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Resumen

Nahuatlea es un género de la tribu Gochnatieae, conformado por seis especies, de las cuales
cinco, son endémicas de México, con distribucion en zonas aridas y semiaridas de México y
el sur de los E.U.A. Sin embargo, con evidencia molecular, en la clasificacion mas reciente,
se le ha considerado como grupo parafilético. Por lo que este trabajo se desarrollé sustentado
la hipdtesis, de que existen caracteres morfo-anatomicos que apoyan la circunscripcion de
Nahuatlea respecto a sus grupos hermanos. El objetivo central de este estudio fue analizar
los caracteres morfo-anatdmicos de Nahuatlea y sus grupos hermanos e incluirlos junto con
evidencia molecular para evaluar sus relaciones filogenéticas. Para ello se revisaron
ejemplares de herbario correspondientes a los géneros Nahuatlea, Tehuasca y Anastraphia,
con los cuales se realizaron analisis morfométricos por medio de diferentes métodos
multivariados, para identificar los caracteres que apoyen el reconocimiento de Nahuatlea.
También se realizaron colectas de hojas y tallos de las diferentes especies, las cuales se
analizaron mediante técnicas convencionales de microtecnia para obtener y describir los
caracteres cualitativos y cuantitativos, y por Gltimo se aplicaron analisis filogenéticos
combinados de Maxima parsimonia e Inferencia bayesiana. Los caracteres morfoldgicos que
apoyaron la delimitacion de especies fueron, el largo de las hojas, alto y ancho del involucro,
longitud de la serie interna de filarios, largo de la corola y el vilano, el tipo de inflorescencia,
forma del involucro y la presencia de glandulas en la corola. Asi mismo los caracteres con
valor taxondmico en la madera fueron el tipo de porosidad, arreglo de los vasos, la apertura
de las punteaduras intervasculares, el porcentaje de la pared de las fibras, y el nimero de
series en los radios; los vasos con patrén diagonal son exclusivos de N. hypoleuca. En la hoja,

los caracteres con valor taxonémico son, los patrones de venacion, la presencia de



extensiones de vaina e hipodermis; las vénulas ramificadas e hipodermis de un estrato son
caracteres exclusivos de N. purpusii. En el analisis filogenético combinado, se recuperé a
Nahuatlea como grupo monofilético, sustentada por sinapomorfias morfo-anatdomicas, como
la ausencia de glandulas en la corola, el porcentaje de la pared de las fibras y los radios bi o
tri seriados, destacando que los andlisis combinados mejoran la resolucion de los clados y
produce una filogenia mejor sustentada. En conclusion, se demostré la existencia de
caracteres morfo-anatomicos que apoyan la circusncripcion de Nahuatlea y lo diferencian de

sus grupos hermanos Tehuasca y Anastraphia.



Abstract

Nahuatlea is a genus of the Gochnatieae tribe, made up of six species, of which five are
endemic to Mexico, with distribution in arid and semi-arid zones of Mexico and the southern
United States. However, with molecular evidence, in the most recent classification, it has
been considered as a paraphyletic group. Therefore, this work was developed based on the
hypothesis that there are morpho-anatomical characters that support the Nahuatlea district
with respect to its sister groups. The central objective of this study was to analyze the
morpho-anatomical characters of Nahuatlea and its sister groups and include them together
with molecular evidence to evaluate their phylogenetic relationships. For this, herbarium
specimens corresponding to the Nahuatlea, Tehuasca and Anastraphia genera were
reviewed, with which morphometric analyzes were carried out using different multivariate
methods, to identify the characters that reinforced the recognition of Nahuatlea. Collections
of leaves and stems of the different species were also made, which were analyzed using
conventional microtechnical techniques to obtain and describe the qualitative and
quantitative characters, and finally combined phylogenetic analyzes of Maximum Parsimony
and Bayesian Inference were applied. The morphological characters that supported the
delimitation of species were the length of the leaves, height and width of the involucre, length
of the internal series of filaria, length of the corolla and pappus, the type of inflorescence,
shape of the involucre and the presence of glands in the corolla. Likewise, the characters with
taxonomic value in the wood were the type of porosity, arrangement of the vessels, the
opening of the intervessel pits, the percentage of the fiber wall, and the number of series in
the rays; vessels with a diagonal pattern are unique to N. hypoleuca. In the leaf, the characters

with taxonomic value are the venation patterns, the presence of sheath extensions and



hypodermis; the branching venules and hypodermis of one layer are characters exclusive to
N. purpusii. In the combined phylogenetic analysis, Nahuatlea was recovered as a
monophyletic group, supported by morpho-anatomical synapomorphies, such as the absence
of glands in the corolla, the percentage of the fiber wall and the bi- or tri-serial rays,
highlighting that the analyzes combined they improve the resolution of the clades and
produce a better supported phylogeny. In conclusion, the existence of morpho-anatomical
characters that support the circumscription of Nahuatlea and differentiate it from its sister

groups Tehuasca and Anastraphia was demonstrated.



I. Introduccién
Asteraceae es una familia megadiversa que comprende el 10% de las angiospermas a nivel
mundial con aproximadamente 25 mil especies (Mandel et al., 2019). Es la familia de plantas
méas grande de México con 417 géneros, 3113 especies y mas del 60% son endémicas
(Villasefior, 2018). La familia se reconoce como un grupo monofilético debido a varias
sinapomorfias que incluye flores dispuestas en una inflorescencia llamada “capitulum”, la
modificacion del céliz sobre un vilano y los estambres singenésicos en los que el polen queda

expuesto por el estilo bifido (Bremer, 1994; Funk et al., 2009).

Esta familia se conforma por 13 subfamilias y 45 tribus (Mandel et al., 2019). La tribu
Gochnatieae (Gochnatioideae), es un grupo monofilético y hermano de aproximadamente el
95% de todas las especies de la familia (Funk et al., 2014). Se caracteriza por presentar
anteras apiculadas, ramas del estilo cortas, redondas y lisas y un vilano de 25 a 80 cerdas en
una a tres series (Freire et al., 2002). En la clasificacion mas reciente de la tribu se incluyen
diez géneros y 95 especies (Gostel et al., 2022). En México la tribu esta representada por dos

géneros nativos, Nahuatlea y Tehuasca y siete especies (Funk et al., 2017; Panero, 2019).

Funk et al. (2017) circunscribieron al género Nahuatlea V.A. Funk (Gochnatieae,
Asteraceae) como grupo monofilético con siete especies, conformado por arboles y arbustos
monoicos, caracterizados por tener hojas corto-pecioladas o sésiles con margenes enteros,
inflorescencias corimbosas o0 en glomérulos, cabezuelas sésiles o con pedunculos cortos,
tomentosos, corolas actinomorfas profundamente 5-lobuladas y vilano de cerdas, uni o
biseriado, con distribucion en zonas aridas y semiaridas de México y el sur de los E.U.A.
(Figura 1). Sin embargo, en los esfuerzos por establecer clasificaciones genéricas en la

subfamilia, Panero (2019) us6 evidencia molecular, morfologia de las corolas y diversidad



de tricomas, en un estudio filogenético mediante el cual identificéd a Nahuatlea como grupo

parafilético y segreg6 a Tehuasca magna (= Nahuatlea magna (M.C. Johnst. ex Cabrera)

V.A. Funk) como género monoespecifico, clasificandolo como el grupo hermano de

Nahuatlea, y Anastraphia, por lo que actualmente se reconocen seis especies de Nahuatlea

(Figura 2). Nahuatlea es un género reconocido recientemente, pero cuya delimitacion

genérica sigue siendo controversial.
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Figura 1. Distribucion geografica de las especies de los géneros Anastraphia, Nahuatlea y Tehuasca.



Figura 2. Especies de los géneros Anastraphia, Nahuatlea y Tehuasca. A. Nahuatlea arborescens; B.
N. hiriartiana; C. N. hypoleuca; D. N. obtusata; E. N. purpusii; F. N. smithii; G. Tehuasca magna; H.

Anastraphia ilicifolia.

Los métodos multivariados son una herramienta de gran utilidad en la sistemética
pues algunos permiten analizar una gran cantidad de variables y encontrar relaciones entre
las unidades taxondmicas operacionales (OTU por sus siglas en inglés; McGarigal et al.,
2000). Existen estudios que han utilizado estos métodos basados en caracteres morfologicos

para el reconocimiento de especies en diversas familias de plantas (Arroyo- Cosultchi et al.,



2010; Kaplan y Marhold, 2012; Sanchez et al., 2013; Finot et al., 2018; Trigas et al., 2018;
Martinez-Quezada et al., 2019) y de manera especifica en Asteraceae (Chmielewski et al.,
1990; Leonard et al., 2005; Owen et al., 2006; Posiedlik et al., 2016; Semple et al., 2019;

Villarreal-Quintanilla et al., 2020).

Por otro lado, se ha documentado que las evidencias anatbmicas pueden apoyar o
refutar la circunscripcion de géneros y especies con caracteres foliares (Sandoval-Zapotitla
y Terrazas, 2001; Sandoval-Zapotitla et al., 2003; Andrés-Hernandez y Terrazas, 2006;
Andrés-Hernéandez et al., 2014; Solano et al., 2017; Redonda-Martinez, 2018; da Silva-Luz
etal., 2019; Rivera et al., 2019) y de la madera (Terrazas y Wendt, 1995; Aguilar-Rodriguez
y Terrazas, 2001; Aguilar-Rodriguez y Barajas-Morales, 2005; Terrazas et al., 2005;
Martinez-Cabrera et al., 2015; Montafo-Arias et al., 2016; Ramirez-Martinez et al., 2017;
De la Rosa-Tilapa et al., 2018; Ledn-H. y Gamez-A., 2018; Ruiz-Valencia et al., 2021). Asi
mismo, la arquitectura foliar es un elemento que ha demostrado su utilidad principalmente
con fines taxondmicos (Ravindranath e Inamdar, 1985; Todzia y Keating, 1991; Martinez-
Cabrera et al., 2007; Cervantes et al., 2009; Pacheco-Trejo et al., 2009; Tejero-Diez et al.,
2010; Rojas-Leal et al., 2014, 2018; Rivera et al., 2019; Rabie y Elbadry, 2020; Mar-Jiménez

y Vargas-Simon, 2021).

Los analisis filogenéticos han demostrado su importancia para robustecer las
clasificaciones taxonémicas, evidenciando que se requiere analizar diversas disciplinas que
contribuyan a resolver relaciones filogenéticas y los patrones de evolucion en los grupos
bioldgicos con circunscripcion controversial (Nixon y Carpenter, 1996; Nixon y Ochoterena,
2000; Dayrat, 2005; Yu et al., 2016; Martinez-Dominguez, 2018; Sanchez et al., 2019). La

inclusion de mudltiples caracteres para realizar un analisis filogenético combinado (de



evidencia total o analisis simultaneo), aumenta la resolucion de los clados, produce una
filogenia mejor sustentada y permite una mejor explicacion de los datos (Nixon y Carpenter,
1996; Gravendeel y De Vogel, 2002; De Sousa et al., 2007; Sandoval-Zapotitla et al., 2010;

Gutiérrez et al., 2017; Martinez-Dominguez, 2018; Sanchez et al., 2019).

Los trabajos que han abordado al género Nahuatlea se han centrado en dilucidar su
posicion filogenética, principalmente con evidencia molecular, dejando de lado los caracteres
morfoldgicos y anatomicos que podrian ser Utiles en la delimitacion infragenérica e
infraespecifica. Por lo que, a la fecha, se carecen de estudios donde se incluyan caracteres
morfo-anatomicos, que apoyen el reconocimiento de las especies de Nahuatlea y de sus
grupos hermanos, se propone estudiar estos caracteres e incluirlos junto con la evidencia

molecular para evaluar sus relaciones filogenéticas.



2. Objetivos

Objetivo general

Identificar los caracteres morfo-anatdmicos que apoyan la circunscripcion y sus relaciones

filogenéticas de las especies de Nahuatlea y Tehuasca.
Objetivos particulares

e Identificar los caracteres morfométricos que permitan apoyar el reconocimiento de
las especies de Nahuatlea y Tehuasca mediante el uso de métodos multivariados.

e Describir la arquitectura y anatomia foliar, asi como la anatomia de madera en
Nahuatlea y sus grupos hermanos Tehuasca y Anastraphia con la intencion de
evaluar y registrar evidencias con posible valor sistematico.

o Inferir las relaciones filogenéticas de Nahuatlea, mediante la integracion de la
evidencia morfo-anatémica y molecular para identificar los caracteres que apoyan la

circunscripcion de las especies de Nahuatlea y Tehuasca.
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3. Antecedentes

Historia taxondmica

Lagasca (1811) reconocié un grupo de géneros de Compuestas con flores bilabiadas
denominadas Chaenanthophorae, a los que mas tarde Cassini (1819) describié como tribu
Mutisieae que consistian en plantas herbaceas generalmente tomentosas, con hojas alternas
y sésiles; corolas de disco amarillas, rara vez purpuras o blancas, las radiadas amarillas,

naranjas 0 moradas.

El género Gochnatia, fue clasificado en la tribu Mutisieae y descrito por primera vez
en 1820 por Humboldt, Bonpland y Kunth en Species Plantarum. Este género fue dedicado
a Frédéric Charles Gochnat de Strassburg, botanico francés que escribié sobre las
Cichoriaceae en 1808; asi mismo, describieron e ilustraron a Gochnatia vernonioides como
la Unica especie recolectada en Per(. Posteriormente, Lessing (1832) propuso tres subgéneros
de Gochnatia: Gochnatia, el cual incluia arbustos con capitulos solitarios, con distribucién
en América del Sur; Hedraiophyllum donde agrup6 dos especies herbaceas de Brasil y
Leucomeris, en el que clasifico arbustos de Nepal con capitulos paucifloros, fasciculados. En
Genera Plantarum (1873) Bentham y Hooker propusieron segregar de Gochnatia a los

subgéneros Anastraphia (4 especies), Gochnatia (10 especies) y Leucomeris (1 especie).

Mas adelante se describieron y clasificaron diversos taxones en el género, en 1950 se
contaba con 45 especies distribuidas de la siguiente forma: 10 de los Andes tropicales, seis
chilenas, 23 del sudeste de Brasil, Paraguay, Uruguay y noreste de Argentinay seis especies
mexicanas y del sur de Estados Unidos de América, siendo estas ultimas: Gochnatia

hypoleuca (DC.) A. Gray (1884), Gochnatia smithii B.L. Rob & Greenm (1896), Gochnatia

11



arborescens Brandegee (1903), Gochnatia purpusii Brandegee (1906), Gochnatia obtusata

S.F. Blake (1924) y Gochnatia magna M.C. Johnst. ex Cabrera (1971).

