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RESUMEN

Bessera y Behria (Asparagaceae), son géneros endémicos de México y presentan
problemas en su delimitacion taxonOmica. Bessera estd conformado por dos
especies validas, B. elegans y B. tuitensis. La primera tiene distribucion geogréfica
y variabilidad morfolégica amplias, que dificultan su reconocimiento y delimitacion
taxondmica. En este estudio se analizé la diversidad morfolégica y genética que
presentan diferentes poblaciones de Bessera y Behria, para definir la relacion entre
ambos géneros y delimitar las especies que los conforman. Se muestrearon en
campo 19 poblaciones, una de Behria 'y 18 de Bessera, también se colecté material
para los analisis morfolégicos y moleculares. En el morfolégico se emplearon 262
ejemplares procedentes de estas recolectas y de colecciones historicas. Se
evaluaron 105 estados de cardcter vegetativos y reproductivos, codificandose en
una matriz multiestado. Se realizaron andlisis discriminante candnico y de
conglomerados. Se construyd una matriz de similitud empleando un coeficiente de
distancia y mediante el método de agrupamiento UPGMA se elaboré un arbol de
similitud. Para el analisis genético se utilizé la técnica de AFLP’s, mediante la cual
se registraron 160 loci por poblacion. Se construyé una matriz de presencia-
ausencia y otra de similitud y con el mismo coeficiente y técnica de agrupamiento
sefialadas en el andlisis morfoldgico, se obtuvo el arbol de distancias genéticas. Los
cuatro analisis coinciden en que Behria y Bessera son géneros independientes.
Asimismo, el andlisis discriminante canodnico y los arboles de distancia morfologica
y genética separan a Bessera tuitensis de Bessera elegans s. I. Sin embargo, de
esta Ultima especie se disgregan poblaciones con caracteristicas morfolégicas y
genéticas bien definidas, que podrian ser consideradas como especies o variedades

nuevas.



ABSTRACT

Bessera and Behria are genera endemic to Mexico and show problems in their
taxonomical delimitation. Bessera is made up of two valid species, B. elegans and
Bessera tuitensis. The first has a wide geographical distribution and morphological
variability, which complicates its taxonomical delimitation and recognition. This study
examined the morphological and genetic diversity in different populations of Bessera
and Behria, in order to define the relation between both genera and to recognize the
limits of their species. Nineteen populations were sampled on the field, one of Behria
and eighteen of Bessera. Additionally, material was collected for the morphological
and molecular analyses. In the morphological analysis, 262 specimens were
employed. An analysis of 105 vegetative and reproductive states was done and
coded in a multistate matrix. Analyses canonical discriminants and clusters. A
similarity matrix was prepared using a distance coefficient, and a neighbor joining
was generated through the UPGMA grouping method. For the genetic analysis, the
AFLP technique was used. 160 loci were registered per population. A
presence/absence matrix was generated, as well as another similarity matrix, and
the genetic distance tree was obtained using the same coefficient and grouping
technique mentioned in the morphological analysis. The results of the four analyses
coincide that Behria and Bessera are independent genera. Additionally, the
canonical discriminatory analysis and the morphological and genetic distance trees
enabled to separate Bessera tuitensis from Bessera elegans s. |. From the latter
species, populations with well-defined morphological and genetic characteristics

were separated, which could be considered new species or varieties.



| INTRODUCCION

De acuerdo con APG Il (2009) y APG IV (2016), Bessera y Behria se incluyen en
Asparagaceae, Brodiaeoideae, estos géneros forman parte del complejo o clado
Milla, conformado por Behria, Bessera, Dandya, Jaimehintonia, Milla y Petronymphe
(Moore, 1953), con una, dos, cuatro, una, once y dos especies respectivamente.
Estos géneros previamente han sido incluidos en Alliaceae, Amaryllidaceae y
Themidaceae, entre otras familias. Estos comparten un conjunto de atributos
morfoldgicos, entre ellos, la presencia de un cormo, con tinicas membranaceas y
nervaduras paralelas inconspicuas, ovario estipitado, ginéforo de longitud variable
y base del ovario adnada al tubo del perianto (Moore, 1953; Pires y Sytsma, 2002).
En particular, actualmente existe controversia para reconocer y delimitar algunas de
sus especies, asi como establecer los limites entre Behria y Bessera.

Bessera es un género endémico de México, que contiene dos especies, B.
elegans que presenta una distribucion amplia desde el occidente hasta el sur de
México y sus poblaciones presentan variaciones morfoldgicas que dificultan su
reconocimiento y delimitacion taxondmica. Por otro lado, Bessera tuitensis es propia
del occidente de Jalisco (Moore, 1953; Ramirez-Delgadillo, 1992).

En la zona austral de Baja California Sur se distribuye Behria tenuiflora, que
esta relacionada filogenéticamente con Bessera, y de hecho algunos autores
consideran que tendria que incluirse en Bessera, mientras que, otros reconocen
ambos géneros (Pires et al., 2001; Pérez-Navarro, 2004).

