, 1995; Westoby et al., 2002).

1.3 Tamaiio corporal y trade-offs o disyuntivas

Un estudio significativo de la evolucion del tamafio corporal debe estar
intimamente vinculado con el concepto de trade-off o disyuntiva dada la gran cantidad
de atributos con los que el tamafio corporal esta relacionado. El concepto de disyuntiva
fue empleado por primera vez en biologia en el marco de la teoria sobre historias de
vida (Roff, 2002) y hace referencia a la existencia de fuertes asociaciones funcionales
entre caracteres. A través de modelos de optimalidad, ha sido inferido que estas
asociaciones producirdn que la disminucidon en los valores de un cierto caracter o

atributo esté relacionada con el aumento u optimizacion en los valores de otro, y la
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optimizacion de uno u otro de los atributos tendra efectos opuestos sobre la adecuacion
del organismo (Rosell, 2010; para profundizar en el tema de modelos de optimalidad y
método comparativo, ver Apéndice 2).

Las disyuntivas estan intimamente vinculadas con el fenomeno de la adaptacion y
tienen efectos notables sobre las posibilidades de diversificacion de las morfologias
(Rosell, 2010) y de las historias de vida. Las combinaciones de caracteres que pueden
ser alcanzadas por los organismos estan restringidas por tales disyuntivas, por lo que
dichos caracteres no son libres de variar de manera independiente y no son
maximizados individualmente por la seleccion (Roff, 2002).

Desde la perspectiva de la teoria de las historias de vida, las disyuntivas pueden
ser divididas en dos grupos. El primero incluye las caracteristicas vinculadas
directamente con la fecundidad, la sobrevivencia y la edad a la cual se alcanza la
madurez, que son llamadas caracteristicas de la adecuacién directa. En la segunda
categoria se encuentran las disyuntivas que actiian indirectamente sobre la adecuacion
modificando alguno de los caracteres precedentes. Un ejemplo de esta segunda
categoria es el tamafio del cuerpo que, aunque no determina la adecuacion si determina,
al menos parcialmente, la fecundidad, el éxito reproductivo, la sobrevivencia o edad a la

que se alcanza la madurez (Roff, 2002).

1.4 Tamaifo corporal y disyuntivas en las plantas: los grandes ausentes en la

anatomia ecologica de maderas

Los tallos de las plantas son modelos especialmente apropiados para estudiar el
efecto del tamafio sobre diversas caracteristicas relevantes, asi como las disyuntivas
existentes entre las mismas. Esto se debe a que tienen un nimero reducido de tipos
celulares (elementos de vaso, fibras y células del parénquima) que se derivan de las
mismas células meristematicas cambiales (Carlquist, 1988; Mauseth, 1988). Esto genera
una fuerte competencia por recursos y por espacio entre un tipo celular y los otros.
Adicionalmente, puede decirse que cada uno de los tipos celulares es responsable de
llevar a cabo cada una de las funciones ejecutadas por el tallo, que son la conduccion
(desempenada por los vasos), el sostén (llevada a cabo por las fibras) y el
almacenamiento (efectuado por el parénquima) (Mauseth, 1988). Por lo tanto, dado el
vinculo ontogenético que tienen estos tipos celulares y la division de labores que

garantizan, hay una competencia fuerte por recursos entre las funciones del tallo, que es
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una de las condiciones mds importantes para el surgimiento de disyuntivas (Rosell,
2010).

En los tallos han sido ampliamente documentados algunas disyuntivas, mientras
que otras han sido poco exploradas. En términos generales, aquellos atributos
fisiologicos involucrados en una misma funcién estan correlacionados positivamente.
Asi, por ejemplo, la rigidez a la flexion, la densidad de la madera o el volumen
porcentual de paredes en la misma, son variables vinculadas con el sostén mecanico que
estan correlacionadas. En forma semejante, el contenido de agua en la madera y la
corteza, el volumen porcentual de agua en la madera y la capacitancia de la misma
(determinada como el cambio en el contenido de agua en ésta por unidad de cambio en
el potencial hidrico -Holbrook, 1995) estan positivamente correlacionadas (Rosell,
2010). Por el contrario, la conductividad méaxima del xilema y su resistencia a la
cavitacion exhiben una correlacion negativa (cf. Chave et al., 2009) que es
comunmente citada como una disyuntiva entre la seguridad y la eficiencia en la
conduccion de agua (Hacke y Sperry, 2001; Rosell, 2010).

A pesar de que la existencia de tales disyuntivas entre atributos fisioldgicos ha
sido documentada en plantas, no ha sido igualmente documentada la relacion entre las
caracteristicas anatémicas del tallo y dichas disyuntivas. Usualmente, las
investigaciones en la anatomia ecologica de maderas se han concentrado en relacionar
las caracteristicas anatomicas del tallo con la forma de vida de las plantas y las variables
ambientales que posiblemente son relevantes para las adaptaciones estructurales y
funcionales. Aunque el objetivo general de esta disciplina es detectar la presencia de
caracteristicas anatomicas similares en situaciones ambientales semejantes, las
investigaciones en esta area han tendido a concentrarse en ciertos atributos considerados
relevantes, desestimando los efectos que la variacion en los mismos tiene sobre la
variacion en otros (Rosell ef al., 2007).

Adicionalmente, asi como en otras areas de la biologia como la ecologia
fisiologica de animales (e.g. Huey y Hertz, 1982; Huey y Hertz, 1984; Brischoux et al.,
2007) o la teoria de historias de vida (Roff, 2002) ha sido reconocido por largo tiempo
la relevancia del tamafo de los organismos en la determinacion de sus relaciones con el
medio ambiente, este atributo ha sido ignorado en la anatomia ecologica de maderas.
Como resultado de lo anterior, un gran numero de correlaciones paradigmaticas en esta
area probablemente son producto del tamafio de las plantas y no de ciertas condiciones

ambientales, tal como ha sido interpretado (Rosell et al., 2007). Asi, por ejemplo, a
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pesar de que se sabe que el diametro de los vasos es el resultado del alargamiento radial
o tangencial del tallo de las plantas (Mauseth, 1988) y, por consiguiente, que esta
relacionado con el tamafo de las mismas, la correlacion positiva entre el didmetro de los
vasos y la disponibilidad de agua ha sido reiteradamente citada como un caso en el que
la seleccion natural ha tendido a maximizar la conductividad cuando los riesgos de
sufrir embolismos son reducidos (e.g. Carlquist, 2003), desestimando paralelamente la
hipotesis alternativa de que la seleccion natural podria estar maximizando la altura en
condiciones en las que hay una intensa competencia para acceder a la luz (e.g. Westoby

et al.,2002).

1.5 Utilidad de las especies mexicanas de Manihot para el estudio de la

evolucion del tamafio corporal

Manihot es un género exclusivo del continente americano cuyo origen es
relativamente reciente, habiendo sido datado hace unos 6.6 m.a. (Chacon et al., 2008).
La especie mejor conocida es M. esculenta subsp. esculenta Crantz, también llamada
cassava, mandioca o yuca, que es una de las fuentes de carbohidratos mas importantes
en numerosos paises del Tercer Mundo y que fue domesticada a partir de la especie
sudamericana Manihot esculenta subsp. flabellifolia (Pohl.) Cif. (Olsen y Schaal, 1999,
2001). Ademas de dicha especie, este género incluye alrededor de 97 especies
distribuidas entre el sur de Arizona y Argentina. Hay dos concentraciones principales de
taxa, una en México y la otra en Brasil. Las especies encontradas en las dos areas estan
notablemente aisladas geograficamente y ninguna de las especies norteamericanas se
encuentra en Sudamérica. Alrededor de 80 de las especies son sudamericanas (Rogers y
Appan, 1973). En México hay 20 especies, que constituyen un grupo monofilético
(Chacon et al., 2008; Capitulo 2). Dos de dichas especies fueron descubiertas
recientemente (Jiménez-Ramirez, 1990; Steinmann, 2005), mientras que otra fue
previamente incluida en otro género (Manihotoides pauciflora; Rogers y Appan, 1973).

Las especies de Manihot son encontradas en regiones relativamente secas. So6lo
algunas de ellas se han reportado en bosques hiimedos, siendo tipicamente encontradas
en los claros de dichos bosques. La adaptacion de estas especies a los climas secos es
evidente por la presencia de grandes raices tuberosas y por el hecho de que los tallos de

varias especies arbustivas mueren anualmente, quedando sélo vivas bajo el suelo las
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raices a partir de las cuales se formaran los nuevos tallos cuando las condiciones
ambientales se modifiquen.

Todas las especies son relativamente escasas en su area de distribucion y nunca
constituyen elementos dominantes de la vegetacion local. Dicha escasez podria ser la
causa del poco conocimiento que tenemos sobre el numero de especies y la distribucion
precisa de algunas de ellas (para profundizar en un ejemplo, ver Capitulo 3). Asimismo,
gran parte de las especies es sensible a las heladas, por lo que su limite de distribucion
altitudinal es de 2,000 msnm (Rogers y Appan, 1973). Las especies norteamericanas son
encontradas en suelos calizos de origen relativamente reciente y 16 de ellas viven en la
vertiente del Pacifico mexicano (una ha extendido su distribucion hasta la Peninsula de
Yucatan), una en el estado de Morelos, y tres en Nuevo Leon y Tamaulipas (Rogers y
Appan, 1973).

Las especies de Manihot exhiben una enorme plasticidad en la forma de las hojas,
pero la morfologia de sus organos florales y de sus frutos es relativamente invariable.
Las flores son apétalas, estaminadas o pistiladas, y estan dispuestas en inflorescencias
de formas variables. En la mayoria de las especies las flores pistiladas, que
normalmente se encuentran en la base de las inflorescencias, maduran antes de que lo
hagan las flores estaminadas, ubicadas en el apice de la inflorescencia. Las especies son
polinizadas por una gran variedad de himenopteros a cuyos cuerpos se pega el polen. Su
fruto es una capsula y las semillas son carunculadas y de testa seca (Rogers y Appan,
1973). Poco se sabe de sus dispersores, y las caracteristicas asociadas a la dispersion
son muy variables en este género. Las especies sudamericanas de claros de zonas
boscosas tienen caracteristicas que indican que son dispersadas por pequefios
vertebrados frugivoros (semillas grandes carentes de elaiosomas y frutos indehiscentes),
mientras que un gran numero de especies, particularmente aquellas del Cerrado, cuentan
con caracteristicas que apuntan a que son dispersadas por hormigas (semillas pequefnas
con grandes elaiosomas) (Duputié et al.,, 2011). Todos los frutos de las especies
norteamericanas que hemos colectado parecen ser dehiscentes, pero aquellas especies de
mayor tamafio cuentan con semillas grandes que probablemente no son dispersadas por
hormigas. La tnica especie cuya dispersion ha sido observada es M. oaxacana. En este
taxon, cuyas semillas son de tamafio mediano y cuentan con elaiosomas, la dispersion es
llevada a cabo por hormigas (Echeverria 2015, com. pers.)

Al igual que sucede con los caracteres asociados con la dispersion, la forma de

crecimiento de las especies de este género es altamente variable (Roger y Appan, 1993;
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Duputi¢ et al., 2011). Las especies norteamericanas exhiben una diversidad de formas
de vida y de tamafos sobresalientes, incluyendo grandes arboles, arbustos de
arquitectura diversa, pequefias hierbas tuberosas y una especie lianescente. La
distribucion geografica de estas especies es congruente con uno o con varios origenes de
cada forma de crecimiento. Varias especies con 2-5 habitos son encontradas en las
mismas unidades biogeograficas, aunque dentro de dichas unidades sus distribuciones
son disyuntas. Asi, cada habito de crecimiento podria haber surgido de nuevo en cada
una de las areas geograficas, o podria haber surgido s6lo una vez y haberse dispersado
posteriormente a areas diferentes. Encontrar que cada héabito ha surgido repetidamente
abriria la posibilidad de que las condiciones ambientales hubieran promovido la
evolucién reiterada de los diferentes habitos. El escenario previamente mencionado,
junto con el numero relativamente reducido de especies, hace a las especies
norteamericanas de Manihot un grupo perfecto para el estudio de la evolucion

adaptativa de los habitos de crecimiento y sus tamafios corporales asociados.
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diverse clades is parlicularly uselul because the species share
a common ancestor and evolved from the same morphologi-
cal starting point. Within morphologically diverse clades, each
of the different variants might have evolved once, with their
occurrence in multiple species reflecting shared ancestry, or
they might have evolved convergently in separate species (e.g.,
Baker et al., 2000; Mdller and Cronk, 2001: Perret et al., 2003;
Edwards et al., 2005; Hearn, 2006). To identify one of these
scenarios as the most plausible requires knowing the phyloge-
netic relationships among the members of these clades. One of
the best-known examples of convergent morphological evolu-
tion comes from the lizard genus Anofis (Losos, 2001). On each
of the largest islands of the Caribbean, there are similar assem-
blages of lizards, each made up of species with distinct body
forms and divergent habitat uses. Molecular phylogenies indi-
cate repeated and independent evolution of each body form on
each island as the most likely scenario (see also Reinthal and
Meyer, 1997, Turgeon and Bernatchez, 2003; @sthve et al.,
2005; Gstbye et al., 2006). Distinguishing between single and
multiple origins of morphological features not only affects in-
ference of the processes involved in species diversification, but
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also is vital for identitying the features that can diagnose natu-
ral supraspecific classifications. We detail a case in the morpho-
logically diverse and economically important plant genus Manihot
Mill. Our molecular phylogenetic data suggest that morphologi-
cally similar species, which have traditionally heen grouped
together in supraspecific classifications, are actually instances of
homoplasious evolution ol growth [orm.

Munihor occurs cxclusively in the New World and belongs.,
with the genera Cnidoscolus Pohl, Llateriospermum Blume,
Glyeydendron Ducke, Hevea Aubl., and Micrandra Benn. & R.
Br., to the lincage of articulared crotonoids within Euphorbiaccac
Juss. (Wurdack et al., 2005). Manihot and Cnidoscolus have been
considered sister genera based on morphological and molecular
evidence (Miller and Webster, 1962: Webhster, 1994: Wurdack
et al., 2005). With approximately 100 species. Manihot is a phe-
notypically diverse genus that includes tuberous herbs with
annual shoots, shrubs, vines, and trees over 10 m tall (Figs. 1, 2).
Its geographical range spans southern Arizona to Argentina, but
there are two main concentrations of taxa. The largest is in east-
ern and central Brazil, where almost 80 species occur in a region
including the states of Goias. Minas Gerais, and Bahia (Rogers
and Appan, 1973). Mexico is the center of diversity in North
America, with 15 of the 20 North American species occurring
exclusively there, and the remaining five species having the bulk
of their ranges in Mexico. Only one species, M. brachvloba Mill.
Arg., has a distribution that overlaps with those of both South and
North American species, oceurring in the northwestern Amazon
basin, in a very small arca of Costa Rica, and on Hispaniola
(Duputié et al., 201 1). Most species of Manihot are found in trop-
ical dry habitals, und even those that occur in wet [orest (end Lo
grow in sunny clearings. The best-known species is the cconomi-
cally important starch crop cassava (also known as manioc or yuca),
M. esculenta subsp. esculenio Crantz, which was domesticated
from the South American Manihat esculenta subsp. flabellifolia
(Pohl.) Cif. (Olsen and Schaal, 1999, 2001).

A

Fig. |.
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Phylogenetic relationships among North American Manihot
species have heen little studied. Although most previous phylo-
genetic hypotheses for the genus have suggested that the North
American species make up a monophyletic group (Schaal et al.,
2006; Chacén et al., 2008), an alternative hypothesis proposcs
that the North American species form a grade basal to the South
American clade (Duputié el al., 2011). Ascertaining whether
the North American species form a clade requires extensive
sampling of these species. A phylogenetic analysis of the North
American species would help clarily the relationships within
this group, hecause less than half of the species have heen
included in previous phylogenetic studies. In addition. a robust
phylogenetic hypothesis for the North American species of
Manihat would help settle the long dehate regarding the possi-
ble involvement of three North American species in the do-
mestication of the most economically important species in
the genus, M. esculenta subsp. esculenia (e.g., Rogers, 1965;
Renvoize, 1972: Bertram, 1993; Fregene et al., 1994; Roa et al.,
1997; Olsen and Schaal, 1999, 2001: Leéotard et al., 2009).
Showing that the species are only distantly related to the culti-
vated manioc would further support M. esculenta subsp. filabel-
lifolia as the sole wild progenitor (Olsen and Schaal, 1999,
2001).

A phylogenetic hypothesis for North American species
would also allow us to address whether the proposcd supraspe-
cific taxonomy (Rogers and Appan, 1973) represents monophy-
letic groups. Rogers and Appuan (1973) split the North American
specics into two sections, Foeridae Rogers and Appan and Parvi-
bracteatae Pax emend. Rogers and Appan, based on the growth
lorm and the size ol [ruils and seeds. There is evidence thal
these scetions might not refleet monophyletic groups, with South
and North American species from different sections being in-
termingled in molecular phylogenetic hypotheses (Bertram,
1993; Chacén et al., 2008: Duputié et al., 2011). Morcaver,
since the monograph of Rogers and Appan (1973), two new

Growth form diversity in North American Manihot species. (A) Lianas (plants with non self-supporting stems, commonly exceeding 10 m in length, but usu-

ally less than 3 c¢m in diameter). (B) Herbs (short plants with annual stems and massive tuberous roots). (C) Shrubs (plants with tuberous roots, at most 3 m in height,
lacking distinct trunks and having numerous branches rarely exceeding 3 cm in diameter). (D) Treelets (plants with tuberous roots normally not exceeding 3 m in height,
with distinct trunks sparingly branched well above the hase and hranches rarely exceeding 5 cm in hasal diameter). () Trees (tall plants with fibrous roots, reaching 5 m
or more, with distinet trunks commonly exceeding 10 em in basal diameter branched well above the base). Scale bars: A.C E=1m: B=10cm.
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Fig. 2.
(C, D) Treelets (C, M. pringler. D, M. aesculifolia). (E, k) Shrubs (E. M. obovata: F. Maniliotoides pauciffora). (G, H) Herbs (G, M. rhomboidea; H, M. subspicata).

Mexican species. M. obovata (Jiménez-Ramirez, 1990) and M.
mevaughii (Steinmann, 2005) have been described. Jiménez-
Rumires (1990) described the section Obovalae o mclude M.
obovata, while Steinmann (20035) did not designate a sectional
affinity for M. mevaughii. For a stronger test of the monophyly
of the North American sections and to examine the placement
of newly described taxa, we included in our analyses all known
North American species.

In addition to evaluating the monophyly of North American
species and sections of Manifhot, a phylogenetic hypothesis would
make it possible to address the taxonomic status of two additional
enigmatic taxa. One is the genus Manihotoides, the only species
of which, M. paucifiora (Brandegee) D.J. Rogers & Appan. was
previously considered a species of Manihor (Brandegee, 1910).
Manthotoides was erected for it (Rogers and Appan, 1973) be-
cause it has condensed stems and uniflorous inflorescences,
conditions that made it unique in Manthor. The subsequent
description of M. obovata (Junénez-Ramirez, 1990) and M.
mevaughii (Steinmann, 2005), which share with Manihotoides

Eight North American Manthoi species representing the dillerent growth [orms in this genus and Munthotoides. (A, B) Trees (A, M. foetidu; B, M. webster).

these features, suggested that M. paucifiora should again be sub-
sumed within Manihor (Webster, 1994, 2014: Radcliffe-Smith,
2001; Martinez-Gordillo et al., 2002). We Lest ils position here.

Another elusive relationship that a phylogenetic hypothesis
would help clarify is that between M. crassisepala Pax & K.
Hoftm. and M. foetida (Kunth) Pohl. Manihor crassisepala is
known from only a few wild populations, whereas M. foetida
lacks known wild populations but is a part of traditional harti-
culture. These species are extremely similar morphologically,
differing only in the glabrous ovary of M. crassisepala and the
hairy ovary of M. foetida. However, many morphological char-
acters are likely markedly homoplasious in Manihet (Chacdn
et al., 2008), so this similarity might not reflect ancestry. Our
phylogenetic reconstruction will allow us to evaluate whether
the morphological similarity between these two species reflects
common ancestry or whether it might represent an example of
repeated evolution of similar morphologics.

[n addition to its economic importance, the North American
Manihot species are of interest because they offer a useful
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system for the study of growth form evolution. The distribution
of North American species of Manifiof seems congruent with a
single or with multiple origins ol each growth form n this
genus. Several species of Manihor, together often representing
two to five growth habits, can be found in the same biogeo-
graphical units (Fig. 3: following Morrone, 2005). Within these
general units, most Manihot species have restricted distribu-
tions. This situation, with localized species assemblages, often
isolated [rom one another, and each wilh similar arrays of
growth forms, represents an archipelago-like distribution, anal-
ogous to the distribution of Anolis ecomorphotypes on the
Greater Antillean islands (Losos, 2001). Each growth habit in
Manihor might have arisen in each ol the geographical areas
in which it is found. or it might have arisen only once and sub-
sequently spread to different areas prior to speciation. Identify-
ing which of the two options is the more likely is a primary goal
of this study.

Finally. a phylogenetic hypothesis would allow us to evalu-
ale whether the phenomenon ol incomplete lineuge sorling 1s as
common in North American species as in those of South Amer-
ica. Incomplete lineage sorting may occur in recently radiated
lineages, where there has not been sufficient time for sequences
to diverge to the point of reciprocal monophyly between spe-
cles. It has been suggested that the relalively recent appeuarance
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of Manihot (approximately 6.6 million years ago [Ma]: Chacon
et al., 2008) would give insufficient time for the evolution of
reproductive barriers (Chacon et al., 2008) and lor codlescence
leading to reciprocal monophyly (Dupurié et al., 2011). Poten-
tially congruent with these observations is that the South Amer-
ican species of Manihot intergrade morphologically with one
another. In contrast, North American species are readily distin-
guished from one another, having clear morphological discon-
tinuities between them (M. E. Olson and K. M. Olsen. personal
observations). This discontinuity might suggest that there has
been more time since divergence in the North American species
and consequently more frequent reciprocal monophyly.

In summary, this study has four muin goals. The [lirst is Lo
evaluate whether the North American Manihot specics arc a
monophyletic group. The second is to explore whether the su-
praspecific classification of Rogers and Appan (1973). which
is based on growth form, reflects monophyletic groups, as
well as to assess the generic status of Manihotoides and the
phylogenelic relationships ol two species described in the last
two decades. The third is to analyze whether cach growth habit
arose one or more times. The final goal is to assess whether
incomplete lineage sorting., which is prevalent in the South
American species, Is also widespread in the North American
specics.

Fig. 3. Map of North American Manihot growth forms. Difterent growth forms often occur together in the same biogeographic unit. This distribution creates an
archipelago-like situation analogous to that described by Losos (2001). Biogeographic units: | = Sonora, 2 = Tamaulipas, 3 = Mexican Pacific Coast. 4 = Balsas

Basin, 5 = Yucatan Peninsula (Morrone, 2005).
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MATERIALS AND METHODS

Tuxonr sampling—We sampled one individual [or 17 North American spe-
cies that have restricted distributions and little intraspecific morphological vari-
ahility and two individuals for one morphologically variahle species (M.
caudura, some of whose populations have individuals with flat canopies and
cxfoliating bark, whereas other populations have individuals with rounded
canopies and simooth bark) and two widespread species (M. aesculifolic and M.
rhomboidea). Tor these taxa, we obtained sequences for all markers from one
individual. and sequences for two to four markers for the second. In the phylo-
genelic analyses, we only included the sequences ol one individual lor each
North American species beeause the sequences were invariant within specics
In addition to this sampling of all 20 North American species of Manihior, we
wecluded as outgroups M. brachyloba (the northernmost South American spe-
cics). M esculenta, and Cnidoscolus egregius Breckon ex Fern. Casas. We gen-
erully extracted DNA [rom mualterial collected during the rainy season [rom
young leaves. Tor species collected during the dry season (M. angustiloba, M.
auriculata McVaugh, M. davisiae, M. obavara. M. rubricaulis TM. Johnst., M.
websteri DJ. Rogers & Appan und M. paucifiora), we extracled DNA [rom
bhark.

Our phylogenetic analyses included 126 original sequences from Manihor
species and C. egregius. These sequences were from three plastid and three
nuclear markers. The plastid markers were the intergenie spacer psbA-trnH. the
wtron frol, and the intergenic spacer nd-trak (primers [rom Taberlel et al.
[1991] and Sang et al. [1997]). The sequences from the intron fraL and the in-
tergenic spacer frnl ~trnF were analyzed as a single marker (zrnl ~truF) follow-
ing Chacdn et al. (2008). The nuclear markers were the gene for phosphoencl
pyruvate carboxylase (PEPC) (primers from Olson [2002]), a version of the
low-copy nuclear gene encoding glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase
that was not sequenced i previous phylogenetic studies of Manihot (G3pdhyy)
(primers from Strand et al. [1997]). as well as a possible paralog of G3pdhy,
sequenced by previous authors for several North and South American species
{(hereafter G3pdhy,s,). In addition to our original sequences, we also used 74
sequences of one plastid and one nuclear marker from Chaedn et al. (2008) and
Duputié et al. (2011) for 45 species of Manthot and two of Cridoscolus (see
Appendix | for vouchers and GenBank accession numbers). We included the
sequences of rral-renF and G3pdhy,g, of Chacdn et al. (2008) for all the spe-
cies of Manmihot for which these authors amplified both markers. Additionally,
we nsed all the sequences of Gi3pdhiygg, of Duputié et al. (2011) for North
Amerncan species, and the sequences ol G3pdhy, s, Irom these authors [or 11
South American species representing all the major clades they recovered, the
six major South American hingeographic units inhahited by Manihor (Dupurié
et al., 201 1, following Morrone, 2006), most growth forms found in the South
American speeics, and the entire South American range of Manihot (Appendix
31, see Supplemental Data with the online version ol this article).

DNA extraction, amplification, cloning, and sequencing—We ground
leaves or bark in liquid nitrogen or in a TissueLyser LT (Qiagen. Valencia,
California. USA) with one or two cyceles of 50 shakings per second for 3 min
We extracted total genomic DNA using DNeasy Plant Mini kits (Qiagen) fol
lowing the manufacturer’s protocols, eluting the samples in deionized water.

Details on the amplification protocols, reaction contents, and kits used are
in Appendices 52 and 53 (see online Supplemental Data). We obtained all
sequences of psbA-trall, trnL-tral, and G3pdhy,s, as well as most PEPC
sequences and some G3pdh,, sequences, by direct sequencing. whereas the
remaining PEPC and GJipdly, sequences were obtained after cloning. Before
direct sequencing, we purified amplification products using the QTAquick PCR
Purilication Kit (Qiagen). We l[ollowed the manulucturer instructions, eluting
the amplifications in 30 uL of deionized water rather than in dilution buffer. For
sequencing, we used Righye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits (Invitro-
gen, Carlsbad, California, USA). For purifying sequencing reactions, we used
Centri-Sep spin columns (Princeton Separations, Frechold. New Jersey, LUSA)
(for PEPC and psbA - truH). or Centri-Sep 96-well plates (Applied Biosystems,
Foster City, Calitornia, USA) (for traL-traf” and G3pdhiy, ) with Sephadex G-
Fine (GGE Healthcare RioSciences, Piscataway, New Jersey, USA).

We carried oul cloning (o obtain sequences ol PEPC lur seven species and
of G3pdiiy, for 13 specics with more than one haplotype of these markers. Al-
though we made several madifications ta the amplification protocals and/or
reactions, we could not increase specificity of amplification reactions for direct
sequencing. Therefore. we made four 50 pLL amplification reactions per specics
with nonproolreading polymerases, separated the [tagmenls using electropho-
resis, and purified the desired fragments using the QIAquick Gel Extraction Kit

(Qiagen) and the manufacturer instructions. We cloned the purified fragments
into plasmids using standard protocols. For ligations, we used the Pgem-1 Basy
Vector System I kit (Promega, Madison, Wisconsin, USA) or the pJET1.2/blunt
Cloning Vector (Fisher Scientific, Pittsburgh, Pennsylvania, USA). We cloned
the ligations into JM109 (Promega), Z (Zymo Rescarch, Orange, California,
USA), or NEB S-alpha competent cells (New England Biolabs, Ipswich. Mas-
sachussets, USA). We digested bacterial plasmids with EcoRI (Invitrogen:
New England Biolabs). We purified the digested plasmids with Montage Plas-
mid Miniprep 96 well kits (Millipore Corp., Billerica, Massachussets. USA,) or
QIAprep Spin Miniprep Kits (Quagen). Alter plasmid purification, we [ullowed
the same sequencing procedure described above for the plastid markers and
G3pdhy, .. We obtained three to four clone sequences for all species, except for
M. cbovata, for which we only found and sequenced two clones,

We sequenced psbA-rrnH, tmL-rrnF, PEPC, and G3pdhy, using the ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer platform (Applied Biosystems). We sequenced
PEPC and psbA-trnH sequences at the facilities of the Insututo de Biologia and
the [aboratorio de Fvolucidn Molecular y Experimental of the Instituta de
Ecologia, both ol the Umversidad Nucional Auténoma de México. We se-
quenced tmL-trnl” and G3pehy, at the facilities of Washington University in
Saint Touis. We sent our amplifications of North American (i3pdliyagy 10 be
sequenced at the High Throughput Genomics Center, Seattle, Washington
(http://www htscq.org/).

Phylogenetic analyses—We edited sequences using the program Sequencher
vA.8 (Gene Codes, Ann Arbor, Michigan, USA). Alter editing, we made pre-
liminary alignments in Clustal W (Larkin et al., 2007) as implemented in the
program BioEdir v. 5.0.6 (Hall, 1999) using the defaulr paramerers. Later we cor-
rected these alignments using the program Se-Al v.2.0all Carbon (Rambaut,
2002), sccking to maximize similarity and simultancously minimize substitutions,
eliminating ambiguous zones [rom lurther analysis. We carried vut all our phylo-
genetic analyses with the CIPRES Science Gateway (http:/fwww.phylo.org/
portal2: Miller et al., 2010).

Bavestan analyses—We carried out Bayesian MCMC analyses (Yang and
Rannala. 1997) of each marker separately using the program MrBayes v. 3.1.2
(Huelsenheck and Ronguist. 2001). The first purpose of these analyses was to
assess qualitatively whether markers vielded contradictory topologies or nol.
The second was ta deteet putatively paralogous clones in the nuclear markers
PEPC and G3pdhy,, which we cloned. We excluded PEPC and G3pdhy,
clones with singleton mutations that were likely produced by sequencing errors.
Thercfore, we only included in phylogenctic analysecs PEPC and G3pdhy,
clones that differed by at least two hases from the other clones of the same spe
cies or that differed only by one, provided that this distinctive character state
was shared with ar least another clone or sequence from another species.