A mediados del siglo XX, Jervis (1954) analiz6 minuciosamente los caracteres
morfolégicos de Gochnatia y propuso cinco subgéneros 1) Anastraphioides Jervis, 2)
Gochnatia Less., 3) Hedraiophyllum Less., 4) Moquinia (Dc.) Jervis. y 5) Pentaphorus (Don)
Less., con un total de 71 especies (25 del Caribe, cinco mexicanas, 20 sudamericanas

monoclinas, 19 sudamericanas diclinas y dos asiéticas).

Con base en caracteres morfoldgicos y de distribucion geografica, Cabrera (1971)
realizd la primera revision taxondmica de Gochnatia e identifico seis grupos: Discoseris.
Gochnatia, Hedraiophyllum, Leucomeris, Pentaphorus y Moquiniastrum. Estos se
distinguen por presentar corolas isomorfas, actinomorfas, profundamente pentasectadas;
anteras con apéndices apiculados; estilos bifidos, redondeados en el apice; vilano de
numerosas cerdas asperas, dispuestas en una 0 mas series. Sin embargo, recalco que el grupo
Hedraiophyllum era una seccién poco natural porque sus especies eran muy diferentes entre
si morfol6gicamente, y geograficamente se distribuian en areas heterogéneas. Este grupo
estaba conformado por siete especies, cinco con distribucion en México y el sur de E.U.A.
(Gochnatia arborescens, G. hypoleuca, G. magna, G. purpusii y G. smithii) y dos en Brasil

(Gochnatia cordata y G. palosanto).

Asi mismo, Cabrera (1977) realiz6 la primera circunscripcion integral, definiendo a
la tribu Mutisieae por sus corolas bilabiadas, anteras caudadas y su peculiar forma del estilo.
Propuso cuatro subtribus con base en caracteres de las cabezuelas, formas de la corola y
ramas del estilo (Barnadesiinae, Gochnatiinae, Mutisiinae y Nassauviinae) e indicé que
muchos géneros alojados en las primeras tres subtribus presentaban heterogeneidad

12



morfologica, por lo que era dificil delimitar a Mutisieae con precision; por lo tanto, la
consider6 como un grupo polifilético. La subtribu Gochnatiinae incluyé los géneros:
Cnicothamnus Griseb, Cyclolepsis Gill ex D. Don, Gochnatia Kunth y Richterago Kuntze

(incluyendo Actinoseris (Endl.) Cabrera).

El segundo tratamiento para Gochnatia fue realizado por Freire et al. (2002), quienes
circunscribieron ocho subgéneros: Anastraphioides, Discoseris, Glomerata (incluyé tres
especies mexicanas, agrupadas en Hedraiophyllum sensu Cabrera: G. arborescens, G. magna
y G. purpusii), Gochnatia, Hedraiophillum, Leucomeris (con dos especies mexicanas,
ubicadas en Hedraiphyllum sensu Cabrera: G. hypoleuca y G. smithii), Pentaphorus y
Rotundifolia. Estos grupos se reconocieron por tener apéndices agudos en las anteras y ramas

del estilo con una superficie dorsal papilosa.

Mas tarde, Panero y Funk (2002) realizaron estudios moleculares para establecer las
relaciones filogenéticas de los miembros que conformaban la tribu Mutisieae s.l., lo cual
ocasioné cambios drésticos dentro de la familia Asteraceae. Se propusieron nuevos grupos
para las subfamilias y tribus de Asteraceae, entre ellos Gochnatioideae y Gochnatieae. En
este conjunto, se incluyé a los grupos que anteriormente conformaban la subtribu

Gochnatiinae.

Gonzéalez-Medrano et al. (2004) describieron Gochnatia hiriartiana especie
endémica de Hidalgo, México, la cual fue clasificada en el subgénero Glomerata basada en
la clave de Freire et al. (2002). Dicha especie se suma a otras tres especies mexicanas

reconocidas del subgénero (G. arborescens, G. magna y G. purpusii).
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Posteriormente, Funk et al. (2014) realizaron analisis morfoldgicos y moleculares a
los miembros de la tribu Gochnatieae, para tratar de comprender las relaciones filogenéticas
dentro del grupo. En este estudio se identificaron ocho clados bien definidos, que
previamente habian sido reconocidos en algin nivel taxonémico, con excepcion de las
Gochnatias mexicanas: 1) Anastraphia D. Don, 2) Cnicothamnus Griseb, 3) Cyclolepsis
Gilles ex D. Don, 4) Gochnatia Kunth, 5) Gochnatia mexicanas, 6) Moquiniastrum (Cabrera)

G. Sancho, 7) Penthaphorus D. Don, 8) Richterago Kuntze.

Afos después, Funk et al. (2017) denominaron el clado de Gochnatia mexicanas
como Nahuatlea V.A. Funk, nombre genérico dedicado a los pueblos indigenas del centro
oriental de México que hablan la lengua néhuatl. Este grupo, considerado monofilético
incluyo siete especies: N. arborescens (Brandegee) V.A. Funk, N. hiriartiana (Medrano,
Villasefior & Medina) V.A. Funk, N. hypoleuca (DC.) V.A. Funk, N. magna (M.C. Johnst.
ex Cabrera) V.A. Funk, N. obtusata (S.F. Blake) VV.A. Funk, N. purpusii (Brandegee) V.A.
Funk y N. smithii (B.L. Rob & Greenm) V.A. Funk. Recientemente, Panero (2019) mediante
un analisis filogenético molecular, recuper6 a Nahuatlea como un grupo parafilético y
clasificé a Tehuasca magna (anteriormente Nahuatlea magna (M.C. Johnst ex Cabrera) V.A.
Funk) como género monoespecifico, constituyendo el grupo hermano de Anastraphia y

Nahuatlea.
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4. Materiales y método

Material bioldgico

Se seleccionaron ejemplares correspondientes a los geéneros Anastraphia, Nahuatlea y
Tehuasca. Para comparacion se seleccion6 a Cnicothamnus lorentzii como grupo externo. Se
revisaron los ejemplares depositados en el Herbario Nacional de México (MEXU) del
Instituto de Biologia de la UNAM y en el caso particular de N. hiriartiana en el herbario
FEZA de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza de la UNAM (Cuadro 1). Ademas, se
realizaron salidas a campo al Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Puebla'y Oaxaca) y a la Barranca
de Metztitlan (Hidalgo) durante los meses de febrero a junio de 2021, para recolectar
muestras de tallo y hoja de Nahuatlea hiriartiana, N. hypoleuca, N. obtusata, N. purpusii y
N. smithii. En el caso de Anastraphia ilicifolia, Cnicothamnus lorentzii, N. arborescens y
Tehuasca magna, fueron removidos de los ejemplares del MEXU de 2-3 hojas, v el tallo de

una rama de A. ilicifolia (Cuadro 1).

Cuadro 1. Ejemplares utilizados en el presente estudio. *Muestra de rama.

Nombre de las especies Colector, nimero de recolecta. Ejemplares utilizados para morfometria
(Mo), hoja (H) y madera (M)

Anastraphia ilicifoilia D. Don F. Rugel 271 (Hy M¥*)

Cnicothamnus lorentzii Griseb José L. Panero & Edwar E. Schilling 1934 (H)

Nahuatlea arborescens (Brandegee) H.S. Gentry 4434 (Mo); P. Palafox 2 (Mo); J.L. Le6n 8044 (Mo); H.S. Gentry

V.A. Funk 11828 (Mo); I.L. Wiggins 17740 (Mo); P. Tenorio 12804 (Mo); Carter &

Chisaki 3609 (Mo y H)

N. hiriartiana (Medrano, Villasefior ~E. Solano 5620 (Mo); F. Gonzalez 17920 (H); L. Sandoval 1 (Hy M); L.

& Medina) V.A. Funk Sandoval 4 (H)

N. hypoleuca (DC.) V.A. Funk J. Henrickson 13658 (Mo); A. Garcia 8093 (Mo); M.A. Carranza 1917 (Mo); J.
Henrickson 19291 (Mo); E. Bridges 13124 (Mo); Hernandez 91 (Mo); P.
Tenorio 2239 (Mo); E. Carranza 486 (Mo); E. Gliizar 5559 (Mo); DIAAPROY
s.n. (Mo); F. Gonzélez 8441 (Mo); J. Martinez 562 (Mo); E. Ventura 6525
(Mo); O. Rubio 32 (Mo); S. Gonzéles et al. 7014 (H); L. Sandoval 2 (Hy M)
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N. obtusata (S.F. Blake) V.A. Funk  Contreras 576 (Mo); R. Medina 362(Mo); D. Nava 42 (Mo); F. Gonzalez 12370
(Mo); P. Tenorio 7079(Mo); P. Tenorio 12196 (Mo); R. Medina 362(Mo); D.
Nava 42 (Mo); P. Tenorio 12196(Mo); F. Gonzalez 12439 (Mo); L. Hernandez
892 (Mo); R. Redonda 1159 (H); L. Sandoval 6 (H'y M)

N. purpusii (Brandegee) V.A. Funk  C.A. Purpus 1164 (Mo); L. Camafio 116 (Mo); F. Gonzélez 12751 (Mo); E.
Guizar 4633 (Mo); P. Tenorio 18514 (Mo); P. Tenorio 7459 (Mo); P. Tenorio
18511 (Mo); J.L. Villasefior 916 (Mo); P. Tenorio 17221 (Mo); F. Gonzélez 957
(Mo); R. Redonda 1160 (H); L. Sandoval 5 (H'y M)

N. smithii (B.L. Rob & Greenm) C. Conzatti 4136 (Mo); A. Ortega 121 (Mo); L.U. Guzmén 2021 (Mo); J. L.

V.A. Funk. Villasefior 1247 (Mo); E.M. Martinez 33416 (Mo); E.W. Nelson 2546 (Mo);
C.A. Cruz 517 (Mo); O. Téllez 16041 (Mo); O. Téllez 16081 (Mo); O. Téllez
16745 (Mo); J.L. Villasefior 1131 (Mo); R. Redonda 1163 (H); L. Sandoval 3

(Hy M)
Tehuasca magna (M.C. (Johnst. ex  E. Carranza 2290 (Mo y H); E. Carranza 3001(Mo); E. Argielles 888 (Mo); E.
Cabrera) Panero Ventura 7511 (Mo); J. Rzedowski 41487 (Mo); V. Huerta 1400 (Mo); A.

Cronquist 11277 (Mo); M. Johnston 5124 (Mo); F. Gonzélez 12185 (Mo); J.R.
Magafia s.n. (Mo); R. Fernandez 3666 (Mo); U. Guzméan 2322 (Mo); E.
Gonzélez 13 (Mo); I. Trejo 2372 (Mo); S. Zamudio 9596 (Mo); M. Johnston
4418 (Mo)

En campo se seleccionaron 2-3 individuos adultos y sanos al azar, dependiendo de su
disponibilidad y se extrajeron de cada uno de tres a cinco hojas. Las cuales se fijaron en
alcohol al 70% y almacenaron en glicerina-alcohol etilico-agua (GAA 1:1:1). Para analizar
la madera de cada individuo de héabito arbustivo, se corté del tronco o rama principal,
muestras de 2 cm de altura a una distancia de 5 cm del suelo, y en el caso de los arboles a
una distancia de 1.30 m, estas fueron fijadas en alcohol al 70% y posteriormente almacenadas

en GAA (Peterson et al., 1989).
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4.1. Analisis morfomeétricos

Analisis morfoldgico

Para cada individuo se midieron y evaluaron 13 caracteres cuantitativos y 16 cualitativos

(Cuadro 2), los cuales se seleccionaron a partir de los caracteres diagndsticos asignados al

grupo y utilizados en las claves taxonémicas (Cabrera, 1977; Freire, et al., 2002; Funk et al.,

2017; Redonda-Martinez, 2019).

Cuadro 2. Caracteres cuantitativos y cualitativos codificados para el analisis multivariado de las

especies de Nahuatlea y Tehuasca.

Caracteres cuantitativos

Abreviatura

Largo de la hoja (mm)

Ancho de la hoja (mm)

Alto del involucro (mm)

Didmetro del involucro (mm)

NUmero de series de filarios

Longitud de la serie externa de filarios (mm)

Longitud de la serie interna de filarios (mm)

Numero de flores

Largo de la corola (mm)

Largo de la antera (mm)

Largo del estilo (mm)

Largo de la cipsela (mm)

Largo del vilano (mm)

Caracteres cualitativos

Tipo de inflorescencia. (0) Tirso; (1) Glomérulos

Tipo de margen foliar. (0) Entero; (1) Dentado

Forma de la hoja. (0) Eliptica-Lanceolada; (1) Eliptica; (2) Ovada-Eliptica; (3) Ovada; (4)
oblonga; (5) Ovada-Obovada

Angulo del &pice foliar. (0) Agudo; (1) Obtuso

Angulo de la base foliar. (0) Agudo; (1) Obtuso

Forma del 4pice foliar. (0) Mucronada; (1) Obtusa; (2) Aguda
Forma de la base foliar. (0) Cuneada; (1) Redondeada; (2) Obtusa

la_hoja
an_hoja
Alt_inv
Anch_inv
Ser_fil
la_fil_ex
la_fil_int
flores
la_cor
la_ant
la_est
la_cip

la_vil

Inf
Margen
Fo_hoja

ang_ap
ang_base
ap_hoja
Ba_hoja
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Forma del involucro. (0) Turbinado; (1) Campanulado Fo_inv

Indumento de los filarios. (0) Glabros; (1) Tomentosos; (2) Lanosos Ind_fila
Glandulas de los filarios. (0) Ausentes; (1) Presentes Gla_fila
Glandulas de la corola. (0) Ausentes; (1) Presentes Gla_cor

Caracteres cualitativos de arquitectura foliar

Venacién primaria. (0) Pinnada; (1) Acrédroma suprabasal Ven_1
Venacién Gltima marginal. (0) Arcos; (1) Incompleta Ven_marg
Ramificacion de las vénulas. (0) No ramificada; (1) Ramificada Vénulas
Patrén de areolacion. (0) Moderado; (1) Bien desarrollado Areo

Analisis estadisticos

Para cumplir con los requisitos de los analisis multivariados, los caracteres
cuantitativos continuos fueron transformados con el logaritmo natural y los discretos
mediante la raiz cuadrada (Tabachnick y Fidell, 2007). Todos los andlisis estadisticos se

realizaron en el software R v.4.1.3 (R Core Team, 2022).

Con los valores transformados se realizd un analisis de componentes principales
(PCA). Como primer paso, se calcul6 la asignacion de valores faltantes con la paqueteria
missMDA (Josse y Hudson, 2013), por medio de la media y desviacidn estandar; en seguida
se computo el PCA con la paqueteria FactomineR (L€ et al. 2008) y la funcién PCA. Los
gréficos se elaboraron utilizando las paqueterias factoextra (Kassambara y Mundt, 2020) y

ggplot2 (Wickham, 2016).

