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RESUMEN

Zephyranthes (Amaryllidaceae) es un género de amplia distribucion en México que
ademas tiene importancia farmacoldgica debido al potencial biolégico de sus
alcaloides. Algunas de sus especies pueden ser taxondmicamente complejas debido a
la frecuente superposicion de poblaciones interespecificas y la variacion morfoldgica
que pueden presentar. Zephyranthes fosteri y Z. alba (antes Z. concolor) son plantas
herbaceas que cuando se distribuyen en simpatria, pueden encontrarse conviviendo
con individuos de patrones complejos por variacion morfologica, lo que puede
provocar confusidon taxondémica. Por lo tanto, es Util caracterizar estas especies en
poblaciones alopatricas y simpatricas para contribuir a su identificacion. En este trabajo
se estudié desde un punto de vista multimarcador (morfométrico, quimico y molecular)
a las especies Zephyranthes fosteri, Z. alba e individuos con morfometria atipica (IMA)
denominados en este trabajo como complejo Zephyranthes fosteri x Zephyranthes alba
(Amaryllidaceae); localizadas en zonas de distribucion alopatrida y simpatrida, con el
fin de contribuir a su caracterizacion e identificacién desde distintos marcadores. El
estudio se divide en tres capitulos. En el primero, se proporciona informacion sobre la
biologia de Zephyranthes fosteri, Z. alba y Z concolor en México. Se describen
caracteristicas morfologicas y biologicas que determinan a las especies. También se
compild la informacién encontrada en ejemplares de herbario consultados (MEXU,
UAM, IPN, COLPQOS, etc.) acerca de sus usos, nombres populares y su distribucion
geografica en la Republica Mexicana, la cual fue representada en mapas. En el segundo
capitulo se muestra el articulo cientifico publicado derivado de la caracterizacion
morfologica, quimica y molecular de poblaciones de Zephyranthes fosteri y Z. alba en
zonas alopatridas. En esta publicacion se reporta que las poblaciones analizadas de Z
fosteri presentan mayor variacion morfométrica, que las poblaciones de Z alba lo cual
es mas perceptible morfolégicamente en los verticilos florales. Asi mismo, se obtuvo el

perfil alcaloideo de ambas especies en dichas zonas alopatridas por medio de



cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (CG-EM). Con esta técnica
se determind que los alcaloides mayoritarios eran distintos en cada taxén y ademas
podrian fungir como marcadores fitoquimicos para las poblaciones estudiadas. Los
alcaloides mayoritarios fueron la galantamina y sanguinina para Z alba y la licorina en
Z. fosteri, en ambos casos alcaloides de importancia farmacoldgica. Finalmente, el
analisis molecular con microsatélites (nSSR) permitid diferenciar su perfil genético y
confirmar que Z fosteri presenta mayor plasticidad que Z alba lo que concordé con el
analisis morfoldgico resultante del analisis cuantitativo. Por ltimo, en el tercer capitulo
se describe la morfometria, el perfil de alcaloides y un ensayo molecular preliminar
analizados por individuo en una zona en simpatria entre Zephyranthes fosteri,
Zephyranthes alba y el probable complejo hibrido Zephyranthes alba x Z. fosteri
denominados como individuos con morfometria atipica (IMA), con el fin de
documentar su caracterizacion. Los resultados estadisticos de la morfologia por medio
de los analisis de funcién discriminante separaron a los individuos analizados en tres
grupos morfoldgicos bien definidos; Z alba, Z. fosteriy un tercer grupo que aglutino a
los IMA, sugiriendo posibles eventos de hibridacién en la zona. En cuanto al perfil de
alcaloides de los individuos de Z alba y Z. fosteri en condiciones de simpatria, este fue
muy parecido al obtenido en zonas alopatricas (capitulo 2), siendo la galantamina el
compuesto mayoritario para Z alba y la licorina para Z. fosteri. En los IMA, es decir, los
probables hibridos (Z. fosteri x Z. alba) su perfil alcaloideo al igual que su estructura
morfologica, fue mas diversa que la mostrada por los supuestos parentales. En los IMA
4 individuos de los 6 analizado, la tazetina fue el compuesto mayoritario. En los otros
dos fue la licorina y un alcaloide desconocido con m/z 55(200) los que ademas fueron
novedosos para el complejo. Posteriormente, en el ensayo molecular prelimiar, aunque
hubo una separacién de los individuos de Z alba 'y Z. fosteri con un perfil genético bien
definido al igual que se mostro en zonas alopatridas, en este analisis los IMA fueron

aglutinados con los individuos de Z. alba y no con Z. fosteri como ocurrié en los analisis



morfologicos y quimicos. Los analisis morfoldgicos, quimicos y moleculares de Z
fosteri, Z. alba en poblaciones alopatridas e individuos de poblaciones simpatridas en
el Centro de México permitieron concluir que presentaron diferencias bien marcadas
entre ellos. Por su parte, aunque los IMA presentaron mayor plasticidad en su
composicion morfoldgica y quimica, tuvieron una mayor similitud con Z. fosteri. Por lo
tanto, se sugiere ampliar este estudio a otras zonas mixtas, asi como incrementar el
ndimero de individuos analizados para confirmar la probable hibridacion de estas

especies en sitios simpatridos.
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Abstract

Zephyranthes (Amaryllidaceae) is a genus widely distributed in Mexico that also has
pharmacological importance due to the biological potential of its alkaloids. Some of its
species can be taxonomically complex due to the frequent overlap of interspecific
populations and the morphological variation they can present. Zephyranthes fosteri and
Z. alba (formerly Z. concolor) are herbaceous plants that, when distributed in sympatry,
can be found coexisting with individuals with complex patterns due to morphological
variation, which can cause taxonomic confusion. Therefore, it is useful to characterize
these species in allopatric and sympatric populations to contribute to their
identification. In this work, the species Zephyranthes fosteri, Z. alba and individuals with
atypical morphometry (IMA) called in this work as the Zephyranthes fosteri x
Zephyranthes alba complex (Amaryllidaceae) were studied from a multimarker point of
view (morphometric, chemical and molecular); located in areas of allopatric and
sympatric distribution, in order to contribute to their characterization and identification
from different markers. The study is divided into three chapters. The first provides
information on the biology of Zephyranthes fosteri, Z. alba and Z. concolor in Mexico.
Morphological and biological characteristics that determine the species are described.
The information found in consulted herbarium specimens (MEXU, UAM, IPN, COLPOS,
etc.) was also compiled about its uses, popular names and its geographical distribution
in the Mexican Republic, which was represented on maps. The second chapter shows
the published scientific article derived from the morphological, chemical and molecular
characterization of populations of Zephyranthes fosteri and Z. alba in allopatrid areas.
In this publication it is reported that the analyzed populations of Z fosteri present
greater morphometric variation than the populations of Z alba, which is more
perceptible morphologically in the floral whorls. Likewise, the alkaloid profile of both
species in these allopatric areas was obtained by means of gas chromatography
coupled to mass spectroscopy (GC-MS). With this technique, it was determined that

11



the major alkaloids were different in each taxon and could also serve as phytochemical
markers for the populations studied. The major alkaloids were galantamine and
sanguinine for Z alba and lycorine in Z fosteri, in both cases alkaloids of
pharmacological importance. Finally, molecular analysis with microsatellites (nSSR)
allowed us to differentiate its genetic profile and confirm that Z fosteri presents greater
plasticity than Z. alba, which agreed with the morphological analysis resulting from the
quantitative analysis. Finally, the third chapter describes the morphometry, the alkaloid
profile and a preliminary molecular test analyzed per individual in an area in sympatry
between Zephyranthes fosteri, Zephyranthes alba and the probable hybrid complex
Zephyranthes alba x Z. fosteri named as individuals with atypical morphometry (IMA),
in order to document its characterization. The statistical results of morphology through
discriminant function analyzes separated the analyzed individuals into three well-
defined morphological groups; Z alba, Z fosteri and a third group that brought
together the IMA, suggesting possible hybridization events in the area. Regarding the
alkaloid profile of Z alba and Z fosteri individuals under conditions of sympatry, this
was very similar to that obtained in allopatric areas (chapter 2), with galantamine being
the majority compound for Z alba and lycorine for Z fosteri. In the IMA, that is, the
probable hybrids (Z fosteri x Z alba), their alkaloid profile, as well as their
morphological structure, was more diverse than that shown by the supposed parents.
In the IMA, 4 of the 6 individuals analyzed, tazetine was the majority compound. In the
other two it was lycorine and an unknown alkaloid with m/z 55(200) that were also
novel for the complex. Subsequently, in the preliminary molecular test, although there
was a separation of the individuals of Z. alba and Z. fosteri with a well-defined genetic
profile, as was shown in allopatric areas, in this analysis the IMA were grouped with the
individuals of Z alba and not with Z fosteri as occurred in the morphological and
chemical analyses. The morphological, chemical and molecular analyzes of Z. fosteri, Z.

alba in allopatrid populations and individuals from sympatric populations in Central
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Mexico allowed us to conclude that they presented well-marked differences between
them. For their part, although the IMA presented greater plasticity in their
morphological and chemical composition, they had greater similarity to Z fosteri.
Therefore, it is suggested to extend this study to other mixed areas, as well as increase
the number of individuals analyzed to confirm the probable hybridization of these

species in sympatric sites.
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INTRODUCCION GENERAL:

Zephyranthes fosteri (Traub) y Z alba (Lindl) (Amaryllidaceae) son plantas
herbaceas y bulbosas con flores vistosas que crecen en distintos puntos de la Republica
Mexicana, especialmente hacia el centro del pais. Suelen presentar sitios de
distribucién convergente. Uno de ellos se encuentra naturalmente en el Pedregal de
San Angel de la Ciudad de México, especificamente en la Reserva Ecoldgica del
Pedregal de San Angel (REPSA) ubicada y resguardada en Ciudad Universitaria de la
UNAM. En un analisis sobre la fenologia de Z. alba (antes Z. concolor y H. concolor), se
sugirid la existencia de un probable hibrido denominado Habranthus aff. concolor,
producto del probable flujo genético entre Z alba y Z fosteri en zonas de simpatria
dentro de la REPSA (Damian-Dominguez et al., 2009; Damian-Dominguez, 2010).
Posteriormente, se obtuvieron evidencias anatomicas y quimicas derivadas del analisis
comparativo de Z alba (antes H. concolor), Z. fosteriy H. aff. concolor (probable hibrido)
que podrian apoyar dicha hipotesis (Centeno-Betanzos, 2014). En dicho estudio se
compararon cortes histolégicos de la hoja, donde se reporté que la epidermis de H.
aff. concolor presenté una ornamentacion tipo lisa y de un grosor intermedio en la
cuticula parecidos a Z alba (lisa y gruesa) a diferencia de Z fosteri (acostillada y
delgada). Un tamafo y forma del parénquima esponjoso mas similar al de Z alba que
a Z fosteri, ademas de otras caracteristicas anatdmicas cualitativas y cuantitativas que
presentaron diferencias estadisticamente significativas, en comparacion con las
posibles especies parentales putativas. Por su parte, los analisis quimicos también
denotaron diferencias en la composicion de alcaloides. Z. alba se caracterizé por la alta
concentracion de galantamina y clidantina, mientras que Z fosteri por un derivado del
mesembranol y licorina (Centeno-Betanzos, 2014; Centeno-Betanzos et al. 2021). En el
posible hibrido (H. aff. concolor) hubo una mayor variabilidad de alcaloides que en los

supuestos parentales, pero con mayor similitud a los descritos para Z fosteri. Estas
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caracteristicas intermedias descritas para H. aff. concolor en la descripcidon anatémica,
asi como las caracteristicas aditivas en el perfil de alcaloides representaron elementos
fenotipicos para apoyar la hipétesis de la existencia de una probable hibridacion entre
Z. fosteri y Z. alba (Centeno-Betanzos, 2014; Cheng et al. 2011). Por otro lado, en un
reciente trabajo taxondmico, a los individuos antes identificados como Habranthus
concolor y/o Z. concolor que habitan en el Pedregal de San Angel al Sur de la CdMx
(incluyendo la REPSA), se les denomind botanicamente como Z alba, una nueva
especie endémica debido a que presenta caracteristicas taxondmicas distintas a las de
Z. concolor, entre las que destaca su citologia y el color al interior de la corola, entre
otras (Flagg et al. 2019). Esto denota por un lado la variacion y plasticidad que las
especies de Zephyranthes pueden presentar y por otro la importancia de realizar un
analisis con marcadores genéticos, morfologicos, y quimicos que proporcionen un
analisis mas robusto sobre la caracterizacion de las especies Z. fosteriy Z. alba en otras
zonas aldépatridas del centro del pais que es dénde se distribuyen mas
abundantemente y también estudiar los posibles eventos de hibridacion en otras zonas

de simpatria.

Asi mismo, resulta de gran interés y utilidad para el estudio y caracterizacién de
las especies, evaluar si en los sitios de simpatria ocurre el fenédmeno de hibridacién y
si la direccion y la frecuencia de este fendmeno varia espacialmente en diferentes sitios
de simpatria entre Z fosteriy Z. alba. Lo anterior, permitiria precisar la identificacion de
los individuos hibridos, estudiar los mecanismos de hibridacion y evaluar las
consecuencias morfologicas y quimicas (alcaloides) del complejo Z alba x Z. fosteri en
diferentes sitios del centro de la Republica. Ademas, es importante explorar los
patrones de hibridacién y estructura genética de estas dos especies, debido a que este
fenomeno ha sido menos explorado en especies herbaceas y mas en especies

mexicanas arboreas. Por lo tanto, con este trabajo se pretende contribuir a su
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caracterizacion, identificacion botanica y posible aprovechamiento de los metabolitos
secundarios, que pudiera tener dicho intercambio genético por su potencial
farmacolégico.

En este contexto es importante mencionar que el fendmeno de hibridacién es
considerado una fuerza evolutiva importante en plantas vasculares (Arnold, 2006). Se
calcula que alrededor del 50-70% de las plantas han presentado eventos de
hibridacién. Asimismo, este fendmeno se encuentra ampliamente distribuido en
plantas vasculares, presentandose en el 40.4% de las familias y en el 16.2% de los
géneros (Whitney et al.,, 2010). Sin embargo, la hibridacion no es un fenédmeno que
ocurra facilmente puesto que existen barreras reproductivas que previenen la
formacién de individuos hibridos, las cuales pueden ser precigoticas (P. ej. aislamiento
ecoldgico, incompatibilidad) y poscigoticas (P. ej. inviabilidad del hibrido) (Futuyma,
2004). No obstante, en la naturaleza de las plantas un gran nimero de casos estas
barreras son superadas, formandose un hibrido de primera generacion (F1). Si el
hibrido F1 es fértil o parcialmente fértil, puede llevar a cabo retrocruzas repetidas con
los individuos de las especies parentales, conduciendo al fendmeno de introgresion.
Rieseberg y Ellstrand (1993) sefialan que los hibridos frecuentemente pueden presentar
un mosaico de caracteres morfologicos parentales e intermedios, y que por el contrario
una gran proporcién de los hibridos de las primeras y Ultimas generaciones exhiben
caracteres extremos o novedosos. Por lo tanto, la hibridacién es considerada una fuerza
evolutiva importante debido a que puede dar origen a nuevas especies e incrementar

la diversidad genética intraespecifica (Riessberg y Ellstrand, 1993; Whitham et al., 1999).

Para facilitar el analisis de resultados derivados de este trabajo se decidié
abordarlos en tres capitulos. En el primero se proporciona aspectos de la historia
natural, taxondmica e informacién encontrada en herbarios y literatura acerca de su

distribuciéon geografica (mapas) de Z concolor, Z fosteri y Z. alba en México. En el

16



segundo capitulo se busco caracterizar la expresién morfoldgica (floral, foliar y bulbo),
analizar la estructura genética de especies parentales (Z alba, Z. fosteri) y quimica de
los genotipos en sitios alopatridos, asi como los alcaloides especie especificos de las
especies parentales. En el capitulo tres se caracterizé la expresion morfologica (floral,
foliar y bulbo), quimica de los genotipos (hibridos y retrocruzas) del complejo Z alba
x Z. fosteri en sitios simpatridos por individuo y se determind con bases genéticas los

posibles eventos de hibridacion e introgresion entre éstos.

OBJETIVOS

Los objetivos de esta tesis son los siguientes:
Caracterizar con marcadores morfologicos (foliares, florales y bulbo), quimicos
(alcaloides) y moleculares (nSSR), la hibridacién natural del complejo Zephyranthes
alba x Z. fosteri en el centro de México para obtener patrones sobre los niveles de

introgresion en relacion con la distribucién geografica de las zonas hibridas.

PARTICULARES:
e Caracterizar la expresion morfologica (floral, foliary bulbo) de Z alba 'y Z. fosteri
en diferentes zonas alopatridas y simpatridas encontradas en distintos puntos

del Centro de México (Morelos, Hidalgo, Estado de México y Cd Mex).

e Obtener los metabolitos secundarios (alcaloides) de los individuos hibridos

derivados de Z alba y Z. fosteri en diferentes zonas alopatridas y simpatridas .

e Analizar mediante nSSR la estructura genética del complejo Z alba x Z. fosteri

en diferentes zonas alopatridas y simpatridas .

e Caracterizar el fenotipo (intermedio, de tipo parental, transgresivo) de los

individuos asociados a zonas hibridas del complejo Z. alba x Z. fosteri.
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e Determinar los niveles de hibridacién y la direccion de la introgresién de Z

albay Z fosteri en zonas simpatridas.