Ante estos problemas taxonémicos que tienen Bessera y Behria, en este
estudio se realiz6 un andlisis morfométrico de los caracteres vegetativos y
reproductivos de algunas poblaciones de ambos géneros, y se determinaron las
distancias genéticas de las mismas con técnicas de polimorfismos en la longitud de
fragmentos amplificados (AFLP’s), para contestar las siguientes preguntas: ¢todas
las poblaciones de Bessera elegans corresponden a la misma especie? ¢ cuales son
los caracteres morfologicos que permiten separar a las especies de Bessera, y a
este género de Behria? ¢existen diferencias morfolégicas y genéticas entre las
poblaciones de Bessera y Behria? y por su amplia distribucién geogréfica ¢B.

elegans es una sola especie?



Il ANTECEDENTES

Schultes f., (1829) describid el género Bessera, a partir de los ejemplares que
colecté Karwinski en México en 1827, y lo dedicé al profesor Wilibald S. J. G. von
Besser (1784-1842), botanico austriaco-ruso. Schultes sefialé en el protélogo que
este género es diferente a Bessera que fue descrito por Sprengel (1815), y que este
altimo corresponde a Euphorbiaceae, por lo cual, este nombre genérico es
actualmente invalido para esta familia. De acuerdo con la clasificacion de Linnaeus
(1753), Schultes f., ubicé este género en la clase Hexandria, orden Monogynia,
donde incluyé a B. elegans y desde que fue propuesto, ha sido ubicado en diferentes

familias.

Con base en la morfologia de la copa que forman los filamentos al fusionarse,
Herbert (1832) describié Pharium fistulosum como una especie diferente de Bessera
elegans, y la ubicé en Asphodelaceae. Sin embargo, actualmente el primer nombre
es sinénimo de B. elegans. Por otro lado, Fleming et al. (1834) incluy6 a B. elegans
en la familia Liliaceae, enseguida Martens y Galeotti (1842) publicaron Bessera
multiflora y Lemaire (1848) describié Bessera miniata, las cuales ubicaron en esta
misma familia. Estas dos Ultimas especies ahora se consideran sin6bnimos de B.
elegans. Del mismo modo, Hassler (1849) indicé que Bessera debia ubicarse en
Liliaceae y reconocié dos especies B. miniata y B. elegans.

Desde el siglo pasado este género ha sido clasificado en diferentes familias,
entre ellas, Alliaceae (Dahlgren et al., 1985; Espejo-Serna y Lopez-Ferrari, 1992),
Themidaceae (Moore, 1953; Gandara-Zamorano et al. 2009; Pires et al., 2001; Pires
y Sytsma, 2002; Judd et al., 2016) y Asparagaceae, Brodiaeoideae (APGIII, 2009;
APG IV, 2016). Ademas, Delgadillo-Ramirez (1991) describié Bessera tuitensis, que
junto con B. elegans se consideran como las dos especies validas de este género.

Un género relacionado filogenéticamente con Bessera es Behria, el cual fue
propuesto por Greene (1886), quien al examinar diversos especimenes
correspondientes a Brodiaea, not6 que algunos de ellos diferian de este género por
la forma tubular y el color rojo del perianto. Behria es un género con una sola

especie, B. tenuiflora, endémica de Baja California Sur. Por otra parte, Macbride
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(1918) transfirio B. tenuiflora a Bessera, al considerar que ambas plantas tienen el
perianto rojo y los estambres exertos, connados en la base de los filamentos, y que

unicamente difieren en la longitud del tubo y el grado de connacién de los filamentos.

Sin embargo, la polémica sobre la situacion taxondmica de Behria tenuiflora
aun persiste. Algunos autores consideran que es un género diferente de Bessera
(Kraus, 1930; Shreve y Wiggins, 1964; Lenz, 1971; Leon de la Luz y Pérez-Navarro,
2004), mientras que otros, incluyen a Behria como parte de Bessera (Moore, 1953;
Ramirez-Delgadillo, 1992; Espejo-Serna y Lopez-Ferrari, 1992; y Pires et al., 2001).

Behria se distingue de Bessera por tener el tubo del perianto mas largo, los
I6bulos triangulares mas pequefios, con nervaduras en bandas amarillas
longitudinales, los estambres exertos y filamentos connados en la base formando
una copa membranacea de hasta 0.5 mm de longitud (Greene, 1886; Lenz, 1971b;
Leén de la Luz y Pérez-Navarro, 2004). En cambio, Bessera tiene flores
campanuladas con el tubo del perianto corto, rojizo a puarpura, con nervaduras de
los mismos colores del perianto y los filamentos unidos en la base, formando un
anillo estaminal membranaceo de 20-25 mm de largo (Schultes, 1829; Moore, 1953;
Lenz, 1971b).