We carried oul separate analyses [br each ol [our murkers 1o observe which
clades were recovered, as well as the behavior of the clones of nuclear markers.
For G3pdh,,,. we carried out two separate analyses. The first included our se
quences plus the sequences of Chacon et al. (2008) and Duputié et al. (2011}, In
this analysis, our G3pdh sequences made up a clade distinet from the sequences
of Chacén et al. (2008) and Duputié etal. (201 1) (online Appendix S4: alignment
available at http://purl.org/phylo/treebase/phylows/study/TB2:5S16916). This re-
sult and the great difference hetween our sequences and the sequences of Chacon
et al. (2008) and Duputié et al. (2011) (Fig. 4) suggested that the two versions
were not orthologous. Therefore, we designated our sequences as G3pd,, and
the previously published sequences as G3pdhy,g. Using GenBank sequences of
GIpdhyyey from Mamhot, we designed two specific primers using the program
Primer3 v. (1.4.0 (Koressaar and Remm, 2007; Untergasser et al., 2012). These
primers (GPDXTESpe: 5-AAGCTTAGAAGCACAAGT-3", GPDXYRSpe: 5'-
CATTCGTCGTGTTGATCCC-3") allowed us to obtain sequences of Gapdhy,
for most North American samples. For the second separate analysis of Gipdhy,,
the G3pdhy, gy sequences were analyzed separately.

In addition to allowing us to obscrve which elades were recovered by each of
the five markers, separate analyses of PEPC and G3pdhy,, allowed us to determine
how to treat the clones from species of the ingroup in further analyses. On the basis
of these analyses, we constructed a consensus sequence for each species whenever
the clones grouped with the others [rom their own species or did not group with
any other clone. Therefore, we included in subsequent analyscs conscnsus sc-
quences of all the clanes of the nuclear markers, with the exception of three clones
of PEPC from two species of the ingroup (online Appendix 55 alignment avail-
able at hup://purl.org/phylo/trechase/phylows/study/TB2:S16916). We deleted
these clones because they grouped with clones [rom a member ol the outgroup and
they were so different from the other clones from their own species that it would
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Map depicting the differences between a version of GIpdh exclusively sequenced in North American species of Manihot (G2pdiy,) and a version of this

gene sequenced 1n North and South American species (G3pdhy,sy). Black circles represent positions with only two character states, one shared by all sequences of
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introns follow Qlsen and Schaal (1999).

have been impossible Lo construct a consensus without having many uncertain
character states. For South American cloncs, we constructed conscnsus scquences
for each species, provided they were similar enough not to generate consensus se-
quences with many ambiguous characters. Summarizing the variation in South
American species n this way would not affect our conclusions because the South
American species were used only to test North American species monophyly. not
1o infer South American species phylogeny.

Before each Bayesian analysis, we identified the models that best fit the data
for each of the five markers using the Akaike information criterion (Akaike,
1974) in the program jModeltest 0.1.1 (Posada, 200%). Preliminary trials indi-
cated that a heating parameter of 0.05 and runs of 20 million generations allowed
optimal exchange among chains and acceptably low standard deviations,

For concatenated analyses. we joined our sequences with those of Chacon et al.
(2008) and Dupurié et al. (2011). We carried out several preliminary trials to iden-
uly the parameters that would produce acceptably low standard deviations and
proper exchange levels among chains. To find these values, as well as the number
of generations to include in the burn-in during the final analyses, we examined the
results using the program Tracer v1.6 (Rambaut ct al., 2014). Based on these pre-
liminary tests, we carried our a final analysis of 240 million generations nsing six
chains, 100 swaps among chains per generation, a heating parameter of 0.03, and a
burn-in of GO million generations. After discarding the topologies included in the
burn-in. we constructed a consensus for each search with the remaining trees.

Muximum likelihood analvses—We carried oul maximum likelihood analy-
ses (Felsenstein, 1973) of the concatenated matrix of all markers using the pro-
gram RAxXML BlackBox 8.0.24 (Stamatakis et al.. 2008: Stamatakis, 2014) as
implemented in the CIPRES Science Gateway. We specified one partition for
each marker and used GTR + I, as suggested hy Stamatakis et al. (2008). We
recovered slightly dillenng wpologies depending on which species ol Cridos-
colus was used as outgroup. Thercfore, we ran three tnals using three different
sequences of addition of the species of Cnidoscoluy and a randomly selected
sced number. To estimate clade support, we ran rapid bootstrap replicates al-
lowing RAXMI. 1o stop boatstrapping automatically (Partengale er al., 2010).
We compared the topologies with highest scores produced by the three different
sequences of addition of Cidoscolus,

Growth habit evolution—As compared with the often plastic growth hahits
exhibited by South American species. North American Monihol species are
readily distinguished from one another morphologically (Rogers and Appan,
1973), and they can be clearly divided into five growth habit categories (Tigs.
1. 2). The single liana specics has nonsclf-suppaorting stems, commonly exeeed-
ing 10 m in length, but usually less than 5 em in diameter. Herhs are very short
plants. less than a meter tall. with annual stems and massive tuberous roots,
Shrubs are short plants, rarely over 3 m. lacking distinct trunks and branched
from the base. Branches rarely exceed 5 ¢cm in diameter. Adult shrubs have
tuberous roots. Treelets are short plants, rarely exceeding 3 m, with distinet
trunks sparingly branched well above the base and basal diameters seldom over
5 cm. Adult treelets have tuberous roots. Finally, trees are tall plants, reaching
5 m or more, with distinet trunks thul branch well above the base and commonly
exceed 10 cm in basal diameter. Adult trees have fibrous roots. To infer the

number of times these growth habits likely evolved in the North American spe-
cics of Manihot, we mapped this character onto the topology obtained with the
Rayesian and maximum likelihnod analyses of the concatenated matrix. For
mapping growth habit, we carried out a maximum likelihood optimization us
ing a Markov model with one parameter (Mk1) (Lewis. 2001) in the program
Mesquite v. 2.75 (Maddison and Maddison, 201 1).

RESULTS

We sequenced psbA-trnH. trnL-trak. PEPC, and G3pdny, tor
all North American species, and G3pdliy,s, sequences for 16
(Appendix S1). lor a molecular sampling as complete as possi-
ble, we added (o the alignment of (hree ol the [our species [or
which we were not able to obtain G3pdhy,g, (M. angustiloba,
M. michaelis, and M. oaxacana) the sequences of Duputié et al.
(2011). The linal mairix included the sequences of live markers
for 19 terminals. four markers for four terminals, two markers
for 23 terminals. and one marker for 12 (alignment available
at http://purl.org/phylo/treebase/phylows/study/TB2:516916).
There were great differences in sequence length between the
outgroup und the North Amernican Manthol species. However,
the segments shared by all the sequences were very similar, so it
was possible to align them unambiguously. The only exceptions
were fral-trnF and PEPC, which had segments ambiguously
aligned of 19 and 30 bp. respectively. which were not included
1 the analyses.

As reported for other taxa (Wolfe et al.. 1987: Clegg et al.,
1994), individual plastid markers had fewer point mutations per
unit length than did the individual nuclear markers. The lengths
of the five individual matrices and the single concatenated ma-
trix, the number of species included within each of them, their
numbers of variable sites, and the descriptive statistics for each
phylogenetic method are shown in Table 1. Recovery of clades
n separate gene analyses helped (o identily the lew clades thal
were recovered by more than one marker (Appendix S0).

Two of the three nuclear markers, ’EPC and G3pdhy,. had
more than one copy per species.

Possible incomplete lineage sorting or hybridization in
North American species— Separate analyses of these loci pro-
vided evidence consistent with incomplete lineage sorting or
hybridization in North American Maniher species. We found
that some clones from several species did not coalesce with one
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TapLe |, Features of separate and concatenated matrices, as well as statistics of each phylogenetic method. I: First separate analysis. 11: Second separate
analysis.
Chloroplast Nucleus
Feature psbA-trmH trrL-irnF PEFPC GIpding GIpdhingsa Concatenaled malrix
Matrix
Length (bp) 5363 1034 I: 455 I:8l6 668 3662
1: 451 II: 616
Number of taxa 23 44 33 I: 81 54 58
24 II: 20
Informative characters 17 (1.96%) 16 (1.55%) I[: 36 (7.9150) I: 154 (15.87%) 53 (7.93%) 123
IT: 22 (4.88%) I: 14 (2.17%)
Outgroup Cmidoscalus egregius . nehulosies C. egregius M. aesculifolia C. urens C urens
Bayesian analyscs
Madel selected TPM luf+I" TN+ T ETIM2 +T I: HKY+1 TIMI+1 One model for each partition
M:TIM2 +1 1T: HKY
Average S1) 0001820 0.002090 I: 0.001392 1= .O01482 0.001458 Q.000817
11: 10.001268 11: D.OOOT765

ML unalyses
ML scores _— —_—

=-8407.987831

Note: ML = maximum likelihood.

another, grouping instead with clones from other species. PE/"C
clones that made up clades with PE/’C clones trom other spe-
cles were [ound in 209% ol the North American taxa, whereuas
GIpdhy, clones that made up clades with clones from other
species were found in 30% of them. Some of the clades recov-
cred by the second analyses of PEPC and G3pdhy, were 1denti-
cal to those in the concatenated analyses (e.g.. both markers
recovered the clade M. angustiloba-M. davisice and clade A)
(Figs. 3, 6: Appendices 56, S§) or very similar to them (e.g.. a
clade similur to B was recovered both by PEPC and G3pdfiy,:
PEPC recovered a polytomy made up ot M. mevaughii, M. mni-
chaelis, and M. tomatophylla: and G3pdhy, recovered a clade
including four species from clade C). These findings suggest
that these markers arc evolving congruently with the species
phylogeny. Other clades recovered by the second analyses of
PEPC and G3pdhy, were not recovered in any other analysis,
suggesting that the species making up such clades have gone
through interspecilic hybridization or. allernatively, through
duplication events of this marker followed by subsequent epi-
sodes of lineage sorting. The results of the G3pdh,, separate
analysis of all North and South American sequences suggested
that G3pehy, and G3pdh p444 are not orthologous (see Materi-
als and Methods and Appendix §4). Our 34 G3pdhy, sequences
made up a clade (PP = 1.00) separated by a long branch trom a
clade made up of the South and North American G3pdls,
sequences ol Chacon et ul. (2008) and Duputié et al. (2011).

Final concatenated analyses and evolutivnary gquestions—
The concatenated analyses carried out with the two phvlogenetic
methods recovered very similar topologies (Iigs. 5, 6; Appendi-
ces 57, S8). However. the support values of clades recovered
using maximum likelihood were low. This seems (o imply that
most clades were supported by relatively few characters. Addi-
tionally. maximum likelihood analyses (hereafter MLA) failed to
recover the genus Manifiotr as monophyletic with respect to Cii-
duscalus, with two species ol Cmidoscolus mingling with South
American species of Manihot. This result was probably due to
the fact that we were able to sequence only two markers for C.
egregius and had only one marker for each of the remaining spe-
cies ol Cridoscolus. The incomplete molecular sampling l[or
these three species could have led to their unstable positions.

Both Bayesian analysis (hereafter BA) and MLA suggested
that North American Manihor species together make up a
monophyletic group (BSML = 36%. PP = 0.81). Resulls [rom
the two phylogenetic methods agreed on the nonmonophyly of
North American Manihor sections. Members of section Foeti-
dae, scetion Parvibracteatae. and Manthotoides paucifiora in-
termingled in all analyses. Both BA and MLA indicated
convergent evolution in habit in North American Manihot spe-
cies (Fig. 6: Appendix S8). There are herbs in two clades, tree-
lets 1n three clades. and trees and shrubs i two (BA) to [our and
five clades (MLA), respectively. Although the growth forms of
many ancestral nodes were ambiguous, the growth forms with
the highest likelihoods at most of them were the shrubby (BA)
or trec habits (BA and MLA). This suggests that herbs likely
arnse two (BA), three (MLA), or even four (BA) times, treelets
between three (BA, MLA) and four (BA) times, trees between
one (BA, MLA) and three (BA) times, and shrubs two (BA),
live (BA). or six (MLA) umes, with the lianescent growth hav-
ing arisen in M chiorosticta (BA and MLLA). Thus, despite evi-
dence of lineage sorting and the low support values of several
clades. the resolution recovered in our analyses allowed us to
address the main objectlives of our study.

DISCUSSION

North American Manihot monophyly—Our study addressed
the 1ssue of whether North American Manihol species make up a
distinct clade within this large neotropical genus. Although most
authors have suggested that North American species form a clade
(Bertram, 1993: Schaal et al., 2006; Chacén et al., 2008), others
have suggested Lhat North American species muke up o grade
basal to the South American ones (Duputié et al.. 2011). How-
ever. all previous studies were based on incomplete sampling of
North American Manihor specics and on three loci at most
(Chacon et al.. 2008; Duputié clal., 2011). The current sludy was
based on four to five molecular regions for all the North Ameri-
can Manihot species, as well as including an extensive represen-
tation of potentially closely related species. Our results suggested
that North American species make up a single clade (Berlram,
1993; Schaal et al., 2006; Chacon et al.. 2008).
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Fig. 3. Bayesian 30% majority rule consensus Iree showing the relationships among all North American Manthet species and a selected group of South American
species encompassing all growth forms and the entire geographical range of the South American species. The phylogeny is hased on sequences of two plastid markers

(pshA-troH and tral-trnF), and three nuelear markers (PEPC, G3pdiiy,. and G3pdhy,gq). Posterior prohabilitics arc shown ahove the branches. (A) Consensus tree
showing the relationships among specics. (B) Reduced consensus tree showing the branch lengths
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Section  Habit
M. foetida F T
M. obovata (8] h
M. rubricaulis P S
M. websteri F T
0.81
M. aesculifolia P TL 2
a i e
j=5
O | M. auwriculata P TL ;
M. caudata F T
0.74 M. crassisepala F
o | M. subspicata P o
B
— M. pringlei P TL =%
@ Los4 3
0.65 e L M. walkerae P H
Manihotoides paucifiora S I]
M. tomatophylia F T
0.57 (.92
e M. mcvaughii - = S
O o 0.94
M. michaelis F T
0.99 ¢
O M. chlorosticta P L Q
=
=9
0.90 M. angustiloba P S *
i} 1 A
o O | M. davisiae P S
.94
e 0.84 M. oaxacana P TL
e e M., rhiomboidea P H
[ig. 6. llabit and sectional affinity of the North American Masnihot clade mapped onto the topology recovered using Bayesian inference, showing that sectional

classification is not based on monophyletic groups and that the habit categories that they are in part based on are highly homoplasious. The tree summarizes the
phylogeny in Fig. 5. Clades A, B, and C are those recovered both by Bayesian and maximum likelihood analyses. Posterior probabilities are shown above the
branches. Maximum likelihood growth form mapping for the North American species is shown below the branches. Liana: medium gray, herb: dark gray, shrub:
white, treelet: light gray, tree: black. P = section Parvibracteatae, F = section Foetidae, O = section Obovatae. T = tree. TL = treelet, S = shrub, H = herb. L = liana.

Muanihotoides paucifiora falls within the North American Muniliof species clade.

Our resulls also seem Lo cast some light on the debated rela-
tionship between North American species and M. esculenta.
None of the concatenated phylogenetic analyses we carried out
suggested a close relationship between M. esculenta subsp. es-
cuilenta and any North American species (FFig. 5: Appendix S7).
Theretore. our results agree with previously published results
thut suggested that North American and Mesoamerican Mani-
hot are only distanlly related 1o the cultivated manioe and were
not involved in its domestication (Olsen and Schaal. 1999,
2001; Chacdn et al., 2008; Léotard et al., 2009).

Supraspecific classification of North American Manihot
species—Our phylogenetic analyses, based on a complete
sampling of North American species. suggested that sections
Foetidae and Parvibracteatae are not monophyletic, and, there-
fore that the morphological characters they are based on (the

size of individual plants, [tuils, and sceds) are likely homopla-
sious. Even without perfectly resolved phylogenetic hypothe-
ses. we can identify numerous instances of members of the two
sections making up clades. For example, clade C recovered hy
BA and MLA (Tig. 6; Appendix S8) was made up of members
from sections Foeridae and Parvibracreatae. These sections are
delimited based on [catures that arc positively related with plant
stature. Our results would make it scem thal the sections ol
Rogers and Appan (1973) simply reflect plant size, with seclion
Foetidae including the largest species, and section Paivibrac-
teatae including medium to small ones. These apparently fre-
quent changes in size in North American Manihor species also
seem to be accompanied by frequent shifts in growth form.

Growth form evolution— Although not completely congru-
ent regarding the phylogenetic relationships recovered. our

23



CERVANTES-ALCAYDE ET AL.—THE NORTH AMERICAN CLADE OF MANIHOT - VQL. 102, NO. 4 APRIL 2015

results helped to assess whether each growth form in Manihot
originated only a single time before speciation or originated
multiple times. as in Anoliy (Losos, 2001). If each growth
form evolved only once, we would have obtained topologies
with clades made up of species sharing the same growth form.
Given that all our analyses recovered clades made up of spe-
cies with different growth forms, our results provide evidence
that each growth form evolved more than once in the North
American clade.

OF these likely independent origins ol growth [orms, the sim-
ilarity between Manthot crassisepala and M. foetida is particularly
striking. M. crassisepala is known from only a few populations
in a small, remote area of the western Balsas Depression, whereas
M. foetida lacks known wild populations but is a part of tradi-
tional horticulture in the northern central Balsas, where it is used
in living fences. This species pair is apparently morphologically
identical except lor ovary pubescence. Thal M. foetida gtows
exclusively in human settlements und M. crassisepala in the
wild and that both species are so similar morphologically made
us think that M. foerida was probably domesticated from M.
crassisepala. Given this scenario, we expected to recover these
two species as closely related. [lowever, these taxa were not
recovered as sister species in any of our analyses, implying that
these species evolved their similar morphologies independently.
There is no inlormation regarding the original wild range ol M.
foerida. Therefore, not only the relatdonship between these two
species demands further clarification, but also the history of do-
mestication of M. foerida.

Growth form is intimately associated with environmental
conditions. One of the most important adversities that plants of
the dry tropics have to face is the scarcity of water during much
of the year. In the North American clade of Manihot, 1arger spe-
cies scem to live in arcas with greater moisture availability, but
in gencral the selective factors that tavor different life forms arc
not clear. Tuberous roots in Manihot have been interpreted not
only as water storage adaptations, but also as adaptations to dis-
turbance, allowing to the plants to resprout after fire (Duputié
et al., 2011). However, fire is absent from most Mexican Mani-
hot habitats, in contrast to the Brazilian cerrado, where many spe-
cies occur. Therelore, the environmental conditions fuvoring
the development of tuberous roots in the North American spe-
cies of Manihot remain to be investigated.

Positions of new North American Manihot species and
taxonmmnic status of Manihotoides pauciflora—OQOur results help
place the recently described species M. mcvaughii, while the
position of M. obovata remains ambiguous. Manihor mevaughii
was recovered as a member of clade C, both by BA and MLA.
In the case of M. obovara, while BA did not associate this spe-
cies with any other, in MLA this species was recovered as sister
to M. foetida with low support (BSML = 32%; Appendix S8).

Our phylogenetic analyses suggested. even if they were not
congruent on the exact position of Manthotoides, that the genus
should not be recognized and Manihotoides pauciflora should
remain synonymized with Maniher (i.c.. Webster, 1994, 2014:
Radcliffe-Smith, 2001; Martinez-Gordillo et al.. 2002). In all
our separate and concatenated analyses, M. pauciflora was
nested within the North American clade. Our results also sug-
gested that the unusual features of Manihiotowdes (Rogers and
Appan, 1973) are examples ol the morphological labilily in
Manihor. Manihoroides pauciflora shares with Manihot mevaughii
and M. ebavara reduced inflorescences (Martinez-Gordillo
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et al., 2002; Steinmann, 2005), and with M. obovata the pres-
ence of leaves clustered on short shoots (Martinez-Gordillo
etal., 2002; Webster, 1994). None of our concatenated analyses
indicated that M. mevaughii, M. obovata, or Manihotoides
pavciflora are closely related. implying that condensed stems
and uniflorous inflorescences might have evolved at least twice.
Furthermore, these resulls add support (o the hypothesis (hal
these features have evolved in responsc to arid environments
{Steinmann, 2003) given that these three unrelated species are
located in some of the driest areas of occurrence of Manihot in
Mexico, which also have the highest minimum temperatures.
‘T'his association might imply that the evolution of stature is in-
fluenced by water availability, with larger plants being favored
in areas where drought is less severe (Moles et al., 2009). Ad-
ditionally, while M. mcvaughii, M. obovata, or Manihotoides
pauciflora have short shoots, the shrub species that reach into
the northern desert areas (Manihor angustiloba, M. davisiae,
and M. rubricaulis, all of them occurring in northwestern Mex-
ico) do not have condensed stems. This suggests that the capac-
ity to leal out from existing stems 1s lavored only in areas that
arc not subject to frost, whereas in arid arcas where stems are
subject to freezing, leaf area is increased only from apical and
not axial meristems.

Incomplete lineage sorting and molecular polymorphisins
in North American Manihot species— As the distribution
of PEPC and G3pdhy, haplotypes scemed to suggest, North
American Manihat species have either undergone lineage sort-
ing or frequent hybridization. Sequences often showed patterns
of coalescence that were incongruent with species boundaries,
rather than consistent patterns of reciprocal monophyly be-
tween species. Given that incomplete lincage sorting has also
been detected for South American species (Olsen and Schaal,
2001; Duputie et al., 2011). this phenomenon. rather than hy-
bridization, would seem to be the more likely alternative to
explain the distribution of haplotypic diversity across the clade.
However. in the absence of enough information on the repro-
ductive biology of Manihot, the possibility that the hybridiza-
tion between species has caused this pattern. at least partially,
cannot be ruled out.

Conelusions—Bascd on a taxonomic sampling including all
North American Manihor species and Manihotoides pauciflora,
and a melecular sampling of two chloroplast and three nuclear
marker sequences, we have assembled the most complete phy-
logenelic hypothesis of North American Manihol (o date, using
Bayesian and maximum likclihood analyses. Our concatenated
analyses suggested that the group of North American species of
Manihet is monophyletic.

Our results consistently suggested thal uccepling the current
supraspecific classification of Manihot would require recognizing
paraphyletic groups. Our concatenated analyses recovered clades
made up of members of both sections Foetidae and Parvibrac-
teatae, so these sections are best eliminated. Tn the case of sec-
tion Obovatae, our analyses did not provide any conclusive
result regarding its position. In contrast. our analyses consis-
tently recovered Manihotoides paucifiora as nested within the
Nearth American Manihot clade. Therefare, Manihotoides should
remain synonymized with Maniho! (o avoid a paraphyletic
Manihor.
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[ustrating the morphological lability of North American
Manihot species. mosl ol our resulls suggested that (rees. (ree-
lets, shrubs, and herbs have evolved repeatedly in this genus.
Rather than grouping by growth form. North American Mani-
hot species form species assemblages mainly based on their
geographical distribution. with several of the most strongly
supported clades including species whose ranges are close or
overlapping (e.g.. the M. angustiloba-M. davisiae and M. aes-
culifolia-M. auriculata clades) and that often differ in growth
form (e.g., members of clade B and some members of clade C)
(lig. 6: Appendix S8).

Finally, even though North American species of Manihor
have clearer morphological boundaries than South American
ones, the interspecific distribution of nuclear haplotypes in the
North American clade suggested that they have undergone
widespread incomplete lineage sorting, just as has been re-
ported for the South American species (Olsen and Schaal, 2001;
Duputié et al., 2011).
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Arerworg | Voucher and sequence mlommation for the species collected and sequenced by the authors of this paper. as well as accession numbers of the sequences

from Chacdn et al. (2008) and Duputié ct al. (2011) employed in this study. All vouchers collected by the authors of this paper and M. auriculata are deposited
at the Herbario Nacional de México (MEXT )L ACA: Maria-Angélica Cervantes-Alcayde.

Ingroup: Manihot aesculifolia, ACA 31, México: Michoacan, KP69209] 2,

KPe91988 . KP692008 = KP692041 @ KP692075 ¢, EUSISS07 =
FN551748 © FEN351744 ¢ Manihot angustileba. ACA 19. Meéxico:
Sinaloa, KP692092 ». KPA91989 . KP692009 <, KP692042 4. KP692043 9,
KP&92044 ¢, PN551745 . IN551751 =, Manihot awriculata, MCLR 3408,
México: Navarit, KP6U2003 2 KP6O1YD0 o KP6U2010 ¢ KPOU2045 4
KP692076 . Manihot caudata, ACA 23, México: Michoacan, KP692094 2,
KP691991 o KP692011 = KP692D46 9 KPa92047 9 KPa92048 4
KP692077 = FN5351746 = Manihor chiorosticta, ACA 29, México:
Colirna, KP692095 2, KPA9 1992 °. KPE92012 ¢, KPaY2049 ¢ KPa920TS =,
EUSISR814 = FN351743 < Manihot erassisepala, ACA 37, México:
Michoacan. KP692096 “ KPG91993 b KP692013 ¢ KPG692050 9,
KP692051 4, KPAY2032 4 KP6Y207Y ¢ Manihot davisiae, ACA 50,
Mexico: Sinaloa, KPG92097 2, KP691994 *, KP692014 ¢, KPGY2033 4
KP6a92054 4. KP692035 9. Manihe! foetida, ACA 1, México: Morelos,
KP692098 2, KPs91993 ° KP&92015 <, KP6e92016 ©, KP692056 9,
KP692057 4. KPe92038 9, KP692080 ¢. Muaniliun mevaughii, ACA 35,
México: Michoacan, KP692099 # KP621996 P, KP692017 ©, KP692039 4,
KP692060 ¢, KP692081 *. Manihot michaelis, ACA 23, México: Colima,
KPe92100* KP691997 . KP692018 °, KP692019 °, KP692061 4, FN531742°2
Manihot oaxacana, Olson 1116, México: Oaxaca. KP692101 =
KP6U1U9E b KPAY2020 © KPOY20R2 4 ENSS 1739 ¢ Manihot obovaia,
ACA 8, Meéxico: Guerrero, KP692102 2, KP591999 h KP692021 -,
KP6Y2063 4. KPAY2(R2 ¢ Manihotoides pauciflora, ACA 20, México:
Pucbla, KP692103 2, KP692000 b, KP692022 ¢, KP692064 1, KP692065 4,
KPOI20R3 & Manihot pringlei, ACA 42, México: Tumaulipas, KPA92 104 4,
KPe92001 . KP692023 r. KIP'692024 <, KP692025 ¢, KP692066 9,
KPe92084 ¢, Manihot rhomboidea. ACA 20, México: Colima. KP692105 «,
KP6U2002 0 KPaY2026 ¢ KPAY2(2T ¢ KPAU202R ¢ KPAU20AT 4
KP692068 ¥, KP092069 4, KP692085 ©. Manihot rubricaulis, ACA 40,
México: Durango, KPAY2106 & KPAY2003 B KPAYIN2Y © KPAY2NI6Y 4,
KP692070 4, KP692086 < LUSI8831 = Manihot subspicata. ACA 40,

Taxon, voucher. Locality, locality. GenBank accession numbers: @ psbA-traH, ™ tenl-trnF, © PEPC. W Gipdhy,,. © Glpdingsa.
s Y P Paltya PUltxasa

México: Nuevo Leon, KP692107 2, KP692004 °, KPG92030 ¢, KP692031 €,
KP692071 4, KP692087 <. FN5S51871 <. Manihor tomatophylla, ACA 34,
México: Michoacan. KP692108 %, KP692005 b, KP692032 <, KP692033 «,
KP692072 1. KP6O208E ©, FN351747 = Manihot walkerae, KP692100 =,
KP692006 b, KP692034 <, KP692073 4, KP692089 <, Manihot websteri. ACA
17. México: Puebla, KP6U2110 8, KPEO200T b, KPEU2035 . KP6Y2074 ¢,
KP692090 ¢, ITN551740 & Outgroups- Cnidoscolus egregius. ACA 19,
Meéxico: Oaxaca, KPA921 13 2, KPaY2040 ©. Cridoscolus tubulosus,
EUS18895 ", Cnidoscolus urens, FN551736 °. Manihot alutacea,
FIIS1R897 & EUSI8808 ¢. Manihol unomala, F1I518898 b, EUS 18809 ©.
Manihot brachyloba. KP602111 * ELI518899° KP692036 < EUS18810¢
Manthot caerulescens, EUS18900%, EUS 1881 | ¢. Munthot carthuginensis,
ELIS18901 P, ELIS18K12 . Manihot dichotoma, FN551741 ¢ FNS51773 ©
Munihot epruinosa, EUS18904 ', EUSI8BIS . Manthot esculenta
subsp. esciderta, KPOY2112 2 KPa92037 & KP692038 & KPoY2039 ¢
Manthot esculenta subsp. flabellifolia, TUS18906 ° LCU3S18816 =
Manihol Jilamentosa, FUSIB908 * BEUSISSIE ¢ Manithot flemingiana,
FN551821 ¢ Mamhot fruticulosa. EUS18909 P, EUS18819 *. Manithot
glaziovii, EUS18910 °, EUSI8820 ¢, Manihot grahami, FN351792 ¢
Manihot gnaranitica, EUS18911 ", EUSI8821 *. Manihot hunzikeriana,
[NS51791 = Manihot jacobinensis, CU318914 Y, CUS18823 . Manthot
longipetiolma, EUS18015° EUS18824 ¢ Manihot orbicularis. ELISI8D16 T,
CUS18825 = Manihot peltata. TUS18917 b TUS18826 = Manthot
pentaphylla, EUSIEQIE . EUSI882T ¢ Manihot pilosa. EUSI8Y1Y b
EUS18828 ©. Manihet pseudoglaziovii, EU5 18920 7. EUS 18829 ¢, Manithot
purpurcocosiata, EUS 18921 0 FUS18830 €. Manihol pusidla, FN55 1809 ©.
Manihot quinqueloba, FN351805 =, FN351807 . Manihot quinguepartita,
ENSS1783 ©. Manihet sagittatopartita. FN351811 ¢, Manihot salicifolia.
EN3S1837 ¢ Manihot sparsifalia, ELIS18923 b EUSI8832 ¢ Manihot
surinamensis. FEN351822 ¢, Manihot triphylla, EUS18924 ', EUS18833 ¢,
Manihot tristis, EUS18925 . EUS18834 ¢ Manihot violacea, EUS 18926,
LUS18835 . Manihot zehntueri, TN551825 ¢
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t of the species used in this study, their sections. their distributions. and their biogeographic units.