HIPOTESIS

Si en las zonas simpatridas entre Z alba x Z fosteri se detecta el fendbmeno de
hibridacion, se espera que estas poblaciones presenten diferencias cualitativas o
cuantitativas en algunos de los caracteres morfolégicos (floral, foliar y bulbo), quimicos

(alcaloides) y genéticos en comparacion con sus especies parentales.
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CAPITULO 1

Contexto general sobre aspectos de historia natural y distribucion
geografica de Zephyranthes concolor, Z. fosteri y Z. alba (Amaryllidaceae) con

base en la literatura y ejemplares de herbario de la Ciudad de México.
Resumen:

Las especies Z fosteri, Z. alba y Z concolor tienen un uso principalmente
ornamental y un poco menos ceremonial por lo vistoso de sus flores. Contienen
alcaloides tipo Amaryllidaceae considerados de importancia taxonémica para la familia,
los cuales ademas tienen potencial farmacologico (Centeno-Betanzos et al. 2021). Z
alba antes circunscrita como Z. concolor 6 Habrantus concolor, es una especie endémica
de la Ciudad de México descrita recientemente, de la que existen pocas referencias en
la literatura (Flagg et al. 2019). Por su parte Zephyranthes concolor se distribuye fuera
de la Ciudad de México por lo tanto los registros e informacion de Z. concolor que
aparecen de ésta en la Ciudad de México pertenecen en realidad a Z alba. En este
escrito se incluye informaciéon taxondmica de ambas especies para enmarcar las
diferencias. También se analiza la informacién registrada en la literatura y la hallada en
ejemplares herborizados de los principales herbarios de la Ciudad de México con el fin
de compilar la informacion, determinar areas tentativas de distribucion, calcular su
distribucion potencial, asi como describir los principales usos populares, nombres
comunes y reunir algunas caracteristicas botanicas. La informacion obtenida sobre sus
usos, distribucién geografica, fenologia floral y caracteristicas morfoldgicas de las
especies se compilé en tablas. Ademas, se realizaron mapas de su distribucion
geografica y mapas de su distribucion geografica potencial con el Software Qgis. Entre
los resultados se encontrd que, para los tres taxa, existe mas informacion acerca de su

botanica y menos informacidn acerca de los usos populares la que fue principalmente
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de tipo ornamental, ceremonial y para Z fosteri ademas acaricida. Se les conoce
popularmente como mayitos, brujitas o flor de mayo, por su floraciobn masiva
principalmente detectada en el mes de mayo. Se propagan vegetativamente con cierta
facilidad y son polinizadas por moscas, hormigas y otros insectos. En los mapas
obtenidos de su distribucion geogréafica se muestra que los tres taxones se encuentran
principalmente en el Centro de México, siendo Z fosteri quién presenta una
distribucién geografica mas amplia en la Republica Mexicana en comparacién con Z

concolor y Z. alba.
Introduccion:

El género Zephyhranthes pertenece a las Amaryllidaceae. Familia con 70 géneros
y cerca de 900 especies en el mundo (Garcia et al. 2014; Judd et al. 2016); 4 géneros y
mas de 80 especies en México. Es agrupada dentro del orden Asparagales
(monocotileddnea) en conjunto con otras familias como Orquidaceae e Iridaceae
(Chase et al., 2000). Diversos autores como Huber (1969) y Traub (1951-1963) realizaron
trabajos para delimitar la familia, pero no fue hasta 1999 y 2000 cuando Meerow y
colaboradores realizaron amplios trabajos filogenéticos con el fin de proporcionar una
circunscripcion actualizada de la familia con base en la secuenciacion de rbclL y trnL-F
de cloroplasto, de ITS para las Amaryllidaceas americanas y de trnL-F e ITS para la
familia entera. En dicha clasificacion se separ6 a las Amaryllidaceas de las
Agapanthaceae y Alliaceae presentandola como un grupo monofilético, sustentado
principalmente por la presencia de alcaloides especificos (quimiotaxondmicos) y por la

presencia de un ovario infero (Meerow, 1995; Ito et al., 1999).

Actualmente, se reconoce que las Amaryllidaceae comprenden tres subfamilias:
Agapanthoideae, Allioideae y Amaryllidoideae, de las cuales la Ultima es la mas grande.
Es considerada un grupo monofilético, reconocido como familia desde el siglo XIX

(Chase et al, 2009). Esta familia tiene una amplia distribucion geografica,
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principalmente en los trépicos y zonas holarticas, con centros importantes de
diversificacién en América del sur, Sudéafrica y el Mediterraneo, (Heywood, 1993;

Meerow y Snijman, 1998).

Las Amaryllidoideae americanas presentan dos grupos monofiléticos, a) el clado
Hippeastroide (tribus Griffineae e Hippeastreae) y b) el clado tetraploide andino (tribus
Clinantheae, Eucharideae, Eustephieae e Hymenocallideae). La tribu Hippeastroide
sensu compuesta por 10 a13 géneros tienen un centro de diversificacion en Chile, el
occidente de Argentina y otro en el oriente de Brasil y noreste de Argentina (Arroyo-
Leuenberger y Dutilh, 2009; Meerow et al., 2000; Ellenbecker, 1975, Ravena, 1981). En
particular, una gran riqueza de especies de la tribu Hippeastroide del Sur de América
tiene su centro de distribucién en México que se extiende hasta las Antillas y al Sureste
de los Estados Unidos (Garcia et al.,, 2014). Es considerada una de las tribus mas
problematicas en cuanto a la delimitacion taxonémica de entre las Amaryllidaceaes
neotropicales, debido a las grandes variaciones morfolégicas que pueden presentar
sus integrantes lo que dificulta una circunscripcion definitiva (Meerow, 2000).
Hippeastrinae Walp., se encuentra conformado por los géneros Hippeastrum Herb.,
muy diverso en Brasil y los Andes de Peru y Bolivia; asi como Zephyranthes s.I. (incluidos
los géneros Eithea Ravenna, Habranthus Herb., Haylockia Herb., Myostemma Salisb. y
Sprekelia Heist.) de distribucion americana (Garcia et al. 2014, 2019; Garcia y Meerow,
2020). Estos autores reconocen en Hippeastrinae una evolucién ancestral reticulada,
por hibridacion, que ha favorecido la radiacion genérica y proponen una nueva
clasificaciéon con base en estudios filogenéticos moleculares recientes, variacion
morfoldgica y variacion citogenética. Empero, también reconocen que la amplia
ocurrencia de alopoliploidia, especialmente en Zephyranthes Herb. subg. Zephyranthes
hace que la filogenia de las Hippeastrinae sea aun mas compleja y dificil de traducir en

una clasificacion a una escala mas fina. En esta tribu se encuentra clasificado no solo

21



Zephyranthes sino también Habranthus otro género hermano con quién comparte gran

similitud morfoldgica en algunas de sus especies.

Zephyranthes:

El género Zephyranthes agrupa alrededor de 70 especies, todas americanas
distribuidas desde Maryland hasta Argentina, de estas se calculan 36 se encuentran en
México (Spurrier et al., 2015), y en la cuenca del Valle de México se han registrado seis
especies (Calderon y Rzedowski, 2005). Zephyranthes (Herb.) de México ha sido descrita
en detalle por Calderdn y Rzedowski (2005) que segun se expone: ..."son hierbas
perennes con bulbos tunicados, raices-fasciculadas tallos por lo general de 1 a 3,
cilindricos, huecos; hojas agrupadas en roseta basal, lineares, casi graminiodes,
contemporaneas con las flores o con un desarrollo tardio; tallos unifloros; flores
infundibuliformes, erectas, de color blanco, amarillo, rosado o morado, sésiles o con
un pedunculo que sobrepasa o no a la bractea espataceae de la flor, esta tubulosa y
bifida, ocasionalmente entera o trifida, a veces fenestrada, membranosa, envolviendo
a la flor, en el estado de botdn; tubo del perianto largo o corto, segmentos de la serie
externa mas anchos que los de la serie interna; 6 estambres erectos, con insercién en
la garganta o en la mitad del tubo del perianto, dispuestos en dos series de longitud
desigual, anteras lineares o linear-oblonga, versatiles, filamentos filiformes, ovario
trilocular, 6vulos numerosos, dispuestos en dos series en cada loculo, estilo filiforme,
estigma trifido, con los ldbulos lineares, capitado y trilobado, capsula subglobosa;
semillas planas o comprimidas, negras. Las especies se distribuyen en regiones

templadas y tropicales y algunas se utilizan como ornamentales...”

En Meéxico se ha registrado que habitan principalmente en pastizales,
matorrales, zonas abiertas, bosques de encino, de pino-encino y de coniferas (Calderdn
y Rzedowski, 2005). Los caracteres florales (color de la flor, longitud del perianto, del

estilo y de los estambres) son muy importantes para el reconocimiento y clasificacion
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de las especies, esto en parte porque otras estructuras no siempre pueden apreciarse
bien en el material herborizado y su identificacién puede ser muy complicada en su

etapa vegetativa (Lopez-Ferrari y Espejo-Zerna, 2002; Garcia et al. 2019).

En 1821 Zephyranthes Herb., fue descrita por Herbert basado en Amaryllis
atamasca especie descrita por Linnaeus en 1757 (Meerow y Snijman, 1998).
Actualmente Garcia et al. (2019) con base en estudios filogenéticos moleculares,
variacion morfoldgica y citogenética, subdividen Zephyranthes s.l. en 5 subgéneros, de
los cuales Zephyranthes subgen. Habranthus (que incluye especies del Sureste de
Estados Unidos) y Z subgen. Zephyranthes, se encuentran en México (Meerow &
Snijman, 1998; Flagg et al. 2002, 2010). El subgénero Zephyranthes se diferencia por las
flores erectas a casi erectas, actinomorfas y estambres de disposicion radial (Flagg et

al. 2010).

La circunscripcidn de Zephyranthes siempre ha causado polémica en cuanto a
su clasificaciéon taxonomica se refiere debido a la gran variacion morfoldgica que
presentan sus especies. En algunas de ellas, es comin encontrar heteromorfismo
cromosodmico en el cariotipo, lo que cominmente resulta en un cambio estructural
morfologico (Félix et al. 2011a; Fernandez-Alonso y Groenendijk, 2004). Por ejemplo,
en un trabajo citoldgico, Félix et al, (2011b) reportaron que las especies de
Zephyranthes presentan 2n=24 o una multitud de variacién en términos cromosémicos
ya que algunas especies del género pueden presentar desde 2n=10 hasta 2n= 200 en
especies como Z. seubertii, la cual es un hibrido horticola. Dicha hibridacion, ya ha sido
descrita y reportada en varios estudios morfoldgicos y filogenéticos de ITS y nrDNA
del género (Flagg y Smith, 2009; Flagg et al. 2019; Meerow et al., 2000; Garcia et al.,
2014; 2019).

Por otro lado, Habranthus y Zephyranthes comparten una gran similitud

morfologica, lo que en algun tiempo genero controversia en si fusionar o no a ambos
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géneros dificultando la clasificacion de sus taxones (Oliveira y Sano, 2009; Souza, 2006;
Arroyo y Cutler 1984; Arroyo, 1981). Fue descrito por primera vez por Hebert en 1824,
usando a H. gracilifolius originaria de Maldonado Uruguay como especie tipo. Contiene
aproximadamente 40 especies distribuidas en América del Sur, México y Sudoeste de
Estados Unidos (Meerow y Snijman, 1998; Arroyo, 1990; Howard, 1996). En la actualidad
algunas especies de Habranthus han sido incluidas dentro del género Zephyranthes
Hebert, (Alvarado-Cardenas y Garcia-Mendoza, 2008) por ejemplo, en Z alba antes H.
concolor (Flagg et al. 2019). Hoy dia las especies del subgénero Habranthus Herb., se
reconocen en especimenes de herbario por los estambres de diferentes longitudes y
anteras horizontales que se arquean en la madurez; otros caracteres observados en
plantas vivas son las flores divaricadas o péndulas con simetria zigomorfa y estambres
fasciculados, con el estilo declinado o curvo (Meerow & Snijman, 1998; Flagg et al.
2002, 2010; Oliveira, et al. 2010). Se caracterizan por presentar 2n=12 o numeros

similares (Félix et al., 2011b).

Objetivo general:

Compilar la informacién botanica, distribucion geografica, usos e historia natural de Z
fosteri, Z alba (antes Z concolor) y Z concolor (antes Habranthus concolor) en la

literatura y en ejemplares de los herbarios mas importantes de la Ciudad de México.

Objetivos particulares:

e Compilar informacién sobre su historia de vida, usos, localidades, floracion y

caracteristicas morfologicas de las especies en la literatura y herbarios

e Obtener mapas sobre la distribucién geografica aproximada de Zephyranthes
fosteri, Z. alba y Z. concolor en México.

Materiales y Métodos:
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Con el fin de obtener la distribucion geografica aproximada y probables sitios de
colecta de Z alba (antes Z. concolor / H. concolor), Z. concolory Z. fosteri en México, se
revisaron ejemplares herborizados depositados en ocho herbarios principales del pais,
cuatro de ellos ubicados en la CdMx, dos en el Estado de México, uno en Morelos y
otro de Guadalajara (Tabla 1.1). Se tomaron fotos de cada ejemplar revisado. Con la
informacion en los herbarios sobre las coordenadas de los distintos sitios de
distribucién, se construyd un mapa de la distribucion geografica de las especies,
usando el programa Qgis version 2.18.9 (Web1). El sistema de informacion geografica
cuantica (QGIS) es una herramienta de sistema de informacion geografica (SIG)
escalable de Codigo Abierto licenciado bajo GNU - General Public License. Este sistema
podria definirse como un conjunto de varios componentes como hardware, software,
datos, metodologias y personas (operadores y usuarios), que hacen posible el analisis
de datos geograficos por medio de la asociacion de informacién de atributos a los
objetos (Duarte et al., 2021). Técnicamente, QGIS integra la biblioteca de abstraccion
de datos geoespaciales (GDAL), que le permite leer y procesar una gran cantidad de
imagenes geograficas (gratuitas y/o privadas), que permite la visualizacion, edicion y
analisis de datos geograficos (Baghdadi et al,, 2018). Ademas, permite la creacién de
mapas a través de capas raster (celdas) o de capas vectoriales (lineas y poligonos),
soportando numerosos formatos, Shapefile, Arcinfo, MapInfo, GRASS GIS, GeoTIFF,
TIFF, JPG, etc. Una de las caracteristicas mas importantes son las librerias con las que
es posible crear complementos enfocados a la necesidad de cada proyecto. Incluso
crear nuevas aplicaciones bajo codigo C++ y Python. Puede trabajar bajo cualquier

sistema operativo, GNU/Linux, BSD, Unix, MacOSXy Windows (https://www.qgis.org).

Un ejemplo de ello fue el uso del software libre QGIS-FREEWAT, como una herramienta

de facil acceso para la simulacién del flujo de agua subterranea, que apoya en la toma
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de decisiones sobre la gestion del agua subterranea bajo diferentes escenarios de

extraccion (Lopez, 2022).

De aquellas localidades y/o registros en los herbarios que no contaran con
coordenadas, se hizo una busqueda de cada sitio por Google Earth 7.1.8.3036 (32-bits)
para asignarle coordenadas y poder incluir estos lugares en el analisis. Con la base de
datos obtenida para la obtencion de la distribucion geografica, se realizd otro mapa
para estimar la distribucion geografica potencial de Z fosteri, Z. concolor y Z. alba en
el pais, usando el mismo programa. Este analisis ayuda a determinar areas de
distribucion potencial, considerando variables como el clima o la geografia como el
factor de mayor peso en la distribucion. Por lo que los resultados hacen referencia a
areas de distribucion potencial basadas en el clima o el uso de datos geograficos

digitales. El color rojo indica la mayor concentracidn estimada de las especies.

Tabla 1.1 Herbarios consultados para la busqueda de Z alba y Z

fosteri.
Siglas Herbario
MEXU Herbario Nacional de México, UNAM
Herbario Metropolitano de la Universidad Auténoma
UAMIZ

Metropolitana
FCME Herbario de la Facultad de Ciencias, UNAM
Herbario de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del

IPN L
Politécnico
COLPOS Herbario del Colegio de Postgraduados
UACH Herbario de la Universidad Auténoma de Chapingo
UAEM Herbario de la Universidad de Morelos
IBUG Herbario de la Universidad de Guadalajara

Por otra parte, se realizé una lista de las especies encontradas en los herbarios para el
género Zephyranthes y Habranthus. Finalmente, de los ejemplares de herbario que
contenian flores, se compild la informacion relacionada en una tabla con las fechas de

colecta y los sitios de distribucion con el objetivo de saber los tiempos de floracion en
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cada sitio y asi poder realizar una colecta de campo con mayor probabilidad de éxito

debido a que estas plantas es mas facil localizarlas e identificarlas en antesis.
Resultados:

1) Informacién sobre la Historia de vida de las especies de estudio.

Las especies de este género a menudo se les conoce alrededor del mundo como
“lirios de lluvia" (“rain lilies"), flor de lluvia, lirio de céfiro o flor de céfiro o flor de viento
(Bailey, 1977), pero en México, a estas especies comUnmente se les conoce como:

"o

“mayitos”, “flor de mayo” “Brujitas”, "quiebra platos”, por su tendencia a florecer
después de las primeras lluvias que habitualmente ocurren en el mes de mayo en
México, y debido a su repentina floracion y rapido marchitamiento pues sus flores no

suelen durar mas de 2 a 3 dias (Fig.1).

Sus usos en México, se ha observado son principalmente ornamentales y/o
ceremoniales por el color vistoso y su floracion abundante, espontanea y efimera en
época de lluvias, aunque también se ha mencionado su uso popular para combatir
plagas del ganado (Com. pers) y para adornar grandes extensiones en algunos

panteones de Morelos.

Por otro lado, se ha observado que estas especies son visitadas y tal vez también
polinizadas por abejas, moscas y hormigas. Los bulbos son muy resistentes a las
sequias o falta de agua, y suelen ser poco tolerantes al exceso de agua, la cual puede
podrir los bulbos, lo cual se ha constatado en la propagacion de invernadero. Estas
plantas se reproducen vegetativamente en campo, generando pequefos bulbos a
partir de la planta madre, que invaden rapidamente las zonas contiguas por lo que
muchos de sus individuos podrian ser considerados clones (Obs. pers). Por otro lado,
se ha documentado su gran capacidad de regeneracion y propagacion del bulbo si se

hacen cortes transversales del bulbo cuidando de conservar un parte del tallo contraido
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o achaparrado que se encuentra dentro de éste. Su propagacion por semilla suele ser
mas lenta que la vegetativa y puede durar varios afios hasta que la planta alcance su

etapa reproductiva (Soriano, 2019).

La gran cantidad de alcaloides que estas plantas se distribuyen a lo largo de
toda la planta, siendo los bulbos y las semillas las estructuras que registran una
concentracion mayor, lo que probablemente obedezca a una proteccion contra la
herbivoria en esos verticilos florales (Centeno-Betanzos, 2014; Centeno-Betanzos et al.,
2021). Las especies del género Zephyranthes también son conocidas por la actividad
bioldgica e importancia farmacoldgica de sus alcaloides como la galantamina, un
inhibidor de la acetilcolinesterasa o la licorina un alcaloide con actividad citotoxica,
entre muchas otras actividades bioldgicas (Reyes-Chilpa, 2011; Centeno-Betanzos et

al., 2021; Garcia, 2017).

Zephyranthes fosteri (Lindl) ha sido descrita en detalle por Calderon y
Rzedowski (2005) como una hierba de 5 a 45 cm de altura; bulbo ovoide, de 0.8 a 2.5
c¢m de diametro; tallos 1 a 3, cilindricos, en ocasiones ligeramente comprimidos, hasta
de 40 cm de longitud, de superficie estriada, hojas por lo general tardias, laminas hasta
de 35 cm de longitud por 0.5 a 5 mm de longitud, agudas, ligeramente acanaladas, en
algunas ocasiones sobrepasando el tallo, bractea de 1.5 a 4 cm de largo, bifida, con los
l6bulos de 0.5 a 2.5 cm de longitud; flores de 2.2 a 6 cm de largo, sésiles o con un
pedinculo hasta de 1 cm de longitud, de color rosa o blancas y con tonos rosados
especialmente en la parte media y apical de los segmentos, en ocasiones con tintes
verdosos; tubo del perianto de 1 a 2.5 cm de largo, segmentos de la serie externa
oblanceolados u oblongo-elipticos, de 1.5 a 3.5 cm de largo por 6 a 15 mm de ancho,
cuneados, apices agudos y pilosos, los de la serie interna similares, pero mas cortos y
angostos; anteras lineares, de 5 a 8 mm de longitud; capsula subglobosa, de 4 a 12 mm
de longitud, trilobada; semillas semicirculares de 3.5 a 6 mm de largo por 1.8 a 3.5 mm

de ancho, a menudo con la superficie brillante. En México, se le conoce popularmente
28



como “quiebra platos”, “flor de mayo” o "mayitos”. Se distribuye en pastizales,
matorrales, bosques de encino, de pino-encino y coniferas. Se conoce de San Luis
Potosi, Colima, Michoacan, Guanajuato, Estado de México, CdMx, Morelos, Querétaro,

Hidalgo, Puebla y Oaxaca.

n NV

Figura 1.1. A. Imagenes de Zephyranthes alba (flor blanca) y B. Z fosteri (flor rosa). Fotos: Lucia

Centeno.