También se realiz6 un analisis discriminante linear (LDA por sus siglas en inglés), el
cual es un método de clasificacion que utiliza el teorema de Bayes para estimar la
probabilidad de que una observacion, dado un determinado valor de predictores, pertenezca
a una de las clases de las variables cuantitativas (Li et al., 2006). Este analisis se llevo a cabo
con la paqueteria MASS (Venables y Ripley, 2002) utilizando las funciones lda y predict para
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calcular las funciones discriminantes y las probabilidades de pertenencia de cada individuo.
A los caracteres con mayor peso se les aplicé un Analisis de Varianza de un factor (ANOVA)
con la paqueteria stats y la funcion aov y se compararon las medias entre grupos (especies)
mediante una prueba HSD de Tukey con la misma paqueteria y la funcion TukeyHSD (R
Core Team, 2022). Los diagramas se graficaron con las paqueterias ggplot2, multcomView

(Spencer et al., 2019) y forcats (Wickham, 2021).

Con los caracteres cuantitativos y cualitativos se realizé un analisis de agrupacion
aglomerativa que utilizé la ordenacion del PCA. Con la funcion HCPC del paquete factoextra
se generd una matriz de distancias Euclidianas y la agrupacion jerarquica aglomerativa se
elaboré utilizando la varianza minima de Ward; posteriormente con la paqueteria NbClust y
la funcion NbClust (Charrad et al., 2014) se determiné el nimero de grupos a partir de la

regla de mayoria de 24 indices de agrupacion. Los graficos se desarrollaron con factoextra.

4.2. Analisis anatdmicos

Anatomia de madera

Se realizaron cortes transversales, tangenciales y radiales de 20 pum de grosor con un
micrétomo de deslizamiento. A la mitad de los cortes de cada plano se les agreg6 cloro al
50% hasta aclarar los tejidos; posteriormente se enjuagaron con agua corriente, la otra mitad
se mantuvo con alcohol al 50%. Todos los cortes se deshidrataron en series de alcoholes
crecientes (50%-70%-96%) para tefiirse posteriormente con doble tincidn de safranina-verde
rapido (Ruzin, 1999), enjuagando con alcohol absoluto y aclarando con xilol para finalmente

montarse con resina sintética. Para cuantificar la longitud de fibras y elementos de vaso se
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prepararon disociados de cada muestra, cortando astillas de 1 cm de largo cercanas al

cambium vascular y colocandolas en solucién Jeffrey (Johansen, 1940) dentro de la estufa

(50°C) durante 3-4 dias. Por altimo, se realizaron preparaciones temporales.

Se realizaron 25 mediciones de cada caracter por individuo de cada especie (Cuadro

3), excepto para la longitud de las fibras donde fueron 50. Los caracteres cuantitativos se

obtuvieron con un analizador de imagenes Image Pro-Plus v. 7.1 (Media Cybernetics Inc.,)

adaptado a un microscopio 6ptico (BX-51 Olympus Corporation, Tokio, Japon). Las

descripciones de la madera se realizaron de acuerdo con la Asociacion Internacional de

Anatomistas de Madera (IAWA Committee, 1989).

Cuadro 3. Caracteres cuantitativos analizados en muestras de la madera y hoja de Nahuatlea y

géneros cercanos.

No. De

caracter

Caracteres de madera

© 00 N O U1 b~ W N -

[y
o

11
12
13

Ndmero de vasos por mm?

Diametro de vaso (pum)

Grosor de la pared del vaso (um)
Longitud de los elementos de vaso (um)
Ancho de la apertura de la punteadura (um)
Longitud de la fibra (um)

Diametro total de la fibra (um)

Grosor de la pared de la fibra (um)
Porcentaje de la pared de las fibras (%)
Numero de radios por mm

Altura de radios uniseriados (um)
Altura de radios multiseriados (um)

Ancho de radios multiseriados (pm)

Caracteres cuantitativos de la hoja

14
15
16

Cuticula (um)
Grosor de la pared periclinal adaxial (um)

Largo de la célula epidérmica adaxial (um)
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17 Grosor de la pared periclinal abaxial (pum)

18 Ancho del mesofilo (um)
19 Ancho del parénquima en empalizada (um)
20 Porcentaje del mesofilo (%)

Arquitectura foliar

Las hojas se colocaron en hidréxido de sodio al 20% durante 24 h y se lavaron con
agua corriente, después se sumergieron en cloro al 50%; posteriormente, se enjuagaron y
deshidrataron en soluciones seriadas de etanol (50-96%) durante 24 h en cada concentracién
y al finalizar en solucion aclaradora (Martinez-Cabrera et al., 2007) durante tres dias;
enseguida se enjuagaron en alcohol al 96% durante 24 h. Las muestras fueron tefiidas con
safranina y se enjuagaron con alcohol al 96% y 100% hasta obtener el contraste adecuado en
las venas, ademas se aclararon con xilol y montaron con resina sintética. En el caso de las
hojas de herbario, estas fueron previamente hidratadas con agua durante 15 minutos antes de

iniciar el procedimiento. Las descripciones se realizaron conforme a Ellis et al. (2009).
Anatomia foliar

Se seccionaron y deshidrataron segmentos de las regiones de la parte media de la
lamina, colocandolas en concentraciones crecientes de ter-butanol (10-100%) por medio de
un procesador automatico de tejidos (Leica TP1020, Wetzlar, Alemania) durante 24 h en
cada concentracion. Posteriormente los tejidos se incluyeron en Paraplast (Leica) y se
realizaron cortes con un micr6tomo rotatorio (Leica RM2125, Wetzlar, Alemania), en
secciones transversales y paradermales de 10-14 um de espesor. Las secciones se tifieron con

safranina-verde rapido (Johansen, 1940) y se montaron con resina sintética. Las
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descripciones siguen la propuesta de Rivera et al. (2017, 2019) y los caracteres cualitativos

y cuantitativos se listan en el Cuadro 3.

Analisis estadisticos

Los caracteres cuantitativos de la madera y hoja se analizaron con un Modelo Linear
Mixto Generalizado (GLMM) el cual permite evaluar diferencias entre grupos sin el supuesto
de normalidad multivariante. Los datos cuantitativos de la madera de A. ilicifolia no fueron
incluido en los andlisis estadisticos porque representan madera juvenil. Los analisis
estadisticos se realizaron en el software R v.4.1.3 (R Core Team, 2022). Como primer paso,
se construyd el modelo a través de la paqueteria Ime4 (Bates et al., 2015) y la funcion Imer,
seleccionando a las especies como variables fijas y los individuos como aleatorias; en seguida
para saber si el analisis es significativo se utilizo la libreria Car (Fox y Weisberg, 2019) y la
funcién anova, por ultimo, para hacer la comparacion por pares se empled la paqueteria

multcomp (Hothorn et al., 2008) y Ismeans (Lenth, 2016) con las funciones glht, y Ism.

4.3 Analisis sistematicos

Caracteres morfo-anatémicos.

Se utilizaron caracteres morfométricos y anatémicos que apoyaron la diferenciacion de las

especies de Nahuatlea y Tehuasca.

Codificacion de caracteres morfo-anatémicos

Se analizaron y codificaron 25 caracteres morfo-anatomicos (Cuadro 4), de los cuales

once fueron morfol6gicos, nueve corresponden a anatomia foliar y cinco a caracteristicas
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anatomicas de la madera. La codificacion incluyo tanto caracteres binarios como multiestado.

Los caracteres cuantitativos se codificaron de acuerdo con los resultados de los analisis

estadisticos realizados en los andlisis morfométricos.

Cuadro 4. Caracteres morfo-anatdmicos cualitativos y cuantitativos y sus estados de caracter.

No. De Carécter Estados de caracter
caracter

0 Tipo de inflorescencia (0) Solitarias; (1) Glomérulos; (2) Tirsos

1 Tipo de margen foliar (0) Dentado; (1) Entero

2 Largo de la hoja (cm) (0) 2.5¢cm; (1) 2.5-5¢cm; (2) >5cm

3 Forma del involucro (0) Campanulado; (1) Turbinado

4 Alto del involucro (cm) (0) 1cm; (1) 1.1-29cm; (2) >3 cm

5 Ancho del involucro (cm) (0) 1cm; (1) 1-2cm; (2) >2cm

6 Longitud de la serie interna de los filarios (cm)  (0) 0.79 cm; (1) 0.8-2cm; (2) > 2 cm

7 Presencia de glandulas de los filarios (0) Ausentes; (1) Presentes

8 Largo del vilano (cm) (0) <5cm; (1) 0.5-0.8 cm; (2) > 0.8 cm

9 Largo de la corola (cm) (0) 0.8cm; (1) >0.81cm

10 Presencia de glandulas de las corolas (0) Ausentes; (1) Presentes

11 Venacion primaria (0) Pinnada; (1) Acrédroma

12 Venacion secundaria (0) Brogquidédroma; (1) Craspedédroma

13 Desarrollo de areolacion (0) Moderada; (1) Bien desarrollada

14 Ramificacion de las vénulas (0) No ramificadas; (1) Ramificadas

15 Venacion ultima marginal (0) Incompleta; (1) Arcos; (2) Ausente

16 Presencia de hipodermis (0) Ausente; (1) Presente

17 Tipo de paréngquima en esponjoso (0) Laxo; (1) Compacto

18 Presencia de criptas estomaticas (0) Ausentes; (1) Presentes

19 Presencia de extensiones de la vaina (0) Ausentes; (1) Presentes

20 Tipo de porosidad (0) Difusa; (1) Semianular

21 Disposicion de los vasos (0) Radial; (1) Diagonal

22 Apertura de punteaduras intervasculares (0) Circular; (1) Lenticular

23 Porcentaje de la pared de fibras (%) (0) 70 %; (1) 70-80 %; (2) > 80 %

24 Numero de series en los radios (0) Uniseriado; (1) Multiseriado

Caracteres moleculares

Los datos moleculares se obtuvieron a partir de las secuencias previamente publicadas
por Panero (2019), disponibles en la base de datos de Gen-Bank (Apéndice 1). Los
marcadores moleculares utilizados fueron dos regiones del ADN ribosomico, el espaciador
transcrito interno (ITS) y el espaciador transcrito externo (ETS). La matriz de cada marcador

se descargo en formato FASTA vy se realizo el alineamiento de secuencias multiples en la

23



plataforma de MAFFT (Katoh et al.,, 2019). Por ultimo, las secuencias alineadas se
concatenaron en una sola matriz en el programa Mesquite V 3.79 (Maddison y Maddison,

2021).

Anélisis filogenético

Para los andlisis filogenéticos se construy0 previamente una matriz combinando
caracteres morfo-anatomicos y moleculares. Los andlisis filogenéticos se realizaron
utilizando los métodos de Méaxima Parsimonia (MP) e Inferencia Bayesiana (Bl). El anélisis
MP se realizd en TNT v.1.5 (Goloboff et al., 2008), usando una busqueda heuristica con
1,000 repeticiones de adicion aleatoria, e intercambio de ramas TBR. Los analisis Bootstrap
y Jackknife al 36% de corte, se realizaron con 1,000 repeticiones (Felsenstein, 2003). Se
calcul6 el indice de consistencia (Cl) y retencion (RI) a través del script de TNT. Los
caracteres fueron mapeados y visualizados en Winclada (Nixon, 2002). Para los analisis
bayesianos se realizaron las particiones ETS, ITS y los datos morfo-anatdmicos como una
sola matriz, a los caracteres moleculares se les asigné previamente un modelo diferente de
evolucion de nucle6tidos a través del software PAUP 4.0a160 (Swofford, 2002), utilizando
el criterio de informacion de Akaike (Akaike, 1974). El modelo seleccionado para ITS fue,
GTR+I, y para ETS, HKY+I. El andlisis se realiz6 en Mr. Bayes v 3.2.7 (Ronquist et al.,
2012) empleando dos corridas independientes con cuatro cadenas de Markov durante 10
millones de generaciones, muestreando los é&rboles cada 1,000 generaciones. La
convergencia de las cadenas se examind en Tracer v1.7.1 (Rambaut et al., 2018) descartando
el 25% de los arboles muestreados. Los arboles restantes se resumieron en un arbol consenso

con la regla de mayoria. El arbol se visualizé y edito en fig Tree v.1.4.4 (Rambaut, 2018).
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5. Resultados

5.1 Analisis morfométricos

Se analizaron 82 especimenes de Nahuatlea y Tehuasca. El nimero de individuos por especie
varidé en funcién del material recolectado en campo y del disponible en los herbarios

consultados.

Analisis de Componentes Principales (PCA)

El PCA mostr6é que los primeros tres componentes explican 77.5% de la varianza
total. En el primer componente principal los caracteres que tienen una mayor contribucion
fueron el alto del involucro, la longitud de la corola, el vilano y la serie interna de los filarios;
en el segundo componente fueron el nimero de series de filarios, la serie externa de los
filarios y el nimero de flores. En el tercer componente solamente resulté importante el largo
de la hoja (Cuadro 5). La dispersion de los individuos en las primeras dos dimensiones se

muestra en la Figura 3.

Cuadro 5. Contribucién de las variables en los primeros tres componentes principales.

Componente 1 Componente 2 Componente 3

Largo de la hoja 5.50 0.1562 40.762
Ancho de la hoja 7.18 0.6751 31.41
Alto del involucro 11.87 0.0318 0.31
Diémetro del involucro 9.53 1.080 0.66
Numero de series filarios 3.12 41.70 0.0009
Longitud de filarios de la serie externa 5.83 19.41 1.485
Longitud de filarios de la serie interna  10.86 0.2237 0.143
Numero de flores 8.22 16.77 0.401
Largo de la corola 10.39 4.36 2.74
Largo de la antera 7.95 0.0000177 5.391
Largo del estilo 6.55 4.073 0.036
Largo de la cipsela 2.90 0.0633 11.079
Largo del vilano 10.03 5.439 5.551
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Analisis de Componentes Principales
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Figura 3. Representacion bidimensional de los individuos de las especies de Nahuatlea y Tehuasca

en los dos primeros componentes del analisis de componentes principales.

Analisis Discriminante Linear (LDA)

El LDA mostrd que las primeras tres funciones discriminantes lineares explican
90.01% de la variacion total, 55.9%, 19.87% y 15.14% de la variacion respectivamente. Los
caracteres que presentaron un mayor peso en la primera funcion discriminante fueron la
longitud de la hoja, la cipsela y del vilano; en la segunda funcion el largo de la corolay en la
tercera funcion el alto del involucro y largo de la antera (Cuadro 6). En la Figura 4 se
observan seis grupos que corresponden a las especies, mientras que las elipses a las

probabilidades (95%) que tienen los individuos de pertenecer a cada grupo. La clasificacion
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obtenida mostré que todos los grupos se clasificaron en un 100% en sus respectivas especies,

excepto en Tehuasca magna, donde la clasificacion fue del 93.7%. Nahuatlea hiriartiana al

registrar un solo ejemplar disponible, no fue posible clasificarla en el anélisis (Cuadro 7).

Cuadro 6. Contribucion de los caracteres analizados a las funciones lineares discriminantes.