Asimismo, se sabe que la distribucion de Behria se restringe a la parte sur de
la peninsula de Baja California, mientras que las dos especies de Bessera se
localizan en la parte continental de México. Bessera tuitensis habita una pequefia
area de la porcién occidental de Jalisco y B. elegans se localiza a lo largo de la
Sierra Madre Oriental, desde el sur de Sinaloa hasta Oaxaca, y en el Eje Volcanico
Transversal (Moore, 1953; Ramirez-Delgadillo, 1992; Leén de la Luz y Pérez-
Navarro, 2004).

Ademas de los atributos morfolégicos utilizados para separar a las especies
de Besseray establecer sus diferencias con Behria, también se han empleado otras
evidencias, como los marcadores moleculares. Existen distintos tipos de
marcadores, entre éstos se encuentran los microsatélites o repeticiones de
secuencias simples (SSRs), la secuenciacion de ADN de las mitocondrias, el

cloroplasto y nucleo, ademéas de diferentes polimorfismos como la longitud de
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fragmentos de restriccion (RFLP), ADN amplificados al azar (RAPD) y longitud de
fragmentos amplificados (AFLP’s) (Vos et al.,1995).

Algunos de estos marcadores se han utilizado para establecer las relaciones
filogenéticas entre Bessera y Behria. Pires et al. (2001) y Pires y Sytsma (2002),
con base en los resultados de los marcadores del cloroplasto trnL-F, rbcL, rpll6 y
ndhF, consideraron que Bessera elegans y Behria tenuiflora forman un grupo
monofilético y al estudiar por separado B. elegans y B. tuitensis también
demostraron su monofilia. Sin embargo, en este estudio no incluyeron a las tres
especies de ambos géneros, para establecer alguna hipotesis sobre sus relaciones

filogenéticas.

Gandara-Zamorano et al. (2009) realizaron un andlisis filogenético de cuatro
poblaciones de Bessera y una de Behria, utilizando caracteres morfologicos y
moleculares, empleando el marcador del cloroplasto psbK-psbl. Estos autores
concluyeron que las cuatro poblaciones de Bessera forman un grupo monofilético
con un apoyo moderado, igual que Behria, por tanto, deben ser considerados como
géneros independientes. Las sinapomorfias morfolégicas de Behria son las flores
tubulares, rojas y la copa estaminal de 0.5 mm, mientras que, de Bessera son las
flores campanuladas, rosadas o purpuras y el anillo estaminal hasta de 20-25 mm
de largo. Ademas, debe considerarse que los patrones de distribucién geogréfica
de ambos géneros son diferentes. Por otro lado, Gutiérrez et al. (2017) en un
analisis filogenético del complejo Milla, consideraron a Behria tenuiflora como una
especie correspondiente al género Bessera, sin embargo, en el arbol de consenso
de mayoria que obtuvieron a través de inferencia bayesiana, Bessera tenuiflora
(Behria tenuiflora) se separa de otras poblaciones de Bessera elegans y Bessera

tuitensis.

Los AFLP’s, técnica que se usé en este estudio, combinan el corte de ADN
gendmico con enzimas de restriccion y la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Estas técnicas permiten detectar polimorfismos por cambios en
los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion, y detectan multiples loci

polimorficos en el genoma. Esta técnica se ha usado exitosamente para determinar



la diversidad genética en especies de Asparagaceae, del género Agave (Keb-Llanes
et al., 2002; Barraza-Morales et al.,2006; Gil-Vega et al., 2007; Rivera-Lugo et al.,
2018; Vazquez-Pérez, 2015). Con base en estos estudios, los AFLP’s son utiles
para detectar huellas genéticas y mapear genes. Entre las ventajas que ofrece este
método estan su confiabilidad y consistencia, en comparacidn con otras técnicas de
deteccidn de polimorfismos, debido a las condiciones de alta astringencia bajo las
cuales se llevan a cabo las reacciones de PCR y la capacidad de detectar
rapidamente gran cantidad de loci polimorficos. Ademas, estos marcadores no
requieren del conocimiento previo del genoma en términos de analisis de
secuenciacion, sintesis de oligonucledtidos indicadores (primers) o caracterizacion
de sondas de ADN (Vos et al. 1995; Simpson, 1997).



Il HIPOTESIS

1) Behria y Bessera difieren en sus caracteristicas morfologicas y genéticas, por
tanto, son géneros diferentes. 2) Bessera incluye mas especies que las dos
reconocidas actualmente, ya que algunas poblaciones de Bessera elegans, tienen
diferencias morfologicas y genéticas, por tanto, deben considerarse como especies

o variedades nuevas.

IV OBJETIVOS
General

Analizar la diversidad morfolégica y genética de diferentes poblaciones de los
géneros Bessera y Behria para delimitar los géneros y diferenciar las especies que

los conforman.

Particulares

Estudiar las caracteristicas morfologicas y genéticas de diferentes poblaciones de

los géneros Bessera y Behria.