En el Codice Cruz-Badiano “El Libellus de medicinalibus indorum herbis” 6 Codice
de la Cruz-Badiano (1552), que fue elaborado por el médico indigena tlatelolca Martin
de la Cruz y traducido al latin por Juan Badiano, un indigena de Xochimilco, se
menciona el uso de un Zephyranthes. Este libro bellamente escrito e ilustrado que
contiene una amplia descripcion del uso medicinal de mas de 150 plantas originales
de México que se empleaban en la medicina indigena, es considerado el primer libro
de herbolaria medicinal azteca y una de las mas importantes obras antiguas de materia
médica en México (Gbmez-Pompa, 1993; Bye y Linares, 2013; Reyes-Chilpa, et al. 2021).
En esta obra se interpret6 botanicamente al “Huetzcanixochitl” (Hierba que rie o te hace

reir) como Z. fosteri de la que si bien no se reporta su uso especifico en el codice, esta
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planta se encuentra ilustrada en el folio 38 ubicada entre el folio 37 y el 39, donde se
encuentran ilustradas otras hierbas y arboles usados “para combatir la fatiga y el
cansancio del que administra la Republica y desempefia un cargo publico” (entiéndase
para las personas con altos mandos); (Bye y Linares, 2013; Recko, 1947; De la Cruz,
1991). Asi mismo en otras obras en las que se han interpretado botanicamente a las
especies que aparecen ilustradas en el Cddice, se propone igualmente que la
ilustracion pertenece a una especie de Zephyranthes sp. (Centeno-Betanzos et al.,
2021); (Fig. 1). De esta especie se ha reportado su actividad biologica e importancia
farmacologica de sus alcaloides como el 3-demetoximesembranol y la licorina

(Centeno-Betanzos et al., 2021); un alcaloide con actividad citotoxica (Garcia, 2017).

Zephyranthes alba (Flagg, G. Lom. Sm. y Garcia-Mend.) es una nueva especie
descrita recientemente como endémica de la Ciudad de México, distribuida
especialmente en el Pedregal de San Angel al Sur de la Ciudad. La descripcién que se
transcribe a continuacion corresponde a Flagg et al. (2019): “... una planta herbacea
que puede medir hasta 60 cm de alto, posee un bulbo ovoide de 4-5 cm de largo y 4-
5 cm de didmetro, cuello de 4.5-9 cm de largo tunica pardo oscura; laminas foliares
glaucas, 7-9 mm de ancho; en ocasiones con nervios y margenes con pequefas papilas
dispersas; flores solitarias en forma de embudo con escapo de 20-40 cm; espata de
3.5-5.5 cm; pedicelo de 4.5-8.7 cm; perianto de 5-6.2 cm, con tubo de color verdoso-
amarillento oscuro a verde mostaza; segmentos principalmente blancos por dentro y
por fuera, apices apiculadas a veces rosa, generalmente amarillo verdoso o amarillo
mostaza; estambres en 2 conjuntos superpuestos en tres, anteras entremezcladas en
cada conjunto; 6 anteras horizontales, recurvadas, adheridas submedialmente;
filamentos mas largos que el tubo de perianto; polen amarillo; estigma cerca de la parte
superior de las anteras, trifido con l6bulos lineales, capsula trilocular; semillas de 8-11
x 5-7 mm...". Al igual que Z fosteri, también se le conoce como “"mayitos” o “lirio de
lluvia” debido a que florece de abril a junio y fructifica de mayo a julio cuando caen las
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lluvias en la Ciudad de México” (Fig. 1). De esta especie se han aislado alcaloides como
la galantamina, la cual presenta actividad biolégica de importancia farmacologica
como inhibidor de la acetilcolinesterasa, entre otras actividades biologicas (Reyes-
Chilpa, 2011; Soriano, 2019; Centeno-Betanzos et al., 2021). Es importante aclarar que
si bien en dichas investigaciones la identidad botanica de la planta fue considerada
como Z. concolor en todas ellas se utilizaron individuos de la REPSA por lo que en

realidad pertenecen a Z alba.

Zephyranthes concolor (Hebert), ha sido descrita en detalle por Calderéon y
Rzedowski (2005) segun se expone: Hierba hasta de 50 cm de largo; bulbo ovoide, de
1.5a4.5 cm de didmetro; tallos 1 6 2, de 10 a 40 cm de longitud, de color verde oscuro,
ligeramente glaucos, con tonos rojizos sobre todo hacia el tercio inferior, estriados;
hojas tardias, desarrolladas en la etapa de fructificacién, laminas de 10 a 40 cm de largo
por 2.5 a 5.5 (7.5) mm de ancho, agudas, vainas membranosas, formando una cubierta
externa hasta de 9 cm de longitud; pedudnculo hasta de 7 cm de largo, bractea de 2.5
a 5 cm de longitud, membranosas, verde o rojiza, con l6bulos de 1 a 2 cm de largo;
flores persistentes, de 4 a 5 cm de largo, de color blanco, con tintes verdosos y/o
rosados, especialmente distribuidos en la porcién media y apical de la cara exterior de
los segmentos del perianto, tubo inconspicuo, de 3.5 a 5 mm de longitud, segmentos
de la serie externa oblanceolados, de 4.2 a 5 cm de largo por 12 a 22 mm de ancho,
apice agudo y piloso, cuneados en la base, los de la serie interna similares de 8.5 a 16
mm de ancho; anteras lineares de 7 a 10 mm de longitud; capsula de 1.3 a 1.7 cm de
longitud, trilobada, verde, a menudo con tonos rojizos, de color paja al tiempo de la
dehiscencia; semillas semicirculares, de 7 a 9 mm de largo por 4 a 5.5 mm de ancho,
planas (Fig. 2). Se distribuye principalmente en matorral xeréfilo. Se encuentra en
Guanajuato Colima, Michoacan, Guanajuato, Estado de México, Querétaro, Hidalgo y

CdMx.
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2) Registros de Zephyranthes obtenida en los herbarios.

Con la informacién consultada en el afio 2016 en los ejemplares de herbario se obtuvo
el registro de 16 especies en total del género Zephyranthes y tres especies del género
Habranthus distribuidas en el pais (Tabla 1.2). Con este resultado se documenta que
existe una mayor cantidad de especies de Zephyranthes representadas en los herbarios,
en especifico de las especies Z fosteri, Z concolor, Z. brevipes y Z alba (antes
circunscrita en Z concolor o H. concolor). En el caso de los registros de herbario de Z
concolor de la Ciudad de México se tomaron en cuenta como de Z alba, debido a que
Flagg et al. (2019); establecieron que Z. alba se distribuye Unicamente en la CdMx como
especie endémica y Z concolor por el contrario se distribuye fuera de la CdMx. Se
encontraron en total, 84 registros especificamente de Z fosteri y 28 de Z alba (Anexo
1y 2). Estos resultados revelan no sélo que las especies de Zephyranthes son mas
abundantes que las de Habranthus en el pais, sino que sus especies podrian tener
mayor distribucion geografica o tener poblaciones de mayor extension o de mas facil
acceso para el colector. Estos resultados también coinciden con la informacion
bibliografica en la que se menciona que las especies de Zephyranthes son abundantes
en el pais motivo por el que México es considerado un centro de diversificacion del
género por el nUmero de especies reportadas hasta el momento, caso contrario de las

especies de Habranthus (Garcia et al., 2014).

Por su parte, Z fosteri fue la especie de Zephyranthes mas representada en los herbarios
consultados, por lo que quiza podria ser la especie mas abundante del género en
México, seguida de Z brevipes. Estas dos especies comparten caracteristicas
morfologicas muy estrechas, lo cual pudo ser comprobado directamente en la revision

de los ejemplares de herbario, donde se indicaba en alguno de ellos continuas
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sugerencias o correcciones por taxbnomos que dichos ejemplares de Z brevipes

podrian corresponder a Z. fosteri y viceversa.

Por otro lado, en los herbarios de la UAM-I y MEXU fue donde se encontraron mas
ejemplares de distintas especies de Zephyranthes y solo en el MEXU se encontraron
ejemplares del género Habranthus. En los herbarios de la UACH y UAEM fue donde se
encontraron menos ejemplares de especies de Zephyranthes con sélo 2 y 1 registros

respectivamente.

Tabla 1.2. Especies de Zephyranthes y Habranthus registradas en los herbarios visitados

No. Especie UAM-I MEXU IPN COLPOS UACH UAEM
1 Z. brevipes X - X X X -
2 Z. carinata X - - X X -
3 Z. clintiae X - - - - _
4 Z. concolor X X X X - -
5 Z. drumondii - - X - - _
6 Z. fosteri X X X X - -
7 Z. grandiflora - X X - - -
8 Z. latissimifolia X X - - - -
9 Z. lindleyana X X X X - -
10 | Z longifolia X X X - - -
11 Z. nelsoni X - - - - _
12 | Z pulchella - X - - -
13 Z. sessilis X - X X - -
14 Z. striata X - - - - -
15 | Z tubispata - X - X - -
16 | Z verecunda X - - X - X

H carinata - X - - - -
2 H. conzatti - X - - - -
H. oaxacanus - X - - - -
Total de especies
. 12 10 9 8 2 1
por herbario
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2) Mapas de distribucién de Z._fosteri, Z. concolor y Z. alba obtenida de los

registros en los herbarios.

Con los datos de las coordenadas descritas en los herbarios (Anexo 1y 2), se obtuvieron
tres mapas; a) de Z fosteri; b) de Z. alba 'y Z. concolor y c) con la distribucion fusionada
de las tres especies (Fig. 2y 3). Un aspecto relevante es que los ejemplares de herbario
registrados como Z. concolor para la CdMx, si bien fueron identificados botanicamente
como tal en el 2016, actualmente estos ejemplares se asume corresponden a Z alba,
en virtud de que esta nueva especie es endémica de la CdMx y se distribuye al Sur de
la Ciudad, mientras que Z concolor se distribuye fuera de la CdMx (Flagg et al., 2019).
Por esta razén el mapa los sitios de Z alba y Z concolor fueron fusionados vy

Unicamente el sitio de distribucion de la CdMx corresponderia para Z. alba (Fig. 2).

En ambos mapas de la figura 2, se puede observar que la distribucién de los ejemplares
de herbario de Z fosteri, Z. concolor y Z. fosteri es coincidente en varios estados.
Especificamente en el mapa de Z fosteri (Fig. 2, lado derecho), se observa que su
distribucion abarca 15 estados (Puebla, CdMx, Edo. Mex., Tlaxcala, Morelos, Jalisco,
Hidalgo, Michoacan, Guanajuato, Aguascalientes, Nayarit, Oaxaca, Querétaro, Guerrero
y Zacatecas) por lo que se observa una distribucion mas extendida hacia el Norte
(Zacatecas y Nayarit) y Sur (Guerrero y Oaxaca) del pais en comparacion con el mapa
de distribucion de Z concolor y Z. alba (lado izquierdo). Dicha distribucion de Z. fosteri
compilada de los herbarios consultados, concuerda, pero se incrementa el nUmero de

estados de su distribucion reportada por (Calderén y Rzedowski, 2005).

En el mapa de Z concolor y Z. alba (Fig. 2, lado derecho), se puede observar que la
distribucién de Z concolor abarca 10 estados (Edo. Mex., Morelos, Hidalgo, Jalisco,
Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro, Zacatecas, Durango, San Luis Potosi) y Z. alba
Unicamente en la CdMx. La distribucién de Z. concolor obtenida en este trabajo si bien
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concuerda con la distribucion en algunos estados reportada por Calderén y Rzedowski,
(2005)., también se ve incrementada en este analisis.

Figura 1.2. Distribucién de los registros de las especies de Z. concolor y Z. alba (punto rojo) (izquierda)
y Z. fosteri (derecha) en México, de acuerdo con los ejemplares registrados en los herbarios visitados. Se

observa la abundancia y distribucion de las especies.

Por otro lado, en el mapa dénde se fusiono la distribucion de Z. fosteri, Z. alba y Z
concolor (Fig. 1.3), se puede observar que existe una concentracion en la distribucion
de todas las especies hacia el centro del pais, presentando algunos sitios de simpatria
entre ellas. Uno de ellos muy evidente en la CdMx (Z. fosteri y Z. alba) y otros dos en
Jalisco y Aguascalientes (Z. fosteriy Z. concolor). También se puede observar y comparar
graficamente los sitios de distribucion en los que coinciden y en los que no, asi como
la abundancia comparativa que se observa es mayor en Z. fosteri (puntos azules) que

en Z concolory Z. alba (puntos verdes).




Figura 1.3. Mapa fusionado con todos los registros de los ejemplares de herbario consultados
(2016), de las especies de Z. fosteri (puntos azules), Z. alba (puntos rojos) y Z. concolor (puntos
verdes). Se observan zonas alopatridas y simpatridas entre las especies.

3) Mapas predictivo de distribucion geogrdfica potencial de Z. concolor y Z. fosteri a

partir de los registros obtenidos en los herbarios.

Cuando se habla de distribucién deben distinguirse dos categorias diferentes: la real y
la potencial. La distribucion real se refiere a los sitios en los que se han observado o
colectado individuos y la potencial hace alusién a las areas que tienen condiciones
ambientales muy similares a los sitios donde se encuentran las especies y que tienen
muy altas probabilidades de estar ocupadas por estas mismas (Gamez, 2010). El
concepto de distribucion potencial resulta ser sumamente Util debido a que permite
enfrentar el problema de que, en paises tan grandes y complejos como México, resulta
practicamente imposible disponer de informacion para todo el territorio, tal es el caso
de los Zephyranthes. En el mapa predictivo de distribucion geografica potencial
obtenido puede notarse que Z concolor (Fig. 1.4 A) presentaria una menor extension
de sus poblaciones en comparacion con Z. fosteri (Fig. 1.4 B), la cual concentraria su

distribucion hacia el centro y norte del pais, extendiendo hacia ambas fronteras.
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Al respecto hay que considerar que, si bien la distribucion de los seres vivos es
consecuencia de la combinacion de multiples factores como los ambientales,
geologicos, entre otros, algunas especies solo se encuentran en determinados
ambientes a los que se han adaptado, es asi que existen especies que solo se presentan
en climas templados, otras en lugares calidos y himedos, etc. Y aunque la presencia
de una especie depende de muchos factores tanto abidticos (temperatura,
precipitacion, tipo de suelo, etc,) como bidticos (alimento, depredadores,
polinizadores, etc.), el clima es uno de los mas importantes debido a que condiciona
de forma importante la ausencia o la presencia de los seres vivos (Gamez, 2010). Es por

ello que, en este tipo de andlisis, el clima es un factor determinante para estimar la

distribucion potencial que podrian tener estas especies.

Figura 1.4. Mapas predictivos Qgis de la distribucién geografica potencial de las especies (zona de color
rojo) con base en las coordenadas obtenidas en los ejemplares de herbario revisados. A) Z. concolory B) Z
fosteri.

3) Relacion mensual de la floracion en cada localidad encontrada en

los ejemplares de herbario.

Con la informacion de los ejemplares de herbario, se obtuvo una tabla en la que se

compild el estado de floracion en cada sitio de colecta, estimando con ello el
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tiempo de la temporada de antesis de Z fosteri, Z. concolor y Z. alba para cada

localidad (Fig. 1.5; Tabla 1.3y 1.4).

Tabla 1.3. Relacion de los Estados de la Republica y los meses de colecta registrado en los herbarios visitados de Z
concolor y Z. alba (antes Z concolor y H. concolor) endémica de la CdMx.

Mes CdMx Edo. Mor. Hgo. Jalisco Aguas- Gto. Qro. Zac. Dgo. S.L.P
(Z. alba) Mex. calientes
marzo CU Insurgentesy
Periférico
abril Pedregal de SA Bucareli
San Francisco
Tlaltengo.
(Tlahuac)
mayo CU UAEM  Tepeapul-  Lagos de Villa
San Francisco co Moreno Union
Tlaltengo.
(Tlahuac)
Cuicuilco
junio Pedregal de SA Tezontepec Calvillo Villa Joyita
Cuicuilco El salitre nueva
Santa
Rosa
julio CuU Encarna-
cion de
Diaz
sept San Juan
de
lturbide

Como puede observarse, para cada sitio distinto de colecta, cambian los meses de
floracién, lo que responde a las distintas condiciones ambientales que presenta cada

localidad, como la disponibilidad de agua, radiacion solar, etc.

Tabla 1.4. Relacion de los Estados de la Republica y los meses de colecta registrado en los herbarios

visitados de Z. fosteri .

Mes Puebla CdMx Edo. Mex Tlaxcala Morelos Jalisco Michoacéan Hidalgo
febrero Tlalnepantla
marzo Zapotitlan
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abril Acatzingo CuU Tetela del Morelia Tezontepec
Cholula volcéan Erongaricuaro
Aljojula
mayo Acatzingo Desierto de los Texcoco Tepoztlan Zinapécuaro Tezontepec
Sn Salvador leones Temamatla Tetela del (laguna verde)
Pedregal de SA Valle de volcan Tzentzen-
Cuicuilco Bravo UAEM La guaro
Magdalena cascada del
Contreras salto
Parque ecolégico
junio Desierto de los Mufioz Tepoztlan Tlajomulco Morelia Nuevo ~ Tula de
leones de Tlalnepantla  Tapalpa La urecho Allende
CuU Obledo Tilzapotla cafiada
Cuajimalpa
julio Ocuilan Tepoztlan Tlajomulco Zinapécuaro Pachuca
Lagunas de Huitzilac Tapalpa (laguna verde)
Zempoala Sta.Cruzde  La Piedad
las F Sta. Cruz del
cobre
agosto Hostotipaqu
i-llo
Mes Guanajuato  Aguascalientes Nayarit Oaxaca  Querétaro Guerrero Zacatecas
mayo S.L. de la Paz
junio San Miguel Calvillo Ixtapan de Santa Rosa
Los Pozos la Sal-Taxco
Ledn
julio Penjamillo Composte- Cadereyta
San Diego la
de la Union
agosto S.L. de la Paz
Victoria
San Ezequiel
Pedro Montes
Ayutla

Para el caso de Z fosteri, (Tabla 1.3) la floracidn se presenta en distintas localidades en

un rango total desde el mes de febrero hasta el mes de agosto. Mientras que para Z

concolor y Z. alba (Tabla 1.3) va desde el mes de marzo al mes de septiembre, es decir

el tiempo de floracién para cada especie se extiende a lo largo de 6 meses en las

distintas localidades y Z. concolor iniciaria su floracion después que Z. fosteri (Fig. 1.5).