LD1 LD2 LD3

Largo de la hoja -2.022 5.218 0.493

Ancho de la hoja 1.806 0.616 -0.024

Alto del involucro 0.234 -1.731 -2.515

Didmetro del involucro 0.790 1.480 -1.060

Numero de series de filarios -1.510 1.222 -1.881

Longitud de filarios de la serie externa -0.182 0.746 0.028

Longitud de filarios de la serie interna -0.128 -1.506 -1.935

Numero de flores -1.914 -0.661 1.255

Largo de la corola 0.340 2.165 -1.484

Largo de la antera -0.291 0.762 2.536

Largo del estilo -0.510 0.257 0.491

Largo de la cipsela -2.078 0.879 -1.262

Largo del vilano -4.329 -5.654 -5.549

Cuadro 7. Clasificacion del analisis discriminante linear. Individuos/porcentajes.
Nahuatlea N. N. N. N. N. Tehuasca  Porcentaje
arborescens  hiriartiana  hypoleuca  obtusata  purpusii  smithii magna Total

N. arborescens  4/100 0 0 0 0 0 0 100
N. hiriartiana 0 0 0 0 0 0 0 0
N. hypoleuca 0 0 15/100 0 0 0 0 100
N. obtusata 0 0 0 14/100 0 0 100
N. purpusii 0 0 0 0 9/100 0 0 100
N. smithii 0 0 0 0 0 8/100 0 100
Tehuasca 0 0 0 0 0 1/6.25 15/93.75  93.75
magna
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Figura 4. Distribucion de los individuos a lo largo de los dos ejes obtenidos a partir del analisis linear
discriminante.

En las variables utilizadas en el LDA y PCA se encontraron diferencias significativas

(p < 0.05) en al menos dos especies (Figura 5).
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Figura 5. Valores de la media y desviacion estdndar para los caracteres mas relevantes en el LDA 'y

PCA. A. Largo de la hoja; B. Largo de la cipsela; C. Largo del vilano; D. Largo de la corola; E. Alto

del involucro; F. Largo de las anteras; G. Largo de los filarios internos; H. NUmero de series de

filarios. Letras diferentes indican diferencias significativas (Tukey, p = 0.05). Linea negra (mediana).
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Analisis de agrupamiento

Como se aprecia en la Figura 6, el analisis de agrupamiento recuperd dos grupos y

todos los individuos se clasificaron adecuadamente dentro de la especie a la que

corresponden. EIl primer grupo (1) esta conformado por N. obtusata, N. hypoleuca, N. smithii

y N. purpusii, caracterizados por presentar los valores mas bajos en largo y ancho de la hoja,

el alto y diametro del involucro, longitud de filarios internos, largo de la corola y el vilano,

el involucro turbinado y la ausencia de glandulas en los &pices de las corolas (Cuadro 8). Este

grupo a su vez se subdividié en dos, el primero conformado por N. obtusata y N. hypoleuca

que comparten inflorescencias tirsoides. El segundo incluye a N. purpusii y N. smithii, que

presentan el patron de areolacion bien desarrollado. En el segundo grupo (lI) estan N.

hiriartiana, N. arborescens y T. magna, en las cuales, las hojas, involucro, filarios internos,

corolas y vilanos son 2-3 veces mayores que el grupo | (Cuadro 8).

Cuadro 8. Similitudes y disimilitudes entre las especies de Nahuatlea y Tehuasca.

Carécter/ Nahuatlea N. hiriartiana N. N. obtusata  N. purpusii N. smithii Tehuasca
especie arborescens hypoleuca magna
Tipo de Glomérulos  Glomérulos Tirsoides Tirsoides Glomérulos  Glomérulos ~ Glomérulos
inflorescencia
Forma de la Ovada Eliptica Eliptico- Eliptico- Eliptico- Eliptico- Ovada
hoja lanceoladas ovadas lanceoladas  lanceoladas
Apice foliar Mucronado Agudo Mucronado Obtuso Agudo Agudo Mucronado
Base foliar Obtusa Cuneada Cuneada Redondeada Cuneada Cuneada Redondeada
Largo de la 6.57+1.57 3.20 3.20+0.7 1.32+0.27 3.31+0.4 4.26+0.5 7.21+0.95
hoja
Ancho de la 3.5+0.99 1.6 1.22+0.23 0.73+0.18 1.14+0.2 1.41+0.45 3.91+0.24
hoja
Venacion 1 Acrddroma Acrédroma Pinnada Pinnada Pinnada Pinnada Pinnada
Areolacion Moderada Moderada Moderada Moderada Bien Moderada Moderada
desarrollada
Ramificacion No No No No Ramificadas No No
de vénulas ramificadas ramificadas  ramificadas  ramificadas ramificadas  ramificadas
Venacion Arcos Incompleta Arcos Incompleta  Incompleta Arcos Incompleta
Gltima
marginal
Forma del Turbinado  Campanulado  Turbinado Turbinado Turbinado Turbinado ~ Campanulado
involucro
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Alto del
involucro
Diametro del
involucro
Numero de
series de los
filarios
Longitud de la
serie externa
de los filarios
Longitud de la
serie interna
de los filarios
Nimero de
flores
Gléandulas de
la corola
Largo de la
corola
Largo de la
antera
Largo del
estilo
Largo de la
cipsela
Largo del
vilano

1.28+0.24

0.52+0.11

6-7

0.20+0.01

0.92+0.17

6-11

Ausentes

1.22+0.09

0.38+0.025

0.39+0.05

0.36+0.06

0.92+0.19

1.8

11

13

300

Ausentes

1.2

0.8

0.65

0.6

11

0.51+0.08

0.26+0.04

4-5

0.15+0.03

0.39+0.068

4-6

Ausentes

0.52+0.07

0.26+0.07

0.33+0.07

0.25+0.05

0.44+0.04

0.64+0.08

0.31+0.07

5-6

0.16+0.04

0.55+0.08

4-6

Ausentes

0.7+0.03

0.29+0.03

0.54+0.12

0.28+0.07

0.66+0.04

0.89+0.11

0.51+0.09

5-6

0.22+0.04

0.7+0.06

16-20

Ausentes

0.7+0.06

0.29+0.03

0.34+0.07

0.29+0.04

0.7+0.01

0.74+0.15

0.2+0.04

6-9

0.13+0.04

0.44+0.06

5-7

Ausentes

0.7+0.11

0.30+0.05

0.48+0.15

0.33+0.06

0.67+0.12

1.21+0.11

1.07+0.17

6-7

0.28+0.05

0.94+0.1

28-53

Presentes

0.91+0.09

0.37+0.05

0.83+0.13

0.32+0.05

0.84+0.08
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Figura 6. Fenograma que muestra el agrupamiento de los individuos de las especies de Nahuatlea y

Tehuasca, analizado a través de la distancia Euclidiana y la varianza minima de Ward.

32



5.2 Analisis anatdmicos

Las descripciones de la madera y la hoja se presentan a nivel de especie en el apéndice | y I1.

Anatomia de madera

Anillos de crecimiento

Las especies de Anastraphia, Nahuatlea y Tehuasca descritas en este trabajo presentan
marcas de crecimiento conspicuas, delimitadas por diametro radial mas reducido; en
Nahuatlea hiriartiana (Figura 7A), N. hypoleuca (Figura 7B), N. purpusii (Figura 7D) se
presenta parénquima marginal y el didmetro mas amplio en los vasos de la madera temprana

de N. obtusata y N. purpusii.
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Figura 7. Vista transversal de la madera en las especies de Anastraphia, Nahuatlea y Tehuasca
mostrando el tipo de porosidad. A. Nahuatlea hiriartiana, semianular; B. N. hypoleuca, difusa; C. N.
obtusata, semianular; D. N. purpusii, semianular; E. N. smithii, difusa; F. Tehuasca magna, difusa;
G. Anastraphia ilicifolia, difusa. Escala= 300 um. F = fibras, flechas= marcas de crecimiento.
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Vasos

Nahuatlea hiriartiana (Figura 7A), N. obtusata (Figura 7C) y N. purpusii (Figura 7D)
presentaron porosidad semianular y Anastraphia ilicifolia (Figura 7G), N. hypoleuca (Figura
7B), N. smithii (Figura 7E) y Tehuasca magna (Figura 7F) porosidad difusa. La densidad de
los vasos oscilé de 18 por mm? en N. hypoleuca a 33 mm?en N. obtusata (Cuadro 9). La
forma de los vasos fue circular en A. ilicifolia, N. hiriartiana'y T. magna (Figura 8A), circular
y ovalada en N. hypoleuca (Figura 8B), N. obtusata y N. purpusii; y solamente ovalada en
N. smithii (Figura 8C). Su disposicion fue en hileras radiales, excepto en N. hypoleuca donde
presentan un patrén diagonal (Figura 7B). Los vasos mas angostos se encontraron en N.
obtusata (27.50 pm) y los mas anchos en Tehuasca magna (41.6 pm) los vasos con paredes
mas delgadas corresponden a N. smithii (7.04 um) y las mas gruesas a T. magna (11.05 pm;
Cuadro 9). Los elementos de vaso en todas las especies estudiadas presentaron placas de
perforacion simple (Figura 8D) y punteaduras intervasculares alternas y circulares; las
aperturas de las punteaduras fueron circulares en A. ilicifolia, N. hiriartiana y N. obtusata
(Figura 8E) y lenticulares en N. hypoleuca, N. purpusii, N. smithii (Figura 8F) y T. magna;
el didmetro de la punteadura intervascular varié de 3.63 um en T. magna a 4.20 um en N.
hypoleuca. Los elementos de vaso mas cortos los presenta N. purpusii (214.93 pm) y los mas

largos T. magna (253.91 um) (Cuadro 9).

Fibras

En todas las especies se observaron fibras libriformes, con una longitud promedio que
fluctudé de 546.73 um en N. purpusii a 663.36 um en N. hypoleuca, siendo en esta ultima
significativamente diferente al resto de las especies estudiadas (Cuadro 9). La relacion

diametro de la fibra y grosor de la pared indica que todas las especies estudiadas tienen
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paredes de gruesas a muy gruesas (Cuadro 9); ademas, no hay diferencias significativas en
el grosor de la pared de la fibra entre las especies estudiadas, pero si para el diametro de la

fibra de Tehuasca magna con respecto al resto de las especies (Cuadro 9).

Cuadro 9. Caracteres cuantitativos de la madera. Media + desviacion estandar de los caracteres
anatémicos de la madera para Nahuatlea y sus grupos hermanos. V/mm? = nlimero de vasos por
milimetro cuadrado; Dmv = didmetro de vaso; Pv = Pared de vaso; Lev = longitud de elementos de
vaso; Lfi = longitud de fibra; Dtfi = didmetro total de la fibra; Pfi = pared de la fibra; % Pfi =
porcentaje de la pared de las fibras. Letras diferentes en los superindices indican diferencias

significativas (Tukey, P < 0.05).

Especie V/mm?  Dmv (um) Pv (um) Lev (um) Lfi (um) Dtfi (um) Pfi (um) % Pafi
N. hiriartiana 304° 28.22+10.012 7.27 £1.422 249.48+42.81° 590.41 + 154.41 13.81+2.232 4.84+1322 70+15°
N. hypoleuca 18+42 30.3348.692 7.85 +2.242 22255 +57.000 663.36+117.08° 1377 £2.44%® 481+1.102 70+12°
N. obtusata 33+9° 27.5+7.18?2 7.34+1.712 221.89 +34.472 573.89 £ 99.132 13.38+2.38%> 505+1.332  75+12P
N. purpusii 23+43 34.28+12.43% 7.33+1.152 21493 +£43.617  546.73 + 114.692 1425+2.48° 529+1.178  74+11°
N. smithii 31+6° 35.92+14.93¢2 7.04 £1.302 225.62 +31.842 552.96 + 110.22 13.24 £1.85% 496 +0.95%  75+10P
Tehuasca 26+3% 41.6+10.31° 11.05+1.07° 253.91 + 45.262 568.21 + 97.742 15.04 £2.43° 5.01+£0.95* 67£102
magna

Parénquima axial y radial

Las especies de Anastraphia, Nahuatlea y Tehuasca presentaron parénquima axial
paratraqueal escaso, asi como marginal unicamente en N. obtusata y N. purpusii. En todas
las especies se encontraron 2-3 radios por mm. En Nahuatlea predominaron los radios bi o
triseriados (Figura 8H) mientras que en Anastraphia y Tehuasca fueron uniseriados (Figura
8G). Los radios en todas las especies fueron heterocelulares, con células procumbentes y
erectas (Figura 81) o procumbentes y cuadradas (N. hypoleuca y T. magna) y envolventes
solo en N. purpusii. Los radios uniseriados mas cortos se presentaron en N. purpusii (108.32

um) y los mas altos en N. hiriartiana (172.96 pm), mientras que en los biseriados y
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triseriados, los mas cortos corresponden a T. magna (123.79 um), los mas altos a N. obtusata
(264.85 um), los mas angostos a T. magna (159.00 um) y los mas anchos a N. purpusii (30.30
um) (Cuadro 10). Todas las especies estudiadas presentaron taninos en algunas células,
siendo mas abundantes en Tehuasca.

Cuadro 10. Caracteres cuantitativos del parénquima radial de la madera para Nahuatlea y sus grupos
hermanos. Media + desviacion estandar de los caracteres anatomicos de la madera. R/mm = Numero
de radios por milimetro; AIRuni = altura de radios uniseriados; AIRmul = altura de radios

multiseriados; AnRmulti = ancho de radios multiseriados. Letras diferentes en los superindices

indican diferencias significativas (Tukey, P < 0.05).