Contrastar las diferencias morfolégicas y genéticas entre los géneros Behria y

Bessera.

Reconocer los caracteres morfolégicos que permitan delimitar los taxones que

integran al complejo Bessera elegans.

Establecer la congruencia entre las variaciones morfologicas y las genéticas de los

géneros Bessera y Behria.



V METODOLOGIA

Para establecer la historia taxondmica de Bessera y Behria, se realiz6 una revision
bibliografica exhaustiva, se consultaron los protélogos de cada taxon, las revisiones
taxonomicas, monografias, floras y otras publicaciones en las cuales se mencionan
las especies de estos géneros. Se solicitaron, en calidad de préstamo, ejemplares
depositados en herbarios nacionales y extranjeros. Con base en la informacion de
las localidades contenida en las etiquetas de los ejemplares de herbario, aquellos
especimenes que carecian de coordenadas geograficas fueron georreferenciados
en Google Earth Pro. A partir de los datos contenidos en las etiquetas de herbario,
se establecié el itinerario para la recolecta y se elaboré el mapa de distribucion
geografica de ambos géneros, en este mapa se incluyé informacién contenida en la
Red Mundial sobre Biodiversidad de la Conabio. Durante la herborizacién se
registraron caracteres que podian perderse durante el secado, tales como los
colores de las flores o la presencia de maculas. Los ejemplares se encuentran
depositados en FEZA y MEXU.

Para los andlisis de ADN se cosecharon entre 10 y 15 individuos en
poblaciones provenientes de los estados de Aguascalientes, Baja California Sur,
Estado de México, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit y Oaxaca. Las
plantas se mantuvieron vivas en macetas y fueron transportadas al Laboratorio de
Genética del Desarrollo del Departamento de Ingenieria Genética del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAV), unidad Irapuato donde fueron

procesadas.

Se realiz6 un analisis morfométrico con especimenes de Behria y Bessera,
recolectados en campo y procedentes de colecciones. Se evaluaron caracteres
vegetativos y reproductivos, tanto cuantitativos como cualitativos (Cuadro 3). Los
caracteres cuantitativos se midieron con una regla metalica y un vernier digital
marca Truper, para los caracteres micromorfoldgicos se utilizd6 un estereoscopio
Nikon modelo SMZ745. La evaluacion de los caracteres cualitativos se realizo a

simple vista o con ayuda del estereoscopio.



Para calcular las medias y desviaciones estandar, los caracteres
cuantitativos fueron analizados estadisticamente con el programa STATA version
12.0. Con el fin de identificar y eliminar los caracteres altamente correlacionados de
cada poblacion, se realizo un analisis de correlacion con el mismo programa. En
andlisis de la variacion morfologica, para ubicar los individuos en las diferentes
poblaciones o especies reconocidas apriori de Bessera y Behria, con los datos

cuantitativos se realizé un analisis discriminante canonico (ADC).

Con el objeto de identificar las diferencias morfolégicas entre las poblaciones
de Bessera y Behria, se realizdé un analisis de agrupamiento. Para transformar los
caracteres continuos a discretos, con STATA se construyeron Diagramas de
dispersion de puntos de cada uno de los caracteres, en cada grafica se observé la
distribucion de los puntos correspondientes a cada Unidad Taxondmica Operativa
(OTU’s por sus siglas en inglés) y se traz6 una linea paralela al eje de las abscisas,
para definir los intervalos. Enseguida se codificaron los caracteres y con base en
ella se construyd una matriz basica de datos multi-estado. A partir de ésta, se
generd una matriz de similitud por medio del coeficiente de distancia euclidiana.
Como algoritmo de agrupamiento se utilizé la media aritmética no ponderada

(UPGMA por sus siglas en inglés), por medio del software NTSYS version 2.1.

Para la obtencion de los AFLP’s, las muestras de tejido provinieron de las
hojas, las cuales fueron desinfestadas previamente con alcohol etilico al 70%. Con
ayuda de un bisturi se prepararon muestras de 1 g para la extraccion de ADNy 2 g
para respaldo, las cuales fueron pesadas en una balanza analitica L6, Ohaus. Las
muestras se colocaron en tubos eppendorf de 2 mL. Enseguida se congelaron por
inmersion en nitrégeno liquido (-196°C) y se almacenaron en un ultra congelador (-
80°C).

Las muestras se molieron con el equipo Tissuelyser Il de QIAGEN vy la
extraccién de ADN se realizé con los kits DNeasy Plant Mini Kit y Dneasy 96 Plant
de la marca referida. La concentracion de ADN extraido se cuantifico con un Nano
Drop 2000, Thermo Scientific™ y un espectrofotometro para Microplacas Epoch 2,

BioTek. Se realizaron las diluciones necesarias para que todas las muestras
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tuvieran una concentracion de 20 ng/uL. La integridad del ADN se confirmé por

medio de electroforesis en geles de Agarosa+GelRed al 1%.