Sin embargo Z. fosteri tiene un tiempo de floracion mas extendida en comparacion con

las otras especies. Esto concuerda con los mapas obtenidos en este trabajo en donde
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se muestra Z fosteri tiene una mayor distribucion en el pais con respecto a las otras

dos especies analizadas, asi como la informacién de la literatura.

Figura 1.5. Meses de floracion de Z fosteri, Z. alba y Z. concolor con base en el nUmero de
ejemplares con flor para cada especie en los herbarios consultados en el 2016.

Ademas, los registros de herbario consultados fueron mucho mas numerosos

Fenologia con base en los ejemplares de herbario
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Z. alba Z. concolor Z. fosteri

notablemente en los meses de mayo a junio que es cuando suele haber mas
precipitacién asociada a la época de lluvias en México (Fig. 1.5) Por otro lado, en 10
estados se reporta la presencia de Z concolor; 1 para Z alba (sélo en la CdMx) y 15

para Z. fosteri.

Discusion:

Entre los resultados encontrados en la bibliografia sobre los Zephyranthes se encontro
que si bien su circunscripcion taxondmica ha sido compleja ésta ha sido estudiada y

analizada desde distintas diciplinas para definir su clasificacion como: la anatémica,
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genética, morfométrica, fitoquimica, citologdgica (Reyes-Chilpa, 2011; Centeno-
Betanzos 2014; Soriano, 2019; Centeno-Betanzos et al,, 2021; Alva-Sandoval, 2023),
entre otras. Por lo tanto, tal como lo afirma Garcia et al. (2019), las especies del
subgénero tipico requieren una revision taxondmica critica para una mejor
delimitacion. En dichos trabajos taxondmicos, los autores tomaron en cuenta la
variacion morfologica, molecular y cromosdémica, debido a que mencionan que las
complejas relaciones taxondmicas entre ellas parecen haber sido influenciadas por una
evolucion reticular; ademas, la hibridacion y la poliploidia (Flagg et al. 2019). Las cuales
son consideradas como las principales fuerzas de evolucién en el grupo, influidas
también por la apomixis y autocompatibilidad. Sin embargo, es importante hacer
hincapié en que es necesario estudiar las consecuencias de estos eventos que hasta

ahora no han sido investigados en relacion con la diversificacion del grupo.

Para los tres taxa, existe mas informacion acerca de su botanica y menos informacion
acerca de los usos populares. Su uso fue principalmente de tipo ornamental,
ceremonial y para Z fosteri el polvo de los bulbos desecados se menciona en algunas
personas como un acaricida, actividad que podria explicarse debido a la composicién
alcaloidea mayoritaria que se encuentra en ese tejido. Esto podria deberse en parte a
que las flores de este género, aunque son vistosas, son pequefias y su floracién suele
ser muy efimera durando apenas unos dias con lo cual se dificultaria un tanto la
disposicion puesto el resto del afio la planta se mantiene en estado vegetativo y es
dificil de identificar. También en algunos casos la salvia que desprenden los bulbos al
trocearlos puede irritar la piel. Sin embargo no deja de llamar la atencion que los usos
probablemente de tipo “ceremonial “que se menciona en el cddice de la Cruz-Badiano

de Z fosteri, se disminuyeron o perdieron a través del tiempo (Bye y Linares, 2013).

Por otro lado, en los mapas de la distribucion geografica realizados con base en la
informacién registrada en los herbarios en el 2016. Se obtuvo que los tres taxones se

distribuyen principalmente en el Centro de México, siendo Z. fosteri quién presenta una
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distribucion geografica mas amplia en la Republica Mexicana en comparacion con Z
concolor y Z. alba. Esto concuerda en parte con la distribucién de estas especies en
Calderon y Rzedowski (2005), sin embargo en este estudio se amplié a mas estados de
la republica en donde se ha encontrado distribuidas Z. fosteri, Z. concolory Z. alba. Por
otro lado cabe sefalar que De Z alba aln se encontrado pocos registros acerca de su
distribucion, que en principio porque es una especie de reciente denominacion
taxonomica y también por que se encuentra delimitada a la Ciudad de México como
especie endémica. En cuanto a la fenologia preliminar que se pudo realizar tomando
en cuenta las fechas de montaje de los ejemplares de herbario con flor consultados,
pudo observarse que el pico de floracion para la tres taxas analizadas mayoritariamente
y coincidente fue durante los meses de mayo a julio. Por lo tanto la mejor temprada
para para posteriores colectas tendria que hacerse durante estos meses. Ademas,
también es cuando mas probabilidad habria de localizar sitios de simpatria entre Z
fosteri, Z. concolor y Z. alba debido a su floracién. Por otro lado con este analisis
también puede notarse que el tiempo de floracion es mas extendido en Z fosteri, que

para Z. concolory Z. alba.

Finalmente como perspectiva se sugiere realizar una base de datos mas grande
incorporando los datos mas actualizados disponibles en los principales herbarios de la
Republica Méxicana asi como los datos de distribucion disponibles en medios digitales
como Tropicos, Sermarnat, etc. Con el fin de obtener un mapa de distribucion mas
amplio y detallado para delimitar mejor la distribucion no solo de las especies Z. fosteri,

Z. concolor y Z. alba sino en general de las especies de Zephyranthes de México.
Conclusiones:

e La especie Z fosteri Z concolor y Z alba se encuentran concentradas

principalmente en el centro del pais
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La especie Z fosteri se encuentra mayormente representada en el nimero de
ejemplares de herbario, nimero de registros en total y extensién geografica
ocupada en comparacién con Z concolor y Z. alba en los ejemplares de herbario
consultados.

Los eventos de floracion registrados para Z. fosteri, Z. concolor y Z. alba abarca
un periodo de 6 meses aproximadamente siento Z fosteri quién empezaria
primero.

Para las tres especies se encontraron mayor numero de registros y ejemplares
de herbario en la CdMx.

Se encontraron mas especies del Zephyranthes (17) que de Habranthus (3)

representados en los herbarios consultados.
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Caracterizacion morfoldgica, de alcaloides y microsatélites de Zephyranthes

fosteriy Z. alba (Amaryllidaceae): poblaciones alopatridas.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Zephyranthes (Amaryllidaceae) is a taxonomically complex genus due to the frequent overlap of interspecific
Zephyranthes morphological variation. In Mexico, Z aba and Z. fosteri are herbaceous plants that, when distributed in sym-
Amuar, y.]].idaceae patry, generate individuals with complex patterns of morphological variation, leading to taxonomic confusion.
;ﬂﬁ;ﬁigy Therefore, it is necessary to first characterize these species in allopatric populations. In this contribution, mo-
nSSR lecular, morphological, and alkaloid profiles were used to characterize both species in allopatric sites. Qur results
Mexico show that Z. alba and Z. fosteri allopatric populations are two well-defined genetic and morphological groups.

Flower-related characters were the ones that best allowed us to distinguish between species. In a similar fashion,
the alkaloid profile showed remarkable differences among species: four alkaloids were specific to Z. alba and five
to Z. fosteri. Lycorine (43.3-88.8%) and galanthamine (87.7-91.4%) were the most abundant alkaleids for each
species, respectively. In conclusion, Z. fosteri and Z. alba exhibit noticeable differences when distributed in
allopatry. In addition, Z. fosteri has greater genetic and phenotypic plasticity compared to Z. alba, which could be
related to the former's ability to colonize new habitats. Finally, the molecular, genetic and chemical markers
developed here will provide a framework to further studies aiming to explore if hybridization among Z. alba and
Z. fosteri occurs in sympatric populations.

1. Introduction (Gaskin and Schaal, 2002; Arnold, 2006). Therefore, recent studies that

aim to delimit species complexes use additional markers, such as genetic

Traditionally, species delimitation relies on the identification of
morphological discontinuities among putative species. However, a
number of plant species (including those within Amaryllidaceae) exhibit
high levels of morphological variation, thus hindering their taxonomic
differentiation. Morphological variation may be the result of both dif-
ferential environmental pressures among populations and interspecific
gene flow (i.e., hybridization), thus leading to taxonomic confusion
through the exclusive use of traditional morphological characters

* Corresponding author.
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markers and secondary metabolite profiling, to establish their bound-
aries (multiple markers) and thus obtain more precise discrimination
between species. Neutral genetic markers have been recognized as one
of the most useful tools for species delimitation, particularly as they are
not influenced by environmental conditions, their inheritance is under
Mendelian segregation ratios, and are found in large numbers across the
genome (Rieseberg and Wendel, 1993). Another advantage is their high
mutation rates, which allows the differentiation between closely related
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taxa, given by the differences in allelic frequencies and the presence of
species-specific variants, which are useful characters for the identifica-
tion of different genetic classes (Harrison and Larson, 2014). However,
genetic markers also have some disadvantages, for example, the low
polymorphism found in some loci, incomplete lineage sorting, as well as
the presence of homoplasy in some markers (i.e., microsatellites [SSR])
may complicate diserimination between taxa (Avise, 2004). Addition-
ally, diverse studies have suggested secondary metabolites as an effec-
tive tool in taxonomic delimitation, and in some cases, these markers
have shown a better performance than genetic markers to identify re-
combinant individuals (Georgescu et al., 2016). Furthermore, unlike
morphological characters, the expression of secondary metabolites is
more predictable, since they show an oligogenic inheritance with a
dominant/recessive pattern (Rieseberg and Ellstrand, 1993; Cheng
et al, 2011). For example, some alkaloids (i.e., galanthamine) with
chemotaxonomic value within Amaryllidaceae have been proposed
(Herrera et al., 2001). Therefore, the complementary use of morpho-
logical, genetic, and chemical markers allows to establish more realistic
hypotheses for differentiation between species.

Mexico is considered one of the main centers of diversification of the
Zephyranthes genus (Amaryllidaceae), with 51% of the 70 species re-
ported worldwide (Chowdhury and Hubstenberger, 2006; Spurrier
et al., 2015), many of which are considered endemic (Tapia-Campos
et al,, 2012). The genus Zephyranthes is recognized for its ormamental
value, and applications in traditional medicine (Katoch and Singh,
2015). The bulbs and leaves have been used for treating several diseases

Biochemical Systematics and Ecology 101 (2022) 104398

(Kornienko and Evidente, 2008; Bastida et al., 2011; Quattrocchi, 2012).
Phytochemical research into the genus Zephyranthes have reported sec-
ondary metabolites as alkaloids, flavonoids, sterols, and terpenoids (i. e.,
Mutsuga et al., 2001; Herrera et al., 2001; Wu et al,, 2009a). Pharma-
cological effects of this genus are mainly due to alkaloids reported as
antibacterial (Wu et al., 2009b), antiviral (Oluyemisi et al., 2015),
anticancer (Pettit et al., 1990), antimitotic (Furmanowa and Oledzka,
1978), cytotoxic (Mutsuga et al., 2001) and neuroprotective activities
(Cortes et al., 2019).

Zephyranthes fosteri (Traub) and Z. albaFlagg, G. Lom. Sm. & Garcia-
Mend. are two perennial herbaceous species with a wide geographical
distribution in Mexico, mainly at the central and northern regions of the
country (Calderon and Rzedowski, 2005; Flagg et al., 2019). Z. albahasa
challenging taxonomic history and has been previously treated as Z.
concolor (Lindl.) S. Wats (see Rzedowski and Rzedowski, 2001). and
Habranthus concolor (Lindl.) (Damian-Dominguez et al., 2009).

Z. alba bears white flowers and is endemic to Mexico City, which is
located at the central and southern region of the Mexican valley. (Flagg
et al., 2019) (Fig. 1). Z. fosteri individuals are smaller than Z. alba, and
frequently exhibit pink corollas (Fig. 2). The former is distributed in
central and northern Mexico, mainly from Jalisco to Guerrero, Puebla
and Oaxaca States. It is distributed in the center of the country. The
traditional morphological characters used to distinguish these species
are the flower color, the perianth length, the style, and the stamens
(Lépez-Ferrari and Espejo-Zerna, 2002; Flagg et al., 2019). Interestingly,
individuals with atypical morphology have been observed when both

Fig. 1. Zephyranthes fosteri from Mexico. A) Detail of the flower and B) Grouping of plants in “Universidad de Morelos™ “UM". C) Detail of complete plant with flower,
scape, leaves, bulb, and roots. D) Detail of the flower of “San Miguel Huepalcalco™ “SM". E) Detail of the flower with a pollinator and F) Habit of “Mixquia-

huala” “MI".
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Fig. 2. Zephyranthes alba, Mexico. A) Detail of the flower and B) Grouping of plants in “Bosque de Tlalpan™ “BT". C) Detail of complete plant with flower, scape,
leaves, bulb and roots and D) Detail of the flower of “Zona Arqueoldgica de Cuicuilco™ “ZA™. E) Detail of the flower and F) Grouping of plants of “Instituto de

Quimica” “IQ".

species occur in sympatry (Fig. 3), suggesting that hybridization events
may explain the observed variation (Damidn-Dominguez, 2010; Cen-
teno-Betanzos, 2014). For example, even though Z. fosteri generally has
pink corollas, in some localities it has white flowers, which has made
taxonomic discrimination difficult (Calderon and Rzedowski, 2005).
The problematic delimitation within Zephyranthes is associated with
their great phenotypic plasticity, intra- and interspecific hybridization
(Chowdhury and Hubstenberger, 2006; Knox, 2009), and its possible
intergeneric hybridization (Tapia-Campos et al., 2012).

Due to the difficult determination of individuals as either Z. alba or

Z. fosteri in sympatric areas, a study with a multi-marker approach
(genetic, morphological and chemical) is required to robustly document
the differences between these species. In this paper, we used nuclear
microsatellites (nSSR), plant secondary metabolites (alkaloids), and
morphological characters (bulbs, flowers, scape, and leaves) to (1)
determine if the genetic groups are in concordance with the phenotypic
species previously recognized (Z. alba and Z. fosteri), (2) evaluate if
morphological characters permit a clear distinetion between Z. alba and
Z. fosteri through multivariate analysis, and (3) establish the alkaloid
chemical profiles of pure genetic individuals of Z. alba and Z. fosteri. This

Fig. 3. Floral morphological variation of the Zephyranthes fosteri x Z. alba complex in central Mexico. A) Zephyranthes fosteri flower. B) Probable hybrid Zephyranthes

fosteri x Z. alba. C) Zephyranthes alba flower.
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worltis the basis to evaluate the levels of hybridization and introgression
between both species in areas of sympatric distribution in future studies.

2. Materials and methods
2.1. Study species and collection of plant material

Zephyranthes fosteri (Fig. 1) and Z. dalba (Fig. 2) (Amaryllidaceae:
Amaryllidoideae) belong to the Hippeastreae tribe, which contains 10-
13 genera and 180 species. In America, several diversification centers
have been identified in Chile, Argentina, Brazil (Meerow et al., 2000;
Arroyo-Leuenberger and Dutilh, 2008; Arroyo-Leuenberger and Leuen-
berger, 2009) and Mexico (Gareia et al., 2014). Z. fosteri (Fig. 1) is a
perennial herb with a height between 5 and 45 em with bulbs between
1.5 and 4.5 em. The leaves are narrow (0.5 em) and can measure up to
35 am in length. Generally, the petals are pink, however, they can have
white or whitish corolla (Calderon and Rzedowski, 2005). Z. fostert
flowers from April and is distributed in a wide variety of environments,
ranging from very dry environments (grasslands, serubs) to very humid
(ool forest, oak pine, and conifers). As for Z. alba (Fig. 2), it can measure
up to 50 ¢m in height with bulbs 10-40 cm in length and leaves of 2 cm in
width and 10-40 c¢m in length. The petals are white (Calderon and
Rzedowski, 2005). Z alba is endemic to Mexico City and flowers from
April through June, and fruits from May through July (Flagg et al,
2019). It is distributed in dry environments, such as the xerophilous
scrub in the Valley of Mexico, although occasionally it oceurs in more
humid environments. Both species are pollinated and /or visited by bees,
flies and ants (Damian-Dominguez, 2010), the seeds are dispersed by
wind, showing a high germination capacity (Soriano, 2019). Its flow-
ering peaks are closely related to precipitation events (Dam-
ian-Dominguez, 201 0).

To minimize the effects of the environmental factors on both the
morphological and chemical expression, and to minimize the inter-
specific gene flow (i.e. hybridization), we chose six localities with the
following characteristics: same geological history (all localities situated
in the Transmexican Voleanic Belt), dominant populations (Zephyranthes
population with abundant individuals), presence of a taxonomically
well-defined population without the presence of another Zephyranthes
species, climate temperate sub-humid, and soil of velcanic origin. In
each allopatric site, 20 adult individuals of each species were randomly
sampled (Z. alban = 60, Z. fosteri n = 60). The study sites were: Z alba =
Zona Arqueolégica de Cuicuileo “ZA™ (19°18'06"N-99°10'54"W; 2294
m a.s.1.), Bosque de Tlalpan “BT” (19°17/34.9"N-99 12'39.6"W; 2451 m
as.l) and Institute de Quimica “IQ” (19°19'33.4"N-99°10'42.9"W,
2259 m a.s.]) in Mexico City; Z fosteri = San Miguel Huepalcaleo “SM”
(18°54'23.4"N-98°45'09.8"W; 2299 m a.s.l.) and Universidad de Mor-
elos “UM" (18°59'0.8"N-99°14'14.5"W; 1962 m a.s.l) in the state of
Morelos, and Mixquighuala “MI” (20°16'56.8"N-99°09'44.9"W; 2018 m
a.s.1) in the state of Hidalgo.

2.2, DNA extraction and PCR amplification of nSSR

Leaves with no apparent damage were collected from 15 individuals
of Zephyranthes in each study site; two sites for Z. fosteri localities (UM
and MI), and two for Z alba (BT and ZA). Leaf tissue was preserved at
—20°C until DNA extraction. Total DNA was extracted following a CTAB
protocol with some modifications (Doyle and Doyle, 1957). DNA
quantification was done through spectrophotometric analysis using a
BioPhotometer (Eppendorf, Germany). DNA quality was visually
assessed by comparing the intensity of bands with known standards of
lambda DNA on agarose gels at 0.8%. All DNA samples were diluted toa
final volume of 10 ng/ L.

A total of six primers for nuclear microsatellite loci (nSSR) -0OC11,
OE09, CO8 and, 0401, (Aldrich et al, 2002), ZAG110 and, ZAG 46
(Steinkellner et al., 1997)—, were initially tested for the presence of
amplification products, reproducibility, and polymorphism in six
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individuals from different populations. Three primers (ZAG 46, ZAG 110
and 0A01) yielded the most successful results and were used for the
analysis of all samples. Forward primers were then labeled with either
HEX, NED or 6-FAM fluorophores and PCR reactions were set up as Wills
et al. (2005) in a final volume of 8 pL. PCR products were resolved on
polyacrylamide gels at 6% (7 M urea) at 60 W for 3 h to determine the
polymorphic primers. We measured the length of the amplified micro-
satellite fragments by running an aliquot of each PCR product on an
automatic sequencer ABI 3100 (Applied Biosystems, CA, USA) at 35 W
for 80-90 min using gene scan ROX-2500 (Applied Biosystems, CA,
USA) as size standard. Alleles were scored using the Gene Mapper ver.
3.7 software (Applied Biosystems, CA, USA).