Especie R/mm AlRuni (pm) AlRmul (pm) AnRmul (pm)
N. hiriartiana 3+06° 172.96 +78.53 2 197 +85.49% 28.20+5.96 2
N. hypoleuca 3+0.782 130.10 + 45.40 ® 213.0£ 87972 23.07 £5.72%
N. obtusata 2+0542 128.92 +62.45° 264.85+ 149.4 © 23.95+6.16%
N. purpusii 2+0.32 108.52 + 38.09 © 198.63 +73.88 2 30.30+10.732
N. smithii 3+06°2 132.94 +62.23 P 197.38 +128.26 2 26.77£8.292
Tehuasca magna 2+0.742 151.39 +59.41 9 159 +45.47 ¢ 20.62 + 4.05°

Anélisis estadisticos

El modelo linear generalizado (GLMM) indic6 que existen diferencias significativas
(p < 0.05) en los caracteres evaluados de la madera, excepto en la pared de las fibras y el
namero de radios por mm. En el diametro de los vasos, la pared de los vasos y el porcentaje
de pared de fibra solo fue significativamente diferente T. magna, en la longitud de los
elementos de vaso, N. hiriartiana, y N. hypoleuca en la longitud de fibras, en el resto de los
caracteres las diferencias significativas se presentan en mas de dos especies diferentes

(Cuadros 9, 10).
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Figura 8. Detalles de la madera en especies de Nahuatlea, Tehuasca y Anastraphia. A. Tehuasca
magna, vasos circulares, parénquima paratraqueal escaso, TR; B. Nahuatlea hypoleuca, vasos
circulares y ovalados, parénquima paratraqueal escaso, TR; C. N. smithii, vasos ovalados, parénquima
paratraqueal escaso, TR; D. T. magna, placa de perforacion simple, LT; E. N. obtusata, punteaduras
intervasculares alternas y circulares, con apertura circular, LT; F. N. smithii; punteaduras
intervasculares alternas y circulares, con apertura lenticular, LT; G. T. magna, radios unicelulares con
abundantes taninos, LT; H. N. hypoleuca. radios bi o triseriados, LT; I., radios con células
procumbentes y erectas con presencia de taninos, LR. TR = transversal, LT = longitudinal tangencial,

= longitudinal radial. Escala=100 um en G, I; 50 um en A-D, I; 5 um en E-F. f = fibra, pi =

punteadura intervascular, pp = placa de perforacion, r = radio, v = vaso

Anatomia y arquitectura foliar
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Arquitectura foliar

Nahuatlea y Tehuasca presentaron margen entero, mientras que en Anastraphia fue dentado
y en Cnicothamnus denticulado. El &pice fue mucronado en N. arborescens (Figura 9A), N.
hypoleuca (Figura 9C) y T. magna (Figura 9G); agudo en N. hiriartiana (Figura 9B), N.
purpusii (Figura 9E) y N. smithii (Figura 9F); obtuso en A. ilicifolia (Figura 9H) y N. obtusata
(Figura 9D) y acuminado en C. lorentzii (Figura 91). La base cuneada en N. hiriartiana, N.
hypoleuca, N. purpusii, N. smithii y C. loretzii; redondeada en N. obtusata y A. ilicifolia y

obtusa en N. arborescens.

Casi todas las especies estudiadas presentan venacion pinnada, excepto N.
arborescens y N. hiriartiana que tienen venacion acrodroma. La venacion secundaria fue
broquidédroma en Nahuatlea y Tehuasca; craspedédroma en Anastraphia (Figura 9H); y
eucamtodddroma en Cnicothamnus (Figura 91). El desarrollo de la areolacién fue moderado
en la mayoria (Figura 10B), excepto en N. purpusii, N. smithii, A. ilicifolia y C. lorentzii
donde esté bien desarrollado (Figura 10A). Las vénulas no se encuentran ramificadas excepto
en N. purpusii (Figura 10A). La venacion marginal se observé en arcos en N. arborescens,
N. hypoleuca y N. smithii (Figura 10D); incompleta en N. hiriartiana, N. obtusata, N.

purpusii (Figura 10C) y T. magna, estuvo ausente en A. ilicifolia y C. loretzii (Figura 10E).
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Figura 9. Hojas diafanizadas de Nahuatlea y sus grupos hermanos. A. N. arborescens; B. N.
hiriartiana; C. N. hypoleuca; D. N. obtusata; E. N. purpusii; F. N. smithii; G. Tehuasca magna; H.
Anastraphia ilicifolia; 1. Cnicothamnus lorentzii. Escala=0.5 cm en A-H; 1 cmen I.
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Figura 10. Detalles de areolacion y vena marginal de Nahuatlea y sus grupos hermanos. A. Nahuatlea
purpusii, areolacion bien desarrollada y vénulas ramificadas; B. Tehuasca magna, areolacion
moderada, vénulas no ramificadas; C. N. hiriartiana, venacion marginal incompleta; D. N. smithii,

venacion marginal en arcos; E. Anastraphia ilicifolia, venacion marginal ausente. Escala=300 pm.

Anatomia foliar

Epidermis

La superficie adaxial es glabra en la mayoria de las especies excepto en Nahuatlea purpusii
y Tehuasca magna presentaron tricomas y glandulas; en contraste, en Cnicothamnus loretzii
se observaron papilas. En la superficie abaxial la mayoria de las especies presentaron
tricomas y glandulas (Figura 11E, D), excepto en N. arborescens donde fueron glabras y
eglandulares. La forma de las células epidérmicas en la superficie adaxial fue poligonal con

paredes anticlinales rectas para la mayoria de las especies (Figura 11B); en N. arborescens y
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C. lorentzii fueron onduladas (Figura 11 A, C). En la superficie abaxial se observaron células
poligonales con paredes anticlinales onduladas (Figura 11D), excepto en A. ilicifolia donde
son rectas. Todas las especies presentaron hojas hipostomaticas y estomas anomociticos

(Figura 11E, F).

Figura 11. Vista superficial de la epidermis de Nahuatlea y sus grupos hermanos. A-C superficie
adaxial. A. Nahuatlea arborescens, paredes anticlinales onduladas; B. N. hiriartiana, paredes
anticlinales rectas; C. Cnicothamnus loretzii, paredes anticlinales onduladas; D-F. superficie abaxial
y paredes anticlinales onduladas. D. N. hypoleuca; E. N. hiriartiana; F. Tehuasca magna. Escala=50

pm en A-B; 20 um en C-F.

En seccion transversal, el espesor de la cuticula presentd diferencias significativas
solo entre Tehuasca magna y Cnicothamnus loretzii y las especies de Nahuatlea, las dos
primeras tuvieron el menor grosor (Cuadro 11). Todas las especies presentaron cuticula lisa
y epidermis simple. Las células epidérmicas fueron de forma rectangular en N. hiriartiana
(Figura 12B) y N. hypoleuca (Figura 12C); rectangular hemisférica en N. arborescens (Figura
12A); rectangular y cuadrada en N. purpusii (Figura 12E); cuadrada angosta en N. obtusata
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(Figura 12D); cuadrada en A. ilicifolia (Figura 12H), C. lorentzii (Figugra 121), y N. smithii

(Figura 12F); rectangular y cuadrada en T. magna (Figura 12G). En la superficie abaxial,

todas las especies presentaron estomas por encima del nivel con respecto a las células

epidérmicas ordinarias. También se observo la presencia de criptas estomaticas unicamente

en Anastraphia (Figura 11H) Con respecto al tamafio de las células epidérmicas se

encontraron diferencias significativas entre algunas especies (Cuadro 10), excepto para el

largo de las células epidérmicas abaxiales; N. hiriartiana presento las adaxiales mas largas

(31.70 um) y A. ilicifolia las mas cortas (15.17 pm); asi mismo en la superficie abaxial las

ceélulas epidérmicas mas largas se encontraron en N. arborescens (14.76 um) y las mas cortas

en C. lorentzii (8.30 um) (Cuadro 11). La pared periclinal adaxial varié de 2.56 pm en C.

lorentzii a 8.44 um en N. smithii y la abaxial de 1.61 um en C. lorentzii a 3.69 um en T.

magna.

Cuadro 11. Caracteres cuantitativos de las hojas de Nahuatlea y sus grupos hermanos. Media *

desviacion estandar de los caracteres anatomicos de la hoja. Letras diferentes en los superindices,

indican diferencias significativas p < 0.05.

Especie Cuticula Grosor pared Largo cel. Epi. Grosor pared Largo cel. Epi.  Ancho mesofilo Ancho pa. %
(pm) periclinal Adaxial periclinal Abaxial (pm) Empalizada

adaxial (um) abaxial (nm) (nm)

(pm) (um)
N.arborescens  339+0592 432+1.81° 25.36+7.37° 244+077% 1476+585% 76.66 +6.40 P 2753+6.882 36
N. hiriartiana 6561290  799+127¢  3170+7.74P  361+076° 1453+5312 147.85+3580° 92.16+2159° 63
N. hypoleuca 404+065% 324+0972 27.36+6.92° 1.97+0662 11.87+4012 117.11+8442 71.13+37.28° 61
N. obtusata 3.30+0.78% 534+1.12%2 2244+6433%  216+063% 104623312 13516+1456C 75.55+9.48P 56
N. purpusii 570+1.87° 781+125¢  1652+547%  1.99+0492  1072+3.33% 83.79+1495°  5556+17.883 67
N. smithii 24040582  844+161°  20.12+6.342 264+1.09% 1353+6.122 68.46+12.15°  39.17 45912 57
Tehuasca 16640738 5771369  1728+691%  369+1.03°  1379+4502 57.45+7.37P 20.54 +2.452 36
magna
Anastraphia 1.95+0.402% 258+0.81°% 15.17 £3.24 8 210+1.20% 899+269%  110.28+24.76% 50.95+6.56% 46
ilicifolia
Cnicothamnus 2.84+047% 256+0.86%  15.85+5.082 161+041% 830+2532  64.57+9.23P 37.24+4.792 58

lorentzii
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Mesofilo

La hipodermis estd ausente excepto en N. purpusii (un estrato; Figura 12E) y A.
ilicifolia (dos estratos; Figura 12H). ElI mesofilo es dorsiventral en todas las especies. El
parénquima en empalizada se conformo por uno a tres estratos celulares, con variacion del
36% (N. arborescens y T. magna) al 63% (N. hiriartiana) de espesor total (Cuadro 11). El
parénquima esponjoso en Nahuatlea es en su mayoria compacto, excepto en N. arborescens,

Anastraphia, Cnicothamnus y Tehuasca donde es laxo.
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Figura 11. Vista transversal de la lamina de Nahuatlea y sus grupos hermanos. A. N. arborescens; B.
N. hiriartiana; C. N. hypoleuca; D. N. obtusata; E. N. purpusii; F. N. smithii; G. Tehuasca magna; H.
Anastraphia ilicifolia; 1. Cnicothamnus loretzii. Escala=50 um A-I. e = epidermis, ex = extension de
la vaina, h = hipodermis, t = tricoma, tg = tricoma glandular, flecha = estomas, linea punteada = cripta

estomatica.
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Haces vasculares

Se observaron haces vasculares colaterales cerrados, rodeados por una vaina
parenquimatosa; en algunos hubo células lignificadas asociadas al xilema, o bien, hacia
xilema y floema. En Cnicothamnus lorentzii (Figura 121), Nahuatlea arborescens (Figura
12A) y N. purpusii (Figura 12E) estuvieron presentes las extensiones de la vaina, en el resto

de las especies son ausentes.

Vena media

Las cuticulas en la vena media fueron iguales a las de la lamina en todas las especies.
La epidermis contiene células mas pequefias y con paredes epidérmicas externas mas gruesas
en la superficie abaxial (Nahuatlea hiriartiana, N. hypoleuca, N. purpusii, N. smithii) a
diferencia de la lamina. El parénquima en empalizada en la superficie adaxial esta ausente en
N. arborescens (Figura 13A) y T. magna (Figura 13G), es continuo en N. hiriartiana (Figura
13B) y N. obtusata (Figura 13D) y discontinuo en el resto de las especies. Se observé
colénquima en la superficie abaxial, de un estrato en tres especies de Nahuatlea, también en
Anastraphia ilicifolia (Figura 13C, E, F), dos estratos en N. hiriartiana y C. lorentzii (Figura
13H), estuvo ausente en N. arborescens, N. obtusata y T. magna. También hubo
esclerénquima en los haces vasculares centrales que variaron de dos (N. smithii) hasta 12
estratos (T. magna), excepto N. obtusata donde no se observo. Notoriamente, el

esclerénquima rodea completamente el tejido vascular en N. arborescens.

Analisis estadisticos
Todos los caracteres evaluados de las hojas presentaron diferencias significativas (p
< 0.05) en al menos dos especies, excepto en el largo de la célula epidérmica abaxial, donde

no hay diferencias significativas entre ninguna especie (Cuadro 11).
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Figura 13. Vista de la vena media de Nahuatlea y sus grupos hermanos. A. N. arborescens; B. N.
hiriartiana; C. N. hypoleuca; D. N. obtusata; E. N. purpusii; F. N. smithii; G. Tehuasca magna; H.
Cnicothamnus loretzii. Escala= 300 um en A, E; 100 um en B-D, F-H. es = esclerénquima, x = xilema,

¢ = colénquima.

5.3 Analisis sistematicos
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Los anélisis de Maxima Parsimonia permitieron recuperar se retuvo un solo arbol, con una
longitud de 218 pasos, indice de consistencia (CI) de 0.821 e indice de retencion (RI1) de
0.642. Nahuatlea se resolvi6 como un grupo monofilético sustentado por ocho
sinapomorfias, seis morfologicas (hojas de 2.5-5 cm (CI = 66, RI = 50); involucro turbinado
(C1 =50, RI =50); alto del involucro menor a 1 cm de alto (CI = 40, RI = 25) y menor a 1
cm de ancho (Cl = 66, Rl = 50); series internas de los filarios menores a 0.79 cm (Cl = 50;
RI = 33), ausencia de glandulas en las corolas (Cl = 100, Rl = 100)) y dos anatémicas (entre
70 y 80% del porcentaje de la pared de fibras (CI = 100, RI = 100) y presencia de radios
multiseriados (CI = 100, RI = 100)). Este grupo monofilético presenta un soporte Bootstrap
y Jackniffe con valores de 100/100 (Figura 14), el cual fue apoyado también con el valor
méaximo de probabilidad posterior en el arbol de inferencia bayesiana (Figura 15).
Anastraphia y Tehuasca se resolvieron como hermanos del clado Nahuatlea. Tehuasca se
sustentd por tres homoplasias (involucro de 1.1-2.9 cm de alto y 1-2 cm de ancho, y 0.8-2
cm de largo en la serie interna de los filarios) y una autapomorfia (porcentaje menor a 70%
en la pared de las fibras de la madera). Dentro de Nahuatlea se formaron dos clados, uno
conformado por N. arborescens y N. smithii apoyado por la venacion ultima marginal en
arcos como caracter homoplasico y con valores de soporte bajos de 50/57. Nahuatlea
hiriartiana, N. hypoleuca, N. obtusata y N. purpusii formaron el segundo clado, sustentado
por dos caracteres estructurales, el parénquima esponjoso compacto (homoplasia) y la

porosidad semianular (sinapomorfia), con valores Bootstrap y Jackknife de 99/99.
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Figura 14. Cladograma mas parsimonioso obtenido del andlisis de maxima parsimonia. Longitud (L)
= 218, indice de Consistencia (IC) = 0.821, indice de retencién (IR) = 0.639. Las sinapomorfias se
representan con circulos negros y las homoplasias con circulos blancos. Los nimeros arriba/debajo
de los circulos indican el caracter/estado como estan indicados en el Cuadro 4. Los nimeros

encima/debajo de las ramas representan valores de Bootstrap/Jackknife.
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Figura 15. Relaciones filogenéticas de Nahuatlea y Tehuasca basado en el andlisis de inferencia
bayesiana con secuencias de ADN ribosémico (ITS+ETS) combinadas con caracteres morfo-
anatomicos. Valores arriba de las ramas indican la probabilidad posterior bayesiana (PP).
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6. Discusion

6.1. Analisis morfométricos

Los resultados del PCA y LDA coincidieron en los caracteres mas importantes para separar
las especies, como el tamafio de hojas, del involucro, de la corolay el vilano. En el LDA el
tamarfio de las cipselas y las anteras también fueron relevantes; de igual manera en el PCA el
namero de series de filarios, el tamafio de los filarios externos e internos y el nimero de
flores contribuyeron en la ordenacion de las especies. Algunos caracteres como el alto y el
ancho del involucro, nimero de flores y largo de corola se han utilizado para separar a
Tehuasca magna de Nahuatlea hiriartiana y N. purpusii; el tamafio de las hojas y las series
filarios para diferenciar a N. obtusata, N. smithii y N. hypoleuca (Funk et al., 2017). Por tanto,

son los caracteres que permiten reconocer las especies de Nahuatlea y Tehuasca.