Los AFLP’s se obtuvieron a partir de las muestras de ADN siguiendo el
Protocolo de Vos et al. (1995) modificado por Simpson (1997). Los reactivos
necesarios para la obtencién de los mismos estan incluidos en el kit de preparacion
de templado LI-COR. Todas las reacciones se realizaron a 0 °C en hielo y se

incubaron en un termociclador Veriti™ 96-Well, Applied Biosystems™.

Con el fin de digerir el ADN gendémico y generar fragmentos pequefios, la
digestion de las muestras se realizé en tubos eppendorf de 0.5 mL con 90 ng de
ADN y dos enzimas de restriccidn, una de corte frecuente (EcoR1) y la otra de corte
raro (Msel). Para corroborar que las reacciones se realizaron correctamente, al
terminar la digestién, a ocho muestras seleccionadas al azar, se les realizé una
electroforesis igual a la referida. Para el ligado de los fragmentos de ADN generados
por la digestion, en los tubos eppendorf se afiadieron adaptadores de doble cadena
de ADN, los cuales estan disefiados para ligarse a los extremos de los fragmentos
y generar los templados para la amplificacion. Para la pre-amplificacion (primera
amplificacion), se us6 la mezcla de iniciadores o “primers” de preamplificacion
incluidos en el kit templado LI-COR, que permiti6 amplificar las regiones

flanqueantes que contienen los sitios de unién del primer y el de restriccion.

Para asegurar que las reacciones se realizaron correctamente, al concluir la
preamplificacion, todas las muestras se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa+GelRed al 1%. Para la Amplificacion selectiva se utilizaron primers
marcados con fluorescencia LI-COR, con tres nucleoétidos selectivos en el extremo
5’ [VicEcoR1AGA (verde), FamEcoR1+AGC (azul), PET-EcoR1+ACA (rojo) y NED-
EcoR1+ACT(amarillo)] y primers sin marcar (MselACG y Mse+ACA). Se realizaron
cuatro combinaciones diferentes, a 0 °C y sin exposicion a la luz para que no
decayera la fluorescencia de los primers. Las placas con las combinaciones finales
fueron enviadas para su secuenciacion al Laboratorio Nacional de Genomica para
la Biodiversidad (LANGEBIO) del CINVESTAV, Irapuato. Para localizar los

polimorfismos, las secuencias fueron alineadas con el programa Geneious, version
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6.01. Con los AFLP’s obtenidos se elaboré una matriz basica de presencia-ausencia
que fue analizada con el programa Freetree. Primero se obtuvo la matriz de
correlacion por medio del indice de distancia Nei and Li/Dice. A partir de esta matriz
se obtuvo el arbol de similitud genética de las poblaciones analizadas, utilizando la
media aritmética no ponderada (UPGMA, por sus siglas en inglés) como método de
agrupamiento. Se realizaron 3000 repeticiones y se uso el método de bootstrap para

calcular la robustez del arbol.
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VI RESULTADOS

Se realizaron siete salidas al campo a las poblaciones de Bessera y Behria,
correspondientes a los estados de Aguascalientes (Ags), Baja California Sur (BCS),
Estado de México (Edo. de Mex.), Guerrero (Gro), Jalisco (Jal), Michoacan (Mich),
Morelos (Mor), Nayarit (Nay) y Oaxaca (Oax), para recolectar y herborizar
especimenes e individuos que se mantuvieron vivos para los analisis de ADN. Se
muestrearon 19 poblaciones, una de Behria y 18 de Bessera, de cada una de ellas
se extrajeron de diez a 14 individuos (Fig. 1). En el cuadro 1 se indican algunos
datos de las localidades de recolecta.

Con base en la informacion contenida en 251 ejemplares de Behria y Bessera
se elabor6 el mapa de distribucion geogréfica, 95 de estos registros proceden de
MEXU y 155 de otras colecciones nacionales y extranjeras (AH, CHAPA, CIECO,
EBUM, ENCB, FCME, HCIB, HUMO, IA, IB, IBUG, IEB, JES, NY, RSA, SERO,
SLPM, TUC, UAMIZ, UAS, UAZ, UC, US, XAL, ZEA), 30 fueron recolectados
durante las salidas al campo. Ademas, se revisaron 484 ejemplares en colecciones
virtuales, de todos ellos, a 231 se les ubic6 geograficamente (Fig. 2).
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Behria y Bessera.
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Cuadro 1. Ubicacion goegrafica, tipos de vegetacion y nimeros de recolecta de las

poblaciones muestreadas.