The genetic assignment of individuals collected at allopatric pop-
ulations as distinet species was performed in STRUCTURE 2.3.4
(Pritchard et al., 2000). This program uses Bayesian grouping to infer
the structure of populations from genotypic data, and individuals are
probabilistically assigned to K populations based on their multilocus
genotypes (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003; Hubisz et al.,
2009). To determine the number of genetic groups (K) with the highest
posterior probability, the STRUCTURE program was run at K values (K
=1 to 4) with six independent repetitions each. For all runs, a bum-in
period of 10,000 repetitions was used, followed by 300,000 iterations
of the Markov Chain Monte Carlo, which was confirmed to be satisfac-
tory for the parameters to reach convergence. For the analysis of the
genetic assignation of the individuals to either Z alba or Z. fosteri, the
no-mix model with correlated frequencies without any prior population
information was used. Finally, each individual was classified based on
the model proposed by Vaha and Primmer (2006), in which all in-
dividuals with an assignment coefficient Q > 0.9 are considered pure
individuals of Z alba or Z. fosteri. The AK statistic was used to evaluate
the change in the probability value of K (Evanno et al., 2005) with
Structure Harvester (Earl and vonHoldt, 2012).

2.3. Morphological characterization

For morphological analyses, 60 individuals collected from three
allopatric sites for each species were used (n = 120 individuals). The
floral whotls, as well as the other reproductive structures (stamens,
pistil, ete.) were carefully separated. These parts were attached by ad-
hesive tape to paper, where the characters were measured. In total, 20
morphological traits, including flower, bulb, leaf and scape characters
were measured in each individual plant. These characters were selected
because taxonomic surveys suggest that these structures are highly
variable among species of Amaryllidaceae (Lopez-Fertari and
Espejo-Zema, 2002; Calderon and Rzedowslki, 2005; Gareia et al., 2014;
Flagg et al., 2019).

Variance analyses (ANOVA) were conducted to determine the effects
of species and locality on each of the 20 studied characters (Table 1).
ANOVAs were performed to determine the effects of locality on the 20
studied characters per species (within species). Significant mean dif-
ferences between taxa were determined with a Tukey multiple range
test. Discontinuous data were transformed as \/(x + 0.5) (Zar, 2010).

Discriminant function analysis (DFA) was carried out using all
morphological variables. Locality was established as the predictor var-
iable. We performed a separate DFA for flower, bulb, and scape
morphological characters including all populations without considering
their geographic origin. The purpose of this analysis was to determine
the most useful characters to diseriminate between Z. alba and Z. fostert,
and to visually assess the separation of individuals into groups. All an-
alyses were performed using the STATISTICA 8.0 program (StatSoft,
2007).

2.4. Phytochemical analysis

The bulb of three plants with an assignment coefficient @ > 0.9 ac-
cording to the STRUCTURE software (Fig. 5) were randomly selected
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Table 1

List of the leaf, flower, bulb, and scape characters examined for the Zephyranthes
alba and Z. fosteri in Mexico.

Character

Description Units
Flower
IPL Internal petal length mm
GwlIP Greater width of internal petal mm
MwiP Minor width of internal petal mm
OPL Outer petal length mm
GwOP Greater width of outer petal mm
MwOP Minor width of outer petal mm
ASL Anther stamens length mm
SFL Stamen filament length mm
SiPL Stigma length mm
SyPL Style length mm
FL Flower length cm
oL Ovwary length cm
Scape
EL Bracted length
BW Bracted width
SL Scape length em
sW Scape width em
SPL Scape peduncle length cm
Buib and leaf
BW Bulb width cm
BL Bulb length cm
Lw Leaf width mm

from two allopatric sites (BT and ZA for Z alba, and UM and MI for
Z. fosteri). Subsequently, the bulbs of each species were pooled, and the
alkaloid profile was characterized. The methanolic extracts were ob-
tained by sectioning the bulb of the selected specimens, which were
crushed and placed in a heating stove at 50-60 °C for 12 h for dehy-
dration. The dried bulbs were extracted with MeOH (volume 10:1 dry
weight) for 3 days at room temperature. The extract was concentrated in
a rotary evaporator. The extraction of alkaloids was performed using an
acid-base reaction. Samples of each MeOH extract (500 mg) were dis-
solved in 5% H»50,4 (2.5 mL) and partitioned with Et;O (5 x 5mL). The
aqueous phase was recovered and basified to a pH between 9 and 10
with NH;OH. Subsequently, it was extracted with EtOAc (5 mL x 3) to
obtain the alkaloid fraction. The obtained solution was concentrated,
and the presence of alkaloids was verified by thin layer chromatography
(TLC) stained with Dragendorff’s reagent were used to reveal the pres-
ence of alkaloids. Silica gel 60 TLC plates with UVyg4 fluorescence in-
dicator 20 x 20 ¢m in size and 0.20 mm thick were used for revealed.
The mobile phase used was AcOEt-MeOH (4:2). To determine the al-
kaloids qualitatively and the value expressed under the curve in relative
percentage, the alkaloid extracts obtained from each sample were used
and analyzed by gas chromatography coupled with mass spectrometry
(GC-MS).

2.4.1. GC-MS analysis

GC-MS analyses were performed in a gas chromatograph (Agilent
technologies 7890B GC) coupled to an electronic impact mass spec-
trometer (Agilent technologies 5977A MSD) operating in ionization
energy (EI) mode at 70 €V. A DB-5 MS5 capillary column (30 m x 0.25
mm x 0.25 pm) was used. The temperature program was 100-180 at 15
°C/min~}, 1 min hold at 180 °C, 180300 at 5 °C/min~?, and 1 min hold
at 300 °C. The injector temperature was 280 °C. The flow rate of He
carrier gas was 0.8 mL min~. The split ratio was 1:20. A hydrocarbon
mixture (C9-C36, ultra-scientific, TPRH Standard, No. product SNJ-200
C8-C40) was used for performing the Rl and RT calibration. GC-MS
results were analyzed using AMDIS 2.64 software, NIST 14 and Mass-
Hunter Unknown Analysis. The proportion of each compound in the
alkaloid fractions was expressed as a percentage of the total alkaloids.
These data do not express a real quantifieation, although they can be
used to compare the relative quantities of each component. The alka-
loids were identified by comparing their GC-MS spectra and Kovats
retention indices (RI) with the library database developed by Dr.
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Bastida’s research group (Bastida et al., 2011), which contains Amar-
yllidaceae alkaloids that have been isolated and identified using
different spectroscopic techniques such as NMR, UV, CD and MS5, as well
as literature data. HRESIMS data was obtained on an LC/MSD-TOF.

3. Results
3.1. Genetic analysis

The Bayesian analysis with the STRUCTURE software showed two
well-delimited genetic groups, in agreement with the two pure pheno-
typic species previously recognized as Z. alba and Z. fosteri.

These results were confirmed by the AK values, which indicate that
K = 2 is the number of genetic groups (Fig. 4). Likewise, analyses using
the STRUCTURE software revealed a high proportion of ancestry (Q >
0.9) for all individuals from the same genetie group (Z. alba Q = 1-0.99,
Z. fosteri < 0.91; Fig. 5).

3.2. Morphological analysis

Zephyranthes alba differed significandy from Z fosteri in all the
examined characters, except for the minor width of internal petal
(MwIP). Locality had highly significant effects on all but one character
(MwIP) over all populations and species. All the examined characters in
Z. alba showed higher values compared to Z. fosteri (Table 2).

When evaluating the effect of locality on morphological characters
within the species, we detected a significant effect of locality on 75% of
the characters in Z. fosteri and 55% for Z. albe. In particular, the char-
acters that did not show significant differences among localities for
Z. alba were those related to the pistil length, as well as the width of
some vegetative (leaf, bulb) and reproductive structures (petals, scape)
(Table 3).

On the other hand, the characters that did not show a significant
effect of locality on Z. fosteri were scape length (SL), bulb width (BW),
minor width of internal petal (MwIP), minor width of outer petal
(MwOP), and stamen filament length (SFL) (Table 3).

The discriminant function analysis using locality as a grouping var-
iable, revealed that the morphological characters of the flower, the
bulb/leaf and the scape separate the individuals from the allopatric
zones into two well defined morphologically groups: one group corre-
sponding to Z alba and the other group corresponding to Z. fosteri

DeltakK = mean([L"(K)]) / sd{L(K))

20/ ’\

Delta K
=
1=}
o

ot e

Fig. 4. Estimated genetic groups (K) by cluster analysis in the STRUCTURE
program. Graph of the statistic AK with respect to genetic grouping X (from 1 to
9). The peak indicates the most likely number of genetic groups (K = 2).
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Z. fosteri

Z. alba

Fig. 5. Genetic assignment of six allopatric populations representing the pure species of Zephyranthes alba and Z fosteri, based on analysis of four nuclear micro-
satellite loci (nSSRs) with the Bayesian method implemented in the STRUCTURE program. Each vertical colored line represents the individual prebability of
belonging to the group of that color and each population is separated by a black vertical line.

Table 2
Mean + standard error and ANOVA results (F statistics) for all characters of
Zephyranthes alba and Z. fosteri in Mexico.

Character Z. alba Z. fosteri Fieg Figs
Species Locality
Flower
PL 53.48 £ 6.57 24.87 £ 3.78 687.87 %%+ 177.93%%*
GwlIP 15.34 £ 262 8.22+208 228.75%%* 61.25%**
MwlP 269+ 094 235x113 1.48 n.s. 1.03 n.s.
OPL 57.21 £ 678 27.05 = 3.45 7416144+ 169.37%++
GwOP 20.54 £ 5.33 9.67 £ 1.87 181.09%* 3871
MwOP 6.29 £ 1.23 411076 108,99+ 24,15%*
ASL 2458 £ 473 10.10 = 1.87 408.02%+* 133.29%%*
SFL 891+ 1.84 6.81 £202 31.93%+ 22,164+
SiPL 737+ 114 215x045 832,344+ 178.30% %+
SyPL 26.62 = 3.85 11.14 = 3.85 391.25%%* 128.01%#+
FL 6.22 = 0.82 4.63 =094 B3.24%% 44, 29% %%
OL 145+ 0.27 0.53+0.15 412,484+ 92,834+
Scape
EL 49.639 = 6.27 25.731 = 8.04 284.77 %44 110.20% %+
BW 9.1048 £ 294 6.70 = 1.34 30.37%%% 37.66% %%
8L 29.14 £ 991 11.54 = 5.15 128.62%* 35.5]1 %=
SwW 087+ 0.18 0.29 =005 437.94 % 97.42%%%
SPL 513 = 1.69 0.246 = 0.23 400.26%+* 8047 ++
Bulb and leaf
BW 427 = 0.72 213+053 287.78% % 62.36%%%
BL 440 = 0.64 222052 352.90 %% 95.26%%*
Lw 10.54 = 1.75 1.72+0.39 1195.28%% 246,694+

Abbreviations of characters are described in Table 1. F significant at P < 0.001
(¥*%): P < 0.01 (*¥); P < 0.05 (*); and n.s. = no significant differences.

(Fig. 6).

The discriminant axes 1 (DF1) and 2 (DF2) together explained
92.12% of the variance in the original dataset. Characters such as in-
ternal petal length (IPL) and outer petal length (OPL) showed the highest
absolute values in the discriminant functon coefficients for DF2
(Table 4). For its part, the characters stigma pistil length (SiPL) and
outer petal length (OPL) recorded the highest values of this coefficient
for DF1. Meanwhile, OPL and IPL were the most important characters
for the DFA using only the flower characters (Table 4). On the other
hand, the DFA of the vegetative characters showed that leaf width (LW)
and bulb length (BL) were the most important characters in both
diseriminant axes (Table 4).

Finally, the DFA with the scape characters revealed that bracted
length (BL) and scape width (SW) had the highest importance value in
the ordering of the data in DF1, while that bracted width (BW) and scape
length (SL) did it for DF2 (Table 4).

3.3. Chemical analysis

TLCrevealed under Dragendorff staining the presence of alkaloids in
the Z. albaand Z. fosteri bulbs. In total, the presence of 10 major alkaloid
compounds were detected through the coupled GC-MS analysis showing
their relative alkaloid abundanee (Table 5).

The alkaloid profile showed contrasting qualitative differences
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between both species, and only lycorine was present in the four samples
(Table 5). For Z. fosteri, the most abundant alkaloid for the two allopatrie
zones was lycorine, followed by haemanthamine for UM locality and
ungiminorine for Ml (Fig. 7A). In the case of Z. alba, the major alkaloids
for both allopatrie localities were galanthamine, followed by lycorine.
Galanthamine, and lycorine have been previously reported from Z. alba,
formerly Z concolor (Reyes-Chilpa et al., 2011), while lycorine and
2-0-Methylpancracine were reported from Z. fosteri (Centeno-Betanzos
et al., 2021).

4. Discussion

Taxa delimitation of Z. alba and Z. fosteri has been difficult. The fact
that some individuals collected at sympatric sites exhibit diagnostic
features of both species, such as flower color and scape length, has led to
significant taxonomic confusion, especially in central Mexico, where the
distribution of both Z. alba and Z. fosteri meet. In this study, we used a
multi-marker approach (genetic, morphological and chemical markers)
to identify the phenotypic and genetic characteristics that allow the
differentiation of these species in allopatric stands. In general, we found
that both species were different based on their floral morphology (petal
and stigma length), nSSR loci, and alkaloid content (galanthamine and
lycorine). Besides establishing the characters that enable the differen-
tiation of both Z alba and Z. fosteri, the results of this study provide a
framework to further studies aiming to determine if hybridization and
introgression occur between these species.

5. Genetic variation of Zephyranthes alba and Z. fosteri

The field determination from the flower-morphological characters of
Z. alba and Z. fosteri is supported by microsatellite analyses (nSSR),
which identify two well defined genetic groups in allopatric conditions.
This result suggests that these populations are useful as reference pop-
ulations because they maintain their own genetic identities (Templeton,
1989). Several authors have documented that the appropriate number of
nSSR for the adequate detection of the number of genetie groups de-
pends on their exclusion power, efficiency, and accuracy (e.g., Burgar-
ella et al., 2009; Castillo-Mendoza et al., 2018; Soto et al., 2018).

We found evidence of a non-significative proportion (Q < 0.1; Vahi
and Primmer, 2006) of foreign genome in some individuals inside
allopatric populations of Z. alba. One explanation is that Z. alba is being
pollinated by bees (Dialictus sp., Apis mellifera), ants, butterfly, and flies
(Damian-Dominguez et al., 2009) which can facilitate the gene flow
between populations. Beekman and Ratnieks (2000) documented that
the mean distance foraged of A. mellifera was 5.5 km (10% of the bees
foraged within 0.5 km of the hive whereas 50% went more than 6 km,
25% more than 7.5 km and 10% more than 9.5 km from the hive).
Therefore, genetic flow can oceur over kilometers among Zephyranthes
populations. This scenario shows that individuals of Z alba and in-
dividuals of other species of Zephyranthes may promote hybridization
process, as suggested by Damian-Dominguez et al. (2010) and Cen-
teno-Betanzos (2014), and even intergeneric hybridization events can
occur (Tapia-Campos et al., 201 2). Consequently, sporadic long-distance
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Table 3
Mean = standard error and ANOVA results to determine the effect of the locality on all the morphological characters measured by Zephyranthes species (Z. alba and
Z. fosteri).
Character Localities of Z. alba Localities of Z. fosteri
Q BT MB Fasn UM SM MI Fagr
Flower
PL 5.54% 48.42° 53.95" 4.581* 2057 26.21° 26.96" 21,6200
GwlIP 16.53* 13.90" 14.90°" 4.380* 6.50% 2.07° 873" 11.641 %%+
MwIP 2.94 2.22 2.66 n.s. 210 251 235 ns.
OPL 57.02%" 52.93* 59.53" 3.487% 2417 27.50" 29.01° 7.849%
GwOP 21.77 1877 202 n.s. 8.13* 10.61" 2.85" 13.224%%+
MwOP 5.93 6.3 6.65 n.s. 3.79 425 423 ns.
ASL 2.99% 6.68" 8.94% 18.432%#+ 5.65% 8.31° 595 15430+
SFL 27.74* 19.79" 23.83° 15.765%#+ 9.44 10.66 9.98 ns.
SiPL 7.06 7.53 7.59 n.s. 1.92* 198 2.58" 10.364*++
SyPL 28.00° 2251° 2723 10.051%#* 14.83* 10.78" 8.37° 17.396%++
FL 5.75 6.78" 6.45° 7.978%* 3.50° 4.90° 5.28° 36.175%+*
oL 1.44 1.30 1.53 n.s. 0.45% 0.51a" 0.63° 5.811 %
Scape
BL 48.44% 46.38* 52.46" 4.240* 16.29° 30.37" 28.18° 38.912++
BW 6.40° 10.08" 11.31° 34.369% ++ 5.37% 7.20° 7.23° 16.628%+
SL 35.00° 2655 25.14" 6.622+* 12.95 12.34 931 ns.
sw 0.89 0.75 0.90 n.s. 0.26% 0.33° 071% 8.472H¢
SPL 5.50 4.63 4.99 ns. 0.20" 0.39" 0.10° 12.307%%*
Bulb and leaf
BW 445 3.86 4.20 n.s. 2.02 233 1.98 ns.
BL 477 4.00° 4.23° 7173+ 2.06% 2.52° 2.00° 7.631%
w 10.94 10.55 10.15 n.s. 1.77° 207" 1.25° 25.601%#%

Abbreviations of characters are described in Table 1. Fsignificant at P < 0.001 (¥¥%); P < 0.01 (¥¥); P < 0.05 (*); and n.s. = no significant differences. Different letters
denote significant differences between localities by Zephyranihes species (Tukey P < 0.05).
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Fig. 6. Discriminant function analysis of the morphological characters of Z. alba and Z. fosteri in six allopatric sites.
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Table 4

Standardized canonical discriminant coefficients of 20 morphological variables measwred in Zephyranihes alba and Z. fosteri in cential Mexico.
Character All characters Flower Bulb/Leaf Scape

DF1 DF2 DF1 DF2 DF1 DF2 DF1 DE2

BL 0.189 —0.422 - - - - 0.566 —0.228
BW 0.412 0.125 - - - - 0.033 0.412
Lw —0.562 —0.133 - - —0.852 —0.603 - -
8L 0.033 —0.297 - - - - —0.174 0.3556
swW 0.185 0.438 - - - - 0.412 0.185
SPL —-0.015 —0.319 - - - - 0.319 0.229
BW 0.253 0137 - - 0.037 0.205 - -
BL —0.397 —0.001 - - —0.466 0.814 - -
FL 0.165 —0.523 0.135 0.516 - - - -
OL —-0.517 0.278 —0.476 —0.153 - - - -
IPL 0.677 —4.060 0.885 3.398 - - - -
GwIP 0.311 -0.323 0.292 0.212 - - - -
MwlP —0.160 0.087 —-0.032 —0.188 - - - -
OPL —1.010 3.867 —0.933 —3.092 - - - -
GwOP 0.139 —0.226 —0.102 0.430 - - - -
MwOP —0.621 0.177 —-0.693 —0.050 - - - -
SFL —0.5356 0.154 —0.556 0124 - - - -
ASL 0.376 -0.789 0.491 0.783 - - — -
SiPL —0.739 0111 —0.687 —-0.153 - - - -
SyPL —0.291 0.947 —-0.428 —-1.007 - - - -
Cum.Prop 82.200 92.120 81.249 93.450 98.817 99.798 77722 94.280

Abbreviations of characters are described in Table 1. Letter in bold shows the highest absolute values in the discriminant function coefficients. The variables with the

highest absolute values in each discriminant function are shown in bold.