Nahuatlea hypoleuca se definid por presentar inflorescencia tirsoides; hojas eliptico-
lanceoladas; venacion ultima marginal en arcos y media del largo del vilano de 4.47 mm. Los
individuos de N. smithii presentan hojas eliptico-lanceoladas con apice agudo, venacion
ultima marginal en arcos y areolacién bien desarrollada. Mientras que N. purpusii se
caracteriza por la ramificacion de las vénulas; areolacion bien desarrollada y filarios con
indumento lanoso. Nahuatlea obtusata se distingue por tener cabezuelas agrupadas en
inflorescencias tirsoides; el largo de la hoja de 1.33 cm en promedio y &pice y base de la hoja
obtusos. Nahuatlea arborescens se distingue por presentar venacion acrodréma; longitud de
la serie interna del involucro de 10.5 mm en promedio; largo de la corola de 12.25 mm
promedio y media del largo de vilano de 10 mm. Nahuatlea hiriartiana se caracteriza por
tener involucro de 30 mm de alto; longitud de la serie externa del involucro, largo de los

filarios externo de 11 mm; cabezuelas con 300 flores; largo de las anteras de 8.5 mmy largo
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de las cipselas de 6.5 mm en promedio. Los individuos de Tehuasca magna se distinguen por
el largo promedio de la hoja de 7.32 cm; involucro campanulado; diametro promedio del
involucro de10.86 mm; presencia de glandulas en el apice de los lI6bulos de la corola; largo

promedio del estilo de 8.36 mm.

Nahuatlea hypoleuca se diferencia de N. obtusata por las hojas eliptico-lanceoladas
y eliptico-ovadas, &pice mucronado y obtuso, base y cuneada respectivamente, largo del
vilano (Blake, 1924; Cabrera, 1971; Funk et al., 2017; Redonda-Martinez, 2019) y la
venacion ultima marginal con arcos e incompleta. En los patrones de venacién Nahuatlea
purpusii y N. smithii fueron los Unicos taxones que presentan areolacion bien desarrollada,
en los restantes fue moderada o poco desarrollada como sucede en algunas tribus de
Asteraceae (Rivera et al., 2019). Nahuatlea purpusii fue la Unica en presentar vénulas bien
desarrolladas, y comparte la venacion ultima marginal incompleta con N. obtusata y T.

magna.

De acuerdo con el analisis de similitud los grupos obtenidos corresponden con las
secciones propuestas por Freire et al. (2002), donde definieron a la seccion Leucomeris del
complejo Gochnatia por presentar de 7-12 series de filarios; en ella incluyeron a Nahuatlea
hypoleuca, N. obtusata y N. smithii. Sin embargo, en el presente estudio estas especies se
agruparon con N. purpusii por presentar de 4-9 series de filarios. Por otra parte, la seccion
Glomerata estaba definida por presentar inflorescencias en glomérulos o pseudocorimbos e
incluia a N. arborescens, N. purpusii y Tehuasca magna; no obstante, N. hiriartiana y N.

smithii también presentan cabezuelas agrupadas en glomérulos.

Con base en los andlisis multivariados y de similitud no es posible separar a Tehuasca
de Nahuatlea. Tehuasca magna presenta similitud morfoldgica con N. arborescens y N.
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hiriartiana; aunque se diferencian por el numero de flores, 26-53, 8-11 y 302,
respectivamente (Cabrera, 1971; Panero, 2019). T. magna y N. hiriartiana comparten el
involucro campanulado, pero se diferencian porque en T. magna el involucro y el vilano
tienen menor longitud (Funk et al., 2017). Asi mismo, T. magna presenta venacion pinnada,
aspecto que comparte con N. hypoleuca, N. obtusata, N. smithii y N. purpusii, en contraste,
N. arborescens y N. hiriartiana, presentan venacion acrodroma suprabasal. Ademas de los
caracteres moleculares, Panero (2019) separd Nahuatlea y Tehuasca por la presencia de
glandulas en el apice de las corolas de este Gltimo, pero, dicho caracter no result6
significativo en el analisis de similitud. Con base en los resultados de los analisis
morfométricos y de similitud queda la duda de si Tehuasca forma parte de Nahuatlea; los
caracteres utilizados no fueron suficientes para distinguir estos géneros, aunque existe
diferenciacion de las especies. Por ello es necesario realizar anélisis filogenéticos, que
incluyan una combinacion de los caracteres morfolégicos y moleculares, para definir con

mayor precision la posicion taxondémica de Tehuasca.

6.2 Analisis anatdémicos

Se identificaron algunos caracteres anatémicos de la madera y hoja de Nahuatlea y
sus grupos hermanos, con posible valor taxonémico. En la madera fueron la porosidad,
disposicion de los vasos, apertura de las punteaduras intervasculares y el nimero de series en
los radios. En la hoja, los patrones de venacion, tipo de parénquima esponjoso, la presencia

0 ausencia de criptas estomaticas, hipodermis y extensiones de la vaina.
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El caracter de la madera que diferencié a Nahuatlea hiriartiana, N. obtusata y N.
purpusii del resto de las especies fue el tipo de porosidad; N. hypoleuca se diferencié de otras
Nahuatleas por la disposicion de los vasos. En las hojas, solamente N. purpusii se diferencia
de las especies restantes por presentar vénulas ramificadas e hipodermis; las extensiones de
la vaina son una caracteristica compartida entre N. arborescens, N. purpusii y C. lorentzii. El
unico caréacter que diferencio a Nahuatlea de Anastraphia y Tehuasca fue el niUmero de series

en los radios de la madera.

Madera

Los caracteres anatdmicos de la madera que comparten las especies de Nahuatlea son
vasos circulares y ovalados, placas de perforacién simple, punteaduras intervasculares y
alternas, fibras libriformes con paredes muy gruesas, parénquima axial paratraqueal escaso,
y radios bi o triseriados con células procumbentes, erectas o cuadradas, los cuales concuerdan
con los rasgos anatémicos reportados previamente en la familia Asteraceae (Carlquist, 1966;

Metcalfe y Chalk, 1983).

El 40% de las especies de Nahuatlea presentaron porosidad difusa, al igual que
Tehuasca y Anastraphia la cual fue consistente con lo establecido para la familia (Metcalfe
y Chalk, 1983); el resto de las especies presentd porosidad semianular, que no habia sido
reportada en Asteraceae. Es importante sefialar que las especies con porosidad semianular
son arbustivas, a diferencia de las que presentan porosidad difusa que son arbdreas, por lo
que el habito y las condiciones de sequia estacional favorecen su presencia (Martinez-
Cabrera et al., 2015). Este estado de caracter y su correlacion con el habito arbustivo debera
confirmarse al estudiar la madera de un mayor nimero de arbustos de Asteraceae. Por otra

parte, la distribucion de los vasos en hileras radiales predomina en Nahuatlea, igual que en
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Anastraphia y Tehuasca, lo cual es un rasgo comun para taxones de la familia (Carlquist,
1966; Ledn-H y Gamez-A, 2018). Nahuatlea hypoleuca presentd un patron diagonal, el cual
no habia sido mencionado en Asteraceae, ya que €S un rasgo comun en especies con
porosidad anular (IAWA Committee, 1989). Las aperturas de las punteaduras intervasculares
fueron circulares en 60% de las especies de Nahuatlea y en Anastraphia, y lenticulares en el
resto de las Nahuatleas, también en Tehuasca; este rasgo tampoco habia sido reportado en
madera de Asteraceae, por lo que seria importante evaluar su valor taxondmico. Nahuatlea
presento radios bi o triseriados, los cuales, se diferenciaron tanto de Anastraphia como de
Tehuasca, donde predominaron los uniseriados. Es importante sefialar que la muestra de la
madera de Tehuasca proviene de un individuo de mas de 2 m de alto, en floracion, y
seguramente, este es el tipo de radios de la madera madura; en cambio en Anastraphia se
debe confirmar con una muestra de madera del tallo principal, dado que el material aqui

analizado proviene de una rama.

Respecto a los caracteres cuantitativos, todas las especies presentaron diametros de
vasos menores a 50 um, aspecto que concuerda con algunos representantes arbustivos de
zonas xeromorficas de Asteraceae (Pentacalia) (Ledn-H y Gamez-A, 2018), Fabaceae
(Calliandra) (Silva et al., 1989; Velazquez, 2018), Rosaceae (Amelanchier) (Velazquez,
2018), Rubiaceae (Bouvardia, Randia) (Martinez-Cabrera et al., 2015; Ramirez-Martinez et
al.,, 2017) y Rutaceae (Esenbeckia) (Ramirez-Martinez et al., 2017). La longitud de los
elementos de vaso (200-255 pum) es relativamente corta, en comparacion con otros arbustos
como Bouvardia y Randia (Rubiaceae), pero coincide con los valores establecidos para
Pentacalia (Asteraceae) y Amelanchier (Rosaceae). En las paredes de las fibras (4.80-6.00

um), los valores obtenidos son consistentes con los reportados en Randia, Bouvardia (3-5
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um) y Amelanchier (2-7 um). Los resultados sugieren que los arbustos de zonas xerofilas se

distinguen por sus fibras con paredes gruesas.
Hoja

El presente trabajo documenta por primera vez la arquitectura y anatomia foliar de
los géneros aqui estudiados, excepto para Cnicothamnus (Ruiz et al., 2014). En los patrones
de venacion de las hojas, Nahuatlea presentd el margen entero, al igual que Tehuasca. Los
apices y bases foliares fueron muy variables y el patron de venacion pinnado predominé en
Nahuatlea (67%), también esta en Anastraphia, Cnicothamnus y Tehuasca. Nahuatlea
arborescens y N. hiriartiana compartieron la venacién acrédroma. Nahuatlea y Tehuasca
tienen en comun la venacion broquidédroma, rasgo tipico en la familia (Hickey y Wolfe,
1975; Rivera et al., 2019); a diferencia de Anastraphia y Cnicothamnus que presentaron
venacion craspedodroma y eucaptodédroma. Anastraphia, Cnicothamnus, N. purpusii y N.
smithii, tuvieron areolas bien desarrolladas en comparacion con el resto de las especies, en
las cuales fue de moderada o poco desarrollada. Sin embargo, este caracter es muy variable
dentro de las diferentes tribus de Asteraceae (Rojas et al., 2014; Rivera et al, 2019; Anaya-
Gutiérrez et al., 2022). Nahuatlea purpusii fue la Unica especie con vénulas bien
desarrolladas, comparte la venacién altima marginal incompleta con N. hiriartiana, N.
obtusata y Tehuasca, en el resto de las especies de Nahuatlea forma arcos, mientras que en
Anastraphia y Cnicothamnus estd ausente. La venacion ultima marginal mas comun
encontrada para en Asteraceae esta en arcos (Acourtia, Artemisa, Barkleyanthus, Bellis,
Galinsoga, Pentacalia, Pittocaulon, Roldana y Tagetes) o es incompleta (Bidens,
Eupatorium, Helminthotheca, Melampodium, Verbesina y Vernonia) (Ravindranath e

Inamdar, 1985; Rojas-Leal et al., 2018; Rivera et al., 2019; Rabiae y Elbadry, 2020).
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Todas las especies estudiadas presentaron hojas hipostomaticas con estomas
anomociticos, cuticula lisa y mesofilo dorsiventral, caracteres reportados previamente en
Asteraceae (Metcalfe y Chalk, 1979; Rivera et al., 2019). Sin embargo, estas caracteristicas
han reportado variacion con respecto a miembros estudiados de la tribu Gochnatieae, como
la organizacion del mesofilo en isobilateral o dorsiventral, asi como las hojas anfi o

hipoestomaticas (Melo-de-Pinna, 2004; Rossatto y Kolb, 2012).

El 84% de las especies de Nahuatlea tuvieron superficie adaxial glabra, y, tricomas y
glandulas en la superficie abaxial, al igual que Anastraphia y Cnicothamnus, en cambio
Tehuasca presentd tricomas y glandulas en ambas superficies. La presencia de tricomas y
glandulas es comun en miembros de la tribu Gochnatieae (Rossatto y Kolb, 2012; Ruiz et al.,
2014). En Nahuatlea predominan las células epidérmicas poligonales con paredes
anticlinales rectas en la superficie adaxial, mientras que la abaxial hay células poligonales
onduladas. La mayoria de las otras tribus estudiadas, presentan similitud en ambas superficies
(Rivera et al., 2019; Anaya-Gutiérrez et al., 2022). Todos los géneros aqui estudiados tienen
estomas por encima de las células epidérmicas, rasgo caracteristico en otros miembros de
Gochnatieae (Rossatto y Kolb, 2012; Ruiz et al., 2014), pero menos comun a nivel de familia
(Rivera et al., 2019). En Nahuatlea 84% de las especies carecid de hipodermis, al igual que
Anastraphia y Tehuasca; en cambio, en Cnicothamnus y N. purpusii estuvo presente.
Anastraphia fue el Gnico género con criptas estomaticas, caracteristica que no habia sido
mencionada para los miembros de la tribu y podria ser de importancia taxonémica, por lo
que es necesario estudiar otras especies del género para verificar si pudiera tratarse de una
novedad evolutiva. ElI 84% de las especies de Nahuatlea tuvo parénquima esponjoso

compacto a diferencia de Anastraphia, Cnicothamnus y Tehuasca, donde fue laxo. Los haces
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vasculares rodeados por una vaina parenquimatosa en las especies estudiadas son comunes
en taxones de Asteraceae (Carlquist, 1957; Anderson y Creech, 1975; Breitwieser, 1993;
Lapp et al., 2013; Lusa et al.,, 2018; Rivera et al., 2019; Carbone et al., 2021) y
especificamente en Gochnatieae (Rossatto y Kolb, 2010, 2012). En los haces colaterales
dispuestos a lo largo del mesofilo, cada uno esta rodeado de células parenquimaticas y cuando
hay extensiones de la vaina, algunas células se encuentran lignificadas como en Richterago
(Melo-de-Pinna, 2004). La presencia de extensiones de la vaina es rara en Nahuatlea, sin
embargo, esta caracteristica es comun en algunos miembros de Asteraceae (Aldama,
Bacharis, Dahlia, Gochnatia, Helminthotheca, Melampodium, Pseudognaphalium,
Richterago, Sonchus, Tagetes, entre otros) (Breitwieser, 1993; Melo-de-Pinna, 2004;

Rossatto y Kolb, 2012, Rivera et al., 2019; Anaya-Gutiérrez et al., 2021).