Chloroplast Nucleus
Markers
ees Sections Distribution Biogeographi psbA-trnld rrnl-trinF PEPC G3pdiing G3pdiys
¢ units
nihot aesculifolia (Kunth) Parvibracteatae ' Pacific Ocean slope: from northwestern Mexico I(1.3.5)°° ® #® L * #7
il to Panama. Atlantic Ocean slope; disjointed
distribution from central eastern Mexico to
Panama '.
angusiiloba (Torr.) Mill Parvibracteatae South western USA and northwestern Mexican I(1*e * ® * * #*
L Pacific slope '
anriculata McVaugh Parvibracreatae ! Small area i the northwestern Mexican state of I, 3)% * #* ® #* *7
Nayarit '
caudate Greenm. Foeridae ' Central Mexico 1o central western, Central north 1(3)** ® * * * #7
and North of Mexico '
chiorosticta Standl. & Parvibracteatae ' Northwestern to southwestern Mexico ' I(1.3)°° * * #® & *7
Idman
crassisepala Pax & K. Foetidae * Central western to Central Mexico ! L(4)** ® #® # ® *
ffm.
davisige Croizat Parvibracteatae ' Southwestern USA and northwestern Mexico ' I(1)% * * #* * *
foerida (Kunth) Pohl Foetidae * Small area in the Central Mexican states of 1(4) = *® % % *® *
Morelos, Guerrero ', and Puebla (observation of
ihe authors)
mevaughti V.W. Steinm. None Small area in the central western Mexican state L(4)** * #* #* * *
of Michoacan *
michaelis McVangh Foetidae* Small area in the central western states of Colima I(3)%¢ * * ® * *
and Jalisco '
eaxacana D.J. Rogers & Parvibracteatae ' Small area in the southwestern Mexican state of 1(3) L *® * #* & *
yan Oaxaca '
obovata J. Jiménez Ram. Obovatae Southwestern Mexican state of Guerrero * I(4)*° # # # ® *
nihotoides paucifiora Genus Small area in the Central Mexico states of Puebla Lia)** * * # * *
andegee) Maniliotoides"? and northemn Oaxaca '
- Rogers & Appan
wringlei S. Watson Parvibracteaiae ' Central to northeastern part of Mexico ' I2)* * * £ * *
rhomboidea Mill. Arg. Parvibracteatae Central Mexico, northwestern to south western 1(3.4)¢ ® * & -3 %
Mexico. Guatemala. Honduras, El Salvador and
Nicaragua '
1. rubricanlis 1M. Johnst. Parvibracteatae ' North to northwestern Mexico ' I(1.3)%¢ * # * * *7
subspicate D.J. Rogers & Parvibracteatae ' Northeastern Mexico ! 1(2)% * B #* * £
Jan
tomarephvila Standl, Foeridae ' Small area in the central western Mexican state I(a)** * # # * #7
of Michoacan '
walkerae Croizat Parvibracteatae ' Northeastern Mexico and sontheastern USA ! L@y ® * * ® *
websteri D.I. Rogers & Foetidae * Small area in the central Mexican state of Puebla L(4)%¢ £ £ #* Ed %*7
Jan
alutacea D.J. Rogers & Ouinguelobae ' Central Brazil ’ m’ - * —- — *
Jan
anomala Pohl Sinuarae ' Brazil, Paraguay. Bolivia, Argentina * I, V and - * - — *
vI®
brachvioba Miill. Arg. Peruvianae | Eastern and northern South America® ot - * -—-- - *
caerulescens Pohl Cearulescentes Brazil, Paraguay * I, I, IV and - * - - #*
vI®
carthaginensis (Jacq.) Carthaginenses ' West Indies. Colombia, Venezuela * 1k - * - - *
1. Arg.
dichoroma Ule isolates 1 Glaziovianae ' Northeastern Brazil * e == — — — *
2
epruinosa Pax & K. Hoffm Glaziovianae * Northeastern Brazil * w* - * -—-- -— #*
esculenta subsp. esculenta Manihor ! Cultivated sample Cultivated % * — — —
ntz sample
esculenta subsp. Manihot ! 111 and Amazon basin * 1% °and II° - * — g s
wellifolia (Pohl.) Cif.
filamentosa Pittier Carthagimenses ' Venezuela * NS - * - - *
flemingiana D.J. Rogers & Graciles ' Central-western Brazil ! me = — — — Y
Jan
fruticulosa (Pax) D.J Graciles ' Central and south eastern Brazil * m® - * - —_ *
zers & Appan
glaziovii Mill. Arg. Glaziovianae ' Northeastern Brazil * we - * - - *
grahamii Hook. isolate 1 Heterophyilae ' Southeastern Brazil, northern Argentina, vV, VL vI® - - - — *
Paraguay and Uruguay '
guaranitica Chodat & Anisapinilae ' Bolivia, Paragvay, Argentina * vI* - * - - *
isl.
Jumzikeriana Mart. Crov. Graciles ' South of Brazil. and northeastern Argentina ' v — - —-- - *
jacobinensis Mull. Arg. Ouinguelobae ' Eastern and western Brazil (gallery forests) * NS - * - -— #
longiperiolara Pohl Supulares ' Central Brazil * m’ = * - — #*
orbicularis Pohl Brevipetiolarae Central Brazil * m* -- * - -— *
veltata Pohl Peitarae’ Central Brazil * me - #* - - *
vemtaphyila Pohl Graciles' North and southeastern Brazil, Paraguay * NS - * - - #
vilosa Pohl Heteropinilae ' Southeastern Brazil * vI® - * - — *
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vseidogioziovii Pax & K. Glaziovianae * Northeastern Brazil * NS = * e 2= *
ffm.

i * =t ®

oirpireacastata Pohl Breviopetiolarae ' Central Brazil* m*

pusifla Pohl Stipuiares ! Central Brazil ' 11 =S E=s i = €

quingueloba Pohl isolates Quinguelobae ' Central Brazil ' m* = == - - *

il 3

quinguepartita Huber ex Peruvianae ! From north-northeastern to central- western e - - - - *

. Rogers & Appan isolate | Brazil !

saginaropartita Pohl Quinguelobae ' Central-central eastern Brazil ' me - - - - #

ate 1

salicifolia Pohl isolate 2 Brevipetiolatae ' Central Brazil ' me -—-- - - - *

sparsifolia Quinguelobae ' Central Brazil * e = * ey == *

surinamensis D.J Rogers & Heteropinvilae ' Venezuela, Guyana and Suriname * oe - - - - *

aan isolate 2

triphviia Pohl Graciles Central Brazil * NS - * - - *

tristis Muell Arg. Heteroplnvilae ' Venezuela (Amazonas). Suriname. northern ne - # - - *
Brazil *

violacea Pohl Ouinguelobae' Central and eastern Brazil® m* — * == - *

zelmmeri Ule Heteropinilae ' Northeastern Brazil * we — — e — *

doscolus egregins Breckon — - * % Pt BT =L

“ern. Casas

doscolus mibulosus (Miull .- - - * == — =

+.) IM. Johnst.

wrens (L.) Arthur - - = == e = #

es: Geographic units are [: Mesoamerica (1: Sonora, 2: Tamaulipas, 3: Mexican Pacific Coast, 4: Balsas Basin, 5: Yucatan Peninsula), II: Amazon and northern South America, [IT: Cerrado, IV: Caatinga, V- Parand, VI: Chaco. VII: Pamp:
. Geographic units not specified in literature. Information taken from ' Rogers and Appan (1973), * Jiménez-Ramirez (1990), *: Chacén et al. (2008), * Steinmann (2005), *: Morrone (2003), * Duputié et al. (2011), 7 The sequences of thes
cies from Chacon et al. (2008) and’or Duputié et al. (2011) were only used for the first separate analysis of G3pding,. NS: mformation not specified m any source. *: sequences used i the analyses. -—: Not avalable mformation or sequence.
ebster (1994), Martinez-Gordillo er al. (2002). and Stei (2005) argued there is no reason to separate Manihotoides panciflora from Manihor,
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Protocols and reactions for DNA amplification. as well as amplification kits used for the different markers and the different species
Organelle Chloroplast Nucleus
Marker psbAd-rnH > Intron L L © PEPC®® Gipdiy:® G3pdhyisc
Forward: psbAF Forward: B49317 Forward: B49873 Forward: PPCY4F Forward: GPDXTF Forward: GPDTF Spe
Prumers Reverse: tmHR (c) (e) Reverse: PPCYSR Reverse: GPDASR Reverse: GPDXYRSpe
Reverse: A49855 Reverse: A50272
() (0]
Te Ti N Te Ti N Te Ti N Te Ti N Te Ti N Te Ti N
S 1 94 200 94 200 — 94 200 — 94 130 -- 93 200 — 95T 7 200715000 =
5.2 94 043 94 0:30 94 1:00 94 0:50 95 1:00 os%i94®  1:00%0:
5.2 822 55100 30 50 030 35 55 100 35 55 L1030 50 Lo 30 60055-  1:0071:30F 307407
. 60°
g 5,23 72 LIS 72 200 72 2:00 72130 72 1:30 72t8 1:30%
=
£
$3 7T - 2700 — 73000 - 00 - 72 300 - 7280 3:00010:00° -
S.4 - 30 L0 - -
Kit employed (B) (A)' (B)' (A) (B)! (B) (B) (B)f (B)* ) (o)!
Total volume 50 25 50 50 50 250 50 25/50 50 30 10
a
g (uL)
g
[= Buffer (uL) 5 5 5 10 5 25 5 5/10 5 3 4
MgCly(uL) L5 L5 L5 3.0 Ls 0.75 15 L5350 L5 09 204
T ANTRs 10 10 05 10 10 10 05 10 0.51.0 10 0.6 107
mM (except
for ™) (uL)
Primer F 10 126 20 40 40 40 0,63 1.26 2.014.0 40 0.76 1.6
M (L)
Primer R 10 126 20 40 4.0 1.0 0.63 1.26 20/4.0 40 0.76 16"
pM (pL)
Solution Q 10 - - - == 3 10 o - 62 5
from
QIAGEN
(uL)
Taq 0.250 0125 0250 0250 0250 0200 0.250 0.1250.250  0.250 0.150 0.200
polymerase
(uL)
DNA (L) 24 23 4 4-8 4 1-2 1-6 3-5/4-10 6-8 48 10-18.6
H.O (uL) Upto Upto  Upto Upte  Upto Upto  Upto Upto2sor  Upto Upto 30 Uptod0
50 25 50 50 50 25 50 to 50 50

Notes: Te: Temperature (°C). Ti: Time (minsec). N: Number of cycles. S. 1: Stage 1. S. 2: Stage 2. S. 3: Stage 3. S. 1: Initial denaturation period. Stage 2: Succesive cycles of denaturation (2.1),
annealing (2.2) and elongation (2.3) periods. S. 3: Final elongation period. Kits employed were (A): GoTaq Flexi (Promega, Madison, Wisconsin, USA) (3X PCR buffer and 25 mM MgCL). (B): Taq
Platinum (Life Technologies, Grand Island. New York. USA) (10X PCR buffer and 50 mM MgCl;). (C): Taq Amplificasa (Biotecnologias Moleculares SA de CV, México Distrito Federal. México)
(10X PCR buffer and 30 mM MgCl), (D): Taq DNA Polymerase (Qiagen. Valencia, California, USA) (10X PCR buffer. 25 mM MgCl, 5X Q-Solution)."”: Reactions consisted of 25 pL when they were

directly sequenced. They cousisted of 50 L when they were cloned. and later sequenced. For each cloned species. four 30 pL reactions were used ¥: Taq Amplificasa was only used to amplify one

species. ™": For these series of reactions we used dNTPs 2 mM. “: For one species we used 4 pL of MgClyand 3.2 pL of each primer.

* Primers from Sang et al. (1997): protocol modified from Sotuyo-Vizquez (2007) ® Primers from Taberlet et al (1991); protocol modified by L, Small. ©: Primers and protocol from Taberlet et al.
(1991). * Primers and protocol from Olson (2002). *: Primers from Strand et al. (1997); protocol modified from Olsen and Schaal (1999) to obtain amplifications in thirteen species. *: Protocol from
Olsen and Schaal (1999). % Protocol from Dupnutié et al. (2011) used to amplify four species (annealing temperatures: 55-60 °C). ™ For these markers we always used Hot Start." (A) was used for all the

species: (B) was only used to amplify intron rrml in one of them. * (A) was used for eighteen species: for the remaining two species. Platinum Taq was used to amplify intergenic spacer tmL-mnF. % (A)

was used for fonrteen species: (B) was used for the remaming six species. L {C) was used for glﬁeu species: (D) was used for four of them.
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Protocols and reactions used to sequence the amplifications obtamed by conventional PCRs or by cloning. Stage 1: Initial denaturation period. Stage 2: Succesive cycles of denaturation (2.1). annealing (2.2)

and elongation (2.3). Stage 3: Final elongation period. Te: Temperature (°C). Ti : Time. (minsec). N: Number of cycles.

PEPC and psbA-rrH Intron mnL-tnf, intergenic spacer traL-trnF., and G3pdhiy,
Directly amplified DNA Cloned DNA Directly amplified DNA Cloned DNA
Te Ti N Te Ti N Te Ti N Te Ti N
S.1 96 5:.00 94 5:00 95 1:00 96 1:00
% S.21 96 0:10 94 0:10 95 0:15 96 0:10
% 8.2 S22 5] 0:05 25 50 0:10 30 50 0:10 25 50 0:05 30
823
60 4:00 60 4:00 60 4:00 60 4:00
Total volume (uL) 10 10-11 12 12
Big Dye (uL) 2 2 1 1
Buffer 2.5X (uL) 2 2 1.5 1.5
Primer F 10 pM (pL) 0.75 — 2 .
w
% Primer R 10 pM (uL) 075 - 2 s
E Primer F 3 pM (uL)* -— 1 - 16
Primer R 3 uM (uL)* s 1 16
DNA (uL) 24 4-6 Upto7
Upto7
H:0 (uL) Variable Variable Variable Variable

Notes: Te: Temperature (°C). Ti: Time (min:sec). N: Number of cycles. S. 1: Stage 1. S. 2: Stage 2. S. 3: Stage 3. S. 1: Initial denaturation period. Stage 2: Succesive cveles of denaturation (2.1), annealing

(2.2) and elongation (2.3) periods.
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Topology of the first Bayesian separate analysis of all our sequences of G3pd/iN4 and the sequences of G3pdhNASA
obtained by other authors. Posterior probabilities are shown above branches. A: Enlarged topology with the branches
leading to the outgroup, to the sequences of G3pdhnA, and to the sequences of G3pdhNasa truncated. The terminals
whose names are followed by “Cha” or “Dup” are sequences of North American species of Manihot obtained by Chacon
et al. (2008) or Duputié et al. (2011). B: Topology showing the original branch lenghts.

A B.

+ Cnidoscolus urens

s V111101 angustiloba Dup
p—— V1. aesculifolia Cha

0.94g= M. aesculifolia Du
0.86 —Ew"mp tylla Dup
: 1 M. michaelis Dup

0.93 M. chlorosticta Dup
— M. oaxacana Dup

G 3[’ dhNASA sequences Gj?,ufdh;’\ﬂS.—l sequences

M. websteri Du NA s ces
1 M. cokidats Dy P |== G3prﬂf\,{ sequences
- M. rubricaunlis Cha

.74 g M. chilorosticta Cha

M. pseudoglaziovii

M. salicifolia o

M. escillenta subsp, flabellifolia
M. purpureocostata

M. surinamensis 2

M. subspicata Dup
! M. tristis
M. flemingiana

=\ pilosa
s V1. alutacea

M. longipetiolata
V. orbicularis

M. sparsifolia

s V[, puisilla

=M. quinqueloba
b V[, sugitictopartita

(.81 o0 - anomala M. pentaphylia
M. triphylla

e | [, brachyloba

(.53 ]

M. caerulescens
M, carthaginensis
W e M. eprm'?msu :
M. glaziovii G3pdhNAsequences
M. filamentosa NG gl 072 1 M. aesculifolia
M. fruticulosa _:: M. auriculata
M. jacobinensis M. tomatophylla
-

)]
M. violacea 1’; angustiloba clone 1

e M. dichotoina 0.7 R | . angustiloba clone 2
M. peltata 1 | angustiloba clone 3
&:: . grahamii b V(. clatvisiie clone 3
M. hunzikeriana

) M. davisiae clone 1
M. mevaughii clone 1

_=;"/ ..rlipmbaidea clone 2
0.73 M. Jm-vrrrrg[lirr cfone
e V[, 0axacana
=1, rhiomboidea clone 1
—lrM. ubricaulis clmic 1
M. rubricandis clone
0.95 _"'l, chlorosticta

1 :M. davisiae clone
M. obovata

M, foetida clone 1
AL focide dones
M. foetida clone 3
M. michaelis
0.81 1 J Manihotoides pauciflora clone 1
= Manihotoides pauciflora clone 2
M. webstert

1 1 M. caudata clone 3
—EM. crassisepala clone 3
// M. srtbspim';;a

0.79 M. crassisepala clone 1
M. pringlei

M. caudatg clone 1
.63 90ges M. candata clone 2
0.01 ] M. walkerae
. M. crassisepala clone 2

M. quinguepartita
M. ;eimmer!
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Topology of the first Bayesian separate analysis of all the sequences of PEPC. Posterior probabilities are shown above branches. Within the gray box and followed by asterisks are the
two sequences of PEPC from species of the ingroup that were not included in subsequent analyses.

Cnidoscolus egregins

_ Muanilior pringlei clone 3

M. subspicata clone 1 %

M. esculenta clone |
pr— V. braclyloba

b M. canidata

b M. chlorosticta

4 b M. crassisepata

M. mevaughii

——— AT
b M. cthorvata

Manihiotoid: i,

b M. rubricanlis

M. walkerae

M. websteri

M. esculenta clone 2
i M. angustiloha
E M. davisiae
0.95 M. aescutifolia
M. auriculata

M. foefida clone 2

.84

M. esculenta clone 3
M. pringlei clone 1
0.97 M. pringlei clone 2
M. subspicata clone 2
pe= M. michaelis clone 1
e M. mtichiaelis clome 2

e M. foetida clone 1

0.63

! M. phylta clone |

0.0090 e M. tomatophylla clone 2

e M. rhomboidea clone 1

0.81 M. rlrombaidea clone 2

e M. rhomboidea clone 3
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Appendix S6. Topologies obtained with Bayesian separate analyses of each marker (A. pshA-trnH. B. truL-trnF. C. PEPC.
D. G3pdhNA. E. G3pdhNASA. Posterior probabilities are shown above branches or connected to them by arrows.

A psbA-trnH

Cnidoscolus egregius

e Manihot subspicata

M. esculenta

V. aesculifolia
0.62

e M. autriculata

0.76

M. foetida

M. michaelis

=M. obovata

el M. websteri

M. caudata

b M. crassisepala

e M. datvisiae

b M. mcvaughii

L M. rhomboidea

0.75

e M. tomatophylla

0-9?5‘4 M. angustiloba
A
-[M. chlorosticta

M. oaxacana

0.97

M. pringlei
0.92

0.0050
M. walkerae

M. brachyloba

M. rubricaulis

f’-[Manilmmidex pauciflora
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B. trnlL-trnF

C. tubulosus

0.96

1 M. auriculata
_E M. aesculifolia
0.98 M. angustiloba

M. chlorosticta

e M, Catitdata

0.97 L. M. oaxuacana

L. Manihotoides pauciflora

e M. rhomboidea
b— M. crassisepala

M. davisiae
b M. fortidlt

e V[, 0bOVatQ
b M. rubricaulis

0.77

b M. tomatophylla

b M. websteri
_IEJW. mevaughii
M. michaelis

M. pringlei

0991 . subspicata

M. walkerae
= M. esculenta subsp. flabellifolia
b M. alutacea
b M. anomala
b M. caerulescens
L M. carthaginensis
L M. epruinosa
b M. filamentosa
b M. fruticulosa
b M. glaziovii

f= M. guaranitica

0.0010

e M. jacobinensis
M. longipetiolata

M. orbicularis

b M. peltata

M. pentaphylla
b M. pilosa

0.52 M. pseudoglaziovii
L M. tristis

b M. triphylla
M. brachyloba

0.51 b M. purpureocostata

b M. sparsifolia

ke M. violacea



Manihot esculenta clone |

M. brachyloba

e M. caudata

e M. crassisepata

b M. chivrosticta

e M. fotida

s V. micvaughii

s M, daxaCANG

M. obovara

Manihotoides pauciflora

= M. rubricanlis

M. walkerae

M. websteri

p. M. esculenta clone 2

M. aesentifolia

b M. atiricudata

e M. micvanghii

350 M. vaxacana

b M. rhomboidea

M. rubricaulis

e M. caudaia

| M. crassisepala

M. pringlei

b M. subspicata

M. chlorosticta

. M. angustiloba 0.85
M. davisiae e M. davisiae
_IE“P-\T"”ﬁ’H" s M. f00ticl
M. auriculata M

M. pringtei 1
.96 M. obovata

M. subspicata

M. michaelis 1
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Topology with the maximum likelihood score (ML=-8407.987831) showing the relationships among all North American
Manihot species and a selected group of South American species. The phylogeny is based on sequences of two plastid
markers (pshA-trnH and trnL-trnF), and three nuclear markers (PEPC, G3pdhN4, and G3pdhnN4s4). Bootsrap values are
shown on the branches. A: Enlarged topology not showing branch lenghts. B: Topology showing branch lenghts. Within
gray boxes is the clade made up of North American species of Manihot. Asterisks in B indicate the positions of the three
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Habit and sectional affinity of North American Manihot species clade mapped onto the topology recovered using
Maximum Likelihood, showing that the section classification is not based on monophyletic groups, and that the habit
categories that they are in part based on are highly homoplasious. The tree summarizes the phylogeny in Appendix S7.
Clades A, B and C are those recovered both by Bayesian and Maximum Likelihood analyses. Bootstrap values are

shown above branches. Below branches are the results of the mapping of growth form. Liana:

medium gray, herb: dark gray, shrub: white, treelet: light gray, tree: black. P = Section Parvibracteatae, F = Section
Foetidae, O = Section Obovatae. T = tree, TL = treelet, S = shrub, H = herb, L= liana. Manihotoides pauciflora falls within
the North American Manihot species clade.
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3. HALLAZGO DE UNA POSIBLE NUEVA ESPECIE
DE MANIHOT (EUPHORBIACEAE) AFIN A M.
OAXACANA EN GUERRERO

Maria-Angélica Cervantes-Alcayde, Susana Valencia-Avalos, Jaime Jiménez-Ramirez,

Mark Earl Olson, Leonardo O. Alvarado-Cardenas, K. M. Olsen y Luis E. Eguiarte

RESUMEN

Manihot es un género nativo de América que incluye alrededor de 98 especies, 20 de las
cuales habitan en Norteamérica y 16 de las cuales se encuentran exclusivamente en México. Las
especies son poco abundantes en su area de distribucion, no constituyendo nunca elementos
dominantes de la vegetacion local. Esto podria contribuir a que no conozcamos aun a todas las
especies de este género, lo que entorpeceria la investigacion sobre la evolucion del tamafio
corporal en el mismo, que constituye un modelo excelente para hacerlo. Tres secuencias de
cloroplasto (del espaciador intergénico psbA-trnH, del intron trnl y del espaciador intergénico
trnL-trnF) y dos secuencias de nucleo (PEPC y G3pdhy,s,) fueron obtenidas a partir de un
ejemplar afin a M. oaxacana procedente de una poblacién ubicada en Iguala, Guerrero. Fue
llevado a cabo un analisis filogenético bayesiano en el que se incluyeron dichas secuencias y las
secuencias de seis marcadores de otras 58 especies de Manihot. Adicionalmente, fue efectuado
un andlisis de distribucion potencial de M. oaxacana para evaluar si el ambiente ocupado por la
nueva poblacion es el mismo que aquel ocupado por M. oaxacana. El analisis filogenético
muestra que la nueva poblacion esta cercanamente relacionada con M. oaxacana pero exhibe
una gran divergencia genética respecto a ésta, lo que sugiere que dicha poblacién podria
pertenecer a una nueva especie. Esta conclusion es apoyada por los analisis de distribucion
efectuados, que indican que el ambiente ocupado por esta poblacion es significativamente
distinto de aquel ocupado por M. oaxacana.

Palabras clave: Nueva especie de Manihot, M. oaxacana, analisis bayesiano, nucleo,
cloroplasto, analisis de distribucion potencial

INTRODUCCION

Manihot es un género nativo de América que incluye alrededor de 98 especies, la
mas conocida de las cuales es M. esculenta subsp. esculenta, comunmente llamada
cassava, yuca o mandioca, que constituye la principal fuente de carbohidratos en
numerosos paises del Tercer Mundo. Alrededor de 80 de las especies de Manihot son
nativas de Sudamérica, mientras que unas 20 habitan en el sur de Estados Unidos,
México y parte de Centroamérica. Dieciséis de estas 20 especies habitan exclusivamente
en México.

Las especies de Manihot son encontradas en regiones relativamente secas. Cuando
han sido reportadas en bosques himedos, son encontradas en los claros de los mismos.

Las especies de este género exhiben varios atributos comiunmente interpretados como
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adaptaciones a la escasez de agua. Entre tales atributos han sido mencionados la
presencia de grandes raices tuberosas en las especies arbustivas y herbaceas, y de tallos
caducifolios en varias especies arbustivas. Gran parte de las especies es sensible a las
heladas, por lo que su limite de distribucién altitudinal es de 2,000 msnm. Las especies
norteamericanas son encontradas en suelos calizos de origen relativamente reciente.
Una especie habita en los estados de Morelos y Puebla, tres en los estados de Nuevo
Leon y Tamaulipas, y 16 en la vertiente del Pacifico mexicano (una de las cuales ha
extendido su distribucion hasta la Peninsula de Yucatan) (Rogers y Appan, 1973).
Todas las especies son poco abundantes en su area de distribucidon y nunca constituyen
elementos dominantes de la vegetacion local.

El hecho de que las especies de Manihot constituyan elementos poco abundantes de
la vegetacion podria contribuir a que desconozcamos aun el nimero y la identidad de
todas las especies de este género que habitan en nuestro pais. Esto es lamentable, ya que
este grupo de especies constituye un modelo muy apropiado para el estudio de la
evolucién convergente del tamafio corporal porque exhibe una gran diversidad de
tamafios y de formas de vida cuyo surgimiento fue aparentemente promovido, al menos
parcialmente, por las condiciones ambientales.

En septiembre de 2010 la segunda autora encontrd, como parte de un viaje de colecta en
el marco del proyecto de la Flora de Guerrero, una pequeia poblacion de individuos en
fructificacion afines a M. oaxacana D.J. Rogers & Appan (M. cf. oaxacana), especie
cuya ocurrencia ha sido reportada exclusivamente en el estado de Oaxaca. La presencia
de esta poblacion puede deberse a una subestimacion del rango de distribucion de M.
oaxacana, a la inapropiada identificaciéon de los individuos de esta poblacion, que
podrian corresponder a alguna otra especie de Manihot distribuida en esa zona, o a que
dicha poblacion pertenece a una nueva especie. La posibilidad de que los individuos
hayan sido mal identificados por presentar hojas y héabitos de crecimiento semejantes a
los de M. oaxacana (Figura 1) se debe al hecho de que ha sido reportado que la forma
de las hojas puede variar incluso en el mismo individuo, ademés de que las especies de
Manihot posiblemente sufren eventos de hibridacion que podrian dar origen a
individuos de fenotipos intermedios (Chacén et al., 2008). Sin embargo, esta posibilidad
es remota puesto que quien diagnostico a los ejemplares (el tercer autor) es especialista
en la familia Euphorbiaceae y ha trabajado por largo tiempo en el estado de Guerrero.

Para determinar cudl de las dos opciones restantes es la mas plausible (i.e. si la nueva
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poblacion pertenece a M. oaxacana o si, por el contrario, pertenece a una nueva especie)

fueron llevados a cabo los procedimientos descritos en la siguiente seccion.

MATERIALES Y METODO

Fue colectada una muestra de un miembro de la poblacion de M. cf. oaxacana y con
ella fueron hechos andlisis filogenéticos. Los procedimientos empleados para obtener,
secuenciar, editar y alinear las cuatro regiones de ADN obtenidas a partir de M. cf.
oaxacana son mencionados en Cervantes et al. (2015). Las cuatro secuencias obtenidas
a partir de dicho ejemplar fueron alineadas con secuencias de los mismos marcadores, y
las de un quinto marcador, procedentes de 58 especies de Manihot nativas de Norte y de
Sudamérica. La matriz concatenada de los cinco marcadores fue analizada empleando
analisis bayesianos (Yang y Rannala, 1997) implementados en el programa MrBayes v.
3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001). Los modelos evolutivos empleados para cada
marcador, los parametros usados en la busqueda bayesiana y los procedimientos
llevados a cabo tras el andlisis bayesiano son los mismos empleados en el analisis
concatenado citado en Cervantes et al. (2015).

Para evaluar si la nueva poblacion de M. cf. oaxacana ocupa un ambiente comparable a
aquel ocupado por M. oaxacana fue empleado el programa MaxEnt (Phillips et al.,
2006), que es una herramienta de prediccion que utiliza datos climaticos y los registros
de colecta de una especie implementando un algoritmo llamado -maxima entropia”.
MaxEnt permite caracterizar el clima de cada localidad donde M. oaxacana ha sido
colectada e identificar las zonas donde muy probablemente existen condiciones
ambientales parecidas a las registradas en localidades conocidas (Phillips et al., 2006).
El resultado final es un modelo de prediccion consistente en un mapa de la extension
geografica del clima optimo en el que crece la especie.

Antes del célculo del modelo distribucion potencial, fueron georreferenciadas la
localidad del ejemplar de M. cf. oaxacana y todas las localidades de ejemplares de M.
oaxacana depositados en el Herbario Nacional (MEXU), el Herbario de la Facultad de
Ciencias de la UNAM (FCME) y el herbario virtual del Jardin Botanico de Missouri
(MO) (http://www.tropicos.org).

Para modelar la distribucion potencial de M. oaxacana y caracterizar las zonas con las
condiciones en las cuales crece, fue utilizada la configuracion por omision del programa

MaxEnt. Fueron utilizadas 19 capas de informacién climatica para el ajuste del modelo,
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las cuales fueron obtenidas de la WorldClim Global Climate GIS Database con una
resolucién espacial de 30 segundos (ca. 1 km?) (Hijmans et al, 2005;
http://www.worldclim.org).

Para evaluar la calidad del modelo, fueron utilizados los valores del area bajo la curva
ROC (receiver operating characteristics). A fin de validar el modelo, fue empleado el
70% de los registros puntuales de la especie, seleccionados al azar, para generar los
modelos, mientras que el 30% restante fue empleado para su evaluacion. Para delimitar
la proyeccion del modelo, fue usado como umbral el percentil del 10%.

Fue empleado el programa ArcGIS 9.3 (ESRI, 2006) para editar el modelo con base en
el umbral del percentil del 10%. El mapa resultante sirvidé para ubicar la poblacion de

M. cf. oaxacana y observar si el modelo de M. oaxacana la predecia.

RESULTADOS

El ejemplar de M. cf. oaxacana, depositado en el Herbario de la Facultad de
Ciencias (FCME) con el numero de voucher S. Valencia A. 4890, procede del
municipio de Iguala de la Independencia, en el estado de Guerrero, 5 km al S de la
Colonia Guadalupe. Las coordenadas en las que se ubica la poblacion son 18°21°18" N
y 99° 35738" W. La altitud de la localidad es de 942 msnm. El tipo de vegetacion es
bosque tropical caducifolio y los individuos de Manihot son escasos y tienen una altura
estimada de unos 4 m.