Table 5
Alkaloid profiles of genetically pure Zephyranthes alba and Z. fosteri from allopatric sites.
Compound R RT" Z alba Z. fosteri
ZA BT UM MI
Relative alkaloid abundance (91)°
Galanthamine (1) 2406 20.37-20.41 87.71¢ 91.41¢
Sanguinine (2) 2422 20.53-20.66 238 3.44
Epigalanthamine (3) 2454.6 21.00-21.09 0.38 0.22
Narwedine (4) 2483 21.44-21.47 1.05 0.63
2-0-Methylpancracine (5) 2610.7 23.45 2.77
Haemanthamine (6) 2641.3 23.70 26.19
Tazettine (7) 2653 2391 16.37
Lycorine (8) 2746 25.26-25.37 8.46 4.28 46.36" 88.82"
Ungiminorine (9) 2901.2 27.40 8.39
2-Hydroxyhemeolycorine (10) 2970.2 27.67 11.06

2 Relative retention index (Kovats retention index) of allkaloids in the capillary column.

" Retention time of alkaloids in the capillary column.
¢ Percentage with respect to the total content of alkaloids detected.
4 Most abundant alkaloids in bold.

pollination events can still have some impact on the genetie structure
and diversity of distant populations.

5.1. Morphological expression

Identification of Zephyranthes species is frequently difficult due to a
continuum of the morphological variation among species. In this sense,
intensive morphometric studies arise as an important marker to recog-
nize diagnostic characters that enable the discrimination among species.
Our results showed that the differences of floral size-related characters
are a powerful character that allow the differentiation among Z. alba and
Z. fosteri. The variables with the highest standardized diseriminant co-
efficients in DFA were intemal petal length (IPL), outer petal length
(OPL), and stigma pistil length (SiPL). Therefore, these may be consid-
ered as diagnostic characters (Table 4). In addition, our results suggest
that the morphological characters that did not show significant differ-
ences among localities for Z. alba (flower: MwIP, GwOP, MwOP, SiPL,
Ol; scape: SW, 5PL; bulb and leaf: BW, LW) and for Z fosteri (flower:
MwlIP, MwOP, SFL; scape: SL; bulb and leaf: BW) (Table 3), could be
used as species-specific characters in future studies to evaluate
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hybridization events in sympatric zones between Z. alba and Z. fosteri.
In this study, to minimize the environmental effects on the
morphological variation, six localities with common characteristics
were chosen: geological history (all localities situated in the Trans-
mexican Voleanic Belt), climate temperate sub-humid, and soil of vol-
canic origin. However, locality had a highly significant effect on the
overall plant morphology of Z fosteri and in 55% of the characters
measured in Z. alba (Table 3). The fact that both species show significant
phenotypic variation among localities may be the result of an ecological
or environmental heterogeneity in a spatial fine-scale. Abiotic variables
such as water stress, mineral nutrient deficiency, and geographical po-
sition may have an effect in the overall plant morphology. For example,
Paniagua-lbanez et al. (2015) documented that some abiotic variables (i.
e., altitude, soil NH, and PO, content, and soil pH), contribute to the
differential phenotypic expression of Cosmos bipinnatus (Asteraceae) in
the Transmexican Voleanic Belt. Therefore, species with wide
geographic distribution show local adaptations or an increased pheno-
typic variability, promeoting different morphological characters in
response to abiotie conditions (Kollmann and Banuelos, 2004), and may
exhibit differential phenotypes that eventually lead to taxonomic
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Fig. 7. BRepresentative chromatograms of the bulb’s alkaloid extract. Only the peaks for the alkaloids with the highest relative abundance are labeled. Peals without
assigned numbers are not alkaloids (mainly fatty acids). A) Zephyrathes alba from “BT" locality: galanthamine (1), sanguinine (2), narwedine (4), lycorine (8). B)
Z. fosteri from “MI" locality: 2-O-Methylpancracine (5), lycorine (8), ungiminorine (9).

confusion (Semir et al., 2014). In extreme cases, morphological plas-
ticity within a species may promote the split of one real taxon into two,
or it may cause the merging of two real taxa into one species (Kieltyk and
Mirek, 2014). Therefore, we suggest that further morphological studies
of the Z. alba and Z. fosteri complex should analyze each sympatric zone
independently to minimize the effects of confounding factors such as
spatial variation.

On the other hand, all the examined morphological characters (bulb,
flower, leaf, and scape) differed significantly between Z alba and Z
fosteri [except minor width of internal petal (MwIP)]. These markers
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demonstrated geographic consistency, indicating that each specie show
some degree of genetic cohesiveness.

5.2. Expression of secondary metabolites

Of the 10 alkaloids identified in this study, only lycorine is presentin
both species in the four localities studied. Five alkaloids are present only
in Z. fosteri, and four exclusively in Z. alba (Table 5). In general, Z alba
showed greater homogeneity in the expression of alkaloids, which is
consistent with the lower morphological and genetical variation
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observed. On the other hand, Z. fosteri differed in their alkaloid profile
for the two localities, which is consistent with the higher morphological
and genetical heterogeneity observed among both allopatric pop-
ulations. Therefore, the alkaloid profile is supported by morphological,
and genetic (nSSR) markers, which denotes that each species maintains
its own genetic identity, and morphological and chemical expression
that allow a clear separation between the study species in allopatric
sites. Galanthamine is highly abundant and may be considered as a
diagnostic chemical marker for Z. alba On the contrary, no diagnostic
marker could be discerned for Z. fosteri, however a characteristic of this
species is that lycorine is present in abundance in both allopatric sites
(Table 5). In this work, we chose sampling localities with similar
geological history and environmental conditions to reduce their effects
on the overall plant phenotype. However, the Zephyranthes sp. pheno-
type was significantly affected by the locality. In particular, a number of
studies have pointed out the environmental pressures as a key driver of
the chemical expression of plants (Xu et al., 2015; Glassmire et al.,
2016). This explains the results found in Zephyranthes, where significant
variation was found in the alkaloid profile among localities, mainly for
Z. fosteri populations. However, as discussed above, galanthamine and
lycorine are characteristic alkaloids for Z alba and Z fosteri, respec-
tively. This suggests that despite the environmental effects, each species
preserves its own chemieal identity. All, in all, the molecular, morpho-
logical and chemiecal markers were useful in the delimitation of both
Zephyranthes species. Furthermore, a similar multi-marker approach
may be used to assess species boundaries among the nearly 70 species of
Zephyranthes.

6. Conclusions

We found that genetic (nSSR), morphological (flower, bulb, scape,
and leaf) traits, and their allaloids characterize Z. alba and Z. fosteri from
allopatric localities and may aid for future studies of individuals with
intermediate morphology between these species in sympatric areas,
which may be promoted by hybridization events.
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CAPITULO 3

Caracterizacion morfoldgica, alcaloidea y de microsatélites (nSSR) de

Zephyranthes fosteri y Z. alba (Amaryllidaceae): poblacion simpatrida
Resumen

La hibridacion entre especies de plantas cercanas filogenéticamente puede presentarse
con mayor frecuencia que en especies mas lejanas (Vaco, 2011; Harrison, 1993). Este
fendbmeno se ha observado en plantas de Amaryllidaceae, donde eventos de
hibridacion entre especies del mismo género o incluso de distinto es comuin, como es
el caso del entrecruzamiento entre Stenomesson aurantiacum y Phaedranassa dubia
(Lara, et al. 2020). Por lo que se ha se sugerido incluso que en las Amaryllidaceae existe
una predisposicién intrinseca de sus especies para la hibridacién (Marques et al., 2007;
Garcia et al., 2021). En este trabajo se analizdé en una zona simpatrida al complejo
formado por dos especies herbaceas de Amaryllidaceae que se distribuyen en el pais,
Zephyranthes fosteri, Zephyranthes alba y (Z. fosteri x Z alba) por medio de la
caracterizacion de 20 caracteres morfologicos (foliares, florales y bulbo); (N=60
individuos), asi como el perfil quimico (alcaloides) y molecular (microsatélites). Este
sitio simpatrico entre ambas especies se encuentra en un camellén de Ciudad
Univiersitaria que pertenece a zonas de amortiguamiento de la REPSA (Reserva
Ecolégica del Pedregal de San Angel) ubicada frente a la Facultad de Veterinaria de la
Universidad Nacional Auténoma de México. En este sitio se encuentran distribuidos
individuos de Z alba, Z fosteri e individuos con una morfologia atipica [IMA],
probablemente resultado de la hibridacion de las dos primeras. En el analisis de funcién
discriminante para los 20 caracteres morfologicos medidos revel6 la ordenacion de tres
grupos bien definidos morfoldgicamente, uno correspondiente a Z alba, otro a Z
fosteri y un tercer grupo que aglutina a IMA, sugiriendo la posibilidad de eventos de

hibridacion en la zona. Esta hipdtesis surge debido a que los IMA registraron un 65%
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de similitud morfométrica con la especie parental “supuestamente putativa” de Z
fosteriy un 35% restante con similitud de tipo intermedio entre ambas especies. Por su
parte, los analisis quimicos apoyaron que Z. alba y Z. fosteri son especies diferentes
bien definidas en su perfil alcaloideo también en zonas simpatridas como en las
alopatridas (Capitulo 2), ya que se determiné que Z alba presenta dos alcaloides
especie especifico (AEE) (galantamina y clidantina), mientras que para Z fosteri fueron
la tazetina y un alcaloide desconocido, denominado m/z 272(341) como AEE. Por su
parte, los IMA mostraron que la presencia del alcaloide licorina no difiere con sus
supuestas especies parentales, pero los alcaloides m/z 55(200) y nortazetina son
novedosos para este taxén. Por lo tanto, los resultados obtenidos de los caracteres
morfoldgicos y quimicos apoyan que los individuos con IMA en esta zona mixta tienen
una mayor similitud con la especie parental putativa Z fosteri. Finalmente, los analisis
moleculares mostraron que Z fosteri y Z alba, se encuentran bien definidas
genéticamente en esta zona simpatrida ya que incluso el nivel de pureza para cada
especie se mantuvo como se obtuvo en zonas alopatricas (Capitulo2). No obstante, en
el analisis genético de los IMA, resulto ser coincidente con Z alba lo que se contrapone
con los resultados morfologicos y quimicos en dénde la similitud fue con Z fosteri.
Esto pudo ocurrir por distintos motivos, pero el principal pudo deberse a que no hubo
suficiente resolucion del analisis genético con los tres cebadores universales utilizados
por lo cual, se propone no sélo incrementar el nimero de secuencias cebadoras
polimorficas sino ademas utilizar secuencias especificas para Zephyranthes y con ello

mejorar el analisis.

Introduccion:

A pesar de que el reconocimiento de individuos hibridos por medio del analisis de ADN

es fundamental (Howard et al., 1997; Arnold, 1993), el estudio del fenotipo de los
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hibridos es de gran importancia, ya que es en esta variacion sobre la que actua la
seleccion natural y no sobre los marcadores genéticos neutros (Bacon and Spellenberg,
1996; Rieseberg and Ellstrand, 1993). En ese sentido los microsatélites han demostrado
ser una herramienta muy util para poder obtener los perfiles genéticos de las especies
vegetales (Samuel, 1999; Savadi et al.,, 2021). Los caracteres quimicos por su parte son
marcadores que frecuentemente presentan un patréon aditivo en los hibridos, es decir,
los hibridos suelen presentan los compuestos quimicos de ambas especies parentales
(Yarnes et al,, 2008; Rieseberg y Ellstrand, 1993; Orians, 2000;). Ademas su estudio es
importante ya que pueden afectar la estructura de la comunidad de herbivoros
asociados a éstos (Yarnes et al., 2008), asi como algunos procesos ecosistémicos como
el ciclaje de nutrientes al modificar la tasa de descomposicién de la materia organica
(Driebe y Whitham, 2000). Por lo anterior, el uso de varios marcadores (P. ej.,
morfologicos y quimicos) es confiable para el reconocimiento de eventos de
hibridacion y ademas proveen de mas informacion bioldgica de las especies (Smith et

al., 1996; Ocampo-Bautista et al., 2023).

El género Zephyranthes (Amarylliadecae) agrupa alrededor de 70 especies
americanas, herbaceas y perenes de la cuales 36 se encuentran en México. Z. fosteri
Traub., se distribuye principalmente hacia el centro de la Republica (Capitulo 1);
(Calderon y Rzedowski, 2005). Mientras que Z. alba siendo una especie endémica de la
Ciudad de México recientemente descrita se ha reportado se distribuye Unicamente en
el Pedregal de San Angel, que incluye a la REPSA (Reserva Ecolégica del Pedregal de
San Angel); (Capitulo 1). Esta especie comparte muchas similitudes morfolégicas con
Z. concolor, e incluso las poblaciones del Pedregal alguna vez estuvieron denominadas
taxonoémicamente bajo ese nombre y también como Habranthus concolor (Centeno,
2014; Damian-Dominguez et al., 2009; Flagg et al., 2019). Sin embargo debido a
diferencias en su citologia y el color al interior de la corola, fueron separados estos
taxones (Flagg et al. 2019). Individuos de Zephyranthes fosteri y Zephyranthes alba
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coinciden en su distribucion en zonas de simpatria. Uno de estos sitio se encuentra en
un camellon de Ciudad Univiersitaria que pertenece a zonas de amortiguamiento de la
REPSA (Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel) ubicada frente a la Facultad de
Veterinaria de la Universidad Nacional Auténoma de México. En este lugar se
encuentran distribuidos individuos de Z alba, Z fosteri e individuos con una
morfologia atipica [IMA], probablemente resultado de la hibridacion de las dos
primeras. Y debido a que estas especies se distribuyen en ambientes con disturbio
antropogénico, las oportunidades para el contacto entre ambas especies van en
aumento.

La hibridacion no es el resultado general cuando las especies de distintos
géneros o incluso distintas especies de un mismo género entran en contacto, porque
a menudo existen barreras previas y posteriores a la reproduccién que pueden impedir
la hibridacion (Templeton, 1989). Sin embargo, ciertas familias y géneros parecen estar
predispuestos para el origen de eventos de hibridacion (Ellstrand et al., 1993). Por
ejemplo, en Amarylliadaceae para los géneros Narciso L. y Cooperia Herb., se ha
descrito una alta frecuencia de hibridos naturales (Flagg y Smith, 2009; Larcombe et al.,
2016), por lo que se ha propuesto incluso que dicho fendmeno puede explicar gran
parte de la variabilidad fenotipica dentro y entre poblaciones de este género asi como

su alta frecuencia en la familia (Fernandez, 1968; Soltis y Soltis, 2009; Garcia et al., 2021).

Por su parte, Flagg y Flory (1976) sugieren que la hibridacion en especies de
Zephyranthes es comun, pues reportan que algunas especies de dicho género hibridan
con individuos del género Cooperia Herb., considerando incluso dicho evento como
un proceso de especiacion. Asimismo, en zonas naturales al norte del pais,
frecuentemente se han encontrado individuos con caracteristicas morfoldgicas atipicas

y/o intermedias entre Zephyranthes y Habranthus (Aaron Rodriguez, com. pers.).
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En este trabajo se pretende contribuir al conocimiento al complejo formado por
dos especies herbaceas de Amaryllidaceae que se distribuyen en una zona simpatrida
y si es el caso, como los individuos hibridos pueden expresar sus caracteres
morfoldgicos, quimicos y como varian sus genotipos. Dado que la hibridacidon e
introgresion pueden generar individuos altamente variables fenotipicamente con una
mayor adecuacion que las especies parentales (Lopez-Caamal, et al., 2014; Tovar-
Sanchez, y Oyama, 2004) es importante evaluar si los eventos de hibridacion tienen un
impacto significativo en la distribucién de la variacién quimica la cual ademas son de
importancia farmacoldgica y morfolégica entre estos taxa (Centeno, 2014; Reyes-

Chilpa et al., 2011; Centeno et al.,, 2021; Garcia, 2017; Soriano, 2019).

Hipotesis:

Si en las zonas simpatridas entre Z alba y Z fosteri se presenta el fendmeno de
hibridacion, se espera que las poblaciones con morfologia atipica (probables hibridos)
presenten una variacion en sus caracteres morfologicos (foliar y floral), quimicos
(alcaloides) y genéticos (microsatélites) en comparacién con sus especies parentales
putativas debido a que este proceso produce nuevas combinaciones genéticas que

podrian elevar su plasticidad fenotipica.

Objetivo general:

Obtener los tipos genéticos con secuencias cebadoras universales y caracterizarlos con

marcadores quimicos (alcaloides), morfologicos (florales, foliares y bulbo) y

moleculares (microsatélites) del complejo Zephyranthes en una zona simpatrida.
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Objetivos particulares:

e Caracterizacion morfolégica y determinacion del efecto de las especies, localidad
e individuo sobre los caracteres morfologicos foliares, florales y de bulbo de
Zephyranthes alba 'y Zephyranthes fosteri y del complejo Z. alba x Z. fosteri.

e Determinar el nUmero de caracteres intermedio, de tipo parental, y transgresivo de
los IMA (individuos con morfologia atipica) entre Zephyranthes alba y Zephyranthes
fosteri.

e Caracterizacion quimica (alcaloides) y morfolégica (florales, foliares y bulbo) de

los individuos del complejo Z. alba x Z. fosteri en una zona simpatrida.

e Describir cualitativamente el perfil alcaloideo del complejo Z alba x Z. fosteri en

una zona simpatrida.

e Analizar por medio de microsatélites (nSSR) universales las categorias genéticas

del complejo Z alba x Z. fosteri en esta zona simpatrida.

Materiales y Métodos:

1) Caracterizacion morfolégica del complejo Zephyranthes alba x

Zephyranthes fosteri

Para el analisis morfolégico se colectaron individuos 20 individuos de Zephyranthes
alba, Zephyranthes fosteri e IMA (individuos con morfologia atipica) en un sitio
simpatrido ubicado en un camellén de la REPSA frente a la Facultad de Veterinaria, en
Ciudad Universitaria de la UNAM, debido a que en este lugar se reportd con
anterioridad la existencia de un probable hibrido con base en evidencias anatomicas y

quimicas (Centeno-Betanzos, 2014; Demian, 2010; Damian-Dominguez et al,
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2009);(Fig. 1). Por lo tanto se colectaron 60 individuos en total. A pesar de que podrian
existir otros lugares de convergencia (Capitulo 1) este sitio fue el mas cercano y de mas
rapido acceso. Las coordenadas geograficas del sitio fueron; N-O 19 19°46.44”"- 99
10°44.53” y la altitud de 2273 m. Con el objetivo de mantener vivas a las plantas
colectadas y contar con material fresco disponible para analisis posteriores, los bulbos
de todos cada individuo colectado se cultivaron en macetas, las que se mantienen vivas

en el invernadero del Instituto de Quimica de la UNAM.