En cuanto a caracteres cuantitativos, todas las especies presentaron parénquima en
empalizada bien desarrollado, caracteristica de hojas xeromorficas con valores entre 93-195
um (Gibson, 1996; Gratani y Varone, 2004; Rivera et al., 2017). También el grosor de las
cuticulas (1-7 um) concuerda con el de otras plantas xeréfitas que van de 2-22 pm (Rotondi
et al., 2003; Lapp et al., 2013) y las paredes periclinales externas de 5-21 um (Lapp et al.,

2013).

6.3 Andlisis sistematicos

Los anélisis de Maxima Parsimonia e Inferencia Bayesiana, combinando caracteres morfo-
anatomicos y moleculares, proporcionaron evidencias solidas para apoyar la propuesta de

que el género Nahuatlea es un grupo monofilético, constituido por seis especies. Igualmente,

57



los resultados apoyan la hipdtesis de diferenciar a Tehuasca como género independiente y
hermano de Nahuatlea, tal como se habia propuesto anteriormente utilizando solo caracteres

moleculares (Panero, 2019; Gostel et al., 2022).

El analisis aqui presentado dio como resultado una resolucion con soporte maximo para
Nahuatlea y Tehuasca. De las ocho sinapomorfias que apoyaron la monofilia de Nahuatlea
cuatro son caracteres morfologicos, considerados previamente de importancia taxondémica en
la diferenciacion de especies, como el largo de las hojas, tamafio y forma del involucro
(Blake, 1924; Cabrera, 1971; Funk et al., 2017), y ausencia de glandulas en la corola; ellos
mismos permiten diferenciar a Tehuasca magna de Nahuatlea (Panero, 2019). La ausencia
de las glandulas en la corola, el porcentaje de la pared de las fibras y el nimero de series en
los radios resultaron ser sinapomorfias para el género. Sin embargo, algunos caracteres se
recuperaron como sinapomorfias (transformacionales), pero no se encuentran compartiendo
el mismo estado en todos los miembros del género, como el tamafio de las hojas, la forma'y
tamaiio del involucro y la longitud de la serie interna de los filarios. Por ejemplo,
considerando el tamafio de las hojas, Anastraphia, Tehuasca y Nahuatlea arborescens
presentan las hojas mas grandes (> 5 cm), Nahuatlea las hojas medianas (2.5-5 cm).
Evolutivamente, se puede explicar esto como una transicion del largo de las hojas a su
reduccion a lo largo de la filogenia. Aunque se prefieren las sinapomorfias como evidencia
de monofilia, las homoplasias también son importantes porque pueden aportar potencial
informacion sobre el caracter monofilético de muchos de los nodos en un arbol filogenético

(Nixon y Ochoterena, 2000; Assis, 2009; Assis y Rieppel, 2011).

Nahuatlea arborescens presenta las hojas mas grandes del grupo, caracter plesiomorfico

que comparte con Tehuasca y Anastraphia. El alto del involucro y la longitud de la serie
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interna de los filarios también se recuperan como caracteres plesiomorficos compartidos con
Tehuasca. La venacion primaria compartida con N. hiriartiana y la presencia de extensiones

de vaina con N. purpusii, al parecer son caracteres que se adquirieron independientemente.

Nahuatlea smithii presenta una combinacion Unica de caracteres homoplésicos como el
vilano de 0.5-0.8 cm, la corola menor a 0.8 cm y la areolacion bien desarrollada, los cuales
comparte con N. purpusii. La areolacion a su vez es un caracter plesiomorfico que también
comparten con Anastraphia. El parénquima esponjoso compacto, también se comporta como
una homoplasia porque lo comparte con el clado que formaron el resto de las especies (N.
purpusii, N. hiriartiana, N. hypoleuca y N. obtusata). Nahuatlea purpusii presentd vénulas

ramificadas y presencia de hipodermis como caracteres autapomorficos.

Nahuatlea hiriartiana se definid por una combinacion de caracteres plesiomorficos
(involucro campanulado < 3 cm de alto y de 1-2 cm de ancho, serie interna de los filarios
0.8-2 cm de largo, vilano < 0.8 c¢cm, corola < 0.81 c¢cm) que comparte con Anastraphia y
Tehuasca. Las aperturas lenticulares de las punteaduras intervasculares que comparte N.

hiriartiana con N. obtusata se recuperan como homoplasia.

Nahuatlea hypoleuca y N. obtusata compartieron inflorescencia tirsoide como
sinapomorfia y corolas > 0.8 cm como homoplasia. Nahuatlea hypoleuca presenta como
caracteres sinapomorficos el vilano mas pequefio del grupo y una distribucion diagonal en
sus vasos, que se combinaron con caracteres homoplasicos, como la venacién marginal en
arcos y la porosidad difusa. En N. obtusata se recuperaron como sinapomorfia las hojas mas
pequefias del grupo (< 2.5 cm) y tanto el vilano de 0.5-0.8 cm como las aperturas circulares

de las punteaduras intervasculares son caracteres homoplasicos.
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En general el género Nahuatlea se definié por un conjunto de sinapomorfias y/o una
combinacion de homoplasias, como ocurre en otros linajes de angiospermas (Hughes et
al., 2004; Norup et al., 2006., Martinez-Dominguez, 2018, Sanchez et al., 2019). Como se
discute en este trabajo los caracteres morfo-anatbmicos proporcionan caracteristicas
informativas, las cuales se recuperan como sinapomorfias, homoplasias 0 una combinacion
de ellas, las cuales permiten evaluar de manera mas critica las filogenias moleculares y

caracterizar mejor los clados recuperados.
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7. Conclusiones
Los andlisis morfométricos ayudaron a reconocer los caracteres que apoyan la diferenciacion
de las especies de Tehuasca y Nahuatlea, caracterizados principalmente por el tamafio de las
hojas, del involucro, de los filarios internos, la corola y el vilano. Asi mismo, resultaron
relevantes los caracteres cualitativos como el tipo de inflorescencia, los patrones de venacion,
la forma del involucro y la presencia de glandulas en la corola. Sin embargo, los resultados

no permitieron diferenciar de manera concluyente a nivel de géneros Nahuatlea y Tehuasca.

Se describe por primera vez la anatomia de la madera y hoja para las especies de
Anastraphia, Nahuatlea y Tehuasca; también se identificaron caracteres con posible valor
taxonodmico de la madera, entre los que destacan la porosidad, la disposicién de los vasos, la
apertura de las punteaduras intervasculares y el nimero de series en los radios. Todos ellos,
fueron significativamente diferentes entre las especies evaluadas. Ademas resultaron
relevantes los patrones de venacion, el tipo de paréngquima esponjoso, presencia o ausencia
de hipodermis, de criptas estomaticas y de extensiones de la vaina. A nivel genérico los
caracteres que permiten diferenciar a Nahuatlea de sus grupos hermanos fueron los radios bi

o triseriados de la madera y el porcentaje de la pared de las fibras.

Los resultados obtenidos permiten proponer una hipétesis mas solida de las relaciones
filogenéticas, con base en los analisis filogenéticos combinados. La adicion de caracteres
morfo-anatdmicos ayud6 a corroborar y apoyar la delimitacion de Nahuatlea basada en
secuencias moleculares. La morfo-anatomia proporciona informacion util y préctica para

comparar y diagnosticar clados y proponer clasificaciones mas robustas.
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Apéndice |

Descripciones anatomicas de la madera en las especies de Anastraphia, Nahuatlea 'y
Tehuasca

Nahuatlea hiriartiana

Anillos de crecimiento delimitados por fibras con paredes més delgadas, vasos de la madera
temprana mas grandes y parénquima marginal, porosidad semianular; vasos de forma
redondeada, hileras radiales de 6 vasos, 30 + 4 /mm?, diametro tangencial 28.22 + 10.01 um,
pared de vaso 7.27 £+ 1.42 pum; longitud de elementos de vaso 249.48 + 42.81 um; placas de
perforacion simple, punteaduras intervasculares alternas, circulares, apertura circular,
diametro 4.08 um; punteaduras radio-vaso iguales a las intervasculares. Fibras libriformes,
longitud de 590.41 £ 154.41 um, didmetro tangencial 13.81 + 2.23 um; pared muy gruesa
(4.84 £1.32 pm); parénquima axial apotraqueal ausente, paratraqueal escaso; radios
heterocelulares, 3 + 0.6 /mm, 1-3 seriados, predominan los biseriados, altura 197 + 85.49 pum,

ancho 28.20 + 5.96 um, células procumbentes y erectas, taninos presentes en algunas células.

Nahuatlea hypoleuca

Anillos de crecimiento delimitados por parénquima marginal, porosidad difusa; vasos de
forma redondeada y ovalada dispuestos en un patrén en diagonal, 18 + 4 /mm?2, diametro
tangencial 30.33 £ 8.69 um, pared de vasos 7.85 + 2.24 um; elementos de vaso 249.48 +
42.81 um de longitud; placas de perforacion simple, punteaduras intervasculares alternas,
circulares, diametro 4.20 um, con apertura lenticular; punteaduras radio-vaso similares a las
intervasculares. Fibras libriformes; de longitud de 663.36 + 117.08 um, diametro tangencial

13.77 + 2.44 um, pared muy gruesa (4.81 £1.10 um); parénquima axial apotraqueal ausente,
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paratraqueal escaso. Radios heterocelulares 3 = 0.78 /mm, 1-3 seriados, predominando 2-3-
seriados, de 213.0 = 87.97 um, ancho 23.07 + 5.72 um, células procumbentes y cuadradas.
Nahuatlea obtusata

Anillos de crecimiento delimitados por diametro amplio en la madera temprana y parénquima
marginal, porosidad semianular; vasos de forma redondeada y ovalada, en cumulos o
dispuestos en hileras radiales de hasta 7 vasos, 33 + 9 /mm?, diametro tangencial 27.5+7.18
um, pared de vasos 7.34 = 1.71 um; longitud de elementos de vaso 221.89 = 34.47 um; placas
de perforacion simple, punteaduras intervasculares alternas, circulares, apertura circular,
diametro 3.90 um; punteaduras radio-vaso similares a las intervasculares. Fibras libriformes
de pared muy gruesa (5.05 £ 1.33 um), longitud 573.89 + 99.13 um, didmetro tangencial
13.38 £ 2.38 um; parénquima axial apotraqueal ausente, paratraqueal escaso. Radios
heterocelulares, 1-3 seriados, predominan los biseriados, 2 £ 0.54 /mm, altura 264.85+ 149.4
pm, ancho 23.95 £+ 6.16 um, células procumbentes y erectas, taninos en cada una de sus

células y cristales prismaticos.

Nahuatlea purpusii

Anillos de crecimiento delimitados por escaso parénquima marginal y aumento ligero de
didmetro en los vasos de madera temprana, porosidad semianular; vasos de forma circular y
ovalada, en cumulos, dispuestos en patrones radiales, 23 + 4 /mm?, didmetro tangencial 34.28
+ 12.43 pm, pared de vasos 7.33 £ 1.15 pum; longitud de elementos de vaso 214.93 +
43.61um; placas de perforacion simple, punteaduras intervasculares alternas, ovaladas con
apertura lenticular, diametro 3.83 um; punteaduras radio-vaso similar a las intervasculares;
fibras libriformes de pared muy gruesa (5.29 + 1.17 um), longitud 546.73 + 114.69 um,

diametro tangencial 14.25 + 2.48 pum; parénquima axial apotraqueal ausente, paratraqueal
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escaso; radios heterocelulares con algunas células envolventes, 1-3 seriados, predominan los
biseriados, 2 + 0.3/mm?, altura 198.63 + 73.88 pm, ancho 30.30 £ 10.73 um, células

procumbentes y erectas, presencia de taninos.

Nahuatlea smithii

Anillos de crecimiento delimitados por fibras de paredes mas delgadas en la madera
temprana, porosidad difusa; vasos de forma ovalada, hileras radiales de 4 a 8 vasos, 31 + 6
/mm?, didmetro tangencial 35.92 + 14.93 um, pared de vasos 7.04 + 1.30 um; elementos de
vaso 225.62 + 31.84 um de longitud; placas de perforacion simple; punteaduras
intervasculares alternas, circulares, apertura lenticular, didmetro 4.16 um; punteauduras
radio-vaso similares a las intervasculares; fibras libriformes de pared muy gruesa (4.96
0.95 um, longitud 552.96 = 110.28 um, didmetro tangencial 13.24 + 1.85 pum; parénquima
axial apotraqueal ausente, paratraqueal escaso; radios heterocelulares 3 + 0.6/mm, 1-3
seriados, predominan los biseriados, altura 155.19 pum, ancho 26.77 + 8.29 um, células

procumbentes y erectas, presencia de taninos en algunas células.

Tehuasca magna

Anillos de crecimiento delimitados por fibras de paredes mas delgadas en la madera
temprana, porosidad difusa; vasos de forma circular, dispuestos en hileras radiales hasta de
10 vasos, 26 + 3/mm?, diametro tangencial 41.6 + 10.31 pm, pared de vasos 11.05 + 1.07
um; longitud de elementos de vaso 253.91 + 45.26 um; placas de perforacion simple;
punteaduras intervaculares alternas, circulares, apertura lenticular, didmetro 3.63 pm; fibras
libriformes de pared muy gruesa (5.01 = 0.95 um), longitud 568.21 + 97.74 um, didmetro
tangencial 15.04 + 2.43 um; parénquima axial apotraqueal ausente, paratraqueal escaso;

radios heterocelulares 2 + 0.74 /mm, uni y bi seriados, en su mayoria uniseriados, alto155.95
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+ 52.54 um, ancho 20.62 + 4.05 um, células procumbentes y cuadradas con abundantes

taninos.

Anastraphia ilicifolia

Anillos de crecimiento delimitados por fibras de paredes mas delgadas en la madera
temprana, porosidad difusa; vasos de forma circular, solitarios o formando hileras radiales
de 4-7 vasos; placas de perforacion simples, punteaduras intervasculares alternas, circulares
a ligeramente ovaladas, apertura circular; punteaduras radio-vaso similares a las
intervasculares. Fibras libriformes de paredes muy gruesas; parénquima axial apotraqueal
ausente, paratraqueal escaso; radios heterocelulares, 1 y 2 seriados, en su mayoria

uniseriados, células procumbentes y erectas, con taninos en algunas células.
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Apéndice 11

Descripciones de arquitectura y anatomia de la hoja en las especies de Anastraphia,
Nahuatlea y Tehuasca.