Numero de
Especie Ubicacion Tipo de vegetaciébn  recolectay
recolector
Behria Baja California Sur, La Paz, sobre
tenuiflora  |a carretera La Paz a Pichilingue matorral xer6filo 1834 RRG
(24.25794444 Ny 110.3129444 W).
Altitud 12 m.
Bessera Aguascalientes, Calvillo y selva baja 5641 ESC
elegans alrededores de la presa Malpaso caducifolia en
s.l. (21.86416667 N, 102.6302778 W). ecotono con
Altitud 1798. matorral xerofilo
Estado de México, orilla de la restos de bosque 4945 ESC
carretera Temascaltepec-Tejupilco de pino
(19.04775 N, 100.0531083 W).
Altitud 1750 m.
Estado de México, entrada a restos de bosque 4947 ESC
Temascaltepec (18.94661111 N, de pino-encino.
100.133 W). Altitud 1750 m.
Estado de México, entrada a restos de bosque 7 DCM
Temascaltepec (18.94661111 N, de pino-encino.
100.133 W). Altitud 1750 m.
Guerrero, Benito Juarez, carretera selva baja 4822 ESC
Arcelia-Teloloapan (18.40052778 caducifolia
N, 100.0734444 W). Altitud 1454 m.
Guerrero, Benito Juarez, 0.5 km selva baja 4820 ESC
NW de Tlapehuala (18.28238889 caducifolia

N, 100.4486111 W). Altitud 366 m.
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Continta cuadro 1

Especie Ubicacion Tipo de vegetacién No. De
recolectay
recolector

Bessera Guerrero, terraceria a Arcelia bosque de 4821 ESC

elegans (18.28855556 N, 100.2232778 W). Curatella

s.l. Altitud 762 m.

Jalisco, carretera Ameca-Puerto  bosque de encino 4954 ESC
Vallarta (20.45747222 N,
104.3920833 W). Altitud 1634 m.
Jalisco, carretera Ameca-Puerto  bosque de encino 4957 ESC
Vallarta (20.45747222 N,
104.3920833 W). Altitud 1634 m.
Bessera Jalisco, Puerto Vallarta km 177 bosque de pino 4959 ESC
tuitensis  (20.37277778 N, 105.3114167 W).
Altitud 727 m.

Bessera Jalisco, Tequila, terraceria al bosque de pino 9 DCM

elegans volcan de Tequila (20.83897222 N,

s.l. 103.8491667 W). Altitud 1618 m.

Michoacan, carretera Zitacuaro- selva baja 4819 ESC
Tuzantla, Los Guajes, 1 km antes caducifolia
de Tuzantla (19.23838889 N,
100.4898889 W). Altitud 1104 m.
Michoacan, carretera Zitacuaro- selva baja 4819b ESC
Tuzantla, Los Guajes, 1 km antes caducifolia
de Tuzantla (19.23838889 N,
100.4898889 W). Altitud 1104 m.
Michoacan, Las Guacamayas, selva baja 4953 ESC
Caracuaro (18.96794444 N, caducifolia

100.9908611 W). Altitud 794 m.
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Continta cuadro 1

Especie Ubicacion Tipo de vegetacién No. De
recolectay
recolector

Bessera Morelos, carretera a Ixcatepec, bosque de encino 9451 ESC

elegans Valle de Ayala (18.36544444 N,

s.l. 100.0467778 W). Altitud 1657 m.

Nayarit, El Nayar, 5 km después de bosque de 1386 JGG
la Mesa el Nayar hacia Santa Lucia encino.

(22.2291667 N, 104.6188888 W).
Altitud 1220 m.
Oaxaca, Putla, 2 km al S de la bosque de pino 4928 ESC
Palma (16.88984722 N,
97.89011389 W). Altitud 963 m.
Oaxaca, Pochutla, San Miguel del selva mediana 8DCM
Puerto, 2 km al N de Santa Maria perennifolia
Xadani (16.00722222 N,
96.06083333 W). Altitud 430 m.

ESC=Eloy Solano Camacho, RRG=Ramirio Rios Goémez, JGG=Jorge Gutiérrez Gallegos y
DCM=Dafne Cérdova Maqueda)

Behria Greene Bull. Calif. Acad. Sci. 2(6B): 143—-144. 1886.

Behria tenuiflora Greene Bull. Calif. Acad. Sci. 2(6B): 143—144. 1886.
Bessera tenuiflora J.F. Macbr. Contr. Gray Herb. 56: 11. 1918.
TIPO: MEXICO: They are ticketed “San José del Cabo” which means that
they are from Cape St. Lucas or thereabouts, but the name collector is
unknown. No localizado.