Para el analisis morfométrico se utilizaron diferentes partes de la planta,
enfocandose principalmente en la flor (Tabla 3.1), debido a que en esta estructura es
donde se puede encontrar mayor diferencia o variacién entre las especies de acuerdo
con los reportes taxondmicos (Garcia et al., 2021; Capitulo 2). Por lo tanto, de cada
individuo se midié en campo; la longitud y grosor del escapo, ancho y largo del bulbo
y el ancho de las hojas. A cada individuo le fue disectado cuidadosamente cada verticilo
floral (tépalos, estambres, pistilo y bractea) con una navaja. Cada parte floral fue
montada por separado en laminas de papel tipo cartoncillo fijandolas con cinta canela
transparente, cuidando de no dejar burbujas de aire o las menos posibles (Anexo, 1).
Posteriormente, con un vernier digitalizado marca Truper se tomaron diversas

mediciones (ancho y largo) de la estructura reproductiva.

a) Andlisis estadistico:

Para determinar el nimero de caracteres intermedios y/o transgresivos en la
zona de contacto o simpatrida del complejo Z alba x Z. fosteri, ubicada en la Facultad

de Veterinaria, UNAM se realizd un analisis estadistico de varianza (ANOVA).
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1919°33.47-991042.9”

Figura 3.1 Mapa de la Republica Mexicana que muestra en la CdMx un sitio de simpatria entre Z
fosteriy Z. alba (puntos amarillos y verdes) especificamente en la REPSA (flecha roja), ubicado en

un camellén frente a la Facultad de Veterinaria, en Ciudad Universitaria de la UNAM. Imagen de

la REPSA tomada de: http://www.repsa.unam.mx.

Las diferencias de las medias estadisticamente significativas entre taxones se
determinaron con un rango multiple de Tukey. Para realizar dichos calculos se utilizd
el software STATISTICA 8.0 (StatSoft, 2007), con el que se llevd a cabo un analisis de
funcién discriminante (AFD) utilizando todas las variables morfoldgicas. Cada taxon se

establecié como variable predictora.
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Tabla 3.1. Caracteres morfologicos analizados por cada individuo de la flor, bulbo y hoja.

Caracter Unidad Descripcion
Flor
PI_Long mm Pétalos internos longitud
PI_A Largo mm Pétalos internos ancho largo
PI_A corto mm Pétalos internos ancho corto
PE_Long mm Pétalos externos longitud
PE_A largo mm Pétalos externos ancho largo
PE_A corto mm Pétalos externos ancho corto
Est_Fil_Long mm Estambres antera longitud
Est_Ant_Long mm Estambres filamento longitud
Pi_Estg_Long mm Pistilo estigma longitud
Pi_Esti_Long mm Pistilo estilo longitud
Fl_Long cm Flor longitud
Br_Long mm Bractea largo
Br_Ancho mm Bractea ancho
Escapo
Es_Long cm Escapo longitud
Es_Ancho cm Escapo ancho
Es_Ped cm Escapo pedunculo
Ov_Long cm Ovario longitud
Bulbo y Hoja
Bu_Ancho cm Bulbo ancho
Bu_Long cm Bulbo largo
H_Ancho mm Hojas ancho

Tambien se realizd un AFD incluyendo todos los caracteres (flor, bulbo y escapo). El
proposito de este analisis fue determinar los caracteres mas utiles para discriminar
entre Z alba y Z fosteri, y evaluar visualmente la separacion de individuos en grupos.

Todos los analisis se realizaron utilizando el programa STATISTICA 8.0 (StatSoft, 2007).
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2) Analisis de Zephyranthes alba y Z. fosteri por microsatélites (nSSR)

a) Extraccion de ADN

Se seleccionaron las hojas sin dafio de cada individuo colectado. El tejido foliar se
conservé a -20 °C hasta la extraccién del ADN. El ADN total se extrajo con CTAB
(Hexadecyltrimethil ammonium bromide), siguiendo la metodologia propuesta por
Doyle y Doyle, (1987), con algunas modificaciones. En resumen, se utilizaron de 200
a 300 mg de hoja. El tejido se triturd con nitroégeno liquido y se agregd Tml del
Buffer de extraccion 2x (CTAB, B-mercapoetanol y RNasa). La mezcla se incubd a
65°C, por 15 0 30 min. Se agregaron 600 uL de cloroformo-OH Isoamilico, agitando
y centrifugando 5 min a 13,000 rpm. El sobrenadante se precipitdé con 540 uL de
isopropanol incubando por 24 hrs a -4°C. Después se centrifugd por 5 min a 13,000
rpm desechando el sobrenadante. Al precipitado se le agregaron 500 pL de etanol
al 70% centrifugando por 4 min a 13,000 rpm. El alcohol residual se decanto,

dejando secar completamente. La muestra se eluy6 en agua grado molecular.

Para la realizacion de este ensayo de analisis molecular se seleccioné unicamente el
ADN extraido de 36 muestras representativas de la zona simpatrida de la siguiente
forma; 20 individuos con morfologia atipica (IMA), 8 individuos de Z fosteri y 8 de

Z. alba.

b) Electroforesis y cuantificacion del ADN extraido

Para conocer la calidad del ADN genomico se uso electroforesis en geles de agarosa
al 0.8 %. Se cargaron 9 pL de ADN en cada pozo mas 1 pL de buffer de carga. La calidad

del ADN fue visualmente evaluado comparando la intensidad de las bandas con
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estandares conocidos de ADN lambda a 100pb y el gel se corrié en una camara de
electroforesis a 110V por 25min. El gel de agarosa se tind con bromuro de etidio y el
ADN se observo bajo un transiluminador de luz UV con el fin de evaluar su integridad.
Para la cuantificacion del ADN de cada muestra, se realizd mediante analisis
espectrofotométrico utilizando un BioFotdmetro (Eppendorf, Alemania). Las lecturas se
tomaron a 260 de UV y las unidades de cuantificaciéon y pureza del ADN se obtuvieron
en un intervalo de 260/280 y 260/230 ng/uL. A partir de estos datos todas las muestras

de ADN fueron diluidas a un volumen final de 10 ng/pL.

¢) Amplificacion y secuenciacién del ADN por PCR

Se realizaron ensayos de amplificacion del ADN extraido de las muestras con seis
primers (nSSR) para loci de microsatélites nucleares universales; OE09, OC11, OA01 y
1C08 (Aldrich et al., 2002) y ZAG110 y ZAG 46 (Steinkellner et al., 1997) disponibles en
el laboratorio usando la técnica de PCR para detectar la presencia de productos de
amplificacion, reproducibilidad y polimorfismo. De éstos unicamente tres mostraron
una amplificacion aceptable (ZAG 46 y 110 y OA01) y se utilizaron para el analisis de
todas las muestras. Luego, los cebadores directos se marcaron con los fluoréforos HEX,
NED o 6-FAM y las reacciones de PCR se realizaron de acuerdo con Wills et al., (2005),
en un volumen final de 8uL. Las concentraciones de los reactivos de PCR fueron
variables y ajustadas para cada primer al igual que las temperaturas de amplificacion

en el termociclador.
d) Genotipicacion de los grupos genéticos

Los productos de PCR de cada primer, se genotipificaron en el laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto de Biologia de la UNAM. Para ello los primers se marcaron
directamente con los fluoréforos HEX, NED o 6-FAM y se establecieron las reacciones

de PCR de acuerdo con Wills et al. (2005) en un volumen final de 8 uL. Los productos
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de PCR se corrieron en geles de poliacrilamida al 6% (urea 7 M) a 60 W durante 3 h
para determinar los cebadores polimorficos. Se midio la longitud de los fragmentos de
microsatélites amplificados ejecutando una alicuota de cada producto de PCR en un
secuenciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystems, CA, EE. UU.) a 35 W durante
80 a 90 minutos usando un escaneo genético ROX-2500 (Applied Biosystems, CA, EE.
UU.) como tamafo estandar. Los alelos se evaluaron utilizando el Gene Mapper ver.

Software 3.7 (Applied Biosystems, CA, EE. UU.).

Posteriormente se utilizé el programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000)
para obtener la asignacion genética de individuos recolectados en el sitio simpatrido y
para estimar la contribucién de Z alba y Z. fosteri a cada genoma del probable hibrido
(IMA). Este programa utiliza agrupaciones bayesianas para inferir la estructura de las
poblaciones a partir de datos genotipicos, y los individuos se asignan
probabilisticamente a poblaciones K en funcién de sus genotipos multilocus (Pritchard
et al., 2000; Falush et al.,, 2003; Hubisz et al., 2009). Para determinar el nimero de
grupos genéticos (K) con la probabilidad posterior mas alta, el programa STRUCTURE
se ejecuto en valores de K (K = 1 a 4) con seis repeticiones independientes cada uno,

las cuales se trataron en el programa CLUMPP (Jakobsson y Rosenberg, 2007).

Para cada individuo, se calculdé un coeficiente de mezcla (Q). Este coeficiente
representa la proporcién del genotipo de un individuo que se origina en una poblacién
determinada. Para ello, primero se establecio el valor de K en poblaciones puras y
mixtas. En todas las ejecuciones, se utilizd un periodo de prueba de 10.000
repeticiones, seqguido de 300.000 iteraciones de la Cadena de Markov Monte Carlo, que

se confirmo que era satisfactoria para que los parametros alcanzaran la convergencia.

Para el analisis de la asignacién genética de los individuos Z alba o Z. fosteri,
se utilizd el modelo de no mezcla con frecuencias correlacionadas sin ninguna

informacion poblacional previa. Finalmente, cada individuo fue clasificado con base en
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el modelo propuesto por Vaha y Primmer (2006), en el que todos los individuos con
un coeficiente de asignacion Q > 0.9 son considerados individuos puros de Z. alba o

Z. fostert.

3) Caracterizacion de compuestos alcaloideos

Para el analisis de identificacién cualitativa y cuantitativa de los alcaloides presentes en
individuos de Z alba y Z. fosteri, se seleccionaron los bulbos de tres plantas con un
coeficiente de asignacion Q > 0,9 segun el software STRUCTURE, es decir aquellos que

mostraron mayor pureza en el analisis molecular.

Para el caso de los IMA se escogieron se seleccionaron los bulbos de tres plantas que
mostraron los caracteres morfoldgicos mas intermedios en comparacion con

individuos parentales en el analisis morfométrico (HIB-4, HIB-9 y HIB-13).
a) Extractos metandlicos

Los extractos metandlicos se obtuvieron seccionando una parte longitudinal del bulbo
de los ejemplares seleccionados, los cuales fueron triturados y colocados en una estufa
de calentamiento a 50-60 °C durante 12 h para su deshidratacion. Los bulbos secos
fueron pesados y se extrajeron con MeOH (volumen 10:1 peso seco) durante 3 dias a
temperatura ambiente en viales de 25ml. El extracto se concentré en un rotavapor y se

colocd en una camara de vacio para eliminar completamente el disolvente.

a) Fraccion de alcaloides

La extraccion de alcaloides se realizd6 por medio de una reaccion acido-base. Se
disolvieron muestras de cada extracto de MeOH (500 mg) en H2S04 al 5% (2,5 ml) y
se repartieron con Et20 (5 x 5 ml). La fase acuosa se recuperd y se basifico a un pH

entre 9y 10 con NH40H. Posteriormente se extrajo con EtOAc (5 mL x 3) para obtener
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la fase organica o fraccion de alcaloides. La solucion obtenida se concentro y la
presencia de alcaloides se verific6 mediante cromatografia en capa fina (TLC) tefida
con reactivo de Dragendorff para revelar la presencia de alcaloides. Para la revelacién
se utilizaron placas de TLC de gel de silice 60 con indicador de fluorescencia UV254 de

20 x 20 cm de tamafo y 0,20 mm de espesor.

b) Analisis por cromatografia de capa fina (CCF)

Tanto los extractos metandlicos como las fracciones alcaloideas se analizaron por CCF
empleando cromatofolios de silica gel 60 con indicador de fluorescencia UV254 de 20
x 20 cm de tamafo y 0.20 mm de espesor. Se aplicaron 1-3ul de la muestra en cada
placa con ayuda de un capilar graduado. La fase movil utilizada fue AcOEt-MeOH (4:2).
Para determinar cualitativamente los alcaloides y el valor expresado bajo la curva en
porcentaje relativo, se utilizaron los extractos de alcaloides obtenidos de cada muestra
y se analizaron mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

(GC-MS).

d) Andlisis del perfil alcaloideo por cromatografia de gases acoplado a

espectrometria de masas (CG-EM).

Las fracciones alcaloideas de cada muestra se analizaron por la técnica acoplada de
CG-EM para determinar cualitativa y cuantitativamente los alcaloides existentes en
cada una de las muestras. Los analisis GC-MS se realizaron en un cromatografo de
gases (Agilent technologies 7890B GC) acoplado a un espectrometro de masas de
impacto electrénico (Agilent technologies 5977A MSD) que funciona en modo de
energia de ionizacion (El) a 70 eV. Se utilizé una columna capilar DB-5 MS (30 mx 0,25

mm x 0,25 um). El programa de temperatura fue de 100 a 180 a 15 °C/min: 1,
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mantenimiento de 1 minuto a 180 °C, 180 a 300 a 5 °C/min: 1 y mantenimiento de 1
minuto a 300 °C. La temperatura del inyector fue de 280 °C. El caudal de gas portador
de He fue de 0,8 ml min-1. La relacion de division fue de 1:20. Se utilizé una mezcla de
hidrocarburos (C9 — C36, ultracientifica, estandar TPRH, n.° de producto SNJ-200 C8 —
C40) para realizar la calibracion de Rl y RT. Los resultados de GC-MS se analizaron
utilizando el software AMDIS 2.64, NIST 14 y MassHunter Unknown Analysis. La
proporcion de cada compuesto en las fracciones de alcaloides se expresé como

porcentaje del total de alcaloides.

Estos datos no expresan una cuantificacion real, aunque pueden usarse para
comparar las cantidades relativas de cada componente. Los alcaloides se identificaron
comparando sus espectros GC-MS y sus indices de retencion (RI) de Kovats con la base
de datos de la biblioteca desarrollada por el grupo de investigacion del Dr. Bastida
(Bastida et al., 2011), que contiene alcaloides de Amaryllidaceae que han sido aislados
e identificados usando diferentes técnicas espectroscdpicas como NMR, UV, CD y MS,
asi como datos de la literatura. Aquellos picos del cromatograma que no fueron
identificados se denominaron con base en su relacibn masa/carga (m/z) de los
fragmentos principales en su espectro de masas. Para este analisis comparativo sélo se

tomaron en consideracién los cinco alcaloides mayoritarios para cada muestra.

Resultados:

1) Caracterizacion morfoldgica del complejo Zephyranthes alba x Z. fosteri

En el analisis de varianza de una via detectd que en general, los fenotipos de los IMA

(Individuos con morfologia atipica) colectados en la zona simpatrida de la Facultad de

Veterinaria de la UNAM, no mostraron diferencias significativas con los fenotipos de Z
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fosteri y al contrario tuvieron una similitud en un 65% de los caracteres analizados,
entre ellos los caracteres florales y del bulbo. Mientras que el 35% restante de estos
caracteres fueron de naturaleza intermedia entre Z alba y Z. fosteri, es decir las especies
parentales putativas (Tabla 3.2). Estos caracteres fueron principalmente los florales y la

hoja.

Tabla 3.2. Porcentajes de similitud con los caracteres parentales
e intermedios en zona mixta de Veterinaria REPSA, CU, del

complejo Zephyranthes alba y Z. fosteri

. Parental )

Carécter - - Intermedio
Z. alba Z. fosteri

Flor - 65% 35%
Br_Long X
Br_Ancho X
Es Long X
Es_Ancho X
Es_Ped X
FI_Long X
Ov_Long X
P1_Long X
Pl_A Largo
P1_A corto
PE_Long X
PE_A largo
PE_A corto
Est_Fil_
Long
Est_Ant_long
Pi_Estg_Long
Pi_Estilo_Lon

g
Bulbo

Bu_Ancho
Bu_Long X

Hoja

H_Ancho X

X X

X X % x

X
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Por otro lado, el andlisis discriminante también arrojé que los caracteres

morfologicos de la flor, el bulbo y la hoja agrupan a los individuos de esta zona

simpatrida en tres grupos bien diferenciados morfolégicamente (Fig. 3.2).

Zephyranthes alba fue distinto significativamente de Z fosteri en todos los

caracteres examinados, excepto en el ancho menor del pétalo interno. Los caracteres

examinados en Z alba mostraron valores mas altos en comparacion con Z. fosteri como

se obtuvo en las zonas alopatridas (Capitulo 2).
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Figura 3.2 Andlisis de funciéon discriminante de los caracteres morfoldgicos (flor, bulbo, hoja)

gue muestran la ordenacion de individuos del complejo Z alba x Z fosteri en una zona

simpétrida del sitio de Veterinaria, UNAM, CdMx.

IMA (Individuos con morfologia atipica
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El fenotipo Z alba muestra muy poca afinidad morfoldgica con el grupo de Z

fosteri y los IMA, mientras que estos dos ultimos si muestran una mayor similitud

morfoldgica entre si. La longitud del estigma, el ancho corto de pétalos externos y el

ancho de las hojas, mostraron el mayor peso en la ordenacion de los individuos en el
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eje DF1, en contraste con la longitud del pétalo externo, la longitud del escapo y la

longitud del pistilo del estigma en el eje DF2. Los cuales fueron los mas importantes.

3) Analisis molecular (nSSR) del complejo Zephyranthes alba x Z. fosteri

El analisis bayesiano con el software STRUCTURE mostré dos grupos genéticos bien
delimitados. Lo cual se contrapone a las tres especies fenotipicas Z alba, Z fosteri e
IMA previamente resultantes en el analisis morfométrico. Los individuos identificados
previamente por su morfologia como Z. fosteriy Z. alba efectivamente presentaron un
perfil genético diferente. Sin embargo, el perfil genético de los IMA coincidié con el de
Z. alba, aglutinandolos en el mismo grupo, lo que sugiere que supuestamente
pertenecen al mismo tipo genético (Fig. 3.3). Estos valores resultan contradictorios con
los resultados morfologicos en donde se observéd que los IMA presentaban mayor

similitud morfologica con Z. fosteri, al igual que el perfil quimico realizado para los IMA.

Por otro lado, algunos individuos de Z alba del sitio simpatrido presentaron un
valor de Q = 0.99 (Fig. 3.3), el cual fue muy parecido al de los individuos en zonas
alopatridas y supone un estado de pureza alto y mayor valor en comparacion con los
individuos de Z. fosteri (Capitulo 2). A diferencia de los individuos de Z. fosteri que en
su mayoria tuvieron un valor que oscila en Q = 0.91 cuyo valor fue muy parecido al

gue presentaron la mayoria de los individuos en zonas alopatricas (Capitulo 2).