Nahuatlea arborescens

Hojas alternas cortamente pecioladas, lamina ovada, margen entero, angulo del &pice y base
obtuso, apice mucronado, base obtusa; venacion primaria acrodroma suprabasal, venacion
secundaria broquidodroma; desarrollo de areolacién moderado, con vénulas mayormente no
ramificadas; venacion ultima marginal en arcos.

Hojas hipoestomaticas; en vista superficial células poligonales alargadas con
anticlinales onduladas en u en ambas superficies; adaxialy abaxial glabras; estomas
anomociticos. En seccidn transversal, ancho de lamina 108.97 & 11.14 um; cuticula estriada
en ambas superficies, espesor 3.39 = 0.59 um; epidermis uniseriada con células rectangulares
a hemisféricas, pared periclinal externa gruesa, adaxial 4.32 + 1.81 pm, abaxial 2.44 + 2.77
um; estomas al mismo nivel que las células epidérmicas; mesofilo heterogéneo con un estrato
de empalizada (36%), parénquima esponjoso laxo; haces vasculares colaterales cerrados,
rodeados por una vaina paréngquimatosa, extensiones de la vaina presentes con células
lignificadas. Vena media contorno plano a ligeramente concavo en adaxial y ligeramente
convexo en abaxial, cuticula similar a la ldmina, epidermis con células cuadradas; haz
vascular central con serie de 14 hileras radiales de xilema, de 3 a 6 vasos, floema de 3 filas

de células, esclerénguima rodeando a xilema y floema, hasta de 6 estratos.

Nahuatlea hiriartiana
Hojas simples, alternas, sésiles o cortamente pecioladas, ldamina eliptica, margen entero,

angulo del apice y base agudo, apice agudo, base cuneada; venacion primaria acrodroma
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suprabasal; venacion secundaria broquidodroma; desarrollo de areolacion moderado con
veénulas no ramificadas; venacion ultima marginal incompleta.

Hojas hipoestomaticas; en vista superficial células poligonales con paredes
anticlinales rectas y glabra en la superficie adaxial, paredes anticlinales ligeramente
onduladas y con abundantes tricomas en la abaxial; estomas anomociticos. En seccién
transversal ancho de ldmina 107.91 £ 16.86 um; cuticula lisa en ambas superficies, espesor
5.61 + 0.76 um; epidermis uniseriada con células rectangulares; pared periclinal gruesa,
adaxial 11.41 £ 2.60 um, abaxial 4.25 £ 2.53 pum; estomas por encima del nivel de las células
epidérmicas; mesofilo heterogéneo con tres estratos de parénquima en empalizada (64%),
parénquima esponjoso compacto; haces vasculares colaterales cerrados, rodeados con vaina
parenquimatosa, sin extensiones de la vaina. Vena media con contorno plano o ligeramente
proyectado adaxialmente y convexo protuberante abaxialmente, cuticula similar a la lamina,
epidermis uniseriada, con células cuadradas, angostas; parénquima en empalizada continuo
en la cara adaxial, hacia la cara abaxial dos estratos de colénquima, haz vascular central con
una serie de 7 hileras radiales de xilema de 3 a 6 vasos, floema de 6 filas de células, casquetes

de esclerénquima de 4 estratos sobre floema y xilema.

Nahuatlea hypoleuca
Hojas simples, alternas, cortamente pecioladas, lamina eliptico-lanceolada, margen entero,
angulo del apice y base agudo, apice mucronado y base cuneada; venacion primaria pinnada,
venacion secundaria broquiddédroma; desarrollo de areolacion moderada con vénulas
mayormente no ramificadas; venacion ultima marginal en arcos.

Hojas hipoestomaticas; en vista superficial células poligonales con paredes

anticlinales rectas y glabras en superficie adaxial; células poligonales onduladas en u, con
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tricomas glandulares en cara abaxial; estomas anomociticos. En seccion transversal, cuticula
lisa en ambas superficies, espesor 5.04 + 1.30 um; epidermis uniseriada con células
rectangulares; periclinal externa delgada, adaxial 3.24 + 0.97 um, abaxial 1.97 £ 0.66 um;
estomas por encima del nivel de las células epidérmicas; mesofilo heterogéneo con tres
estratos de parénquima en empalizada (57%), parénquima en esponjoso compacto; haces
vasculares colaterales cerrados con vaina parenquimatica, sin extensiones de vaina. Vena
media con contorno plano en adaxial y convexo protuberante en abaxial, cuticula similar a la
lamina, epidermis uniseriada con células angostas y pared periclinal externa mas gruesa que
en la lamina en especial en la cara abaxial, sin parénquima en empalizada y un estrato de
colénquima en cara abaxial; haz vascular central con serie de 7 hileras radiales de xilema, 5-
6 filas de floema, casquetes de esclerénquima de 3 estratos sobre floema y de 3 a 6 sobre

xilema.

Nahuatlea obtusata

Hojas simples, alternas, cortamente pecioladas, lamina eliptico-ovada, margen entero, angulo
del apice y base obtusos, &pice obtuso y base redondeada; venacién primaria pinnada,
venacion secundaria broquidodroma; desarrollo de areolacion moderada con vénulas
mayormente no ramificadas; venacion ultima marginal incompleta.

Hojas hipoestématicas; en vista superficial células poligonales alargadas con paredes
anticlinales rectas y glabras en superficie adaxial, en abaxial, paredes ancticlinales onduladas,
con tricomas glandulares; estomas anomociticos. En seccion transversal cuticula lisa en
ambas superficies, espesor 5.21 = 1 um; epidermis uniseriada con células cuadradas angostas
angostas; grosor de pared periclinal externa adaxial 5.34 + 1.12 um, abaxial 2.16 + 0.63 um;

estomas por encima del nivel de las células epidérmicas; mesofilo heterogéneo con dos o tres
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estratos de parénquima en empalizada (69%) y dos de esponjoso compacto; haces vasculares
colaterales cerrados, rodeados por una vaina parénquimatosa, extensiones de la vaina
ausentes. Vena media con contorno ligeramente concavo adaxialmente, redondo y
protuberante abaxialmente, cuticula similar a la lamina, epidermis uniseriada con células mas
pequefias que en la lamina, paredes periclinales delgadas; parénquima en empalizada
continuo y colénquima ausente en la cara abaxial; haz vascular central con serie de 7 hileras

radiales de xilema con 5 vasos, floema de 6 hileras de células, esclerénguima ausente.

Nahuatlea purpusii

Hojas simples, alternas, cortamente pecioladas; lamina eliptico-lanceolada, margen entero,
angulo del apice y base agudos, &pice agudo y base cuneada; venacion primaria pinnada,
venacion secundaria broquidodroma; areolacién bien desarrollada con vénulas ramificadas
una o dos veces; venacion ultima marginal en arcos y hacia el &pice incompleta.

Hojas hipoestdmaticas; en vista superficial células poligonales isodiamétricas con
paredes anticlinales rectas, glabra en superficie adaxial, paredes anticlinales onduladas en u
y con tricomas glandulares en abaxial; estomas anomociticos. En seccidn transversal, ancho
de la lamina 106.27 £ 30.33 um; cuticula lisa en ambas superficies, espesor 6.62 + 1.35um;
epidermis uniseriada con células cuadradas a rectangulares; grosor de pared periclinal externa
adaxial 8.59 + 1.74 pum, abaxial 1.93 + 0.54; estomas por encima del nivel de las células
epidérmicas; hipodermis de un estrato mesofilo heterogéneo con dos estratos de parénquima
en empalizada (67%) y tres de esponjoso compacto, haces vasculares colaterales cerrados,
rodeados por una vaina parenquimatosa, extensiones de la vaina presentes con celulas
lignificadas o no. Vena media con contorno aplanado a ligeramente concavo en adaxial,

aplanado y protuberante en abaxial; cuticula similar a la 1dmina, epidermis uniseriada con

83



células angostas convexas, paredes periclinales gruesas; parénguima en empalizada
discontinuo, colénquima de un estrato en la cara abaxial; haz vascular central con serie de 8
hileras radiales de xilema con 6 vasos, 10 filas de células de floema, casquetes de

esclerénquima de cuatro estratos sobre floema.

Nahuatlea smithii

Hojas simples, alternas, cortamente pecioladas, lamina eliptico-lanceolada, margen entero,
angulos del apice y base agudo, apice agudo y base cuneada; venacién primaria pinnada,
venacion secundaria broquidodroma, areolacién bien desarrollada con vénulas mayormente
no ramificadas; venacion ultima marginal en arcos.

Hojas hipostdmaticas; en vista superficial células poligonales con paredes anticlinales
rectas; superficie adaxial glabra, abaxial con tricomas glandulares, estomas anomociticos. En
seccion transversal, ancho de la lamina 101.58 + 15.79 um; cuticula lisa en ambas superficies,
espesor 1.98 + 0.61 pum; epidermis uniseriada con células cuadradas; grosor de pared
periclinal externa adaxial 8.81 &+ 2.22 um, abaxial 3.60 = 2.58 um; estomas por encima del
nivel de las células epidérmicas; mesofilo heterogéneo con dos estratos de parénquima en
empalizada (57%) y tres de esponjoso compacto, haces vasculares colaterales cerrados
ocasionalmente con escleréquima en el floema, rodeados por una vaina parénquimatosa,
extensiones de la vaina ausentes. Vena media con contorno aplanado adaxialmente, redondo,
protuberante en abaxial; cuticula similar a la ldmina, epidermis uniseriada con células
cuadradas, en cara abaxial mas estrechas, pared periclinal externa gruesa; parénquima en
empalizada discontinuo, uno o dos estratos de colénquima; haz vascular central con serie de
7 hileras radiales de xilema con 6 vasos, 4 hileras de células de floema, caquetes de

esclerénquima de tres 2 o 3 estratos sobre floema y xilema.
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Tehuasca magna

Hojas simples, alternas, cortamente pecioladas, lamina ovada, margen entero, angulos del
apice y base obtuso, apice mucronado y base redondeada; venacion primaria pinnada,
venacion secundaria broquidodroma; desarrollo de areolacion moderada con vénulas
mayormente no ramificadas; venacion Ultima marginal incompleta.

Hojas hipostomaticas; en vista superficial células tetragonales alargadas con paredes
anticlinales onduladas en u; superficie adaxial y abaxial con tricomas y glandulas; estomas
anomociticos. En seccion transversal, ancho de la ldmina 128.98 + 44.44 um; cuticula lisa en
ambas superficies, espesor 1.66 + 0731 pum; epidermis uniseriada con células convexas;
grosor de pared periclinal externa adaxial 5.77 + 1.36 pum, abaxial 4.03 + 1.43 um; estomas
por encima de las células epidérmicas; mesofilo heterogéneo con un estrato de parénquima
en empalizada (37%) y tres de esponjoso moderadamente laxo, haces vasculares colaterales
cerrados, rodeados por una vaina perénquimatosa, extensiones de la vaina ausentes. Contorno
de la vena media concavo adaxialmente, redondo, protuberante abaxialmente; cuticula
similar a la ldamina, epidermis uniseriada con células convexas estrechas, paredes periclinales
externas gruesas; haz vascular central con serie de 6-11 hileras radiales de xilema con 5 vasos,
6 hileras de células de floema, casquetes de esclerénquima de 10-12 capas sobre floema y

xilema.

Anastraphia ilicifolia

Hojas simples, alternas, pecioladas, ldmina eliptico-obovada, margen dentado, angulo del
apice y base obtuso, apice obtuso, base redondeada; venacion pimaria pinnada, venacion
secundaria craspedodroma; areolacion bien desarrollada con vénulas mayormente no

ramificadas; venacion ultima marginal ausente.
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Hojas hipostématicas; en vista superficial células poligonales alargadas con paredes
anticlinales rectas; superficie adaxial glabra y abaxial con tricomas concentrados en criptas;
estomas anomociticos. En seccidn transversal, cuticula lisa en ambas superficies; epidermis
uniseriada con células cuadradas, hipodermis de 2 estratos en la cara adaxial; criptas
estomaticas en la cara abaxial, estomas por encima de las células epidérmicas; mesofilo
heterogéneo con uno a dos estratos de parénquima en empalizada y tres de esponjoso laxo,
haces vasculares colaterales cerrados, rodeados por una vaina parenquimatosa, extensiones
de la vaina presentes con células lignificadas. Contorno de la vena media concavo
adaxialmente, redondo, protuberante abaxialmente; epidermis uniseriada con células
estrechas en abaxial, paredes periclinales externas gruesas; haz vascular central con serie de
16 hileras radiales de xilema con 6 vasos, 4 hileras de células de floema, casquetes de

esclerénquima abundante sobre floema y xilema.

Cnicotamnus lorentzii

Hojas simples, alternas, pecioladas, ld&mina eliptico-ovado, margen crenulado, angulo del
apice y base agudo, apice acuminado, base cuneada; venacion primaria pinnada, venacion
secundaria eucaptodroma; areolacién bien desarrollada con vénulas mayormente no
ramificadas; venacion ultima marginal ausente.

Hojas hipostématicas; en vista superficial células poligonales con paredes anticlinales
onduladas; superficie adaxial con papilas, abaxial con tricomas glandulares; estomas
anomociticos. En seccion transversal, cuticula estriada en ambas superficies; epidermis
uniseriada con células cuadradas; estomas al nivel de las células epidérmicas; mesofilo
heterogéneo con un estrato de parénquima en empalizada y dos de esponjoso laxo, haces

vasculares colaterales cerrados, rodeados por una vaina parénguimatosa, extensiones de la
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vaina presentes con células de parénquimay contenidos obscuros. Vena media con contorno
con una proyeccion adaxialmene con varias glandulas, abaxialmente; redondo, fuertemente
protuberante cuticula similar a la lamina, epidermis uniseriada con células convexas
estrechas; parénquima en empalizada discontinuo, dos estratos de colénquima abaxialmente;
haz vascular central con serie de 8 hileras radiales de xilema con 7 vasos, 10-12 hileras de

células de floema, casquetes de esclerénquima de 5-7 capas sobre xilema y floema.
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Apéndice 111
Lista de especimenes de Anastraphia, Nahuatlea y Tehuasca utilizados en este estudio
(Panero, 2019). Los numeros de acceso de los marcadores empleados de GenBank son

los siguientes: ETS, ITS.

Anastraphia ilicifolia D. Don, MN457775, 457813. Nahuatlea arborescens (Brandegee)
V.A. Funk, MN457780, MN457816. Nahuatlea hiriartiana (Medrano, Villasefior y
Medina) V.A Funk, MN457783, MN457811. Nahuatlea hypoleuca (DC.) V.A Funk,
MN457782, MN457812. Nahuatlea obtusata (S.F. Blake) V.A. Funk, MN457784,
MN457817. Nahuatlea purpusii (Brandegee) V.A. Funk, MN457785,

MN457818. Nahuatlea smithii (B.L. Rob. & Greenm.) V.A. Funk, MN457781,

MN457819. Tehuasca magna (M.C. Johnst. ex Cabrera) Panero, MN457777, MN457815.
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