A partir de este ejemplar fueron obtenidas secuencias del espaciador intergénico
psbA-trnH, el intron trnl, el espaciador intergénico trnL-trnF (todos ellos del
cloroplasto), un segmento del gen nuclear que codifica a la fosfoenol piruvato
carboxilasa (PEPC) y un segmento de una version del gen nuclear que codifica a la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (referida como G3pdhnsss en Cervantes-
Alcayde et al., 2015). Estas secuencias fueron conjuntadas con secuencias de las
mismas regiones de 58 especies adicionales de Manihot, asi como con las secuencias de
otra version del gen de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (referida como
G3pdhys en Cervantes-Alcayde et al., 2015) provenientes de las especies
norteamericanas de Manihot. El alineamiento de todas las especies tuvo una longitud de
3,666 pares de bases y 123 caracteres variables. Una vez alineadas, las secuencias

procedentes de M. cf. oaxacana tuvieron una longitud de 3,019 pares de bases.
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En la Figura 3.2 se ilustra el arbol de consenso del andlisis bayesiano. En ¢l se
muestra que M. oaxacana y M. cf. oaxacana formaron un clado con el mayor valor de
apoyo posible (PP=1.00). Esto es congruente con la informacién proveniente de los
caracteres morfologicos, de acuerdo con la cual la poblacion de M. cf. oaxacana —
corresponde a M. oaxacana. Sin embargo, las ramas que conducen a M. oaxacana 'y a
M. cf. oaxacana son tan largas como las ramas que separam a varias especies de
Manihot (e.g. M. aesculifolia, M. angustiloba) de sus taxones hermanos. Lo anterior
sugiere que M. cf. oaxacana tiene una serie de autapomorfias moleculares que la
diferencian de M. oaxacana. De acuerdo con algunos conceptos de especie, estas
caracteristicas serian suficientes para que M. cf. oaxacana fuera considerada una
especie distinta. Tal es el caso del Concepto Filogenético de Especie (Cracraft, 1989).

En cuanto a los analisis de distribucion potencial, estos muestran que el modelo que
predice la distribucion de M. oaxacana no predice la localidad de M. cf. oaxacana
(Figura 3.3), sugiriendo que ésta es diferente a las localidades en las que M. oaxacana
es encontrada. Ciertos conceptos de especie asumen que la ocupacion de un nicho
ecoldgico distintivo constituye una caracteristica suficiente para diagnosticar a una
especie. Tal es el caso del Concepto Cohesivo de Especie (Templeton, 1989). De
acuerdo con este concepto, M. oaxacana y M. cf. oaxacana constituirian especies

distintas dado que sus miembros carecen de intercambiabilidad demogréafica.

CONCLUSIONES

La poblacion encontrada en Guerrero por la segunda autora es de una especie muy
semejante morfologicamente a M. oaxacana. Los andlisis filogenéticos efectuados
indican que, si bien estd cercanamente emparentada con M. oaxacana, exhibe respecto a
¢ésta una divergencia molecular comparable a aquella existente entre pares especies de
Manihot diagnosticables morfologicamente. De manera semejante, los analisis de
distribucion potencial muestran que el modelo que predice la distribucion de M.
oaxacana no predice la localidad en la que M. cf. oaxacana fue encontrada. Estas
observaciones sugieren que M. cf. oaxacana constituye una especie nueva de acuerdo
con el Concepto Filogenético de Especie y el Concepto Cohesivo de Especie,
respectivamente.

En lo referente al rango de distribucion de M. oaxacana, los andlisis de distribucion

potencial muestran que existe una alta probabilidad de encontrar a M. oaxacana en
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zonas en las que no ha sido reportada hasta ahora. Dada la escasez de individuos que
caracteriza a las poblaciones de Manihot, esto podria implicar que las distribuciones
previamente reportadas para las mismas son imprecisas y, probablemente, constituyen
subestimaciones de sus areas de distribucion reales. Lo anterior sugiere que es necesaria
una revision de los datos depositados en los ejemplares de herbario, asi como un
esfuerzo de colecta mas intenso, para aproximarnos no solo al verdadero numero de
especies ni a las areas de distribuciéon de las mismas, sino también a informacion

esencial sobre su biologia reproductiva (e.g. organismos que las dispersan).
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Figura 3.1. Imagenes de uno de los individuos de M. cf. oaxacana encontrados en
las proximidades de Iguala, Guerrero. (A) Imagen de una planta completa
mostrando el habito y el tamafio aproximado. (B) Detalle de las hojas. Fotos de S.
Valencia Avalos.
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Figura 3.2. Arbol de compromiso de mayoria del 50% ilustrando las relaciones
entre las especies norteamericanas de Manihot y una seleccion de especies
sudamericanas. La filogenia esta basada en tres marcadores de cloroplasto (psbA-
trnH, intrén trnL y trnL-trnF) y tres marcadores nucleares (PEPC, G3pdhna y
G3pdhnasa). Para M. cf. caxacana sélo pudieron ser obtenidas las secuencias de
psbA-trnH, el intron trnL, trnL-trnF, PEPC y G3pdhnasa. Las probabilidades
posteriores se muestran sobre las ramas. El cuadro gris muestra el clado formado
por M. oaxacanay M. cf. oaxacana.
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Figura 3.3 Mapa que ilustra la distribucién potencial de M. oaxacana. 0: Areas con
las condiciones ambientales 6ptimas para que crezca M. oaxacana. 1: Areas con
condiciones ambientales no optimas para que crezca M. oaxacana. Circulos verdes:
localidades de M. oaxacana. Cuadrado negro: localidad en la que fue encontrada
M. cf. oaxacana

o~

Legend

Hoja2$ Events

* <all other values>
especie

W ManihSus

@ Manihot

* Hoja1$ Events
o
11
[]dest_2010gw

46



4, ANALISIS DE LA CORRELACION ENTRE EL
TAMANO CORPORAL, 31 VARIABLES ANATOMICAS Y 19
VARIABLES BIOCLIMATICAS EN LAS ESPECIES
NORTEAMERICANAS DE MANIHOT (EUPHORBIACEAE)

RESUMEN

Las especies norteamericanas de Manihot parecen constituir un modelo apropiado para el
estudio de la evolucion del tamafio corporal y de los atributos anatomicos correlacionados con él
puesto que constituyen un clado cuyas especies exhiben tamafios diversos asociados a hébitos
de crecimiento que han evolucionado convergentemente. Adicionalmente, el tamafio en estas
especies estd correlacionado positivamente con la homogeneidad de la temperatura,
temperaturas superiores en la parte mas fria del afio y mayores precipitaciones, lo que brinda
apoyo adicional a la hipotesis de que el tamafio evoluciondé de manera adaptativa. En este
trabajo fue evaluada la relacion entre la circunferencia en la base del tallo y 31 variables
anatomicas en 19 de las 20 especies que conforman este clado. La circunferencia y ocho de
dichas variables exhiben sefial filogenética, aunque aquella detectada en la circunferencia podria
ser un efecto del pequefio tamafio de muestra. Adicionalmente, 15 de las variables anatomicas
estan relacionadas con la circunferencia y correlacionadas entre si. Cuatro de tales variables
estan relacionadas con el nimero de vasos y el area del lumen de los elementos de vaso, tres con
el nimero de radios, el nimero de hileras que constituye cada radio y el area transversal de las
células de los radios y cuatro con el parénquima axial. Solo dos de las variables relacionadas
con la circunferencia involucran atributos de las fibras. El area transversal de los elementos de
vaso, la proporcion de radios con mas de una hilera de células, el area transversal de las células
de los radios y la proporcion del area transversal del tallo ocupada por los tres tipos de
parénquima axial estan positivamente relacionadas entre si. A su vez, tales atributos estan
negativamente relacionados con el nimero de vasos y el nimero de radios. Las variables
anatomicas antes mencionadas estan correlacionadas con las mismas variables bioclimaticas que
la circunferencia, lo que sugiere que cualquier inferencia respecto a la relevancia adaptativa de
dichas variables debe ser efectuada tomando en consideracion el tamafio corporal.
Adicionalmente, estas variables y aquellas no relacionadas con la circunferencia estan
correlacionadas con variables bioclimaticas con las que la circunferencia no necesariamente lo
esta.

Palabras clave: tamafio corporal, atributos anatémicos, convergencia, correlaciones tamafo
corporal-atributos anatomicos, sefial filogenética

INTRODUCCION

El tamafo corporal es uno de los caracteres con mayores implicaciones para el
desempefio y la adecuacion de los organismos. Consecuentemente, es un atributo que
regula de manera determinante las interacciones entre dichos organismos y los
miembros de otras especies o entre éstos y el ambiente, tal como ha sido ampliamente
documentado tanto en animales (e.g. Bonner, 2006; Koehl, 2000; Wikelski, 2005) como
en plantas (e.g. Aarssen et al., 2006; Enquist, 2003; Givnish, 1995; Westoby et al.,
2002) (ver Capitulo 1).
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El tallo de las plantas es una estructura que puede contribuir a investigar de
manera particularmente fructifera los efectos del tamafio corporal sobre el desempefio
de estos organismos. Este organo estd relacionado con gran parte de los procesos
indispensables para la vida de las plantas vasculares (i.e. la conduccion de agua, el
almacenamiento de compuestos y el soporte de los tejidos fotosintéticos) y es
relativamente sencillo estructuralmente en relacion con otros 6rganos. Su importancia y
su relativa simplicidad estructural garantizan, entonces, que sea relativamente sencillo
evaluar la relacion entre el conjunto de funciones que el tallo hace posible, las
caracteristicas anatdémicas responsables de las mismas, las disyuntivas entre dichas
funciones y las condiciones ambientales (Carlquist, 1988, 2001 y 2003; Hacke y Sperry,
2001; Holbrook, 1995; Mauseth, 1988; Rosell, 2010; Rosell et al., 2007) (ver Capitulo
1).

Las especies norteamericanas de Manihot constituyen un grupo prometedor para el
estudio tanto de la evolucion del tamafio corporal y las caracteristicas anatomicas del
tallo a ¢l asociadas, como de las condiciones ambientales que pudieron haberla
promovido. La hipotesis filogenética mas reciente de estas especies sugirid que este
conglomerado de alrededor de 20 faxa constituye un grupo monofilético en el que el
tamafio corporal y las cinco formas de crecimiento a €l asociadas han evolucionado
convergentemente (Cervantes-Alcayde et al., 2015). No obstante, no puede ser
descartada la existencia de sefial filogenética sobre el tamafio corporal y los atributos
anatomicos de las especies.

Por consiguiente, el objetivo de este capitulo consiste en evaluar la posible
existencia de sefial filogenética sobre el tamafo corporal y 31 caracteristicas anatomicas
del tallo de las especies norteamericanas de Manihot, asi como las correlaciones
existentes entre éstos y las condiciones ambientales que pudieron haber contribuido a su
evolucion.

La discusion detallada de los resultados que seran descritos en este capitulo sera
efectuada en el Capitulo 5, mientras que las conclusiones detalladas seran expuestas en
el Capitulo 6.

MATERIALES Y METODOS

Medicion del tamaiio corporal - Fueron colectadas muestras de la base del tallo
de todas las especies norteamericanas de Manihot, con la excepcion de M. walkerae.

Como variables indicadoras del tamafio corporal fueron elegidas la longitud y la
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circunferencia en la base del tallo. Las longitudes de los individuos muestreados fueron
medidas con una cinta métrica, aunque no fue posible hacerlo en varias de las especies.
La circunferencia en la base del tallo de las especies de mayor tamafo fue medida con
una cinta métrica, mientras que en las especies mas pequefias la circunferencia fue
calculada a partir del didmetro de los tallos.

Adicionalmente, fueron revisados 418 ejemplares de las especies norteamericanas
de Manihot depositados en el Herbario Nacional (MEXU), el Herbario de la Facultad de
Ciencias de la UNAM (FCME) y el Herbario Virtual del Jardin Botanico de Missouri
(http://www.tropicos.org). Fueron extraidos las longitudes y las circunferencias de los
ejemplares en los que esta informacion esta reportada. La mayoria de dichos ejemplares
solo cuenta con datos de longitud, de manera que fue ésta la variable empleada para
evaluar la existencia de sefial filogenética sobre el tamafio corporal en los individuos

depositados en los herbarios.

Realizacion de las preparaciones y obtencion de las variables anatomicas -
Los fragmentos de tallo colectados fueron almacenados en etanol acuoso al 70% hasta
que fueron hechas las preparaciones. Antes de hacerlas, fueron cortados fragmentos
rectangulares de alrededor de 1 cm’

embebidos en parafina (Ruzin, 1999) o PEG (Sandoval-Zapotitla et al., 2005). A partir

que posteriormente fueron deshidratados y

de estos fragmentos fueron realizados cortes transversales de entre 10 y 15 gm usando
un microtomo rotatorio, que luego fueron tefiidos usando la técnica combinada de azul
alciano con safranina. Adicionalmente, fueron hechas maceraciones que luego se
tifieron con safranina usando solucién Jeffrey (Ruzin, 1999). A partir de estas
preparaciones y maceraciones fueron medidas 19 variables anatémicas para un
individuo de cada una de las 19 especies norteamericanas de Manihot de las cuales se
tienen muestras. Dichas variables fueron seleccionadas debido a la relevancia
fisiologica que les ha sido atribuida, a su relacion funcional con atributos
presumiblemente relevantes o a la relacion observada en el curso de las mediciones
entre dichas variables y la circunferencia. Las imdgenes de tales variables fueron
obtenidas con un microscopio OLYMPUS IX2-UCB (Olympus Co. Ltd, Japan)
mientras que las mediciones fueron efectuadas usando el programa Image-Pro Plus v.
7.0 para Windows (Media Cybernetics, Inc., Bethesda, MD). Los nombres, las
abreviaturas, la relevancia funcional atribuible a dichos atributos (en caso de ser

conocida) y otras variables calculadas a partir de los mismos, asi como el numero de
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mediciones hechas por individuo, aparecen en la Tabla 4.1. Ilustraciones de algunas de

las variables aparecen en la Figura 4.1.

Obtencion de las variables bioclimaticas y analisis estadisticos - A partir de las
coordenadas obtenidas en los lugares de colecta de los individuos anatomizados fueron
obtenidos los valores de las 19 variables bioclimaticas incluidas en la WorldClim
Global Climate GIS Database (http://www.worldclim.org) usando la metodologia
descrita en el Capitulo 3 (ver Apéndice 4.1 para una lista de dichas variables).

La posible existencia de sefial filogenética sobre el tamaifio corporal y sobre los
atributos anatdémicos fue evaluada empleando los estadisticos A (Pagel, 1999) y K
(Blomberg, Garland y Ives, 2003), cuyos valores fueron obtenidos usando los paquetes
-ape” (Paradis, Claude y Strimmer, 2004) y —phytools” (Revell, 2012) implementados
en R (R Development Core Team, 2013).

Una vez obtenidos los valores de A y de K fue posible determinar cudles atributos
anatomicos podian ser analizados utilizando estadisticos convencionales y cudles lo
serian usando métodos que toman explicitamente en consideracion la filogenia. Las
correlaciones entre los atributos carentes de sefial filogenética y entre éstos y las
variables bioclimaticas fueron evaluadas usando el coeficiente de correlacion de
Pearson (1895) o la rho de Spearman (1904) implementados en el programa SPSS (v.
15.0 para Windows). Las correlaciones entre los atributos que exhibieron sefial
filogenética y entre los mismos y las 19 variables bioclimaticas fueron analizadas

usando el método de contrastes independientes (Felsenstein, 1985) implementado en R.

RESULTADOS

Seiial filogenética y correlaciones entre el tamafio corporal y las variables
anatomicas - La longitud de los ejemplares de Manihot depositados en los herbarios
consultados no exhibe sefial filogenética (A=0.234; K=0.313, P=0.249), mientras que la
circunferencia de los individuos a partir de los cuales fueron obtenidas las muestras
anatomicas si presenta sefal filogenética. La circunferencia en la base del tallo, asi
como los promedios de los atributos anatdmicos para cada especie y los valores de A y
de K correspondientes a cada caracter morfoldgico aparecen en la Tabla 4.2. Ademas de
la circunferencia, ocho de las 31 caracteristicas anatomicas medidas o calculadas

exhiben senal filogenética. Cuatro de las ocho caracteristicas que la exhiben (Nv, NR,
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PAV y DEAVM) estan entre aquellas mas correlacionadas con el resto de los atributos,
como puede observarse en la Figura 4.2, en la que son ilustradas las correlaciones con r
o p>0.500.

Por otro lado, Nv, NR, PAV, DEAVM vy otras once variables estan
significativamente relacionadas con la circunferencia (Tabla 4.2; Fig. 4.2). IA, PRMH,
% Par. Axial, % ATOPAT, ATOPT/ATOV, ATOPAT/ATOPT, AMV, PAV, DEAVM,
ArCPR y LoFi estan positivamente relacionados con la circunferencia. Esto es, el
incremento en el tamafio corporal tiende a estar relacionado con una mayor proporcion
de vasos agrupados, mayor proporcion de radios con mas de una hilera de células de
parénquima, mayores proporciones del area transversal ocupadas por parénquima axial
total, parénquima axial apotraqueal y parénquima axial paratraqueal (s6lo si se le
corrige por el area transversal ocupada por vasos), mayor proporcion de parénquima
axial apotraqueal respecto al parénquima axial paratraqueal, mayores area transversal
maxima, area transversal promedio y desviacion estandar de las areas de los elementos
de vaso, mayores areas transversales de las células del parénquima radial y mayores
longitudes de las fibras. De manera inversa, Nv, NR, NH y LoPaAx/LoFi estan
negativamente relacionados con la circunferencia. Esto implica que el incremento en el
tamafio corporal tiende a estar relacionado con menores numeros de vasos, de radios y
de hileras de parénquima radial, asi como con un mayor crecimiento intrusivo de las
fibras.

Las correlaciones existentes entre las variables anatdmicas vinculadas con el
tamafio son congruentes con aquellas existentes entre la circunferencia y dichas
variables. Esto es, las variables relacionadas positivamente con la circunferencia estan
también positivamente correlacionadas unas con las otras, aunque la mayoria de ellas
estd correlacionada con menor nimero de atributos de lo que lo esté la circunferencia.
PRMH, ATOPAT y ArCPR destacan debido a la cantidad de variables con la que estan
correlacionadas, que fue casi la misma que aquella con la que el tamafio corporal lo
estd. Del mismo modo, las variables negativamente relacionadas con la circunferencia
estan correlacionadas positivamente unas con las otras y negativamente con aquellas
cuya correlacion con la circunferencia es positiva, aunque todas ellas estan
correlacionadas con menor nimero de atributos de lo que lo estd el tamafio. Nv y NR
sobresalen por el gran niimero de variables con el que estan correlacionadas (Fig. 4.2;

Apéndice 4.2).
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Ademas de las variables significativamente relacionadas con la circunferencia, tres
variables estan en el limite de exhibir una correlacion significativa con el tamafio
corporal. Dichas variables son AnFi, GPF y GPV/AV. Las dos primeras, relacionadas
positivamente con el tamafio corporal, sugieren que el incremento en el tamafo tiende a
estar relacionado con fibras y paredes de las fibras mas anchas. La tercera de estas
variables, correlacionada negativamente con la circunferencia, sugiere que el
incremento en el tamafio tiende a estar relacionado con elementos de vaso con paredes
menos gruesas respecto al area del lumen.

La abrumadora mayoria de las correlaciones con r o p > 0.500 ocurre entre
atributos relacionados con el tamafio corporal (Tabla 4.2; Fig. 4.2), mientras que algo
mas de la cuarta parte de las correlaciones con valores de r o p < 0.500 involucra a
variables relacionadas con la circunferencia (Ap. 4.2). Es decir, las variables anatomicas
no relacionadas con el tamafio corporal muestran una integracion muy pobre con el
resto de las variables anatomicas si se les compara con los atributos vinculados con la
circunferencia.

De particular interés en el caso de atributos no relacionados con la circunferencia
son la anchura de las fibras y la longitud y el grosor de la pared tanto de las fibras como
de los elementos de vaso. A pesar de constituir atributos de distintos tipos celulares,
estas variables estan correlacionadas positivamente (Ap. 4.2). Esto sugiere que tales
atributos estan determinados, al menos parcialmente, por el mismo factor causal (que
posiblemente sea ontogenético).

Adicionalmente, si bien las proporciones de area transversal del tallo ocupada por
vasos, por fibras y por parénquima radial no estuvieron relacionadas con la
circunferencia, la proporcion de area transversal ocupada por fibras si lo estuvo con las
otras dos variables y también con la proporcion de parénquima axial. Asi, la proporcion
de fibras esta negativamente relacionada con la proporcion tanto de parénquima radial

(Fig. 4.2) como de parénquima axial y de vasos (Ap. 4.2).

Correlaciones entre el tamafo corporal, las variables anatomicas y las
variables bioclimaticas - La circunferencia esté significativamente relacionada con seis
de las 19 variables bioclimaticas. Tales variables son la isotermalidad, la estacionalidad
de la temperatura, el promedio de la temperatura del trimestre mas frio, la precipitacion
anual, la precipitacion del mes mas himedo y la precipitacion del trimestre mas

himedo. En resumen, el tamafio corporal estd positivamente relacionado con climas en
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los que las diferencias entre las temperaturas diarias y anuales mas elevadas y mas bajas
son menores, en donde la desviacion estandar de la temperatura es menor y en donde las
precipitaciones son superiores, particularmente aquellas de los meses mas humedos. Las
variables bioclimaticas vinculadas con la precipitacion fueron las que exhibieron los
valores mas altos de r o de p y los valores mas elevados de significancia (Figura 4.3).

En la siguiente seccidn seran descritas algunas tendencias encontradas al analizar
cualitativamente la respuesta conjunta de la circunferencia y las variables anatémicas a
ella vinculadas con las seis variables bioclimaticas con las que el tamafo corporal esta
relacionado. En la dltima seccidn seran mencionadas ciertas tendencias halladas al
analizar cualitativamente la correlacion entre todas las variables anatomicas y las

variables bioclimaticas con las que la circunferencia no esta relacionada.

Correlaciones entre variables anatomicas relacionadas con la circunferencia
y las variables bioclimaticas - La respuesta a las variables bioclimaticas de las
variables anatomicas relacionadas con el tamafio corporal no es idéntica a la de la
circunferencia. No todos los atributos anatdomicos estan relacionados con las variables
biocliméticas vinculadas a la circunferencia. No obstante, todos ellos son congruentes
con el tamafo corporal. Es decir, cuando los atributos anatomicos estdn positivamente
relacionados con la circunferencia y vinculados con la variable bioclimatica a la que la
circunferencia estd asociada, su correlacion tiene el mismo signo que la correlacion
entre el tamafio corporal y dicha variable. Por el contrario, cuando los atributos estan
negativamente relacionados con la circunferencia y estan asociados con la variable
bioclimatica con la que la circunferencia estd correlacionada, su correlacion tiene el
signo opuesto al de la relacion entre el tamafio corporal y dicha variable. La unica
excepcion la constituye IA, correlacionada negativamente con la precipitacion del mes
mas himedo y la precipitacion del trimestre mas hiimedo cuando la circunferencia esta
correlacionada positivamente (Fig. 4.3).

Los atributos anatomicos correlacionados con la circunferencia muestran ciertas
tendencias en su asociacion con las variables bioclimaticas. Los atributos relacionados
con el area de los elementos de vaso tienen una relacion reducida con las variables
bioclimaticas vinculadas con la temperatura, con la excepcidn de la estacionalidad de la
temperatura. Por el contrario, los atributos anatémicos relacionados con el parénquima
axial y el parénquima radial estdn fuertemente vinculados con las variables

bioclimaticas relacionadas con la temperatura. En cuanto a las variables bioclimaticas
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Tabla 4.1 Lista de las variables anatomicas medidas y de la relevancia funcional que les ha sido atribuida. Tipo de preparacion = CT: Corte

transversal; M: Maceracion.

: No aplica. *: Relevancia funcional desconocida. PoArTr: Porcentaje del area transversal. EV: Elementos

de vaso. ATC: Area total del campo (970,646-2,200,000 ). PR: Parénquima radial. PA: Parénquima axial. PAT: Parénquima axial
apotraqueal. PT: Parénquima axial paratraqueal. ATOV: Area transversal ocupada por elementos de vaso. ATOPR: Area transversal
ocupada por parénquima radial. ATOPA: Area transversal ocupada por parénquima axial. ®: Carlquist, 1988; ®: Lev-Yadun, 2001; ©:
Martinez-Cabrera et al., 2009; “: Sperry, 2003; ©: Zieminska et al., 2013; ©: Zieminska et al., 2015.

Nombre de la variable Abreviatura Calculo No. de mediciones Relevancia funcional
por especie
(Preparacion/Aumento)

Numero de vasos Nv e 5 campos (CT/10x) Redundancia de los elementos
conductores de agua, que
incrementa la seguridad ©.

Indice de agrupamiento 1A No. vasos agrupados 5 campos (CT/10x) Misma que Nv @,
No. total de vasos
Tamatfio promedio por TPA No. de vasos agrupados 5 campos (CT/10x) Misma que Nv @,
agrupamiento No. de agrupamientos
Desviacion estandar del nimero DEVAM e 5 campos (CT/10x) *
de vasos por agrupamiento
Numero de radios NR e 5 campos (CT/10x) Almacenamiento de fotosintatos

(@)

Prevencion de embolismos en los
vasos ©.

Provision de agua y agentes
osmoéticos que permiten reparar
los embolismos ©.

Contribucion al  moddulo de

elasticidad .
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Numero de hileras de células por
radio

Proporcién de radios con mas de
una hilera de células

PoArTr ocupada por EV

PoArTr ocupada por PR

PoArTr ocupada por PA

PoArTr ocupada por PAT
PoArTr ocupada por PT
PoArTr ocupada por fibras

Area total ocupada por PT
Area total ocupada por EV

Area total ocupada por PAT
Area total ocupada por PT

Area transversal méaxima de los
EV

Promedio de las areas
transversales de los EV

NH

PRMH

% Vasos

% Par. Radial

% Par. Axial

% ATOPAT

% ATOPT

% Fibras

ATOPT/ATOV

ATOPAT/ATOPT

AMV

PAV

No. de radios con mas de una hilera de células
No. total de radios

(3 éreas de todos los elementos de vaso) * 100
ATC

(3 areas de todos los radios) * 100
ATC

(3 éreas de todas las células del parénquima axial) * 100

ATC

(3 éreas de todas las células del PAT)*100
ATC

(3 areas de todas las células del PT) *100
ATC

(ATC-((ATOV+ATOPR+ATOPA))

> areas de todos los elementos de vaso
No. total de elementos de vaso

5 campos (CT/10x)

5 campos (CT/10x)

5 campos (CT/10x)

5 campos (CT/10x)

5 campos (CT/10x)

5 campos (CT/10x)

5 campos (CT/10x)

5 campos (CT/10x)

5 campos (CT/10x)

5 campos (CT/10x)

Una célula

5 campos (CT/10x)

Eficiencia conductora por la
redundancia de los elementos

conductores @.

Misma que NR @9,

Almacenamiento de fotosintatos
(a)

Prevencion de embolismos en los
vasos ©.

Provision de agua y agentes
osmoéticos que permiten reparar
los embolismos ©.

Misma que % Par. Axial ®©,

Misma que % Par. Axial ®©.

Densidad de la madera © .

Misma que % Par. Axial ®©,

Eficiencia y seguridad en la
conduccion de agua @9,
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Desviacion estandar de las areas
de los EV

Grosor de la pared de los EV

Gyosor de la pared del EV
Area transversal del EV

Grosor de la pared de las fibras

Area del lumen de la fibra

Grpsor de la pared de la fibra
Area del lumen de la fibra

Area transversal de las células del
parénquima radial

Longitud de las fibras

Anchura de las fibras

Longitud de las fibras
Anchura de las fibras

DEAVM

GPV

GPV/AV

GPF

ALF

GPF/ALF

ArCPR

LoFi

AnFi

AnFi/LoFi

5 campos (CT/10x)

10 células (CT/100x)

10 células
(CT/100x/40x)

10 células (CT/100x)

10 células (CT/100x)

10 células (CT/40x)

10 células (M/10x)

10 células (M/40x)

Prevencion de la deformacion de
los elementos de vaso causada por
tensiones elevadas .
Contribucion al moddulo de
elasticidad .

Resistencia a la cavitacion @

Sostén @,
Contribucion al modulo de
elasticidad @,

Densidad de la madera © 9.
Resistencia a la cavitacion ©©.
Densidad de la madera ©©
Sostén @

Densidad de la madera
Resistencia a la cavitacion

(c.e)
(a, ¢)

Rigidez @,
Densidad ©.

Densidad ©

Densidad ©
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Longitud de los elementos de
vaso

Longitud de las células del
parénquima axial

Longitud de las células del PA
Longitud de las fibras

Longitud de las células del PA
Longitud de los EV

LoVa

LoPaAx

LoPaAx/LoFi

LoPaAx/LoVa

10 células (M/10x)

10 células (M/40x)

Longitudes reducidas podrian
incrementar la resistencia a la
tension al impedir que las células
se deformen o al aislar los
embolismos @.

Rigidez @.
Resistencia a la cavitacion de la

red de vasos @9,

*
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Figura 4.1 Fotografias en las que son mostradas algunas de las células y variables
anatomicas medidas. a) Corte transversal observado con un aumento de 10x. b)
Detalle del mismo corte transversal observado con un aumento de 40x. ¢) Corte
transversal observado con un aumento de 100x. d) Maceracion observada a 10x. e)
Maceracion observada a 40x.
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Longitud de la célula del parénquima axial

relacionadas con la precipitacion, los atributos vinculados con el area de los elementos
de vaso tienen una relacion intensa con las mismas (con la excepcion de AMV),
mientras que los atributos anatomicos relacionados con el parénquima axial y el
parénquima radial estdn menos frecuentemente relacionados con estas variables de lo

que lo estan con aquellas vinculadas a la temperatura (Fig. 4.3).

Correlaciones entre las variables anatémicas y las variables bioclimaticas no
relacionadas con la circunferencia - La mayor parte de los atributos anatdmicos
relacionados con la circunferencia estan correlacionados también con variables
bioclimaticas con las que el tamafio corporal no lo esta. Entre los patrones encontrados
en dichas correlaciones, se tiene que ArCPR tiende a estar positivamente relacionada
con la estacionalidad de la precipitacion y a estarlo negativamente con las
precipitaciones del trimestre mas frio y del mes y trimestre mas secos. PRMH tiende a
estar positivamente relacionada con las precipitaciones anual y del mes y trimestre mas
hiimedos, asi como con la estacionalidad de la precipitacion; inversamente, tiende a
estar negativamente correlacionada con las precipitaciones del trimestre mas frio y del

mes y trimestre mas secos. % Par. Axial y los atributos asociados tienden a estar
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Tabla 4.2. Promedio de las variables anatomicas medidas o calculadas para diecinueve especies norteamericanas de Manihot. Los niimeros en negritas
representan los valores minimo y maximo de cada atributo. § : atributo con sefial filogenética. En el rectangulo gris estin reportados los valores de
correlacion entre la circunferencia y la variable anatémica; *: 0.05 > p > 0.01, **: p < 0.01; para TPA y PAYV, el segundo valor reportado es el de la
desviacion estandar del atributo.