Es importante considerar que a pesar de que hubo amplificacion de los
productos de PCR con cinco primers nucleares universales, las bandas no se mostraron
bien definidas en su totalidad dese el comienzo para estas muestras. Sin embargo, en
este estudio fueron suficientes para enviarlas a secuenciar y solo tres de ellos resultaron

Utiles. Posteriormente la base de datos tuvo que reducirse a 32 muestras seleccionadas
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después de la limpieza realizada con Geniuos debido a que el analisis no fue lo

suficiente limpio.

1 2 3

Zephyranthes fosteri Zephyranthes alba IMA (Individuos con morfologia atipica

Figura 3.3. Asignacidn genética de individuos de la zona simpatrida representativa de
las especies Z alba, Z fosteri e IMA basada en el andlisis de cuatro loci de microsatélites
nucleares (nSSR) con el método bayesiano implementado en el programa STRUCTURE.
Cada linea vertical de color representa la probabilidad individual de pertenecer al grupo

de ese color y cada poblacién esta separada por una linea vertical negra.

Es por ello que la contradiccion de los resultados moleculares con los morfologicos se
considera que podria estar relacionado con la falta de resolucion de los primers

utilizados en este ensayo molecular.

Por lo tanto, se considera que en futuros estudios debe de aumentarse el nimero
de secuencias cebadoras polimorficas para el analisis, con la finalidad de obtener

resultados mas robustos.

3) Caracterizacion fitoquimica del complejo Zephyranthes alba x Z. fosteri

a) Extraccion de alcaloides

Se encontré que en la extraccion de alcaloides hubo variaciéon en el porcentaje del

rendimiento obtenido de los bulbos entre los tres taxones (Cuadro 3.1). Zephyranthes
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alba fue el taxdn con mayor rendimiento con 27.5% en promedio, mientras que Z. fosteri
mostré un promedio de 27.4% y finalmente los IMA (Individuos con Morfologia Atipica)

con 18.4%.

Cuadro 3.1. Pesos (mg) y rendimientos (%) de los extractos metandlicos y de alcaloides
obtenidos de Z alba (ZA), Zephyranthes fosteri (ZF) e IMA (Individuos con morfologia atipica)
en el sitio simpatrido (Facultad de Veterinaria, UNAM).

Extracto Rendimiento
Fraccion de alcaloides
Individuos metanoélico %
mg
mg

Zephyranthes alba

ZAV?2 43.00 12.61 29.3
ZAV3 65.60 20.90 31.8
ZAV4 25.70 5.50 214
Zephyranthes fosteri

ZFV3 41.29 9.50 23.0
ZFV5 29.82 10.90 36.5
ZFV10 38.89 9.20 23.6

Individuos con morfologia atipica (IMA)

IMA V2 35.33 8.00 22.6
IMA V5 32.20 6.50 20.1
IMA V8 41.68 4.51 10.8
IMA V4 58.30 13.42 23.0
IMA V9 48.50 11.09 22.8
IMA V10 20.80 2.70 12.9

a) Analisis del perfil alcaloideo por cromatografia de gases acoplado a espectrometria

de masas (CG-EM)

En el analisis de CG-EM de la fraccién de alcaloides, Z alba y Z. fosteri presentaron un

perfil de alcaloides muy distinto entre ellos. Esto fue evidente en los cromatogramas
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resultantes de cada especie (Figs. 3.4 y 3.5). Por un lado, el perfil de alcaloides que
presento Z alba fue muy parecido al obtenido previamente en zonas alopatridas,
mientras que el perfil de Z fosteri cambio en la presencia y ausencia de algunos
alcaloides. Por su parte los IMA presentaron un perfil de alcaloides mas parecido al de

Z. fosteri que al perfil de Z. alba coincidiendo a los resultados morfométricos(Figs. 3.6).

Cabe resaltar que cada individuo analizado mostro un perfil muy parecido en el tipo y
cantidad de alcaloides para cada taxon (Cuadro 3.2). Esto puede observarse en la
similitud del cromatograma resultante de cada individuo (Figs. 3.4, 3.5 y 3.6) asi como
en su respectivo espectro de masas (Figs. 3.7, 3.8 y 3.9). Los cromatogramas obtenidos
para cada individuo pueden ser consultados en el anexo al final del manuscrito (Anexo

2 a10).
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Figura 3.4. Cromatograma del extracto de alcaloides del bulbo de la muestra (ZFV10) de Z. fosteri. Se
muestran los picos que corresponden a cada uno de los compuestos (alcaloides) que contiene la
muestra y sus tiempos de retencion (RT); (eje X) caracteristicos. El area del pico es proporcional a la

cantidad del compuesto en la muestra.
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En el cuadro 3.2, se muestran los alcaloides mayoritarios presentes en los tres taxa.
En Z alba (ZAV) los alcaloides mayoritarios fueron la galantamina y clidantina,

ademas de dos compuestos no identificados, denominados como m/z 286(287) y

m/z 325(341).
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Figura 3.5. Cromatograma del extracto de alcaloides del bulbo de la muestra (ZA2) de Z alba.
Se muestran los picos que corresponden a cada uno de los alcaloides de la muestra y sus
tiempos de retencidn (RT); (eje X) caracteristicos. El area del pico es proporcional a la cantidad

del compuesto en la muestra.

En Z fosteri (ZFV) los alcaloides mayoritarios fueron la licorina y la tazetina,
seguido de tres alcaloides no identificados, denominados como m/z 272(341), m/z
175(281) y m/z 88(281) respectivamente. Por ultimo, en cinco de las seis muestras
de los IMA analizados, los alcaloides mayoritarios fueron la tazetina y licorina
seguido de los dos alcaloides no identificados de m/z 175(281) y m/z 272(341).
Finalmente, en una muestra de IMA el compuesto mayoritario fue un alcaloide no
identificado, con m/z 88(281), seguido de tazetina y otro alcaloide desconocido de

m/z 55(200) (Cuadro 3.2).
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Figura 3.6. Cromatograma del extracto de alcaloides del bulbo de la muestra (IMA V8). Se

muestran los picos que corresponden a cada uno de los alcaloides de la muestra y sus tiempos
de retencidn (RT); (eje X) caracteristicos. El area del pico es proporcional a la cantidad del

compuesto en la muestra.

Debido a que los tres individuos analizados de cada especie parental (Z albay Z
fosteri) presentaran un perfil de alcaloides muy similar, se puede inferir que existe una
fuerte relaciéon intraespecifica y por lo tanto sus alcaloides mayoritarios podrian ser
considerados como marcadores especie-especificos. Aunque el alcaloide licorina estuvo
presente en los individuos de todas las muestras, en Z alba fue minoritaria en
comparacion con Z fosteri y los IMA. Por otro lado, sobresale que los alcaloides
presentes en los individuos de Z fosteri estuvieran presentes casi en su totalidad
también en los individuos de IMA analizados, lo cual concuerda con los resultados
morfométricos obtenidos en donde ambos taxones comparten mayor similitud que con

Z. alba.
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Figura 3.7. Espectro de masas del pico mayoritario del cromatograma de la muestra ZA2 de
Z. alba. Se muestra el patrén de fragmentacion del compuesto. El pico base (286) y el peso

molecular del compuesto (287), los cuales son caracteristicos del alcaloide galantamina.

La diferencia en el perfil de alcaloides entre estas dos especies, radico en la
presencia/ausencia de algunos alcaloides minoritarios y en el orden de abundancia de
los alcaloides mayoritarios. Asimismo, los seis individuos analizados de los IMA,
mostraron un patron de expresion caracteristico, como la tazetina como alcaloide
mayoritario seguido de la licorina, con excepcion de un individuo que mostro alcaloides

mayoritarios no identificados.
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Figura 3.8. Espectro de masas del pico mayoritario del cromatograma de la muestra

de Z fosteri. Se muestra el patron de fragmentacién del alcaloide licorina.
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Figura 3.9. Espectro de masas del pico mayoritario del cromatograma de la muestra

IMA V10. Se muestra el patron de fragmentacion del compuesto licorina.
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Un aspecto que los individuos de Z. fosteri de esta localidad no hayan presentado

el 3-demetoximesembranol, y mucho menos como alcaloide mayoritario, ya que este

fue el alcaloide mayoritario en otras muestras colectadas con anterioridad, pero en la

zona cultural de la REPSA en un estudio anterior (Centeno-Betanzos, 2014).

Cuadro 3.2 Porcentaje de abundancia de los alcaloides mayoritarios detectados por (CG-EM) de la fraccion

alcaloidea de Z fosteri (ZF), Z alba (ZA) e IMA distribuidos en una zona mixta (Veterinaria, UNAM). Nimeros

en negrita denotan alcaloides exclusivos de cada taxa.

Muestras
Compuesto Habranthus concolor Zephyrathes fosteri Individuos con morfologia atipica
HCV2 HCV3 HCV4 ZFV5 ZFV3 ZFV10 IMAV2 IMAV5 IMAV8 IMAV4 IMAVY9 IMAVIO0
Galantamina 73.15 717.07 85.92
Clidantina 9.86 0.96
Pancracina 0.34
Licorina 6.52 96.36 26.79 34.70 11.79 11.74 18.43 25.57 19.87 2791
Tazetina 20.55 25.90 8.74 48.71 29 46.08 10.10 54.33 54.74
Nortazetina 0.51 0.60
miz 55(200) 9.44
m/z 88(281) 0.79 10.93
miz 272(341) 9.96 2,69 6.52
m/z 175(281) 4.64 5.28 2.05 4.20 431 5.95 5.14
m/z 175(247) 8.32
m/z 273 (241) 0.65
m/z 325(341) 4.59
m/z 272(429) 9.65 7.11 3.10
m/z 183(405) 0.43
m/z 135(405) 1.76
m/z 295(403) 0.55
m/z 381(429) 0.88
mfz 279(341) 0.78
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Discusion:

La delimitacion de Z alba y Z fosteri en sitios de simpatria como el ubicado en el
camellon de la REPSA frente a la Facultad de Veterinaria, en Ciudad Universitaria de la
UNAM, es complejo (Centeno-Betanzos, 2014; Demian, 2010; Damian-Dominguez et al.,
2009). Esto debido a que individuos de Z alba y Z fosteri pueden presentar
caracteristicas morfologicas parecidas como el color blanco de sus flores, longitud del
escapo o el tiempo de floracién. También a la presencia de individuos con morfologia
atipica como el color rosa palido, longitud del escapo intermedio entre Z alba y Z
fosteri,asi como aspectos de su estructura interna, lo cual ha llevado a una confusién
taxondmica aun sin resolver, especialmente en sitios en simpatria (Centeno-Betanzos,
2014; Garcia, 2021). En este estudio, utilizamos un enfoque de marcadores multiples
(morfoldgicos, quimicos y moleculares) por individuo para identificar las caracteristicas
fenotipicas y moleculares que permitieran la diferenciacion de estas especies en sitios

simpatridos.

En general, encontramos que en sitios simpatridos individuos de Z alba y Z. fosteri
pueden presentar caracteristicas marcadas en su morfologia floral (longitud de pétalos
y estigmas), que permite distinguirlas como se describié en el Capitulo 2. Sin embargo,
el andlisis morfométrico también separd y anid6 a individuos con una morfologia
distinta a las supuestas especies parentales como un grupo distinto pero con
caracteristicas similares entre ellos. Algunos caracteres morfologicos clave de la flor,
usados en la identificacién de las especies corresponden a la longitud del perianto,
longitud del tubo, de los filamentos, el tipo de estigma y la posicion de éste en relacion
con las anteras, caracteres que presentan cambios durante el desarrollo de la flor.
Asimismo, el ancho de la hoja en relacion con el ancho del escapo puede un aspecto

morfologico util. Las mediciones florales en especimenes de herbario deben hacerse
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cuando la flor se encuentra en antesis, es decir, cuando las anteras estan liberando

polen. (Flagg et al. 2002, 2019).

En cuanto al contenido mayoritario de alcaloides en Z alba de galantamina y en
Z. fosteri de licorina se mantuvo a lo reportado en sitios alépatridos (Capitulo 2). Sin
embargo, en 4 IMA de los 6 analizados, el alcaloide mayoritario fue la tazetina, mientras
que en uno fue un alcaloide desconocido m/z 88(281) y en otro la licorina como también

lo presentaron los individuos analizados de Z. fosteri.

Por otro lado, el analisis molecular si bien separé a los individuos de Z alba y Z.
fosteri, el perfil molecular de los IMA fue contradictorio al resultado morfométrico y
quimico ya que éste analisis los IMA presentaron una afinidad molecular a Z alba y no
a Z fosteri, lo que si bien se atribuye a un probable error de amplificacién de los primers
usados, también existe la probabilidad de que sean correctos y efectivamente los IMA
sean genéticamente mas parecidos a Z. alba, pero para descartar o no estas hipoétesis
se sugiere inicar repitiendo el analisis con primers de mayor afinidad al género
Zephyranthes. Ademas de establecer los caracteres morfologicos y fitoquimicos que
permiten la diferenciacion tanto de Z. alba como de Z. fosteri, en zonas simpatridas, los
resultados de este estudio proporcionan un marco para futuros estudios destinados a
determinar si se produce hibridacion e introgresion entre estas especies.

Por otro lado, a pesar de que los caracteres moleculares han sido una herramienta util
en la solucion de problemas sistematicos y filogenéticos en grupos complejos, como
por ejemplo la propuesta e incorporacion de mas tribus dentro de la familia
Amaryllidaceae realizada por Meerow (1999), se ha documentado que la combinacion
de los caracteres moleculares con caracteres morfoloégicos, anatdmicos y quimicos
tiene un alto valor informativo y practico que sin duda, en conjunto pueden logran
delimitar a los taxones. Por un ultimo, mientras los caracteres morfoanatémicos
presentan una accesibilidad y facilidad para ser evaluados en el campo, o bajo la lupa
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0 un microscopio optico sencillo, los caracteres quimicos y/o moleculares por otro

lado, pueden proveer de informacién muy precisa y en muchos casos contundente

dando mejor solucion a condiciones de ubicacidén taxondmicas complejas.

Conclusiones:

Los analisis de funcién discriminante utilizando los caracteres morfologicos de
la flor, el bulbo y hoja muestran que en una zona simpatrida analizada (Facultad
de Veterinaria, UNAM) se ordenan tres grupos correspondientes a cada taxon:

Z. fosteri, Z. alba e IMA.

Se determind que los IMA de esta zona simpatrida comparten el 65% de los
caracteres morfoldgicos con Z fosteri y el 35% restante son intermedios entre

sus especies parentales putativas.

Los analisis quimicos mostraron que Z. fosteriy Z. alba presentaron un perfil de
alcaloides claramente diferente al igual que las zonas alopatridas (Capitulo 2).
Zephyranthes alba presentd como compuestos mayoritarios galantamina y
clidantina mientras que para Z. fosteri fueron licorina y tazetina. Por ultimo, los

IMA presentaron tazetina, licorina y nortazetina como compuestos mayoritarios.

En las zonas simpatridas los individuos identificados morfolégicamente como Z.
fosteri y Z. alba presentaron un perfil genético diferente. Sin embargo, el perfil
genético de los IMA coincidid con el de Z alba, lo que se contrapone con los
resultados morfolégicos en donde los IMA presentan mayor similitud

morfologica con Z. fosteri.
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CONCLUSIONES GENERALES:

e Las especies Z fosteri, Z. concolor y Z alba se encuentran concentradas
principalmente en el centro del pais. De ellas Z fosteri ocupa una extensién
geografica mayor y se encuentra mayormente representada en los ejemplares
de herbario consultados.

e Los analisis de funcion discriminante de los caracteres morfolégicos de la flor,
el bulbo y hoja en una zona simpatrida (Facultad de Veterinaria, UNAM) se
ordenaron tres grupos correspondientes a Z. fosteri, Z. alba e IMA (Individuos
con Morfometria Atipica).

e Se determind que los IMA de la zona simpatrida analizada comparte el 65% de
los caracteres morfoldgicos con Z. fosteriy el 35% intermedio entre sus especies
parentales putativas.

e Los analisis quimicos mostraron que Z. fosteri y Z. alba presentaron un perfil de
alcaloides claramente diferente en zonas alopatricas y simpatridas.

e Zephyranthes alba presentd como compuestos mayoritarios galantamina y
clidantina mientras que en Z. fosteri fueron la licorina y tazetina y en los IMA fue
la tazetina, licorina y nortazetina.

e En las zonas simpatridas Z fosteri y Z alba presentaron un perfil genético
distinto. Sin embargo, el perfil genético de los IMA coincidié con el de Z alba,
lo que se contrapuso con los resultados morfolégicos en donde los IMA
presentan mayor similitud morfolégica con Z. fosteri.

e La genética (nSSR), morfologia (flor, bulbo, escapo, y hoja), y alcaloides

caracterizaron aZ albay Z. fosteri en localidades alopatricas y la zona simpatrida
analizada.
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ANEXOS:

Anexo 1. Imagenes de la diseccion de las partes florales. La parte de arriba muestra los verticilos

secos de Z alba (A) y la de abajo los verticilos secos de Z. fosteri (B): Fotos: Lucia Y. Centeno.

Anexo 2. Cromatograma del extracto de alcaloides del bulbo de un individuo (HCV3) de Z alba
en zona simpatrida. Se muestran los picos correspondientes a cada uno de los compuestos con

sus tiempos de retencion (RT).
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Anexo 3. Cromatograma del extracto de alcaloides del bulbo de un individuo (HCV4) de Z alba
en zona simpatrida. Se muestran los picos correspondientes a cada uno de los compuestos con

sus tiempos de retencion (RT).
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Anexo 4. Cromatograma del extracto de alcaloides del bulbo de un individuo (ZFV5) de Z. fosteri
en zona simpatrida. Se muestran los picos correspondientes a cada uno de los compuestos con

sus tiempos de retencion (RT).
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Anexo 5. Cromatograma del extracto de alcaloides del bulbo de un individuo de (Hib 2) IMA en
una zona simpatrida. Se muestran los picos correspondientes a cada uno de los compuestos con

sus tiempos de retencion (RT).
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Anexo 6. Cromatograma del extracto de alcaloides del bulbo de un individuo de (Hib 4) IMA en
una zona simpatrida. Se muestran los picos correspondientes a cada uno de los compuestos con

sus tiempos de retencion (RT).
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Anexo 7. Cromatograma del extracto de alcaloides del bulbo de un individuo de (Hib 5) IMA en una

zona simpatrida. Se muestran los picos correspondientes a cada uno de los compuestos con sus tiempos

de retencion (RT).
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Anexo 8. Cromatograma del extracto de alcaloides del bulbo de un individuo de (Hib 9) IMA en una

zona simpatrida. Se muestran los picos correspondientes a cada uno de los compuestos con sus tiempos

de retencion (RT).
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Anexo 9. Cromatograma del extracto de alcaloides del bulbo de un individuo de (Hib 10) IMA en
una zona simpatrida. Se muestran los picos correspondientes a cada uno de los compuestos con

sus tiempos de retencion (RT).
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