Hierbas perennes, gedfitas, con un cormo subgloboso 1.0-2.7 x 0.9-2.4 cm, cubierto
por tinicas membranaceas pardo-marron; hojas 2-5, lineares, 37-77 x 0.1-0.3 cm,
plano-convexas o casi teretes, fistulosas fasciculadas, aciculares, decumbentes,

con estrias longitudinales; inflorescencia una umbela, generalmente solitaria,

18



pedunculo cilindrico, erecto o algo curvado, hasta de 30-76 cm de largo, bracteas
3-5, pedicelos 1.3-3.3 cm de largo, flores 2-55 por umbela; flores escarlatas, semi-
erectas, tubulares, zigomorfas, 1.6-3.3 cm de largo, sacciformes en su base, con
nervaduras en una franja amarilla que recorren el tubo floral desde su base hasta el
apice de los l6bulos, perianto con 6 l6bulos desiguales 1.7-5.7 x 0.9-2.7 mm,
estambres 6, insertos en la base del tubo formando una copa pequefia de 0.5-0.7
mm de largo, a partir de alli libres, exertos, filiformes, blanco-rosados, dilatados en
la insercién, anteras hasta de 1-7-3.5 mm de largo, verde-oscuras, ovario ovoide,
trilocular, 4-5 mm de largo, 2 mm de diametro, 6vulos 20 a 30, provisto de un
ginéforo de 2-3 mm, estilo filiforme, verde cuando fresco, de hasta 1.6-2.9 cm de
largo, estigma apical, en forma de disco papiloso, de 0.6-1.4 mm de didmetro; fruto
una capsula loculicida,10-13 x 5-11 mm; semillas mas de 20, oscuras, lustrosas,

irregularmente lenticulares, de hasta 1 mm de didmetro.

Bessera Schult. f. Linnaea 4(1): 121. 1829.

Bessera elegans Schult. f. Linnaea 4(1): 121. 1829.
Bessera fistulosa Pritz. Icon. Bot. Index 147. 1854. TIPO: No localizado.
Bessera herbertii G. Don Hort. Brit. 3: 694. 1839. TIPO: No localizado.
Bessera miniata Lem. Fl. Serres Jard. Eur. 4: f. 1. 424. 1848. TIPO: MEXICO:
montagnes du Méxique.
Bessera multiflora M. Martens & Galeotti. Bull. Acad. Roy. Sci. Bruxelles. 9(2):
385. 1842. TIPO: MEXICO: cette charmante plante croit dans les ravins
sombres et humides du Michoacan, Pres d’Arumbaro, a 3,000 pieds, et sur
les laves d’Uruapan, a 4,000 pieds. No localizado.
Pharium elegans Steud. Nomencl. Bot. 2: 316. 1841. TIPO: MEXICO: No
localizado.
Pharium fistulosum Herb. Edwards's Bot. Reg.18: t. 1546. 1833. TIPO:
MEXICO: little bulb flowered in the Greenhouse at Sporfforth in September,
having been imported from Mexico by Mr. Tate, of the Sloane-street Nursery,
Chelsea.
Pharium herberti Steud. Nomencl. Bot. 2: 316. 1841. TIPO: MEXICO: No

localizado.

Hierbas perennes, gedfitas; cormo subgloboso , con tunicas internas delgadas,

amarillas a pardas y tunicas exteriores membranaceas pardas; hojas 1-9, lineares,
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18-142 x 0.5-6.0 cm, plano-convexas o casi teretes, fistulosas fasciculadas,
aciculares, decumbentes, con estrias longitudinales; inflorescencia una umbela
simple, escapo cilindrico, erecto, 22-115 cm de largo, bracteas 3-4, pedicelos 1.3-
8.6 cm, flores de 2-55 por umbela, generalmente péndulas, campanuladas, rojas,
anaranjadas, magentas, rosadas, purpuras, 15-36 mm de largo, lI6bulos con o sin
maculas blancas, 9-23 x 2-9 mm, generalmente mas largos que el tubo floral (2.5-
20.0 mm), con tres nervaduras que se extienden desde la base del tubo hasta el
apice de los I6bulos, 6 estambres, exertos adnados en la base del perianto, con los
filamentos connados formando un anillo estaminal 3-18 mm de largo, anteras
dorsifijas, ovoides u oblongas, 1.1-3.0 mm de largo, ovario supero, trilocular, 2 mm
de didmetro, con 20 a 30 évulos, biseriados en cada I6culo; estilo alargado 5.0-26.6
mm de largo, estigma en forma de copa o trilobado 0.5-2.1 mm de diametro; fruto
una capsula loculicida erecta 7-14 x 5-12 mm,; semillas numerosas, irregularmente

anguladas, aplanadas, estriadas, negras, 1 mm de diametro.

Bessera tuitensis R. Delgad. Bol. Inst. Bot. Univ. Guadalajara. 1(3): 131. 1991.
TIPO: MEXICO: Jalisco: Cabo Corrientes, km 2 de la brecha a Cuale, pino-

encino y elementos de bosque mesoéfilo de montafia, 700 m, IX-1991, (fl.). R.
Ramirez-Delgadillo & A. Rodriguez C. 2516 (Holotipo: IBUG!; Isotipos: IBUG!,
IEB!).