Circunferencia (cm?) § Nv § 1A TPA NR § NH § PRMH

A=0.625 A=0.659 A=0.0001 A=0.0001 A=0.425 A=0.271 A=0.393

K =0.640 K=10.574 K =0.246 K =10.441 K=10.574 K =0.509 K=0.391

P=0.008 P=0.008 P=0.542 P=0.071 P =10.003 P=0.015 P=0.082

----- -0.774 ** 0.497 * NS/NS -0.853 ** -0.682 ** 0.616 **
M. aesculifolia 12.45 7.52 +1.60 0.44 +0.15 2.10 + 041 31.36 £12.35 37.29 + 13.00 0.1838 £ 0.10
M.angustiloba 3.83 77.24 +23.14 0.79 +0.12 4.09 +2.30 34.14+7.79 36.18 +7.48 0.0632 + 0.04
M. auriculata 5.00 13.82+3.04 0.78 +0.10 2.54+0.72 27.17+5.45 33.46+7.13 0.2291 + 0.03
M. caudata 72.00 10.80 +1.30 0.87 +0.09 347+1.92 14.80 + 1.30 24.40 +1.52 0.5557 + 0.05
M _chlorosticta 9.85 22.41+9.43 0.71 +0.12 3.64 +2.20 27.04 +5.60 33.44 +3.81 0.3142 + 0.03
M. crassisepala 39.00 17.04 + 8.42 0.79+0.13 8.28 +5.80 17.58 + 0.49 21.47+2.60 0.2224 +0.16
M. davisiae 4.56 58.23 +31.54 0.76 +0.12 3.53+2.15 35.34+10.14 38.20+11.05 0.0817 + 0.05
M foetida 46.27 9.36 +2.32 0.87+0.12 3.17+1.22 17.98 + 1.44 24.54+2.01 0.3658 + 0.06
M. mevaughii 9.64 33.04 +6.36 0.75 +0.08 4.46 +3.26 25.46+2.76 25.88+£3.25 0.0149 + 0.02
M. michaelis 31.00 20.60 +9.58 0.69 +0.39 3.45+2.94 20.80 + 1.92 23.80+1.92 0.1458 + 0.05
M. oaxacana 16.20 24.94 + 8.00 0.85+0.10 4.48 +3.65 29.02 +5.78 33.32+6.57 0.1495 + 0.04
M. obovata 16.47 34.82+14.92 0.80 +0.11 3.25+1.82 2474 +3.47 25.74+3.70 0.0404 + 0.03
M. pauciflora 19.00 34.01 +14.25 0.92 +0.09 6.17 +7.48 20.61 +3.45 23.02 +4.33 0.1180 + 0.09
M. pringlei 8.30 43.02+6.68 0.90 +0.07 10.26 +3.77 23.48 +4.31 23.88 +3.60 0.0235 + 0.05
M. rhomboidea 4.06 4725+9.22 0.62 +0.09 3.17+1.50 36.86 +3.85 38.28 +4.17 0.0385 +0.03
M rubricaulis 3.00 31.18 £ 9.00 0.59 +0.27 3.11+1.80 40.50 +7.83 42.05+8.48 0.0387 + 0.09
M. subspicata 1.23 234.38 + 41.61 0.76 + 0.05 3.44 +2.07 90.46 + 8.56 90.80 + 8.15 0.0042 + 0.01
M. tomatophylla 83.00 10.75 +5.37 0.70 +0.22 3.08 + 1.61 11.33 +1.31 15.56 + 1.54 0.3600 +0.12
M. websteri 45.00 13.79 + 9.60 0.84 +0.10 337+2.13 21.29 +2.50 26.60 +3.06 0.2523 +0.09
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% Vasos % Par. Radial % Par. Axial % ATOPAT % ATOPT % Fibras ATOPT/ATOV
A=0.233 A=0.0001 A=0.0001 A=0.038 A=0.0001 A= 0.0001 A= 0.0001
K=0.317 K=0.187 K=0.222 K=0.284 K=10.190 K=0.158 K=0.293
P=0.259 P=0.895 P=0.704 P=0.386 P=0.863 P=0991 P=0.325
NS NS 0.612 ** 0.662 ** NS NS 0.474 *
M. aesculifolia 4.25+0.86 24.67 +3.20 2.73+0.37 2.49+0.32 0.24 +0.10 68.35+2.71 0.06 +0.030
M.angustiloba 9.98 +1.61 25.25+3.87 2.92+0.27 221+0.14 0.71 £ 0.19 61.85 +3.34 0.07+0.013
M. auriculata 5.09 +1.00 31.37+245 4.63 +0.83 4.19 +0.66 0.44 +0.18 5891 +2.47 0.09 +0.043
M. caudata 8.00 +2.24 27.80 +2.61 3.88+1.99 347+ 1.74 0.42 +0.28 60.32 +4.23 0.06 +0.055
M _chlorosticta 9.95+2.79 33.99 +1.89 6.34 +0.79 5.71+0.78 0.63 +0.07 49.71 + 3.70 0.07 +0.022
M. crassisepala 4.77+0.51 22.31+1.22 5.15+0.36 4.86 +0.34 0.29 + 0.09 67.77+1.79 0.06 +0.019
M. davisiae 7.38+1.47 28.32+2.61 2.32+0.46 1.91 +0.42 0.41+0.13 61.98 +3.03 0.06 +0.030
M foetida 459+1.15 23.34+2.18 5.44 +0.68 5.18+0.59 0.26 +0.11 66.62 +3.21 0.06 +0.012
M. mevaughii 6.16 +0.73 19.32 +2.48 1.91 +0.17 1.78 £ 0.15 0.13 + 0.06 72.61 +2.13 0.02 +0.010
M. michaelis 7.05+2.20 23.97+1.51 3.44+0.37 3.10+0.28 0.34 +0.12 65.54+3.12 0.05+0.017
M. oaxacana 7.92 +2.30 29.58 +2.17 6.17+0.84 5.81 + 0.84 0.37 +0.06 56.33 +2.72 0.05+0.013
M. obovata 7.22+1.43 21.57+2.10 434+1.07 3.86 +1.08 0.48 +0.13 66.87 +1.83 0.07 +0.024
M. pauciflora 6.74 + 1.06 27.38+1.70 3.49+0.29 3.07+0.42 0.42 +0.18 62.39 +1.53 0.06 +0.020
M. pringlei 6.60 + 1.00 28.98 +3.46 3.61 +0.44 3.00 +0.49 0.61 +0.14 60.80 +4.16 0.10 £ 0.036
M. rhomboidea 9.86 +0.80 21.79 +2.80 1.79 +0.55 1.58 +0.51 0.21 +0.05 66.56 +2.85 0.02 +0.004
M _rubricaulis 6.13+1.22 26.67 +4.03 2.72 +0.55 2.37+0.59 0.34+0.12 64.48 +3.90 0.05+0.014
M. subspicata 12.70 +3.90 25.54+1.55 0.97 +0.15 0.67 +0.07 0.30+0.10 60.78 + 4.26 0.02 +0.002
M. tomatophylla 7.37+2.84 18.61 +2.64 5.58 +1.00 4.89+0.92 0.69 +0.19 68.44 +1.88 0.10 + 0.035
M. websteri 4.13 +1.44 26.00 +2.59 441 +0.25 4.05+0.41 0.36 +0.19 65.45+1.98 0.08 +0.015
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ATOPAT/ATOPT § AMV (u4°) PAV () § GPV (u) GPV/AV GPF (1)
A= 0.549 A=0.368 A =0.562 A=0.134 A =0.0001 A =0.0001
K =0.456 K=0414 K =0.503 K =0.298 K =0.286 K=0.276
P=10.035 P=10.076 P=0.015 P=10.279 P=0.357 P=10.383
0.616 ** 0.571 * 0.690 **/0.723 ** NS NS NS
M. aesculifolia 11.33 +3.68 22,000 12,736.90 + 5,161.11 2.69 + 0.40 0.00016 + 0.00003 1.77 +0.33
M.angustiloba 3.28+0.78 17,000 3,109.59 +2,885.75 4.54+1.09 0.00062 + 0.00023 1.76 + 0.66
M. auriculata 10.64 +3.85 25,000 10,264.76 + 7,036.40 4.35+0.82 0.00029 + 0.00026 2.23+0.63
M. caudata 9.35+2.96 74,000 17,186.09 + 19,084.96 6.47 +2.04 0.00045 + 0.00066 2.68 +0.62
M _chlorosticta 9.17+1.50 39,000 9,594.26 + 10,031.22 4.63 +1.05 0.00027 + 0.00010 1.86 + 0.59
M. crassisepala 18.04 + 6.41 26,000 6,328.15 + 7,066.13 4.10 +0.63 0.00033 + 0.00012 2.39+0.53
M. davisiae 5.08+2.11 12,000 3,055.74 + 839.01 2.88 +0.53 0.00039 + 0.00009 1.92 +0.55
M foetida 22.41 + 8.68 39,000 10,768.93 +9,597.99 4.39+0.88 0.00050 + 0.00049 2.58 +0.49
M. mevaughii 15.79 + 5.49 17,000 4,054.66 + 3,820.24 3.78 + 1.00 0.00052 + 0.00030 2.22+0.44
M. michaelis 9.95 +3.34 60,000 7,157.07 +9,925.27 4.97+0.72 0.00029 + 0.00022 2.59+0.31
M. oaxacana 16.22 +3.94 35,000 6,955.77 +7,252.15 5.03+1.08 0.00028 + 0.00009 2.04+0.53
M. obovata 8.69 +3.95 38,000 4,437.32 + 4,966.50 391 +1.18 0.00133 + 0.00213 1.79 + 0.60
M. pauciflora 8.71 +4.18 24,000 4,304.97 + 4,802.51 5.36 + 1.06 0.00063 + 0.00031 2.12+0.58
M. pringlei 5.14+1.67 16,000 3,384.12 +3,522.98 4.44 +0.58 0.00056 + 0.00029 2.54+0.49
M. rhomboidea 7.65+1.81 19,000 4,629.16 + 4,269.85 4.14+0.98 0.00061 + 0.00049 2.57+0.52
M _rubricaulis 8.74 + 6.61 19,000 4,219.38 +4,009.05 3.98 +0.62 0.00049 + 0.00030 1.89 +0.45
M. subspicata 2.43 +1.00 12,000 1,197.20 + 1,711.87 2.96 +0.86 0.00071 + 0.00035 1.82+0.25
M. tomatophylla 7.49 +1.94 53,000 14,755.02 + 14,516.54 5.65+0.84 0.00022 + 0.00009 2.47 +0.45
M. websteri 13.38 + 5.46 26,000 5,925.15 + 7,305.04 4.91+0.59 0.00048 + 0.00038 2.72 4+ 0.32
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ALF (@)

A= 0.262

K=0.317

P=0.256
NS

GPF/ALF

A =0.00001
K=10.220
P=10.709

NS

ArCPR (1)

A=0.100
K=0.313
P=0.267
0.704 **

LoFi (u)

A=0.173
K=10.355
P=0.15
0.606 **

AnFi (1)

A=0.123

K=10.344

P=0.191
NS

AnFi/LoFi

A =0.0001

K=10.201

P=0.809
NS

M. aesculifolia
M.angustiloba
M. auriculata
M. caudata

M _chlorosticta
M. crassisepala
M. davisiae

M foetida

M. mcvaughii
M. michaelis
M. oaxacana
M. obovata

M. pauciflora
M. pringlei

M. rhomboidea
M rubricaulis
M. subspicata
M. tomatophylla
M. websteri

319.79 £ 91.84
162.72 + 66.83
272.89 + 142.85
409.90 + 134.24
273.54 +£63.43
221.41 +103.08
179.79 + 85.81
280.88 + 150.95
247.66 + 72.28
339.63 +290.65
202.88 + 83.78
265.49 £272.72
684.02 +232.55
288.54 + 86.95
166.35 £ 54.42
250.34 +102.82
157.68 + 73.25
324.77 + 180.54
246.27 + 80.53

0.0060 + 0.0022
0.0139 + 0.0099
0.0118 £ 0.0087
0.0072 £+ 0.0025
0.0073 +0.0033
0.0126 £+ 0.0050
0.0146 +£0.0111
0.0117 £ 0.0060
0.0100 £+ 0.0049
0.0109 £ 0.0060
0.0108 £ 0.0032
0.0136 +£0.0121
0.0036 + 0.0021
0.0098 £+ 0.0041
0.0170 + 0.0062
0.0090 £+ 0.0049
0.0163 +£0.0143
0.0105 £ 0.0070
0.0120 £ 0.0035

278.81 + 89.14
216.62 + 71.47
323.36 + 84.09
531.95 + 176.05
366.38 +90.93
299.53 + 63.70
205.03 + 82.03
488.89 + 175.47
247.17 + 59.87
401.01 + 131.34
357.02 + 134.48
221.09 + 129.70
397.33 + 122.77
287.40 + 116.73
232.18 + 72.98
198.18 + 77.93
165.43 + 68.29
500.65 + 264.06
356.77 + 85.86

899.40 +197.58
772.02 + 187.78
911.94 +124.34
876.53 +149.18
874.63 +124.21
1070.72 £ 195.50
682.52 +£93.74
907.50 +101.95
708.23 +£109.71
973.17 £ 96.74
851.17 +185.33
877.33 £ 157.61
813.70 + 128.42
877.95 +53.26
727.01 +£127.78
696.95 +74.73
638.96 + 100.22
1096.41 +241.13
1120.77 + 120.59

30.70 + 5.60
27.03 +2.94
29.31 +5.82
34.94 + 6.87
31.54 +4.57
32.54 +527
25.62 +4.88
31.09 +3.38
29.93 +4.28
38.45 + 11.66
35.88 +3.93
26.65 + 3.68
38.67 +4.31
3427 +8.62
25.60 +3.64

34.97 +5.63

22.71 + 4.43
33.22 +4.95
35.99 +3.75

0.0354 +0.0090
0.0363 +0.0067
0.0324 + 0.0067
0.0400 £+ 0.0048
0.0369 £+ 0.0085
0.0313 +0.0074
0.0377 £ 0.0059
0.0345 +0.0044
0.0439 +£0.0128
0.0398 +£0.0123
0.0436 + 0.0080
0.0309 + 0.0051
0.0483 +0.0072
0.0389 + 0.0092
0.0359 £ 0.0071
0.0507 + 0.0092
0.0360 + 0.0073
0.0318 +0.0093
0.0324 £+ 0.0045
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LoVa (u)

A= 0.00001
K=0.223
P =0.540

NS

LoPaAx

A=0.212

K=0.351

P=0.183
NS

LoPaAx/LoFi §

A=0.527
K =0.482
P=0.033
-0.476 *

LoPaAx/LoVa §

A =0.746

K=0.578

P=0.016
NS

M. aesculifolia
M.angustiloba
M. auriculata
M. caudata

M chlorosticta
M. crassisepala
M. davisiae

M foetida

M. mevaughii
M. michaelis
M. oaxacana
M. obovata

M. pauciflora
M. pringlei

M. rhomboidea
M rubricaulis
M. subspicata
M. tomatophylla
M. websteri

463.55 +112.83
439.08 + 125.09
435.94 + 85.49
623.27 + 86.65
454.29 + 124.84
482.89 + 107.88
347.67 + 115.14
500.95 + 81.51
486.67 + 86.79
628.43 +99.39
522.70 + 140.67
538.91 + 74.89
477.77 + 77.61
662.98 + 89.76
397.46 + 81.60
504.18 + 49.13
530.53 + 180.61
652.16 + 96.83
644.37 + 134.66

152.40 +51.13
139.07 £ 27.80
155.76 + 34.50
117.59 +20.79
136.65 +29.92
118.12 +28.96
111.82 +29.48
126.94 +23.55
114.06 +27.32
163.61 + 57.43
149.98 +36.06
109.66 +24.92
132.30 + 33.87
130.76 +36.45
139.10 +52.50
126.35 +24.35
99.04 + 14.56
133.86 +57.15
139.91 + 50.68

0.1694 + 0.0595
0.1801 +0.0587
0.1708 +0.0588
0.1342 +0.0474
0.1562 +0.0682
0.1103 + 0.0355
0.1638 +0.0620
0.1399 +0.0281
0.1610 + 0.0508
0.1681 +0.0617
0.1762 + 0.0628
0.1250 + 0.0326
0.1626 +0.0379
0.1489 +0.0378
0.1913 + 0.0910
0.1813 +0.0444
0.1550 +0.0379
0.1221 + 0.0446
0.1248 +0.0419

0.3288 +0.1355
0.3167 +0.1263
0.3573 + 0.0947
0.1887 +0.0471
0.3008 +0.1757
0.2446 + 0.0901
0.3216 +0.1146
0.2534 +0.0622
0.2344 + 0.0558
0.2603 +0.1153
0.2869 +0.1651
0.2035 +0.0589
0.2769 + 0.1001
0.1972 + 0.0662
0.3500 +0.1759
0.2506 +0.0531
0.1867 + 0.1690
0.2053 +0.1480
0.2171 +0.0956
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Figura 4.2. Correlaciones superiores a 0.50 encontradas entre las variables anatomicas. Las abreviaturas de dichas
variables aparecen dentro de los rectingnlos grises. Las variables incluidas dentro del circulo gris estdin significativamente
relacionadas com la circunferencia. Linea negra gruesa: correlacion positiva con p = 0.01; linea negra delgada: correlacion

positiva con 0.03 = p = 0.01. Linea gris gruesa: correlacién negativa con p < 0.01; linea gris delgada: correlacion negativa
con (.05 = p = 0.01. [3: variable con seiial filogenética.
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positivamente relacionados con las temperaturas anual, del trimestre més seco y del mes
y trimestre mas frios, asi como con la estacionalidad de la precipitacion; estos atributos
tienden a estar negativamente relacionados con la variacion anual de la temperatura y
las precipitaciones del trimestre mas frio y del mes y trimestre mas secos. LoFi tiende a
estar positivamente relacionada con las temperaturas anual y del mes y trimestre mas
frios, tendiendo a estarlo negativamente con la variacion anual de la temperatura y las
precipitaciones del trimestre mas frio y del mes y trimestre mas secos.

En cuanto a las variables no correlacionadas con el tamafio corporal, son
encontradas las siguientes correlaciones. TPA tiende a estar negativamente
correlacionado con las precipitaciones anual, del trimestre mas himedo y del trimestre
mas calido. % Vasos tiende a estar correlacionado positivamente con las precipitaciones
del mes y trimestre mas secos y del trimestre mas frio del afio, tendiendo a estarlo
negativamente con la variacion diurna de la temperatura. GPV tiende a estar
correlacionado positivamente con la isotermalidad y a estarlo negativamente con la
estacionalidad de la temperatura y las temperaturas promedio de los trimestres mas
hiimedo y mas célido del afio, asi como las precipitaciones de los trimestres més calido
y mas frio. GPV/AV tiende a estar correlacionado positivamente con la estacionalidad
de la temperatura, la variacion anual de la temperatura y la precipitacion del trimestre
mas seco, tendiendo a estarlo negativamente con la isotermalidad, la temperatura
minima del mes mas frio, la estacionalidad de la precipitacion y las precipitaciones del
mes y trimestre mas himedos. DEVAM tiende a estar correlacionada negativamente
con la isotermalidad y las precipitaciones anual, del trimestre mas calido y del mes y
trimestre mas humedos. % Par. Radial tiende a estar correlacionado positivamente con
la estacionalidad de la temperatura y a estarlo negativamente con la isotermalidad, las
temperaturas maxima del mes mas calido y promedio del trimestre mas frio y las
precipitaciones anual y del trimestre mas hamedo. % Fibras tiende a estar
correlacionado positivamente con la variacion diurna de la temperatura, la
isotermalidad, la temperatura maxima del mes mas célido y la precipitacion del
trimestre mas himedo, tendiendo a estarlo negativamente con la estacionalidad de la
temperatura y las precipitaciones del trimestre mas céalido y del mes y trimestre mas
secos. GPF tiende a estar correlacionado positivamente con la variacién diurna de
temperatura y a estarlo negativamente con las temperaturas promedio de los trimestres

mas hiimedo y mas célido. ALF tiende a estar correlacionada negativamente con las
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Promedio dela temperatnra anual Promedio de la variacién diurna de la temperatura
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Figura 4.3. Correlaciones superiores a 0.200 encontradas entre la circunferencia, las variables anatomicas v diecinueve
variables bioclimaticas. Las variables anatomicas significativamente relacionadas con la circunferencia aparecen dentro de
los circulos grises. © : correlacién con p = 0.01; < : correlacion con 0.05 = p = 0.01; .3+ : variable bioclimitica no
relacionada significativamente con la circunferencia. Los valores de correlacion significativos entre la circunferencia v las

variables hioclimiticas aparecen en los ovalos que siguen al nombre de dichas variables.
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Precipitacion del mes mas seco
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precipitaciones del mes mas humedo y de los trimestres mas céalido y mas frio.
GPF/ALF tiende a estar correlacionado positivamente con las precipitaciones anual, del
mes y trimestre mas hiimedos, del trimestre mas calido y del trimestre mas frio. AnFi
tiende a estar correlacionado negativamente con las precipitaciones de los trimestres
mas calido, mas seco y mas frio. AnFi/LoFi tiende a estar correlacionada positivamente
con la estacionalidad de la temperatura y a estarlo negativamente con la isotermalidad y
las precipitaciones anual y del mes y trimestre mas humedos. LoPaAx/LoVa tiende a
estar correlacionado negativamente con la temperatura maxima del mes mas calido y la
precipitacion del trimestre mas seco.

En cuanto a LoVa, %ATOPT y LoPaAx/LoFi, estos atributos no estan

correlacionados con ninguna variable bioclimatica (Fig. 4.3).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los analisis preliminares muestran que la circunferencia exhibe sefial filogenética
y la longitud no. Por lo tanto, determinar si el tamafio corporal exhibe tal sefal requerira
analisis subsecuentes.

Ademas del tamafio corporal, ocho variables anatomicas exhiben senal
filogenética, lo que indica que todo estudio venidero sobre la evolucion del tamaio
corporal y las variables anatomicas a ¢él asociadas requerird tomar en consideracion
explicitamente las relaciones filogenéticas entre las especies norteamericanas de
Manihot.

Adicionalmente, cerca de la mitad de las variables anatomicas esta correlacionada
con el tamafo corporal, lo que implica que cualquier investigacion sobre la evolucion de
los caracteres anatdmicos también debe tomar en consideracidon explicitamente la
correlacion entre estos caracteres y el tamafo corporal. Mas aun, los atributos
anatomicos relacionados con el tamafio corporal estan correlacionados entre si,
indicando que también las correlaciones entre dichos atributos deben ser tomadas
explicitamente en cuenta.

El tamafio corporal en las especies norteamericanas de Manihot esta
correlacionado con seis variables bioclimaticas. Lo anterior, ademas de investigaciones
previas (Cervantes et al., 2015), sugiere que este atributo ha evolucionado
convergentemente. La mayoria de los atributos anatémicos vinculados con el tamafio

corporal estd también correlacionada con variables bioclimaticas con las que la
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circunferencia esta vinculada, ademas de estarlo con otras con las cuales el tamano

corporal no lo esta.
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Apéndice 4.1 Lista de la 19 variables climaticas cuya relacion con el tamafio corporal y los atributos

anatomicos fue evaluada.

Variable climatica

Calculo

Promedio de la temperatura anual

Promedio de la variacion diurna de la temperatura

Isotermalidad

Estacionalidad de la temperatura
Temperatura maxima del mes mas calido
Temperatura minima del mes mas frio

Variacion anual de la temperatura

Promedio de la temperatura del trimestre mas humedo
Promedio de la temperatura del trimestre mas seco
Promedio de la temperatura del trimestre mas calido
Promedio de la temperatura del trimestre mas frio
Precipitacion anual
Precipitacion del mes mas humedo

Precipitacion del mes mas seco

Estacionalidad de la precipitacion
Precipitacion del trimestre mas hiimedo
Precipitacion del trimestre mas seco
Precipitacion del trimestre mas calido

Precipitacion del trimestre mas frio

(Promedio de las temperaturas mensuales) * 10

Promedio de (Temperatura maxima-Temperatura minima)
mensuales

(Promedio de la variacién diurna de la temperatura) * 100
Variacion anual de la temperatura

(Desviacion estandar) * 100
(Promedio de las temperaturas maximas) * 10
(Promedio de las temperaturas minimas) * 10

Temperatura maxima del mes mas céalido — Temperatura
minima del mes mas frio

(Promedio de las temperaturas mensuales) * 10
(Promedio de las temperaturas mensuales) * 10
(Promedio de las temperaturas mensuales) * 10

(Promedio de las temperaturas mensuales) * 10

( Promedio ) * 100

Desviacion estandar
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Apéndice 4.2. Correlaciones superiores a (.20 e inferiores o ignales a 0.50 encontradas entre las variables anatémicas. Linea
negra gruesa: correlacion positiva con p < 0.01; linea negra delgada: correlacién positiva con 0.05 = p = 0.0]. Linea gris
gruesa: correlacion negativa con p =< 0.01; linea gris delgada: correlacion negativa con 0.05 = p = 0.01. : variable
significativamente relacionada con la circunferencia. CJo []: variable con seiial filogenética.
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5. DISCUSION

5.1 Existencia de sefal filogenética sobre el tamafio corporal y las variables

anatomicas

La existencia de sefial filogenética sobre el tamafio corporal en las especies
norteamericanas de Manihot es dudosa. Si bien la circunferencia exhibe senal
filogenética, la longitud no. Sin embargo, sélo fueron analizados 19 datos de
circunferencia, mientras que fue posible analizar méas de cuatrocientos datos de
longitud. Esto abre la posibilidad de que el hallazgo de sefial filogenética sobre la
circunferencia haya estado determinado, al menos parcialmente, por el tamafio muestral.
No obstante, la evaluacion de la existencia de correlaciones entre la circunferencia y las
variables anatomicas fue efectuada usando contrastes independientes debido a la
estrecha relacion que ha sido documentada entre el didmetro de los vasos y el tamafio de
los individuos que los poseen (Olson et al., 2013; Olson et al., 2014)

El hallazgo de sefial filogenética en ocho variables anatdmicas posiblemente esté
menos condicionado por el tamafio muestral, puesto que el numero de mediciones
hechas por atributo fluctu6 entre 95 y 190. Cuatro de las variables con sefial filogenética
(i.,e. Nv, NR, PAV y DEAVM) estan entre aquellas mas intensa y frecuentemente
correlacionadas con el resto de los atributos. Lo anterior ilustra que una interpretacion
precisa de la evolucion morfologica y/o anatomica de las especies norteamericanas de
Manihot requiere tomar en consideracion explicitamente las relaciones filogenéticas de

dichas especies.
5.2 Correlacion entre el tamafio corporal y las variables bioclimaticas

El tamano corporal de las especies norteamericanas de Manihot esta asociado con tres
variables relacionadas con la temperatura y tres relacionadas con la precipitacion. La
circunferencia estd positivamente relacionada con regimenes en los que la temperatura
es relativamente homogénea en el curso del afio, la temperatura del trimestre mas frio
del afio es mas elevada y donde la precipitacion es relativamente elevada también (Fig.

4.3).
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En lo referente a la relacion entre la temperatura y el tamafio corporal, ha sido
documentado que las plantas de tamafio reducido, como los arbustos, son
extremadamente resistentes a estreses ambientales como la baja concentracion de
nutrientes o el frio (Wilson, 1995), lo que es congruente con lo encontrado en este
trabajo. Lo encontrado en esta investigacion también coincide con la relacion que ha
sido documentada entre mayores resistencias a los embolismos inducidos por el
incremento en la frecuencia de eventos de congelamiento y descongelamiento y los
menores diametros de los elementos de vaso, que estan asociados a menores tamanos
corporales (Fisher ef al., 2007; Hacke y Sperry, 2001; Sperry, 1995).

En lo referente a la relacion entre la precipitacion y el tamafio corporal, ha sido
reportado que las plantas con mayor tamaio tienden a ocupar areas en las que el agua no
es un recurso tan limitado (Moles et al., 2009), lo cual es congruente con los resultados
reportados en este trabajo.

Finalmente, ha sido frecuentemente mencionado que las condiciones en las que el
aumento en la estatura resulta beneficioso son aquellas en las que la densidad y la altura
de los competidores obstruyen el acceso a la luz (Givnish, 1995; Westoby et al., 2002).
Esto es consistente con las observaciones de Manihot hechas en el campo, pues las
especies con mayor tamafio corporal, a excepcion de aquellas usadas como cercas vivas,
estan ubicadas en areas donde la cobertura vegetal es mas densa si se les compara con

las areas ocupadas por las especies arbustivas y herbaceas.

5.3 Correlacion entre el tamafio corporal y las variables anatémicas y

correlaciones entre dichas variables

Uno de los resultados obtenidos en este trabajo es que hay numerosas variables
anatomicas vinculadas con el tamafio corporal y vinculadas también entre si. Una de
dichas variables es el area de los elementos de vaso (PAV) (Fig. 4.2).

Las implicaciones fisiologicas de este atributo estan relativamente bien
establecidas. La hipotesis mas reciente sobre dichas implicaciones postula que el valor
de este atributo podria ser determinado por presiones selectivas que no dependen de las
condiciones ambientales locales, sino de presiones selectivas de otro caracter. Estas
fueron planteadas en 1997 por West, Brown y Enquist en el -modelo WBE” (Brown et
al., 2000), de acuerdo con el cual es requerida una red de transporte con las siguientes

caracteristicas para alimentar a las células (West et al., 2000):
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(a) Tener un patrén de ramificacion jerarquico de naturaleza fractal que garantice
que la red suministre los recursos necesarios a todas las partes de un cuerpo
tridimensional.

(b) Tener ramas finales en las que los nutrientes son intercambiados cuyas
dimensiones no dependan del tamafio corporal.

(c) Tener una estructura que garantice que la energia requerida para transportar
materiales a través de la red sea minimizada.

Una condicién indispensable para el cumplimiento de esta caracteristica es
que la resistencia hidrodindmica de la red sea constante en todos los puntos de la
misma, pero dicha resistencia tiende a aumentar entre mayor es la longitud del conducto
por el que es transportado un fluido. La resistencia hidrodinamica puede ser modificada
de manera desproporcionada a través de cambios ligeros en el didmetro de dicho
conducto. La resistencia total de un sistema dependera del exponente con el que el area
de los vasos del xilema se reduce de manera paralela a la disminucion de la
circunferencia de los tallos. Si dicho exponente es menor que 1/6, la resistencia total de
la red se incrementard a medida que la longitud que separa el suelo de los peciolos se
incrementa junto con el tamafio corporal. Si este exponente es >1/6, la resistencia total
del tubo es constante, independientemente del numero de ramificaciones y el tamafio de
las plantas, lo que garantiza que todas las hojas tendran tasas comparables de suministro
de recursos. Dado que es fisicamente imposible que los vasos del xilema se angosten
indefinidamente, el modelo WBE afirma que el angostamiento de dichos vasos debe ser
tan cercano a 1/6 como sea posible (Enquist ef al., 2000).

Este modelo ha predicho varios atributos de la anatomia, la fisiologia y la
arquitectura de las plantas vasculares, como la conductividad de diferentes segmentos o
ramas, el area superficial de las hojas alimentada por cada vaso, el diferencial de
gradientes de presion entre el tronco y las hojas, la proporcion de tejido conductor y no
conductor o el radio méximo del tronco y la altura maxima de un arbol (Enquist ef al.,
2000).

El cumplimiento de las predicciones previamente mencionadas sugiere que las
caracteristicas anatémicas vinculadas con la funcion conductora de las plantas han sido
producidas por presiones selectivas relacionadas con la optimizacion del transporte de
recursos dependiente del tamafio corporal, y no por las condiciones ambientales en las

que las plantas son encontradas (Enquist et al., 2000).
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Esta hipotesis, respaldada también por trabajos posteriores (Olson et al., 2013;
Olson et al., 2014), es congruente con la correlacion hallada entre PAV y el tamafio
corporal, que es superior a aquella existente entre PAV y la mayor parte de las seis
variables bioclimaticas con las que este atributo esta relacionado. Lo anterior muestra
claramente la relevancia funcional de este atributo, que ademas es uno de los mas
intensamente correlacionados con el mayor numero de variables anatomicas vinculadas
con la circunferencia (Fig. 4.2). Lo anterior parece implicar que la seleccioén sobre el
tamafo corporal estd indisolublemente vinculada no s6lo con PAV, sino con el resto de
las variables anatomicas con las que este atributo y el tamafio estan relacionados.

Por otro lado, varios de los atributos mas intensamente relacionados con el tamafio
corporal (% Par. Axial, NR, NH, PRMH, % ATOPAT, ATOPAT/ATOPT, ArCPR)
corresponden a los sistemas axial y radial del parénquima del tallo. Esto es parcialmente
congruente con lo reportado por Zieminska et al. (2015), quienes encontraron que las
fracciones del tallo ocupadas por parénquima axial y radial en alrededor de 60 especies
de angiospermas australianas estaban positivamente relacionadas con la altura de las
plantas, aunque so6lo débilmente.

Finalmente, hay que recordar que las proporciones del area transversal del tallo
ocupada por vasos, por fibras y por parénquima radial no estan relacionadas con la
circunferencia. En el caso del parénquima radial, la falta de correlacion entre dicha
variable y el tamafo corporal podria deberse a las pequefias diferencias en el valor
absoluto de este atributo exhibidas por las especies. Asi, NR, que es un atributo
relacionado con % Par. Radial que muestra mayor variabilidad que éste ultimo, exhibe

una intensa correlacion con el tamafio corporal.

5.4 Correlaciones entre las variables anatomicas y las variables bioclimaticas

5.4.1 GPV y otras variables relacionadas

Ha sido encontrado que el grosor de la pared de las fibras estd positiva y
fuertemente correlacionado con la densidad de la madera y, por consiguiente, con el
sostén de los tallos. Sin embargo, también lo esta con la capacidad de transportar agua a
presiones sustancialmente bajas (Hacke y Sperry, 2001). Las plantas de climas xéricos
no solo tienen elementos de vaso con gruesas paredes (que presumiblemente reducen el

riesgo de implosidn), sino también fibras con paredes muy anchas. De hecho, los
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valores mas elevados de densidad de la madera no corresponden a las plantas de mayor
tamafio, sino a especies procedentes de zonas daridas, como diminutos arbustos
desérticos (Thomas et al., 2007).

En las especies norteamericanas de Manihot no fue encontrada una asociacion
entre el grosor de la pared de las fibras y la baja disponibilidad de agua, sino fibras con
paredes mas gruesas respecto al area del lumen (i.e. mayor GPF/ALF) en zonas con
mayor disponibilidad de agua. Estas zonas son aquellas en las que se encuentran las
especies de mayor tamafio, lo que sugiere que en este grupo de taxones dicha
combinacion de caracteres estd fundamentalmente relacionada con el sostén de los
tallos. Por el contrario, las fibras con mayores anchuras totales respecto a la longitud
(i.e. mayor AnFi/LoFi) estan asociadas a zonas con menor disponibilidad de agua.

Por otro lado, en las especies norteamericanas de Manihot GPV se comporta de
manera congruente con lo reportado en la literatura (e.g. Carlquist, 1988; Zieminska et
al., 2015). Los valores mas elevados de este atributo son encontrados en areas con baja

disponibilidad de agua, como también lo estan los valores mas elevados de GPV/AV.

5.4.2 % Par. Axial y % Par. Radial

La proporcion del tallo ocupada por células del parénquima estd positivamente
relacionada, entre otras caracteristicas, con la capacidad de almacenamiento intracelular
de agua en los tallos. La maximizacion de la funcion de almacenamiento en esa
estructura demanda que sus tejidos sean flexibles, lo que requiere que haya una baja
densidad de fibras (Holbrook, 1995; Chave et al., 2009; Rosell, 2010). En esta
investigacion, y en congruencia con lo reportado por los autores previamente citados
pero contradiciendo lo reportado por Zieminska et al (2015), % Par. Radial y % Fibras
estan correlacionados negativamente (Fig. 4.2).

Por otro lado, en este trabajo fue encontrado que el tamafno corporal y % Par.
Axial estan correlacionados positivamente. Lo anterior implicaria que en las especies
norteamericanas de Manihot los organismos de mayor talla asignan mayores
proporciones del tallo al almacenamiento. Congruentemente, en este clado las especies
de mayor tamaino carecen de raices tuberosas, de manera que la funcion de
almacenamiento es desarrollada por las partes aéreas.

Finalmente, algunas de las correlaciones mas intensas observadas en este trabajo

involucran a atributos anatémicos relacionados con el parénquima (% Par. Axial, %
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ATOPAT, ATOPT/ATOV, ATOPAT/ATOPT, NR, ArCPR, y atributos anatomicos
relacionados con los elementos de vaso (Nv, AMV, PAV, DEAVM, IA, % Vasos). Esto
es incongruente con lo mencionado por algunos autores, quienes encontraron
correlaciones débiles, o ausencia de correlaciones, entre los atributos del parénquima y
los atributos relacionados con los vasos (Zieminska et al., 2015). La interpretacion de
las inconsistencias entre los resultados de este trabajo y los resultados de otros

investigadores demanda estudios subsecuentes.

5.4.3 Longitud de las fibras y atributos relacionados

Ha sido encontrado que la longitud de las fibras no siempre es proporcional a la
altura de las plantas. Las fibras mas largas conocidas hasta ahora corresponden a
Boehmeria nivea, una especie arbustiva que habita en zonas xéricas cuyas fibras pueden
alcanzar longitudes de hasta 55 cm. La densidad de la matriz de fibras, debida en buena
medida al crecimiento intrusivo de estas células, esta relacionada con la resistencia a la
cavitacion de la red de vasos (Sperry, 2003). El crecimiento intrusivo consiste en el
crecimiento longitudinal de extensiones de la pared de las fibras, como resultado del
cual estas células invaden otros grupos de células o tejidos. Esto provee a las estructuras
vegetales de fuerza y elasticidad, que les permite alcanzar tallas elevadas, y también la
capacidad de evitar la cavitacion en condiciones de estrés hidrico. En las especies
norteamericanas de Manihot las fibras mas largas estdn correlacionadas positivamente
con el tamafio corporal y no lo estan con ninguna variable bioclimatica. Por su parte,
LoPaAx/LoFi estd negativamente correlacionado con la circunferencia y no esta
asociado con ninguna variable climatica. Lo anterior sugiere que en este grupo de
especies la longitud de las fibras y el crecimiento intrusivo no estan relacionados con la
prevencion de la cavitacion.

Finalmente, la fuerte correlacion negativa encontrada entre % Fibras y % Par.
Radial es congruente con lo reportado por otros autores, constituyendo una de las
correlaciones entre atributos anatémicos del tallo mas ampliamente documentadas

(Zieminska et al., 2015)
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6. CONCLUSIONES

El tamafio corporal y los hébitos de crecimiento a ¢l asociados han evolucionado
convergentemente en las especies norteamericanas de Manihot. Sin embargo, analisis
preliminares sugieren que la circunferencia exhibe sefial filogenética, aunque no la
longitud. Por consiguiente, establecer si el tamafio corporal presenta dicha senal
requiere analisis subsecuentes.

La circunferencia estd correlacionada con cerca la mitad de un conjunto de 31
variables anatomicas examinadas. Este atributo tiende a estar positivamente relacionado
con la proporcion de vasos agrupados, la proporcion de radios con mas de una hilera de
células de parénquima, las proporciones de area transversal ocupadas por parénquima
axial total, parénquima axial paratraqueal y parénquima axial apotraqueal, la proporcion
de parénquima axial apotraqueal respecto al parénquima axial paratraqueal, el area
transversal maxima, area transversal promedio y desviacion estandar de las areas de los
elementos de vaso, las areas transversales de las células del parénquima radial y la
longitud de las fibras. De manera inversa, la circunferencia tiende a estar negativamente
relacionada con el numero de vasos, el nimero de radios, el nimero de hileras de
células de parénquima radial y el crecimiento intrusivo de las fibras.

Las variables anatémicas correlacionadas con la circunferencia tienden también a
estar relacionadas entre si y a exhibir una mayor integracion unas con otras que las
variables anatomicas sin relacion con la circunferencia. Adicionalmente, analisis
preliminares indican que ocho de estas variables exhiben sefial filogenética. Por
consiguiente, las investigaciones subsecuentes deben tomar en consideracion las
correlaciones entre el tamafo corporal y los atributos anatomicos, las correlaciones
entre dichos atributos y las relaciones genealogicas entre las especies norteamericanas
de Manihot.

El tamafio corporal parece haber evolucionado, al menos parcialmente, en
respuesta a las condiciones ambientales. Andlisis preliminares indican que existe una
correlacion entre seis variables bioclimaticas y la circunferencia, sugiriendo que dichas
variables han sido relevantes en la evolucion del tamafio corporal. Estos andlisis
indican que las formas de mayor tamafio ocurren en las 4reas con mayor disponibilidad
de agua, mayor homogeneidad de la temperatura y temperaturas mas altas en el

trimestre mas frio del afio. Esto es congruente con las observaciones hechas en el
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campo, que indican que las formas arbustivas y herbaceas, que cuentan con raices
tuberosas, son mas tolerantes a la heterogeneidad de la temperatura, a temperaturas
inferiores y a la escasez de agua.

Las variables anatomicas correlacionadas con el tamafio y no correlacionadas con
dicho atributo exhiben también correlaciones con las variables bioclimaticas. Aquellos
atributos relacionados con la circunferencia no sélo presentan relacion con las variables
bioclimaticas con las cuales la circunferencia esta vinculada, sino también con otras.

Las variables biocliméticas térmicas tienen una relacion reducida con los atributos
vinculados con el area de los elementos de vaso, pero estan fuertemente relacionadas
con los atributos anatomicos vinculados con el parénquima axial y el parénquima radial.
Por el contrario, las variables bioclimaticas relacionadas con la precipitacion tienen una
relacion intensa con los atributos vinculados con el area de los elementos de vaso, pero
la mayor parte de ellas estd débilmente relacionada con los atributos anatomicos
vinculados con el parénquima axial y el parénquima radial.

Las correlaciones reportadas en la literatura entre algunas variables anatomicas y
bioclimaticas no son congruentes con lo observado en las especies norteamericanas de
Manihot (e.g. longitud de las fibras, grosor de la pared de las fibras). Por el contrario,
otras correlaciones entre las variables anatomicas y bioclimaticas si son congruentes con
lo encontrado en este trabajo (e.g. grosor de la pared de los vasos, relacion entre el

grosor de la pared de los vasos y el area de los mismos).
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APENDICE 1. ARTIiCULO DE REVISION

RESTRICCIONES ONTOGENETICAS

RESUMEN

La existencia de restricciones ontogenéticas ha sido comunmente invocada como una hipotesis
alternativa a la seleccion natural para explicar la ausencia de ciertas variantes morfoldgicas en los
organismos. Adicionalmente, ha sido considerado que dichas restricciones son insensibles a las
condiciones ambientales y, por lo tanto, no modificables por la seleccion. Por lo tanto, fue realizada una
revision de la literatura relacionada con restricciones ontogenéticas poniendo especial énfasis en los
articulos que evaluaran empiricamente su existencia y su relacion con la evolucion morfologica. Esta
revision mostré que, contrariamente a la percepcion comun de que las restricciones ontogenéticas no son
susceptibles a la seleccion, en la mayoria de los casos en los que se detecto la existencia de restricciones
también fue encontrado que éstas son sensibles a las condiciones ambientales y exhiben conductas
compensatorias en funcion de las mismas. Es decir, las restricciones no producen configuraciones rigidas
sino configuraciones que exhiben normas de reaccidon que pueden ser notablemente amplias.
Especialmente destacables son los casos de las alometrias que han sido modificadas por seleccion
artificial, puesto que éstas son consideradas el ejemplo por excelencia de restricciones ontogenéticas. La
conclusion a la que conduce esta revision es que las restricciones no constituyen fenémenos
independientes de la seleccion natural, pudiendo incluso ser moldeadas por la misma. Sin embargo, la
investigacion sobre restricciones ontogenéticas ha estado limitada a organismos modelo (Drosophila
melanogaster 'y Arabidopsis thaliana), grupos relativamente faciles de investigar (insectos
holometabolos) o grupos estudiados desde hace mucho tiempo (mamiferos). La escasez de
investigaciones relacionadas con otros taxa es notable.

INTRODUCCION

La teoria de la Sintesis Moderna constituye la conjuncion de la teoria de la herencia
de Mendel y la teoria de la seleccion natural. La primera pretende predecir y explicar la
transmision de los genotipos de una generacion a otra. La segunda pretende explicar la
manera en la que una poblacion cambia en funcion de los fenotipos exhibidos por los
individuos. Si la relacion entre el genotipo y el fenotipo fuera transparente o lineal (que
es la suposicion en la que se baso la teoria de la Sintesis Moderna), los cambios en los
tipos y frecuencias de los genotipos provocados por procesos como la segregacion, la
recombinacion o la mutacioén podrian ser traducidos a cambios en el espacio fenotipico.
Consecuentemente, los cambios en las formas bioldgicas podrian ser adecuadamente
explicados por una combinacidon de procesos operando a nivel genético y por la
seleccion natural operando a nivel fenotipico (Walsh, 2003).

Quizas debido a la suposicion de que la relacion entre el genotipo y el fenotipo es
lineal, los artifices de la Nueva Sintesis desestimaron la relevancia que para el estudio

de la evolucidn podrian tener las investigaciones sobre la embriologia y los procesos de
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desarrollo de los organismos. En cambio, el desarrollo era considerado por
investigadores como Waddington y Schmalhausen la etapa en la que es mas probable
que las fuerzas evolutivas actien para originar cambios fenotipicos, habiendo enfatizado
la importancia de los procesos ambientales y epigenéticos en la traduccion del genotipo
al fenotipo (Schlichting y Pigliucci, 1998).

En 1979 S. J. Gould y R. Lewontin publicaron —Fhe Spandrels of San Marco and
the Panglossian paradigm: a critique of the adaptationist programme”. En este articulo,
dichos autores cuestionaron la falta de rigor de los bidlogos evolutivos para someter a
prueba sus hipotesis adaptativas, ademas de criticar la tendencia de los mismos a asumir
que el efecto de las restricciones estructurales o funcionales de los organismos sobre la
seleccion natural es despreciable. Una de las consecuencias de la aparicion de este
articulo y de las investigaciones que le siguieron fue la creciente conciencia de que la
epigénesis es un fendémeno central que determina la relacion entre genotipo y fenotipo
(Pigliucci y Kaplan, 2000), no siendo ni univoco ni directo.

No obstante, la publicacion de este articulo también generd6 una reaccion,
particularmente intensa en la década de los noventas, consistente en que la mayoria de
los investigadores que se referian a las restricciones ontogenéticas las usaban como
explicaciones ad hoc y no sometian a prueba su existencia. Esto es, asumian su
existencia a partir de los patrones observados, sin verificarla independientemente
(Antonovics y van Tienderen, 1991; Perrin y Travis, 1992). Lo anterior hizo claro que la
adecuada valoracion del papel de las restricciones ontogenéticas en la evolucion

requiere claridad respecto a su definicion y a la manera en la que deben ser investigadas.

;QUE SON LAS RESTRICCIONES ONTOGENETICAS?

Maynard-Smith et al. (1985) definieron la restriccion ontogenética como
—desviacion en la produccion de fenotipos variables causada por la estructura, el
caracter, la composicion o la dindmica del sistema ontogenético”. Estos autores
atribuyeron la existencia de las restricciones ontogenéticas a factores como las
propiedades de los materiales que constituyen a los organismos y los requerimientos
que determinan el almacenamiento y la recuperacion de la informacion empleada
durante el desarrollo, entre otros.

A pesar de que parecio haber existido por mucho tiempo un fuerte antagonismo

entre los investigadores que le otorgaron mayor poder explicativo a las restricciones
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ontogenéticas (e.g. Gould, 1984) que a la seleccion natural en la evolucion de la forma o
viceversa (Walsh, 2003), ha habido también autores que consideran que estos dos
procesos estan indisolublemente ligados. De acuerdo con Schlichting y Pigliucci (1998),
por ejemplo, las restricciones ontogenéticas son el resultado de la interaccion de las
restricciones genéticas o epigenéticas con las presiones selectivas. Las restricciones
genéticas incluyen factores como la carencia o limitacion de variacién genética, el
ligamiento, la pleiotropia, la dominancia o la epistasis. Las presiones selectivas son
esencialmente de cardcter mecanico, funcional y ecoldgico, siendo producidas por la
interaccion del embrion con su ambiente. Esta concepcion de las restricciones
ontogenéticas, si bien es general y no toma en consideracion las numerosas sutilezas
que caracterizan al desarrollo ontogenético (Levtrup, 1988) y a su regulacion (Minelli,
2003), respondid a la necesidad de delimitarlas de la manera mas clara posible después
de que este concepto empezo a ser usado con mucha vaguedad (Pigliucci y Kaplan,
2000)

La existencia de restricciones ontogenéticas es supuesta cuando son encontradas
especies fosiles que no exhiben cambios de forma durante periodos muy prolongados de
tiempo (Ridley, 1996), cuando una cierta transformacion es rara en diferentes especies
de un taxén dado, cuando son encontradas zonas vacias en un morfoespacio o cuando
embriones que son tratados con teratdgenos o sometidos a manipulacién genética
exhiben anormalidades que tienden a estar limitadas a ciertos sindromes o conjuntos
(Richardson y Chipman, 2003). Aunque la posible existencia de restricciones
ontogenéticas es facil de diagnosticar, el origen de las mismas puede ser complejo. Asi,
por ejemplo, ha sido encontrado que caracteres homoélogos pueden ser generados y
mantenidos por procesos ontogenéticos sorprendentemente diferentes. De esta manera,
estructuras homologas pueden ser generadas, en distintas especies, por diferentes genes
(Roth, 1988), diferentes capas germinales (Wagner, 1989b), diferentes estructuras
inductoras (Wagner 1989b, 1994; Wagner y Misof, 1993; Gilbert y Bolker, 2001) o
diferentes secuencias ontogenéticas (Roth, 1988; Weston, 1988; Wagner, 1989b;
Wagner, 2007; Atallah et al., 2009). Inversamente, muchos caracteres que no
constituyen homologias taxicas (sensu Patterson, 1982) son generados por rutas
ontogenéticas en las que participan elementos génicos compartidos (e.g. los ojos de los
insectos y los ojos de los vertebrados; Abouheif, 1997).

Las restriccions ontogenéticas, manifestadas en la existencia de caracteres que son

identificados como equivalentes a pesar de ser producidos por rutas ontogenéticas
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variables, contribuyd entonces al hallazgo de los sorprendentes procesos que han
conducido a la generacion de las rutas del desarrollo. Ha sido encontrado, por ejemplo,
que la diversidad fenotipica no es tanto el producto de nuevos genes como de
permutaciones en el contexto (i.e. el tiempo y el lugar) en el que dichos genes son
expresados, lo que ha generado que varias rutas de regulacion génica hayan sido
construidas mediante la cooptacion de genes involucrados en el control de procesos
ontogenéticos no relacionados (Roth, 1988). También se ha vuelto evidente que la
evolucion de nuevas rutas es un fendmeno raro y que el cambio evolutivo ocurre
preferentemente a través de un extenso rearreglo de las redes reguladoras génicas mas
que de las propias secuencias codificantes (Brakefield, 2006). Este ensamblaje de redes
epigenéticas ocurrido en la historia evolutiva ha sido posible gracias a la versatilidad de
ciertas moléculas (que pueden asumir funciones en rutas ontogenéticas muy diferentes)
y a la duplicaciéon de genes (que ha producido familias de genes pardlogos cuyos
miembros pueden desempefiar un gran nimero de funciones), entre otras caracteristicas
(Dickinson, 1995)

La estabilidad de los caracteres (a pesar de que en ocasiones los procesos
ontogenéticos que los producen son diferentes) es garantizada por ciertas redes
reguladoras genéticas, que posiblemente son las mas conservadas y que, si bien
especifican la identidad de los caracteres, no especifican sus estados de caracter. Estas
redes, que son llamadas —Redes de Identidad de Caracteres” (ChIN, por sus siglas en
inglés; Wagner 2007) podrian ser identificadas con las restricciones ontogenéticas.

Es pertinente preguntarse qué es lo que otorga robustez a estas redes reguladoras
génicas. La respuesta es dificil debido a la gran cantidad de actores y de procesos
involucrados, pero una opinion compartida por varios autores (West-Eberhad, 2003;
Oster et al., 1988) es que si los genes fueran responsables de la determinacion directa de
los procesos ontogenéticos que especifican la morfologia, los sistemas ontogenéticos
serian notablemente inestables e incapaces de compensar cualquier perturbacion que
afectara el desarrollo normal. Por su parte, Minelli (2003) considera la posibilidad de
que la robustez de los sistemas ontogenéticos esté relacionada con la topologia de las
redes de interaccion existentes entre las células u otros componentes del organismo en
desarrollo. Este autor afirma que los sistemas ontogenéticos podrian constituir ejemplos
de las redes libres de escala, que estan caracterizadas por una distribucion heterogénea

de las interacciones entre nodos. Dichas redes exhiben una gran sensibilidad a ataques
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sobre un numero limitado de nodos clave pero, en cambio, son resistentes a niveles muy

altos de deficiencias en el resto de los nodos (Albert, Jeong y Barabasi, 2000).

Las restricciones ontogenéticas en diferentes niveles jerarquicos implican

homologia en distintos niveles jerarquicos.

La reevaluacion del concepto de homologia y el reconocimiento de que la
homologia es un fendmeno jerarquico posiblemente constituyan dos de las
consecuencias mas interesantes del hallazgo de la diversidad de procesos ontogenéticos
que pueden producir caracteres iguales. Dichos hallazgos condujeron a Wagner (1994)
a plantear su concepto biologico de homologia (segin el cual las estructuras son
homologas —.si comparten un conjunto de restricciones ontogenéticas, causadas por
mecanismos autorreguladores de diferenciacion de los oOrganos que actian
localmente...”), y a subrayar que no habia que esperar que caracteres homoélogos
tuvieran rutas ontogenéticas similares o idénticas, sino soélo ciertas caracteristicas del
sistema ontogenético que necesitaban estar conservadas para producir las tres
propiedades que deben exhibir los caracteres homdlogos (conservacion, individualidad
y unicidad) (Wagner, 1989b). Este mismo fenomeno llevdo a West-Eberhard (2003) a
plantear la homologia en sentido amplio, que admite la homologia debida a un ancestro
comun distante y segln la cual los productos de la evolucion paralela o recurrente en los
que la similitud en diferentes linajes proviene de la posesion de un plan corporal o
propensiones ancestrales comunes son homologos.

Varios autores han coincido con West-Eberhard. Wake (1991), por ejemplo, analizo
diversos caracteres morfologicos que evolucionaron mediante rutas ontogenéticas
convergentes en salamandras de la familia Plethodontidae (e.g. fusiéon de las dos
unidades del hueso premaxilar en los individuos adultos, reduccion del nimero de
digitos de 5 a 4 en las extremidades posteriores). Aunque reconocié que la evolucion
convergente es considerada una prueba de evolucion adaptativa, Wake afirmé que la
evolucion convergente de estos caracteres era probablemente debida a la limitacion de
opciones estructurales y ontogenéticas exhibidas por estas salamandras, quienes habrian
heredado esas opciones de su ancestro comun mas cercano. Alberch y Gale (1984)
encontraron que en los ordenes Anura y Caudata existe la tendencia hacia la reduccion y
pérdida de falanges y hasta de dedos completos de manera sorprendentemente

convergente dentro de cada orden (i.e. ciertos elementos esqueléticos siempre son
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perdidos antes que otros), lo que consideraron producto de la existencia de ciertos
patrones ontogenéticos heredados de los ancestros comunes mas cercanos. En el mismo
sentido, la homoplasia encontrada en el nimero de formas con simetria bilateral en las
flores del orden Asteridales fue atribuido por Donoghue y Ree (2000) a las restricciones
ontogenéticas heredadas de su ultimo ancestro comun. Finalmente, Price y Pavelka
(1996) afirmaron que las restricciones ontogenéticas son las causantes del paralelismo
que encontraron en los patrones de coloracion de aves del género Phylloscopus.
Brigandt (2003) y Abouheif (1997) se suman a la postura de estos autores,
afirmando que la homologia existe en diferentes niveles de la jerarquia bioldgica y que
no es posible identificar o traducir de manera directa las homologias de un cierto nivel

jerarquico en otro cualquiera.

;COMO INVESTIGAR LA EXISTENCIA DE RESTRICCIONES
ONTOGENETICAS?

Han sido propuestas cuatro pruebas para determinar si la ausencia de ciertas
variantes fenotipicas es atribuible a la seleccién o a restricciones ontogenéticas. La
primera de ellas, llamada prediccion adaptativa, establece que si una hipoétesis
adaptativa predice exitosamente la relacién entre un cierto caracter y el ambiente
entonces (de no existir una hipodtesis embrioldgica igualmente precisa) se optara por la
hipodtesis adaptativa (o, de existir una hipdtesis embrioldgica que se ajuste a las
observaciones pero no una hipotesis selectiva que lo haga, se optara por la hipotesis
embrioldgica). La segunda prueba consiste en efectuar medidas directas del efecto de la
seleccion sobre un caracter; si dicho caracter es sensible al régimen adaptativo
impuesto, no hay razon para suponer que se trate de una restriccion ontogenética (e.g.
Frankino et al., 2005; Frankino et al. 2007; Beldade et al., 2002). La tercera prueba
consiste en medir la heredabilidad de un caracter bajo el supuesto de que, si dicho
caracter constituye una restriccion, no debe ser genéticamente variable; la hipotesis de
restriccion es rechazada si el cardcter en cuestion muestra una heredabilidad
significativa. La cuarta y tltima prueba es la evidencia comparada, en la que los valores
exhibidos por dos o mas caracteres en diversas especies son graficados y analizados
(Ridley, 1996). Utilizar exclusivamente cualquiera de estas cuatro pruebas podria llevar
a resultados erroneos, por lo que es deseable utilizar simultineamente mas de una de

ellas. Mas alin, la investigacion experimental resulta invaluable para establecer los
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mecanismos causales de las restricciones ontogenéticas o evaluar de manera confiable si

ciertos caracteres constituyen restricciones ontogenéticas (Futuyma et al., 1995).

RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS INVESTIGACIONES SOBRE
RESTRICCIONES ONTOGENETICAS

Los experimentos realizados para evaluar la existencia de restricciones
ontogenéticas han sido particularmente fructiferos en el caso de los insectos
holometabolos, que constituyen modelos particularmente utiles para este propoOstio
porque en ellos es posible evaluar la competencia entre diferentes estructuras en
desarrollo cuando los recursos son limitados. Estas estructuras, que formaran parte del
animal adulto, no crecen de manera sincronizada respecto al resto del cuerpo, sino que
son generadas a partir de los discos imaginales entre las fases prepupal y pupal, una vez
que el organismo ha dejado de comer y que el crecimiento somatico ha concluido. El
crecimiento de los tejidos imaginales ocurre en un sistema cerrado en el que se usan los
nutrientes adquiridos durante la vida larval y, por consecuencia, en el que dichos tejidos
compiten por nutrientes y la trayectoria de crecimiento y el tamafo final de un tejido (o
disco) estan influenciados por el crecimiento de los otros (Nijhout y Wheeler, 1996;
Nijhout y Emlen, 1998; Stern y Emlen, 1999). Asi, por ejemplo, Emlen (2001) encontro
que la produccion de cuernos en los escarabajos reduce el tamafio de las estructuras
morfoldgicas adyacentes (antenas, ojos o alas, dependiendo de la ubicacion de los
cuernos) y que la fuerza de esta interaccion disminuye al aumentar la distancia fisica
entre los cuernos y las estructuras antagonistas.

Casi todas las investigaciones realizadas para evaluar la existencia de restricciones
ontogenéticas, con las excepciones de la de Narita y Kuratani (2005, quienes
encontraron que en la mayor parte de los mamiferos el nimero de vértebras
toracolumbares es 19) y la de Richardson y Chipman (2003, que encontraron que el
nimero de falanges en la mano de la mayoria de los mamiferos modernos tiene la
formula 2-3-3-3-3) identificaron una fuerte interaccion entre los sistemas ontogenéticos
y las condiciones ambientales (e.g. Lieberman et al., 2000; Oster et al., 1988, Arthur,
2002; Hollander et al, 2006; Pigliucci, 2007). Asi, por ejemplo, las alas de Drosophila
melanogaster, aunque tienen siempre la misma forma debido a interacciones
compensatorias entre sus compartimentos, son fuertemente sensibles a la temperatura,

que determina que los compartimentos contribuyan de manera diferencial a la
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morfogénesis de la estructura (Guerra et al., 1997). Por su parte, las coronas de los
molares de los ratones de la subfamilia Murinae (en los que el segundo molar siempre
contribuye con la tercera parte del area molar total y en los que las areas de los
sucesivos molares estdn fuertemente determinadas por el area de los que brotaron
primero) muestran una fuerte relacion con la dieta de los animales (Kavanagh et al.,
2007). A su vez, el nimero de vértebras cervicales en todos los mamiferos (con
excepcion de dos géneros) es siempre 7, habiendo sido encontrado que, en las personas,
las anomalias en el desarrollo de las vértebras cervicales estdn asociadas con el
Sindrome de Evacuacion Toracica y con un porcentaje relativamente alto de varios tipos
de cancer infantil; esto pareceria indicar que en la prevalencia del nimero de vértebras
cervicales ha tenido un papel determinante la seleccion natural (Galis, 1999).

Los resultados mencionados son particularmente interesantes porque gran parte de
los bidlogos parece asumir que los factores ambientales afectan a los organismos
exclusivamente cuando éstos han culminado su desarrollo, lo que constituye una idea
equivocada. La seleccion opera sobre los fenotipos durante toda la ontogenia de los
mismos, puesto que los genes no ejecutan un —plano” predeterminado, sino que perciben
y reaccionan a los ambientes celulares y tisulares locales que son, a su vez, sensibles a
las condiciones ambientales que experimenta el embrion, como aquellas de caracter
mecanico, funcional y ecoldgico (Schlichting y Pigliucci, 1998). En todo caso, e
ignorando el hecho de que algunos autores consideran que dichas condiciones no son
selectivas (puesto que su efecto no depende de las diferencias existentes entre los
individuos de una poblacion), si se piensa que éstas interactian con los sistemas
ontogenéticos por multiples generaciones, se llegara inevitablemente a la conclusion de
que las restricciones ontogenéticas no constituyen un concepto puramente interno
(Sansom, 2008).

Por otro lado, gran nimero de experimentos y de analisis comparados (Eberhard y
Gutiérrez, 1991) ha mostrado que las relaciones alométricas (el ejemplo paradigmatico
de restriccion ontogenética; Gould y Lewontin, 1979) pueden ser modificadas tras
periodos de seleccion natural (Churchill, 1996) o de seleccion artificial
sorprendentemente cortos. Tal es el caso del intercepto de la alometria de una especie de
mariposa (Frankino et al., 2007) o de la relacion entre el 4rea del ala anterior y el
tamafio corporal en dicha especie (Frankino et al., 2005). En otro caso, Beldade ef al.
(2002), encontraron que el tamafo relativo de las manchas en las alas de una especie de

mariposa (que son formadas por un mecanismo ontogenético comun y que, dada su
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correlacion genética positiva, deberian responder preferentemente, bajo seleccion
artificial, a los cambios de tamafio de manera concertada) respondieron de manera muy
intensa tanto a la seleccion concertada (para que ambas manchas fueran grandes o
pequeiias) como a la desacoplada (para que una fuera pequefia mientras que la otra fuera
grande), exhibiendo fenotipos que no son encontrados en las poblaciones naturales.

Es importante mencionar que el estudio de las restricciones ontogenéticas ha sido
particularmente limitado en el caso de las plantas. Estos organismos exhiben un
desarrollo esencialmente diferente al de los animales. Asi, mientras que la mayor parte
de éstos se caracteriza por exhibir una construccion unitaria, en las plantas el cuerpo
completo del organismo es formado durante el desarrollo ontogenético pero, tras el
mismo, sobreviene la organogenia, que implica el desarrollo de 6rganos individuales a
partir de sus primordios (Weston, 1988). En los animales el desarrollo de drganos
completos una vez que los individuos han alcanzado la madurez sexual es un fenomeno
muy poco comun, mientras que en las plantas las secuencias organogenéticas son
repetidas, a menudo indefinidamente, durante el resto de sus vidas. A pesar de estas
singularidades, o quizas debido a que el desarrollo de las plantas es considerado
relativamente sencillo en relacion con el de los animales (en virtud de que las plantas
exhiben un namero de tipos celulares y de tejidos muy inferior), el estudio de las
restricciones ontogenéticas en las plantas es sorprendentemente escaso (al menos si se
le compara con el que se ha hecho en animales), concentrdndose fundamentalmente en
organismos modelo como Arabidopsis thaliana (e.g. Pigliucci, 2007). En cuanto a
investigaciones con otros organismos, en palmas del género Geonoma ha sido
encontrado que la generacion de un solo tallo esta asociada con ejes mas gruesos,
mientras que multiples tallos (ejes ramificados) estan asociados con ejes mas delgados.
En plantas trepadoras de la familia Araceae, por otra parte, ha sido encontrada una
aparente disyuntiva entre el tamafio de la hoja y la longitud de los internodos, que

podria evidenciar la competencia por los mismos recursos (West-Eberhard, 2003).

(LAS RESTRICCIONES SON PROCESOS QUE SE OPONEN AL CAMBIO
EVOLUTIVO O QUE GENERAN EVOLUCIONABILIDAD?

Tradicionalmente la seleccion natural y las restricciones ontogenéticas han sido

concebidas como fuerzas que act@ian en direcciones opuestas en la evolucion. A la
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primera se le atribuye la generacion del cambio fenotipico y a la segunda se le atribuye
el evitar el cambio evolutivo y la adaptacion (Brigandt, 2007).

Sin embargo, debe tenerse en consideracion que la mayor parte de las restricciones
no constituyen prohibiciones absolutas sobre la produccion de ciertas variantes, sino
que determinan sus probabilidades, que suelen ser bajas (Sansom, 2008). Asi, atn
sistemas cuyo cambio esta altamente restringido son capaces de sufrir alteraciones
radicales, como sucedié con el surgimiento del desarrollo directo en muchos phyla, en
los cuales las restricciones mas bdasicas del desarrollo temprano fueron rotas
(Richardson y Chipman, 2003). Hay, incluso, varios investigadores que opinan que las
restricciones ontogenéticas tienen un papel fundamental en la evolucién morfoldgica
(Grantham, 2004). Asi, Walsh (2003) considera que las restricciones ontogenéticas,
operando a través de la accion de genes reguladores y de moddulos ontogenéticos,
promueve la estabilidad de fenotipos adaptativos y predispone a los sistemas
ontogenéticos a generar novedades fenotipicas adaptativas. Las restricciones son, segun
este autor, las responsables de generar tanto estabilidad como mutabilidad, que son las

condiciones necesarias para la evolucion adaptativa.

CONCLUSIONES

Como ha sido mencionado en reiteradas ocasiones, la gran ausente en la Sintesis
Moderna fue la embriologia. Probablemente una de las causas de esta omision fue la
erronea percepcion de que el mapeo genotipo-fenotipo es lineal (Walsh, 2003). A pesar
de que una gran cantidad de evidencia empirica ha indicado claramente que esta
presuncion es erronea, como consecuencia de ella fueron generadas una serie de
creencias que han obstaculizado la investigacion sobre la evolucion de los fenotipos.

Una de esas creencias es que las restricciones ontogenéticas y la seleccion natural
constituyen procesos estrictamente separados y antagonicos. En este esquema
dicotémico, las restricciones ontogenéticas serian producto de las caracteristicas
internas de los organismos mientras que la segunda seria producto de factores externos a
¢éstos. También de acuerdo con esta concepcion, mientras que las restricciones
obstaculizarian el cambio evolutivo, la seleccion lo provocaria (Sansom, 2008). Las
dicotomias son utiles para interpretar y estructurar nuestras concepciones sobre
determinados fendmenos. Sin embargo, el interpretarlas literalmente conduce a

concepciones equivocadas. Tal es el caso de la dicotomia seleccidn-restricciones
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ontogenéticas. Asi, se ha encontrado que las restricciones no son producto
exclusivamente de las caracteristicas internas de los organismos, sino que constituyen
manifestaciones directas de seleccion, han sido moldeadas por ésta o podrian contribuir
a la adaptacion (Schwenk y Wagner, 2004). En cuanto al presunto antagonismo entre las
restricciones y la seleccion, ha sido argumentado que éstas pueden ser indispensables
para la evolucion adaptativa al brindar a los organismos estabilidad y mutabilidad, que
son las condiciones necesarias para dicha evolucion (Walsh, 2003).

En el curso de este trabajo fue revisada literatura relacionada con la investigacion
sobre restricciones ontogenéticas. Gran parte de estas investigaciones fue efectuada con
organismos modelo (Drosophila melanogaster o Arabidopsis thaliana) o con
organismos en los cuales la investigacion sobre restricciones es relativamente sencilla
debido a las caracteristicas de los mismos (i.e. insectos holometabolos). Hay que
mencionar, también, la abundancia las investigaciones realizadas con vertebrados,
particularmente anfibios y mamiferos.

Sin embargo, la mayoria de las investigaciones previamente mencionadas utilizd
solo una o dos de las cuatro pruebas con las cuales es posible investigar las restricciones
(i.e. prediccion adaptativa, seleccidon sobre un cardcter, heredabilidad y evidencia
comparada; Ridley, 1996). En todo caso, una verdadera comprension de la evolucion
morfologica requiere una investigacion conjunta en la que sean evaluadas la variacién
genética, los mecanismos ontogenéticos, la seleccion natural y el desempefio de los
fenotipos conjuntamente (Brakefield, 2006). Desafortunadamente, esta clase de
investigaciones es extremadamente dificil debido a la enorme cantidad de recursos

tedricos, analiticos, experimentales y sistematicos que demanda.
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APENDICE 2. ARTIiCULO DE REVISION

OPTIMALIDAD Y METODO COMPARATIVO

RESUMEN

Las hipotesis adaptativas pueden ser sometidas a prueba utilizando modelos de optimalidad,
estudios de genética cuantitativa, el método comparativo y experimentos de seleccion. Este
articulo esta relacionado con la primera y la tercera de estas aproximaciones. El uso de modelos
de optimalidad consiste en la comparacion de las caracteristicas de los organismos con las
predichas por hipdtesis de disefio 6ptimo, buscando la mejor solucién posible a las mas diversas
caracteristicas. Las virtudes de esta aproximacion es que los modelos plantean explicitamente las
restricciones y las suposiciones en las que estan basados, por lo que la falta de correspondencia
entre las predicciones del modelo y la realidad pueden ayudar a detectar los elementos
incorrectos del modelo. Entre sus desventajas esta que los resultados extraidos a partir de una
especie no necesariamente son aplicables a otras. Esto puede ser resuelto usando el método
comparativo, que consiste en la busqueda de caracteristicas comunes a varias especies y en el
analisis de los ambientes en los que tales convergencias existen. Supone que el hallazgo de
covariacion entre los mismos caracteres en diversas especies sugiere adaptacion, particularmente
si los taxones estudiados estan distantemente relacionados. Sus mayores cualidades son que
permite demostrar la generalidad de presuntas adaptaciones y posibilita la inspeccion de areas
del morfoespacio que el analisis de especies individuales no permite alcanzar. Entre sus
desventajas se encuentra el hecho de que esta basado en la deteccion de correlaciones, pero éstas
no necesariamente involucran causalidad. Por lo tanto, sin la acumulacion de datos a niveles
jerarquicamente inferiores, el método comparativo no puede revelar las causas de una cierta
observacion. Por consiguiente, dicho método debe ser complementado no s6lo con modelos de
optimalidad, sino también por estudios de genética de poblaciones y experimentos de seleccion
natural.

Introduccion

En la actualidad, las hipotesis adaptativas pueden ser sometidas a prueba utilizando
alguno de los siguientes recursos teodrico-metodologicos (Baléasz et al., 2009):

1) Diseno de modelos de ingenieria (en el caso de caracteres estructurales) o de
modelos basados en supuestos econdmicos (en el caso de gran numero de caracteres) en
los que las caracteristicas de los organismos son comparadas con aquellas predichas por
las hipotesis de disefio optimo (esto es, modelos de optimalidad).

2) Estudios de genética cuantitativa, los cuales investigan la evolucion de
caracteres cuantitativos correlacionados que estan determinados genéticamente en buena

medida (Steppan et al., 2002)
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3) El método comparativo, basado en la prediccion de que las comparaciones
interespecificas permiten detectar alteraciones en un cierto caracter adaptativo
producidas por diferentes presiones de seleccion.

4) La realizacion de experimentos en los que el cardcter o los caracteres de
interés son manipulados experimentalmente y su(s) desempefio(s) es(son) evaluado(s).
Desafortunadamente, los experimentos de evolucion adaptativa no son posibles mas que
en microorganismos, tales como bacterias o levaduras, debido a la relativa sencillez
fenotipica de los mismos, su facilidad para ser propagados y sus breves tiempos
generacionales. En esta clase de experimentos, los microorganismos son cultivados por
periodos de entre 500 y 1000 generaciones en ambientes relativamente constantes.

Con la salvedad de las hipdtesis sometidas a prueba con la cuarta de estas
metodologias, una de las peculiaridades de las otras tres es que a menudo tienen que
recurrir a la evaluacion indirecta de la adecuacion, puesto que ésta es extremadamente
dificil de estimar en la mayoria de los organismos (Baléasz et al., 2009).

Esta revision tocard temas vinculados con la primera y la tercera de las
metodologias previamente mencionadas. Aunque quizds resulte innecesario
mencionarlo, hay que recordar que ambas metodologias intentan responder al —por qué”
de las caracteristicas exhibidas por los organismos (esto es, a las causas finales de las
mismas) y no a la pregunta —zco6mo? (que es aquella que aborda las causas proximas o
mecanisticas de tales caracteristicas) (Barnes y Partdridge, 2003). Por tal razon, ninguno
de estos métodos hace referencia explicita a los posibles determinantes genéticos de los
caracteres que estudian, lo que ha llevado a algunos investigadores a criticarlos (Bull y
Wang, 2010).

Esta revision estd dividida en cuatro secciones. La primera de ellas aborda los
modelos de optimalidad, estando subdivida a su vez en cuatro apartados. En el primero
se mencionan los supuestos en los que se basan estos modelos y la estructura de los
mismos, en el segundo se mencionan de manera breve algunos de los incontables
modelos de optimalidad que han sido planteados y se desarrollan de manera mas amplia
dos que no han sido sometidos a prueba con evidencia empirica. En el tercer apartado, se
mencionan brevemente algunas predicciones exitosas hechas por los modelos de
optimalidad.

La segunda seccion esta dedicada al método comparativo, habiéndose subdivido a
su vez en cuatro apartados. El primero de ellos examina brevemente los fundamentos y

los supuestos que subyacen al método comparativo, ademas de subrayar las diferencias
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entre éste y las pruebas de hipotesis adaptativas haciendo uso de los modelos de
optimalidad. El segundo menciona brevemente los requerimientos, la estructura y los
tipos de método comparativo, asi como los métodos de reconstruccion filogenética que
constituyen un requisito indispensable para éstos. El tercer apartado menciona por qué es
necesaria la utilizacion de estos métodos para realizar inferencias adaptativas y
menciona algunos ejemplos de lo que puede ocurrir cuando no son tomadas en cuenta
de manera implicita las relaciones filogenéticas entre las especies. Finalmente, en el
cuarto apartado son mencionados algunos ejemplos en los que el método comparativo ha
sido utilizado exitosamente para someter a prueba modelos de optimalidad.

En la tercera seccion son mencionados los aportes que puede hacer el método
comparativo a la anatomia ecoldgica del tallo, que es un area de la biologia que a pesar
de su prolongada historia y el gran nimero de datos que ha generado, ha empleado en
muy contadas ocasiones los nuevos desarrollos del método comparativo e, incluso, ha
ignorado el efecto que podrian tener las relaciones filogenéticas sobre las hipotesis
adaptativas que han sido hechas en este campo (Rosell et al., 2007).

En la ultima seccion de este articulo se mencionan los aspectos en los que el
sometimiento a prueba de hipdtesis adaptativas por medio de modelos de optimalidad y
por medio del método comparativo pueden ser complementarios y brindar una
comprension mas completa de la relevancia adaptativa de ciertos caracteres o conjuntos

de caracteres.

1. Modelos de optimalidad

1.1 Estructura y supuestos de los modelos de optimalidad

La teoria de la optimizacidn, en la cual estan basados los modelos de optimalidad, es
una rama de las matemadticas que fue desarrollada fundamentalmente por personas
vinculadas con la economia. Esta teoria busca la mejor solucion posible a problemas de
diversa indole, que en biologia pueden ser desde la mejor estrategia para la inversion
reproductiva en un ave hasta el mejor disefio para una viga o un hueso (Alexander,
2001).

El principal supuesto de los modelos de optimalidad es que la seleccion natural

maximiza la adecuacion, de manera que si los modelos planteados son correctos, deben
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ser capaces de predecir la estrategia observada en la naturaleza, que es aquella que
conduce a una mayor adecuacion de los individuos, el genotipo o el grupo (Holland
Jones, 2011).

Un modelo de optimalidad requiere una funcidon objetivo o un criterio de
optimalidad (una caracteristica presumiblemente vinculada a la adecuacion) que debe ser
maximizado, un conjunto de restricciones que define lo que es biologicamente factible, y
un conjunto de estrategias que conducen a tacticas o a fenotipos alternativos. Otra de las
suposiciones centrales de todos estos modelos es que existen relaciones negativas o
trade-offs entre los componentes de la adecuacion (Ho et al, 2004), o entre los
caracteres que los sustituyen en los modelos, debido a que la energia a la que pueden
recurrir los organismos es limitada (Holland Jones, 2011). Lo anterior restringe
considerablemente el conjunto de posibles combinaciones de caracteres (Ho et al., 2004)
y, adicionalmente, provoca que la adopcion de una u otra tactica alternativa por parte de
los organismos produzca soluciones diferentes al problema de garantizar la persistencia
evolutiva (Holland Jones, 2011).

Es importante mencionar que cualquiera de los criterios de optimizacion capaces de
maximizar la adecuacion darwiniana en un caso particular podria no tener el mismo
efecto en otras circunstancias (Harvey y Pagel, 1991). Por consiguiente, los modelos de
optimalidad no solo especifican los criterios de optimizacion y los conjuntos de
estrategias alternativas, asi como los beneficios de cada una de ellas, sino también las
condiciones en las cuales una u otra estrategia seria la optima (Ho ef al., 2004; Pearcy y
Valladares, 1999).

Como se menciond, el atributo que idealmente es maximizado en los modelos de
optimizacion es la adecuacion individual (definida por Parker y Maynard-Smith -1990-
como el nimero de descendientes producidos durante toda su vida por un individuo que
siguid una estrategia dada). Sin embargo, esta variable es dificil de medir, de manera que
en su lugar son utilizadas otras que se piensa que estdn fuertemente asociadas con ella.
Asi, la asimilacion de carbono o la tasa de ganancia de energia durante el forrajeo son
utilizadas como sustitutos de la adecuacion por los fisidlogos y los ecologos,
respectivamente (Fansworth y Niklas, 1995). En el siguiente apartado seran
mencionados otros atributos empleados como sustitutos de la adecuacion.

Los modelos de optimalidad pueden ser generales (como sucede a menudo cuando
se hacen las primeras aproximaciones) o especificos, en cuyo caso sus autores deben

contar con un conocimiento mecanistico muy profundo del sistema que se estd
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sometiendo a prueba (Harvey y Pagel, 1991). Los modelos generales involucran pocas
suposiciones y so6lo son capaces de hacer predicciones cualitativas o de mostrar
tendencias generales de algin tipo (aunque la existencia de varias predicciones
independientes cualitativamente correctas es considerada una prueba solida de la
correccion del modelo —Haufe, 2008), mientras que los segundos son construidos en
torno a un caso particular y pueden dar predicciones cuantitativamente correctas. Sin
embargo, hay autores que consideran, no sin razén, que los modelos especificos ganan
precision a costa de sacrificar la generalidad de sus hallazgos (Houston, 2011), como se
vera en el siguiente apartado.

La principal virtud de la teoria de la optimalidad no radica en que las predicciones
emanadas de sus modelos sean correctas. De hecho, en muchos casos tales predicciones
no lo son. Asi, por ejemplo, una suposicion frecuente de algunos modelos de seleccion
de hospederos por parte de insectos fitéfagos era que las hembras adultas podian evaluar
a los hospederos en funcion de la adecuacion que conferian a sus descendientes,
prediccion que rara vez fue ratificada por las pruebas empiricas. Casos como el anterior
permiten examinar de manera detallada el realismo de las suposiciones del modelo
(Mayhew, 1997), lo que conduce a la que sin duda es una de las grandes virtudes de los
modelos de optimalidad. Tal virtud es que dichos modelos plantean explicitamente tanto
las restricciones como las suposiciones en las que estan basados (Harvey y Pagel, 1991;
Mayhew, 2001), de manera que cuando son comparados con las observaciones hechas en
la naturaleza o en experimentos (Pearcy y Valladares, 1999) y es encontrado que su
ajuste con dichas observaciones es pobre, puede ser hecho un examen detallado de los
supuestos que fundamentan el modelo, los cuales pueden ser reevaluados y se puede
detectar cuéles son los elementos incorrectos (Mayhew, 2001; Hedenstrom, 2008).

En este sentido, hay que destacar que el objetivo de los modelos de optimalidad no
es probar que el proceso evolutivo conduce a incrementos en la adecuacion, sino evaluar
el conocimiento que tenemos de ese proceso. Asi, si las predicciones de un modelo
indican que cierta conducta o combinacion de caracteres debe presentarse en ciertas
circunstancias y esta prediccion no es apoyada por las observaciones, es muy posible que
los elementos y las interacciones que constituyen el fendmeno modelado no estén siendo
correctamente comprendidos (Alexander, 2001).

La optimizacion no es, pues, un sustituto de investigaciones detalladas (Berninger y
Hari, 1993), pero si pretende ser un medio para construir hipotesis de las circunstancias

en las que se generard una estrategia evolutivamente estable (o ESS, por sus siglas en
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inglés), que es aquella que, de ser adoptada por todos los miembros de una poblacion,
no podra ser sustituida por ninguna otra estrategia bajo la influencia de la seleccion
natural (Alerstam y Hedenstrom, 1998).

Para finalizar, hay que mencionar que una de las mayores dificultades enfrentadas
para someter a prueba las hipotesis de optimalidad consiste en la relativa escasez de las

observaciones requeridas para hacerlo (Fansworth y Niklas, 1995).

1.2 Algunos ejemplos de modelos de optimalidad

Los modelos de optimalidad han tenido un gran impacto en muchas disciplinas de
la biologia y han sido formulados para areas tan disimbolas como la relacion entre
ciertos caracteres vegetales y la disminucion del ataque de patogenos o de la herbivoria,
para algunas conductas de evasion de depredadores en ciertas especies de animales
(Maurer y Sih, 1998), para las caracteristicas del sistema inmunolédgico de los mamiferos
(Graham, 2001), para la migracion en las aves y en los murciélagos (Alerstam y
Hedenstrom, 1998; Hedenstrom, 2008; Hedenstrom, 2009), para el forrajeo tanto en
animales (Aigner, 2001) como en plantas (Fansworth y Niklas, 1995; Magnani et al.,
2000), para el vuelo de los insectos (Berman y Wang, 2007), para las rutas metabolicas
en las bacterias (Balasz et al., 2009) y, por supuesto, para numerosos caracteres
relacionados con la historia de vida (como el tamafio de las crias o la edad y el tamafio a
los cuales se alcanza la madurez sexual) (Maurer y Sih, 1998).

A continuacion se describen, de manera sintética, tres de estos modelos de
optimalidad a fin de ilustrar de manera somera la estructura y las predicciones as las que
arriban dichos modelos. Los dos primeros estan relacionados con la adquisicion de
recursos abidticos por parte de las plantas y uno de ellos con la polinzacion de las

mismas. Solo uno de ellos fue sometido a prueba con evidencia empirica.

1.2.1 Modelo de optimalidad relacionado con la adquisicion de CO,

Anten (2002) formul6 un modelo cuyo criterio de optimizacion fue la ganancia de
carbono diaria por unidad de nitrégeno en una comunidad vegetal. Demostro
matematicamente que, para una cantidad dada de nitrogeno en el dosel de dicha
comunidad, existe un indice de 4rea foliar (i.e. area foliar por unidad de superficie) por

encima del cual ninguna planta podra incrementar su tasa fotosintética aun cuando
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incremente su area foliar. Este modelo, en el cual la respuesta de los individuos depende
de lo que sea hecho por sus competidores, es un ejemplo de la llamada —eptimizacion
competitiva” u —eptimizacion dependiente de la frecuencia” (Parker y Maynard-Smith,
1990)
1.2.2 Modelo de optimalidad relacionado con la interaccion entre plantas
y polinizadores
La increible variacion en la forma de las flores ha dado lugar a la formulacién de un
gran numero de modelos de optimalidad y ha sido atribuida a las relaciones de
coevolucion entre las plantas y sus polinizadores. A partir de la década de los setentas
del siglo XX fueron formuladas tres ideas generales sobre la evolucion morfo-funcional
de las flores. De acuerdo con la primera de ellas, llamada —principio del polinizador més
efectivo”, las plantas deben desarrollar especializaciones cuyo objetivo sean sus
polinizadores més efectivos, mientras que de acuerdo con la tercera una gran diferencia
en la efectividad de los diferentes polinizadores es un prerrequisito para que las plantas
desarrollen especializaciones que atraigan preferentemente a los polinizadores mas
eficientes. Aigner (2001) plante6 un modelo de optimalidad, basado a su vez en modelos
basicos de seleccion fenotipica, de acuerdo con el cual las plantas solo desarrollaran una
mayor especializacion que les permita atraer a los polinizadores mas eficientes cuando la
ganancia marginal en la adecuacion exceda la pérdida marginal en la adecuacion

provocada por la disminucion en la adaptacion a todos los demas polinizadores.

1.3 Predicciones exitosas hechas por los modelos de optimalidad

El estudio de la adaptacion por medio de modelos de optimalidad ha tenido algunos
éxitos notables. Tal es el caso de la explicacion sobre las desviaciones en la proporcion
de uno y otro sexo en la progenie de ciertas especies (Bull y Wang, 2010; Mayhew,
2001), de la conducta altruista y de ciertos héabitos de forrajeo, en los que ha habido una
impresionante correspondencia entre la teoria y los datos (Mayhew, 2001). Sin
embrago, el respaldo a la teoria de asignacion sexual serda mencionado en la seccién
correspondiente al método comparativo puesto que en ¢l se utilizaron andlisis
interespecificos.

Existen otros ejemplos de éxitos menos espectaculares en los que los modelos de

optimalidad han sido sometidos a prueba y han contado con el respaldo de observaciones
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empiricas efectuadas en una sola especie. A continuacion se mencionan brevemente tres
de ellos.
1.3.1 Modelo de optimalidad relacionado con la adquisicion de fosforo y

agua

Ho et al. (2004) presentaron un modelo de crecimiento de las raices de frijol en
condiciones de disponibilidades uniformes de agua y de fosforo en el perfil edafico, de
disponibilidad uniforme de agua en dicho perfil pero disponibilidad superficial de
fosforo, de disponibilidad profunda del agua y disponibilidad uniforme de fésforo vy,
finalmente, de disponibilidad profunda de agua y disponibilidad superficial de fosforo.
Estos autores predijeron que la conducta dptima de una planta debe ser colocar sus raices
por debajo del recurso ubicado mas superficialmente hasta que el beneficio marginal de

hacerlo sea exactamente igual al costo marginal.

1.3.2 Modelo de optimalidad sobre el tamaiio de la progenie

La teoria predice que las madres deben producir descendientes de un tamafio tal que
maximice la adecuacioén de sus madres. Dado que éstas tienen una cantidad limitada de
recursos disponibles para la reproduccion, ellas pueden tener muchas crias de talla
pequeia o menos crias de tallas mas grandes. La primera solucion serd adoptada por las
madres si la relacion entre la sobrevivencia y el tamafio de las crias es débil y, a la
inversa, si tal relacion es muy intensa, las madres produciran pocas crias de mayor
tamano.

Observaciones empiricas han mostrado, por otro lado, que las madres tienden a
producir crias de mayor tamafio a temperaturas mas bajas. En congruencia con las
predicciones mencionadas en el parrafo anterior y con las observaciones empiricas
mencionadas en éste, Bownds ef al. (2010) encontraron que el tamafio de las crias esta
relacionado con la adecuacion de las hembras del pez cebra (Danio rerio) y que dichas
crias exhiben el mayor tamafio a las temperaturas mas bajas, aunque exhibieron el
tamafio intermedio en las temperaturas mas altas. Lo anterior parece apoyar, en buena

medida, las predicciones del modelo de optimalidad.

2. El método comparativo
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2.1 Fundamentos y supuestos del método comparativo. Diferencias entre éste

y los modelos de optimalidad.

El método comparativo se ubica en la interfase entre las dos tradiciones clasicas de
la biologia comparada, que son la reconstruccion de arboles filogenéticos y el estudio de
la adaptacion (Harvey y Pagel, 1991).

En términos laxos, puede decirse que el método comparativo es, simple y
llanamente, la busqueda interespecifica de caracteristicas o conjuntos de caracteristicas
comunes a mas de un faxa (esto es, la busqueda de convergencias), asi como el analisis
de los ambientes en los que tales convergencias presuntamente existieron o en los que
tales convergencias existen en la actualidad.

Si se enfoca en la observacion de conjuntos de especies actuales, el método
comparativo busca, entonces, respuestas fenotipicas similares a condiciones ambientales
semejantes, asumiendo que la asociacion entre los caracteres y el ambiente puede ser
considerada evidencia de adaptacion (Harvey y Pagel, 1991). Para numerosos autores
vinculados con la Sistematica (e.g. Ackerly, 1999), la ocurrencia independiente del
mismo caracter o conjunto de caracteres en condiciones ambientales similares brinda
una de las evidencias mas fuertes de la accion de la seleccion natural. Como ejemplos
canonicos de este tipo de inferencia se tienen la evolucion reiterada de la fotosintesis Cy
en varios linajes que habitan en ambientes calientes y/o con altas concentraciones de
CO; o el surgimiento multiple de la carnivoria en las plantas (Ackerly, 1999). Mas atn,
varios cientificos consideran que el solo hecho de encontrar una covariacion semejante
entre los mismos caracteres en diversas especies constituye una fuente fundamental de
inferencias de adaptacion, particularmente si se trata de taxa distantemente relacionados,
puesto que en estos casos no puede ser invocada la existencia de restricciones
ontogenéticas compartidas que hayan sido heredadas de un ancestro comin como origen
de la semejanza en sus respuestas fenotipicas (Ackerly, 1999; Olson et al., 2009). Quizés
una de las covariaciones entre caracteres mas generalizada y mas sugerente sea la
relacion positiva entre la longitud del cuerpo o el tamafio corporal y el tiempo
generacional (Bonner, 2006). Otros casos igualmente sugerentes serdn mencionados en

el apartado 2.4.
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Sin embargo, a pesar de que los cientificos dedicados al estudio de las
convergencias consideran que éstas constituyen pruebas mas contundentes de adaptacion
entre mas lejanamente relacionadas estén las especies que las exhiben, investigaciones
realizadas en especies del mismo género a menudo han demostrado que aun en el caso
de taxones tan cercanamente relacionados, las similitudes funcionales y fisiologicas han
surgido independientemente (Ackerly, 1999). En todo caso, no debe olvidarse que la
fuerza de cualquier inferencia de convergencia adaptativa se incrementa si la aparicion
de caracteres similares ocurre en condiciones ambientales semejantes (Ackerly, 1999)

A partir de lo mencionado en los parrafos anteriores, es claro que una de las
diferencias esenciales entre los modelos de optimalidad y el método comparativo es el
nivel de andlisis en el que tradicionalmente trabaja cada uno de ellos. Asi, mientras que
gran parte de los modelos de optimalidad se ha concentrado en investigar a nivel
poblacional o intraespecifico si un cierto caracter o conjunto de caracteres estd
optimizado para desempefiar una cierta funcién, el principal estimulo de las
investigaciones comparadas ha sido el hallazgo de sorprendentes regularidades en la
relacion entre caracteres a nivel interespecifico, lo cual ha sugerido nuevas ideas sobre la
relevancia adaptativa de tales regularidades (Harvey y Pagel, 1991) y ha conducido a
evaluar si un cierto cardcter o conjunto de caracteres estd asociado de manera predecible
con una cierta funcion (Hansen, 1997) o con ciertas caracteristicas medioambientales.
En cuanto al tipo de caracteres empleados en los estudios comparativos, éstos pueden ser
aquellos usados por los genetistas de poblaciones o los empelados en los modelos de
optimalidad (Harvey y Pagel, 1991).

Tradicionalmente, el método comparativo fue considerado mucho menos riguroso
que la investigacion sobre adaptaciones basada en modelos de optimalidad. Sin
embargo, a partir de finales de la década de los setentas del siglo XX, hubo drasticas
mejorias en las metodologias empleadas en investigaciones comparativas. Tales

metodologias seran mencionadas brevemente en el siguiente apartado.

2.2 Requerimientos, estructura y tipos de método comparativo

Como se menciond en el apartado anterior, las investigaciones comparadas no
necesariamente tienen que ser efectuadas utilizando especies cercanamente
emparentadas. Sin embargo, un requisito mas que deseable para realizar cualquier

analisis comparativo es tener una hipotesis relativamente robusta de las relaciones de
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parentesco entre las especies que van a ser comparadas. Las hipdtesis filogenéticas
simplemente nos dicen qué pares de especies comparten ancestros comunes mas
recientes (Harvey y Pagel, 1991), lo que constituye un primer paso para la inferencia de
la evolucion de caracteres convergentes.

En la actualidad, las hipotesis filogenéticas son construidas utilizando el método de
parsimonia, el método de maxima verosimilitud o la estadistica bayesiana. El método de
parsimonia esta basado en el principio de la navaja de Occam, segun el cual las hipotesis
mas probables son aquellas que hacen el menor nimero de nuevas suposiciones. Cuando
este principio se traslada al marco de las reconstrucciones filogenéticas, implica
favorecer aquella hipdtesis que sea sustentada por el menor nimero de cambios
evolutivos (Morrone, 2000). En el método de maxima verosimilitud, la hipotesis
filogenética escogida es aquella que maximiza la probabilidad de los datos dadas las
relaciones de parentesco propuestas en la hipotesis y el modelo de sustitucion molecular
mas plausible; el término verosimilitud es utilizado para enfatizar el hecho de que la
hipdtesis filogenética, y no los datos, constituye la variable. Finalmente, cuando se
utilizan andlisis bayesianos es escogida aquella hipotesis que exhibe la mayor
probabilidad dados los datos y su propia probabilidad anterior o prior (esto es, la
probabilidad que le asignan los cientificos a dicha hipotesis antes de ver los datos)
(Holder y Lewis, 2003)

Todos los analisis comparativos dependen criticamente de las hipotesis filogenéticas
que son generadas, por lo que es particularmente importante seleccionar de manera
cuidadosa la hipdtesis filogenética en la cual estaran basados los andlisis comparativos
subsecuentes (Harvey y Pagel, 1991). Por consiguiente, normalmente es empleada
aquella filogenia que haya sido obtenida por dos o mas de los métodos de reconstruccion
filogenética mencionados en el parrafo anterior, pues se asume que dado que éstos se
basan en supuestos diferentes, la filogenia en la que convergen estd sélidamente
respaldada por los datos bioldgicos.

Una vez que se cuenta con la filogenia, es posible evaluar el grado de influencia que
tienen las relaciones de parentesco entre las especies sobre los valores de los caracteres
exhibidos por las mismas. Para ello existen varios procedimientos, pero dos de los més
utilizados son el método de contrastes independientes de Felsenstein (Ackerly, 1999) o
la aproximacion de minimos cuadrados generalizados filogenéticos, de Martins y
Hansen (Olson y Rosell, 2006), que permite estimar la disminucidén experimentada por la

similitud entre caracteres dada la distancia filogenética de las especies que los exhiben.
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Una vez contandose con una hipotesis filogenética, la adaptacion puede ser inferida
empleando estudios direccionales (que son aquellos que comparan los caracteres de los
ancestros con los de sus descendientes) o métodos no direccionales (en los que son
comparados los estados de caracter entre especies sin considerar explicitamente los
estados de caracter exhibidos por los ancestros de las mismas) (Harvey y Pagel, 1991).

Para realizar investigaciones direccionales es indispensable especificar los estados
de caracter que presumiblemente exhibieron los ancestros hipotéticos situados en cada
nodo de la hipotesis filogenética. Si nodos consecutivos de dicha hipdtesis comparten el
mismo estado de caracter, se asume que no ocurridé ningun cambio en dicho caracter a lo
largo de la linea que vincula a los nodos. De manera contraria, si nodos consecutivos
tienen diferentes estados de caracter, se concluye que un cambio evolutivo ocurri6 a lo
largo de esa rama (Harvey y Pagel, 1991). En lo referente a los métodos de
reconstruccion de estados ancestrales, uno de los mas comunmente utilizados es el
método de maxima verosimilitud de Felsenstein, puesto que éste estima la probabilidad
de cada uno de los posibles estados de caracter en cada uno de los nodos (Olson, 2007).

Los métodos direccionales permiten evaluar si un cierto caracter que confiere una
ventaja adaptativa para los organismos en la actualidad es una adaptacion (esto es, si su
fijacion dentro de las poblaciones fue producto de la seleccion natural porque en las
condiciones en las que surgid incrementaba la adecuacion de sus portadores) o si se trata
de una exaptacion (es decir, una caracteristica que en la actualidad incrementa la
adecuacion de los individuos, pero que no lo hacia en el momento de su surgimiento)
(Gould y Vrba, 1982). Sin embargo, para ser capaz de discriminar entre una opcién o la
otra es necesaria la reconstruccion precisa del régimen selectivo en el que vivieron las
especies ancestrales hipotéticas, lo cual constituye una tarea llena de dificultades
(Hansen, 1997).

Aunque muy frecuentemente se asocia al método comparativo fundamentalmente
con los andlisis direccionales, existe un gran numero de investigaciones comparativas
que son llevadas a cabo con especies actuales que ni siquiera tienen que estar
cercanamente emparentadas (e.g. Hedenstrom, 2008; Berman y Wang, 2007;
Hedenstrom, 2008; Milo, 2009; Olson et al., 2009). Las cualidades de esta clase de
analisis seran mencionadas en el proximo apartado, aunque algunas de las
investigaciones citadas tengan el defecto de no haber considerado de manera explicita

las relaciones filogenéticas (e.g. Hedenstrom, 2008; Berman y Wang, 2007; Milo, 2009)
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2.3 ;Por qué es necesaria la utilizacion del método comparativo?

La utilidad de las hipotesis filogenéticas es evidente en el caso de los estudios
comparativos direccionales, pero no resulta tan obvia en el caso de aquellas
investigaciones comparativas no direccionales. Lo que las hipdtesis filogenéticas
robustas permiten distinguir son origenes evolutivos independientes de los caracteres de
casos en los que éstos son atribuibles a la semejanza entre especies debido a su cercana
relacion filogenética (Harvey y Pagel, 1991). Dadas las relaciones de parentesco entre
las especies (una de cuyas consecuencias es que las mas cercanamente emparentadas
tienden a parecerse mas entre si que a otras especies mas distantemente relacionadas),
¢éstas pueden no representar conjuntos de datos estadisticamente independientes, que son
aquellos para los cuales la estadistica convencional fue desarrollada. Consecuentemente,
si uno empleara métodos estadisticos convencionales (paramétricos o no paramétricos),
para analizar datos sin tomar en cuenta las relaciones filogenéticas entre las especies, los
grados de libertad serian sobreestimados y los niveles de significancia cominmente
utilizados en los andlisis estadisticos no serian dignos de confianza. A menos que las
especies comparadas hayan divergido del mismo ancestro comin mas o menos
simultaneamente, los fenotipos de las mismas probablemente no son estadisticamente
independientes (Garland et al., 1993), particularmente en el caso de las especies
estrechamente relacionadas, puesto que una vez que la especiacion ha ocurrido, tiene que
transcurrir un cierto tiempo para que las nuevas especies diverjan morfolégicamente, ya
sea por deriva génica o en respuesta a la seleccion natural (Harvey y Pagel, 1991). Una
de las consecuencias de la sobreestimacion de los grados de libertad es el incremento en
la probabilidad de cometer errores de Tipo I (esto es, de rechazar hipotesis nulas cuando
éstas son verdaderas), un menor poder para detectar relaciones significativas y
estimaciones ineficientes de los parametros evolutivos (Garland et al., 1993).

Esto fue ejemplificado por Garland ef al. (1993), quienes realizaron un analisis
estadistico para comparar las dimensiones de los dmbitos hogarefios de 19 especies de
carnivoros y 30 especies de ungulados. La teoria ecoldgica tradicional predice que los
carnivoros deben tener &mbitos hogarefios mucho mas extensos que los de los herbivoros
de tamafios comparables. Sorprendentemente, cuando estos autores emplearon métodos
estadisticos filogenéticos encontraron que los carnivoros no tenian dmbitos hogarefios
significativamente mas extensos que los de los herbivoros de tamafios comparables. Sin

embargo, cuando estos autores no contemplaron en el analisis estadistico el hecho de que
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las especies de carnivoros y las de ungulados no constituyen datos independientes, sino
dos conjuntos de datos cuyos componentes estan correlacionados por razones
genealogicas, llegaron a la conclusion predicha por la teoria ecologica.

Otro caso que ejemplifica que el ignorar las relaciones filogenéticas entre las
especies conduce a un incremento en la probabilidad de cometer un error de Tipo I es
mencionado por Ackerly (1999), quien reanalizé junto con Reich una base de datos
previamente analizada sin tener en consideracion la informacion filogenética. Dicha base
contenia datos sobre la longevidad de las hojas y el tamafio de las mismas en 100
especies de plantas con semilla (i.e. gimnospermas y angiospermas). Cuando dicha base
fue analizada nuevamente utilizando contrastes independientes, fue encontrado que no
existia una correlacion significativa entre estas dos caracteristicas ni dentro de las
angiospermas ni dentro de las gimnospermas.

Lo mencionado en los parrafos precedentes alude a las consecuencias estadisticas
derivadas de no tomar en consideracion las relaciones filogenéticas entre las especies.
Sin embargo, esta es s6lo una de las razones por las cuales es deseable la utilizacion del
método comparativo. Si por un momento se considera que el método comparativo
consiste, simplemente, en la realizaciéon de comparaciones interespecificas (tal como fue
mencionado en el apartado 2.1) con la debida correccion estadistica, sera posible arrojar
luz sobre las ventajas que presenta, las cuales seran mencionadas a continuacion.

La primera de ellas es que permite separar los efectos que tienen sobre las variables
fenotipicas de interés variables confusoras distintas de aquellas en las que el
investigador estd interesado. Aunque la vulnerabilidad del método comparativo a las
variables confusoras es una de las mayores criticas que varios autores han hecho al
mismo, parece que éste no es mas vulnerable al efecto de tales variables que otros
métodos para abordar la adaptacion. Por el contrario, podria argumentarse que el método
comparativo permite reconocer el efecto de las variables confusoras al estudiar la
relacion entre las mismas variables fenotipicas en un gran ntimero de especies, por lo
que los factores aleatorios sobre los cuales los investigadores carecen de control serian
ponderados de manera que su efecto fuera casi nulo (Hansen, 1997).

La segunda ventaja que tiene el método comparativo es que permite identificar las
diferentes soluciones —éptimas” o -mas adecuadas” con las que distintas especies
reaccionan a diferentes condiciones ambientales. En vista de que estas soluciones
pueden variar incluso dentro de la misma especie en respuesta a diferencias en la

disponibilidad de ciertos recursos (Barnes y Partridge, 2003), no hay ninguna razén para
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suponer que las mismas soluciones —éptimas” o —-mas adecuadas” sean exhibidas por
diferentes especies ni siquiera en ambientes relativamente semejantes. Adicionalmente,
hay que recordar que la seleccion natural no s6lo modifica el caracter o la conducta que
esta siendo analizada, sino el conjunto completo de caracteres que influyen sobre la
adecuacion (Alexander, 2001), de manera que la optimizacion de las variables bajo
analisis podria tener efectos muy divergentes sobre el resto de los caracteres en funcién
de la especie que se esté estudiando. Las diferentes respuestas fenotipicas acarreadas por
la optimizacién de ciertas variables en diferentes especies solo pueden ser evaluadas
adecuadamente usando el método comparativo.

Finalmente, y teniendo en consideracion que la mayoria de las especies ocupa una
porcion reducida del espacio disponible de ambientes y una porcion reducida también
del morfoespacio real, hay que destacar que la utilizacion de comparaciones
interespecificas permite examinar una variedad comparativamente mayor de caracteres
ecofisiologicos, de distintas historias de vida y de distintas condiciones ambientales y
climaticas de las que podrian ser examinadas si utilizdramos comparaciones limitadas a
una sola especie. Si el andlisis simultdneo de las diferencias entre las especies, que
revela patrones de divergencia evolutiva, es complementado con anélisis detallados a
nivel poblacional o intraespecifico, podria incluso ser posible determinar si los
mecanismos funcionales observados a nivel poblacional e individual son reproducidos

por divergencias evolutivas bajo condiciones ecoldgicas contrastantes (Ackerly, 1999).

2.4 Algunos ejemplos de corroboracion de inferencias adaptativas usando el

método comparativo

En este apartado se describirdn brevemente algunas inferencias adaptativas para
cuya corroboracion resultd esencial la utilizacién de datos provenientes de diferentes
especies. Solo dos de las investigaciones (i.e. Roper et al. 2008 y Olson et al. 2009)
consideraron de manera explicita las relaciones filogenéticas de las especies
comparadas, a pesar de lo cual todas ellas produjeron resultados relevantes que deberian
ser reevaluados considerando las relaciones filogenéticas de los taxa implicados. Sin
embargo, posiblemente en dos de ellas (i.e. Hedenstrom 2008 y Milo 2009) la
reevaluacion de los datos no modificaria radicalmente las conclusiones generales de los
autores. Las especies utilizadas por Milo (2009) y, aunque mas cercanamente

emparentadas, también por Hedenstrom (2008), parecen lo suficientemente distantes
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filogenética y fenotipicamente como para que la consideracion expresa de sus relaciones
filogenéticas modifique las conclusiones generales obtenidas por estos autores (aunque
quizas si alteraria de manera significativa los resultados particulares obtenidos por
Hedenstrom).
2.4.1 Inferencia adaptativa relacionada con caracteres de las historias de

vida

La edad a la que ocurre el primer evento reproductivo es uno de los caracteres
fundamentales de todas las historias de vida que han sido planteadas utilizando analisis
de optimalidad. Con la ayuda de esta aproximacion han sido generados tres modelos
basicos. El primero considera la existencia de dos disyuntivas: una relaciéon positiva
entre la edad en la que se alcanza la madurez y la sobrevivencia de la progenie y otra
relacién positiva entre la edad en la que se alcanza la madurez y la fecundidad. El
segundo modelo se concentra en las relaciones existentes entre la edad a la que ocurre el
primer evento reproductivo, el crecimiento y la fecundidad. En el tercer modelo fueron
conjuntadas todas las consideraciones planteadas en los dos anteriores. De acuerdo con
este modelo sintético, deberia observarse una correlacion positiva entre la edad a la que
ocurre el primer evento reproductivo y la sobrevivencia del adulto. Cuando esta
prediccion fue sometida a prueba, se encontrd que era correcta en nUMErosos grupos
vertebrados sin que importara el tamafio corporal de los mismos (Ferriére y Clobert,
1992).

2.4.2 Inferencia adaptativa relacionada la estrategia Optima de migracion

en aves

Hedenstrom (2008) realiz6 una revision de varios modelos de optimizacion de la
migracion en las aves. Estos modelos consideraban como criterios de optimizacion la
minimizacion del tiempo de migracion, el incremento en la velocidad de la misma, la
disminucion en la energia requerida para llevarla a cabo, la disminucion del riesgo de
mortalidad o la disminucion del riesgo de depredacion. Paralelamente, este autor reviso
datos empiricos provenientes de 13 especies de aves, habiendo encontrado que el criterio
de optimizacién mas relevante en todas ellas parecia ser la minimizacion del tiempo de
migracion. Como se menciond previamente, Hedenstrom no consideré de manera
explicita las relaciones filogenéticas entre las especies estudiadas, pero €stas exhiben una
distancia filogenética tal y caracteristicas tan divergentes (pues tomo en consideracion
datos procedentes de aves marinas, de aves rapaces y de otras aves terrestres con habitos

alimenticios y patrones de vuelo muy distintos), que resulta probable que la disminucion
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de la duracion de la migracion sea, de hecho, una caracteristica de relevancia adaptativa

en todos estos grupos y no un artefacto estadistico.

2.4.3 Inferencia adaptativa sobre la proporcion de sexos en las avispas de

los higos
Herre et al. (en Haufe, 2008) investigaron las modificaciones en la proporcion de
sexos provocadas por diferentes factores selectivos en 15 especies de avispas de los
higos. Posteriormente, compararon las proporciones observadas con aquellas predichas
por la teoria de competencia intraespecifica local (LMC por sus siglas en inglés). De
acuerdo con dicha teoria, debia ser observado que la disminucion en el nimero de
hembras ovipositoras por fruto estaba asociada con un incremento en la proporcion de
hembras en la progenie. Adicionalmente, para un niimero dado de hembras ovipositoras,
una mayor endogamia estaria asociada con un incremento en la proporcion de hembras
en la progenie. Los resultados encontrados por estos autores fueron que existia una
coincidencia cualitativa y, en algunos casos, cuantitativa, entre las predicciones tedricas

y la respuesta observada en la proporcion de sexos en la progenie (Haufe, 2008).

2.4.4 Inferencia adaptativa relacionada con caracteres funcionales en las
plantas

A pesar de la gran variacion fenotipica exhibida por los arboles en lo referente al
tamafio de las hojas y a los patrones de ramificacion, el analisis de la covariacion de
estas caracteristicas en un gran numero de especies ha hecho emerger un patron
conocido como las Reglas de Corner, que fue uno de los primeros patrones globales
ampliamente documentados en plantas (Olson ef al., 2009). La primera de estas reglas
explica que los individuos con hojas grandes presentan ramas gruesas, mientras que los
individuos con hojas pequefias exhiben ramas delgadas. La segunda regla explica que
los arboles con ramas gruesas se ramifican escasamente, mientras que los arboles con
ramas delgadas se ramifican intrincadamente (Westoby y Wright, 2003).

Olson et al. (2009) midieron la relacion entre el area de la copa de los arboles y el
didmetro de los tallos, asi como entre el area foliar sostenida por las ramas y el diametro
de las mismas, en 11 especies pertenecientes a clados muy distantes filogenéticamente y
en individuos que crecian en ambientes distintos y que exhibian tamafios de hojas y
atributos biomecanicos de los tallos que diferian por varios ordenes de magnitud. Estos

autores encontraron que la relacion entre estas dos variables (diametro de los tallos y
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superficie fotosintética y de intercambio de gases sostenida por éstos) era similar sin
importar la especie, el ambiente o el nivel de ramificacion en el que eran hechas las
mediciones. Al conjuntar estas observaciones con las Reglas de Corner, hipotetizaron
que la relacion alométrica entre estas dos variables, que se mantuvo practicamente
inalterada a pesar de la distancia filogenética entre las especies, de las diferencias
ambientales y del nivel de ramificacion, era probablemente un caracter adaptativo que
reflejaba el imperativo metabolico generalizado de producir cantidades similares de
fotosintatos por unidad de area de la copa sin importar los desafios ambientales o las
particularidades ontogenéticas propias de cada especie. Para lo anterior, resulta necesario
tener una arquitectura tal que minimice las distancias de transporte y maximice las
superficies de intercambio de gases y de captacion de luz, lo cual explicaria las
observaciones descritas por las Reglas de Corner.

La investigacion de Olson et al. (2009) es particularmente interesante porque
destaca las virtudes del método comparativo. En primer lugar, el haber utilizado especies
que fueran tan distantes filogenéticamente permitid, por un lado, contar con valores
enormemente variables de los atributos biologicos de interés; también posibilitd
descartar la hipdtesis de que la constancia en la relacion alométrica observada hubiera
sido consecuencia de restricciones ontogenéticas heredadas de un ancestro comun
proximo (cf. Gould y Lewontin, 1979), puesto que algunas de las especies utilizadas en
esta investigacion divergieron hace alrededor de 100 millones de afios. Finalmente, la
inclusion de diferentes especies permitid someter a prueba la existencia de esta relacion
alométrica en condiciones ecoldgicas contrastantes, habiendo encontrado que ésta se
mantiene y, por consiguiente, habiendo reforzado la idea de que resulta esencial para el

funcionamiento de las plantas.

2.4.5 Inferencia adaptativa relacionada con el dimorfismo sexual en los

primates

En los setentas no era claro para muchos primatélogos si el dimorfismo sexual en la
masa corporal entre los monos y los simios era el resultado de la seleccion de diferentes
nichos alimentarios entre los sexos o era producto de la seleccion sexual. Si la seleccion
sexual fuera la causante de las diferencias en el tamafio entre los machos y las hembras,
el dimorfismo sexual deberia ser méas pronunciado en las especies poliginicas, puesto

que la poliginia favorece tamafos corporales masculinos mas grandes que permiten que
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los machos de mayor tamafio derroten a los de tallas mas pequefias durante las peleas. Si
la diferenciacion de los nichos alimentarios fuera la causa de las diferencias en tamafo
entre los machos y las hembras, las maximas divergencias en tamafio entre uno y otro
sexo deberian ser encontradas en las especies monogamas. Con el paso de los afios y la
adquisicion de datos provenientes de un numero cada vez mayor de especies, se encontro
que la hipdtesis de la seleccion sexual era la correcta no s6lo en el caso de los primates,
sino también en el de otros 6rdenes de mamiferos, asi como en el de algunos reptiles y
anfibios (Harvey y Pagel, 1991). Tal como en los casos de Hedenstrom (2008) y de Milo
(2009), la amplia variedad de taxa muestreados en esta investigacion (que pertenecen a
varios ordenes de vertebrados) permite suponer que si los datos fueran reanalizados
considerando explicitamente el efecto de las relaciones filogenéticas, la conclusion

general no se modificaria (Harvey y Pagel, 1991)

2.4.6 Inferencia adaptativa relacionada con la eficiencia fotosintética

Como es bien sabido, la energia solar cosechada a través de la fotosintesis es la
principal fuente de energia para la vida en la Tierra. Las plantas, las algas verdes y las
cianobacterias, que son los organismos que fundamentalmente realizan la fotosintesis,
poseen centros de reaccion que utilizan longitudes de onda ubicadas entre los 680 y los
700 nm. Milo (2009) realiz6 una investigacion tratando de saber por qué es precisamente
en este intervalo, y no en algln otro, en el que operan los fotosistemas de practicamente
todos los organismos fotosintéticos existentes en la Tierra. Este autor analizo la
eficiencia de la conversion de luz en energia quimica en este intervalo comparandola con
aquella modelada para otras longitudes de onda y evaluando el costo asociado con la
separacion de cargas en esas condiciones. Este investigador encontré que, cuando se
considera el costo de separacion de cargas empirico, el rango comprendido entre los 680
y los 720 nm es aquel que maximiza la eficiencia de la conversion de la energia luminica
en energia quimica. Lo anterior sugiere que la estructura de los fotosistemas I y II fue
optimizada en algin punto de su evolucion de manera que fueran capaces de sacar el
maximo provecho del espectro de luz emitido por el Sol. El caso de esta investigacion,
en la que no se considerd el efecto de las relaciones filogenéticas sobre los atributos

estimados, fue discutido al principio de esta seccion y en el parrafo anterior.
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2.4.7 Inferencia adaptativa relacionada con la eficiencia en la dispersion

de esporas en los hongos

Los hongos ascomicetos lanzan sus esporas a algunos milimetros del cuerpo
fructifero de tal manera que éstas alcancen corrientes de aire que permitan su dispersion.
Las esporas son tan pequefias que resultan facilmente arrastradas por los fluidos. Esto
puede favorecer su transporte, pero también puede desacelerarlas rapidamente tras haber
sido expulsadas del cuerpo fructifero, haciendo que caigan en las proximidades del
individuo que las produjo. Por esa razon, Roper et al. (2008) hipotetizaron que las
formas de las esporas deben maximizar su desplazamiento de manera que abandonen el
aire que esta inmovil alrededor de los cuerpos fructiferos. Para someter a prueba dicha
hipoétesis, calcularon numéricamente las formas optimas de las esporas (i.e. aquellas con
el menor arrastre dados sus volimenes) y compararon estas formas optimas con aquellas
exhibidas por mas de 100 especies de hongos. Estos autores encontraron que gran parte
de las esporas tenia un desempefio biomecanico muy proximo al que ellos estimaron que
tendrian las esporas —éptimas” para ese fin, lo que fue congruente con la hipdtesis de
que las formas de estas estructuras han sido seleccionadas de manera que minimizan el

arrastre al que se ven expuestas y les permiten ser dispersadas con mayor eficacia.

3. Potenciales aportes del método comparativo para la formulacion
y corroboracion de hipotesis adaptativas en la anatomia ecologica de

maderas

A pesar de constituir un area de la Biologia relativamente antigua, la anatomia
ecologica de la madera ha empleado tradicionalmente andlisis estadisticos estandar que
no consideran la influencia que podrian tener las relaciones filogenéticas sobre los
caracteres que evaluan y que tampoco consideran las asociaciones o las carencias de
éstas en un gran numero de especies y no s6lo en unas cuantas. El primero de estos dos
aspectos (la desestimacion de las relaciones filogenéticas en los analisis estadisticos o,
peor aun, en la interpretacion de los datos) es lamentable porque muchas asociaciones
entre caracteres anatomicos, o entre dichos caracteres y el ambiente, estan restringidos a
ciertos grupos taxondmicos o linajes. Es poco probable que estas semejanzas entre

parientes cercanos representen eventos evolutivamente independientes, habiendo sido
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probablemente heredados de un ancestro comun. Por consiguiente, las especies que
exhiban esta asociacién no deben ser consideradas observaciones independientes. El
segundo de los aspectos mencionados en el primer parrafo de esta seccion (i.e. la
ausencia de una busqueda de asociaciones entre caracteres, o de su carencia, en un gran
numero de faxa) resulta lamentable porque contar con tal informacion brindaria alguna
idea de las posibles rutas por las que podria transcurrir el cambio fenotipico en ciertos
linajes. Asi, por ejemplo, la falta de relacion entre dos o mas atributos indicaria que estos
pueden responder independientemente a la seleccion, mientras que la asociacion entre
ellos apuntaria en sentido contrario (Rosell et al., 2007).

En las pocas ocasiones en las que el método comparativo (entendido éste como la
busqueda reiterada y el andlisis de correlaciones entre caracteristicas anatomicas o entre
¢éstas y las condiciones ambientales en un gran niumero de especies) ha sido aplicado en
la anatomia ecoldgica de maderas, ha permitido identificar atributos que por su
persistencia y su relacion con ciertas condiciones climaticas pueden ser considerados
adaptaciones. Tal es el caso, por ejemplo, de la presencia de grandes agrupaciones de
vasos acompanados de traqueidas vasicéntricas (células conductoras que brindan rutas
transportadoras de agua mas lentas, aunque mas seguras, que las de los vasos a los que
acompainan). Ambas caracteristicas han surgido independientemente en varios linajes y
estan tan fuertemente asociadas entre si, presentdndose ademas con tanta frecuencia en
las plantas esclerdfilas de zonas secas, que probablemente constituyan adaptaciones a
este tipo de condiciones ambientales. En condiciones més hiimedas, por el contrario, han
sido encontrado una y otra vez un bajo agrupamiento de vasos, la carencia de traqueidas
vasicéntricas y de ornamentaciones helicoidales en la pared de los vasos y la ausencia de
anillos de crecimiento (Carlquist, 1988).

Otra de las observaciones mas recurrentes en los tallos de las plantas es la
existencia, tanto dentro como entre especies, de una relacion negativa entre el diametro
de los vasos del xilema secundario y el nimero de vasos por unidad de area transversal
en el xilema. Esta asociacion ha sido interpretada como una disyuntiva adaptativa entre
la conduccién rapida u 6ptima de agua que caracteriza a los vasos anchos y la resistencia
al embolismo (fendmeno que puede producir severos dafos —Tyree y Zimmermann,
2002) que caracteriza a los vasos mas delgados (Rosell et al., 2007).

El método comparativo permite, por otro lado, detectar combinaciones inusuales o
poco frecuentes de caracteres. Si se conocen las relaciones filogenéticas o los linajes a

los que pertenecen las especies que presentan tales combinaciones, éstas pueden ser
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interpretadas a la luz de lo que se sabe de la historia natural de tales clados. Asi, por
ejemplo, se tiene el caso de Philadelphus microphyllus, que es la unica especie del sur
de California de entre las muchas inspeccionadas por Carlquist y Hoekman que exhibe
verdaderas traqueidas (células conductoras con gran numero de punteaduras) y
ornamentaciones helicoidales en los vasos. El clado al que pertenece esta especie
proviene de ambientes menos aridos que el desierto del sur de California (Rosell ef al.,
2007), lo que pareceria dar sentido a esa mezcla de caracteres que parece una transicion
entre aquellos encontrados en clados de climas més humedos (aunque no necesariamente
tengan relevancia adaptativa) y aquellos encontrados en ciertos clados de climas secos

(como las ornamentaciones en los vasos).

4. Complementareidad de los modelos de optimalidad y del método

comparativo

En esta seccion seran analizados brevemente las cualidades y los defectos del
método comparativo, tras lo cual se mencionara brevemente la manera en la que éste y la
inferencia de adaptaciones por medio de modelos de optimalidad se complementan.

Quizas dos de las mayores cualidades del método comparativo es que permite
demostrar la generalidad de las caracteristicas adaptativas y posibilita el acceso o la
inspeccion de areas del morfoespacio mucho mas amplias (esto es, con un mayor rango
de valores e, incluso, con valores atipicos o insospechados de las variables fenotipicas de
interés) que los andlisis intraespecificos o los andlisis circunscritos a pocas especies
(Olson y Arroyo, 2015). Adicionalmente, entre mayor sean el nimero de especies
analizado y su diversidad morfoldgica, presumiblemente estaremos observando también
las respuestas de los sistemas bioldgicos a un mayor espectro de condiciones climaticas
y ecologicas. También hay que destacar que la deteccion de correlaciones entre ciertas
caracteristicas fenotipicas y ciertas condiciones ambientales, particularmente en especies
distantemente relacionadas, constituye una de las observaciones que mas fuertemente
indican que tales caracteristicas constituyen una adaptacion. Sin embargo, no hay que
olvidar que el método comparativo estd basado en la deteccion de correlaciones y que
una correlacion no es sindnimo de causalidad, por lo que el conocimiento intimo de la
biologia de las especies es necesario para demostrar que un caracter es, de hecho, de

relevancia funcional. Por lo tanto, sin la acumulacion de datos a niveles inferiores de la
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jerarquia bioldgica, este método no es capaz de someter a prueba o de exhibir los
detalles finos que son los objetos de estudio de los modelos de optimalidad y que so6lo
son aclarados recurriendo a ellos. Otra desventaja del método comparativo es que, si
bien permite sugerir escenarios adaptativos, no puede distinguir las causas de los efectos,
como si lo pueden hacer los experimentos de seleccion artificial o de evolucion
intraespecificos controlados, que ademas pueden ser disefiados de tal manera que sélo
una variable (la variable de prueba) difiera entre los varios tratamientos (Olson y
Arroyo, 2015). En el caso del método comparativo, en cambio, es probable que muchas
variables no controladas difieran entre los taxa ademas de la variable de interés (Harvey
y Pagel, 1991). Es evidente, entonces, que un analisis comparativo no debe ser
desarrollado sin que sea complementado por otro tipo de aproximaciones o sin que sea
apoyado por una hipotesis explicita acerca de la base funcional de la presunta adaptacion
detectada (Hansen, 1997).

Por otro lado, una de las desventajas de los modelos de optimalidad que de alguna
manera puede ser subsanada con la ayuda del método comparativo es que el hecho de
que los miembros de una especie tengan un caracter al que ha sido encontrada una
funcion particular no necesariamente implica que el mismo caracter sirva a la misma
funcion en otros taxones (Olson y Arroyo, 2015). El grado de generalidad del uso de ese
atributo solo puede ser evaluado mediante el método comparativo. Los modelos de
optimalidad deben ser probados empiricamente, y entre mayor sea el nimero de especies
en los que tales pruebas son hechas, mas fuertes o robustas seran las conclusiones de las
mismas. Estas pruebas de modelos de optimalidad han hecho uso de comparaciones
interespecificas ain cuando no hayan tomado explicitamente en cuenta la filogenia (e.g.
Alerstam y Hedesntrom, 1998; Milo, 2009; Roper et al., 2008).

En resumen, la aproximacion comparativa complementa otras aproximaciones
destinadas a explicar la evolucion, tales como la teoria de la optimalidad, los modelos de
genética de poblaciones y la experimentacion (Harvey y Pagel, 1991; Olson y Arroyo,
2015).
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