Hierbas perennes, gedfitas; cormo subgloboso 14-18 x 9-18 mm, con tdnicas
internas delgadas, amarillas a pardas y tlnicas exteriores membranéceas pardas;
hojas 1-9, lineares, de hasta 53 mm de largo y 2 mm de ancho, plano-convexas o
casi teretes, fistulosas fasciculadas, aciculares, decumbentes, con estrias
longitudinales; inflorescencia una umbela simple, escapo cilindrico, erecto, 36 - 66
cm de largo, bracteas 3, pedicelos 1.5-4.2 cm, flores de 14-20 por umbela,
generalmente péndulas, campanuladas, rosadas, 13-18 mm de largo, I6bulos sin
maculas, 10-14 x 1.8-5.5 mm, generalmente mas largos que el tubo floral (3.0-4.6

mm), con tres nervaduras que se extienden desde la base del tubo hasta el apice
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de los I6bulos, 6 estambres, exertos adnados en la base del perianto, con los
filamentos connados formando un anillo estaminal 1.3-1.9 mm de largo, anteras
dorsifijas, ovoides u oblongas, 1.1-1.6 mm de largo, ovario supero, trilocular, 1.3-1.8
mm de diametro; estilo alargado 5.0-9.5 mm de largo, estigma en forma de copa o
trilobado; fruto una capsula loculicida erecta 7-8 x 5-6 mm; semillas numerosas,

irregularmente anguladas, aplanadas, estriadas, negras.

En el analisis morfométrico se evaluaron 262 especimenes pertenecientes a
Behria y Bessera, recolectados en campo y procedentes de colecciones historicas.
Se consideraron 105 estados de caracter vegetativos y reproductivos, de los cuales
36 fueron cuantitativos y 69 cualitativos. En el cuadro 2 se observan las tendencias
estadisticas de los datos analizados, en las figuras 3 y 4 se ejemplifican las gréficas
de dispersion de puntos con las que se codificaron los caracteres y en el cuadro 3

se muestra la codificacion.
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Cuadro 2. Estadistica basica de los ejemplares de Behria y Bessera

evaluados en el analisis morfométrico.

Variable Numero de Media Desviacion Minimo Maximo
Datos estandar
CormoL 142 17.28 6.22 1.15 30.46
CormoD 143 16.36 6.18 0.95 34.69
Hojas 97 2.03 1.15 1 9
HojasL 105 540.55 227.09 181 1128.5
HojasD 145 2.57 1.02 0.77 6.2
EscL 180 621.99 189.26 14.5 1098.5
EscD 190 2.64 0.85 1.15 5.46
Bract 166 3.27 0.52 3 6
BractL 188 7.22 2.09 3.18 18.85
BractA 187 2.04 0.66 0.65 4.05
BrolasL 142 2.77 1.05 0.9 6.08
BrolasA 144 0.75 0.49 0.1 4.05
Flores 190 10.75 7.73 2 55
PediL 188 35.64 16.07 5.45 88.51
TubperL 187 9.34 4.61 0.57 28.32
TubperD 187 2.32 1.09 0.45 6.48
LobeL 185 15.05 4.43 2.30 22.92
LobeA 178 3.41 1.05 0.95 6.9
LobiL 185 14.94 4.61 1.4 24
LobiA 177 4.76 1.85 0.75 9.39
AniA 156 10.88 2.80 0.85 15.84
FilaL 152 10.59 2.83 5.23 23.64
AnteL 169 2.37 0.47 1.16 3.7
GinoL 173 6.10 1.85 1.73 12.14
OvalL 176 4.28 1.18 0.87 8.28

OvaD 176 2.17 0.64 0.67 4.18




Continta cuadro 2

Variable Numero de Media Desviacion Minimo Maximo
Datos estandar

EstiL 165 18.70 4.47 6.02 29.5
EstigD 171 1.09 0.33 0.45 2.2
CapL 46 10.63 1.79 6.61 14.61
CapD 46 7.48 1.48 5.26 12.32
SemL 7 3.35 0.60 2.85 4.23
SemD 7 1.90 0.40 1.45 2.1

CormolL= largo del cormo, CormoD= diametro del cormo, HojasL= Largo de las hojas, HojasD=
diametro de las hojas, EscL= largo del escapo, EscD= diametro del escapo, Bract= bracteas, BractL=
largo de las bracteas, BractA= ancho de las bracteas, BrolasL= largo de las bracteolas, BrolasA=
ancho de las bracteolas, PediL= largo de los pedicelos, TubperL= largo del tubo del perianto,
TubperD= diametro del tubo del perianto, LobelL= largo de los l6bulos externos, LobeA= ancho de
los I6bulos externos, LobiL= largo de los I6bulos internos, LobiA= ancho de los Iébulos internos,
AniA= alto del anillo estaminal, FilaL= largo de los filamentos, AnteL= largo de las anteras, GinoL=
largo del ginéforo, Oval = largo del ovario, OvaD= diametro del ovario, EstiL=largo del estilo, EstigD=
diametro del estigma, CapL= largo de las capsula, CapD= diametro de la capsula, SemL= largo de
la semilla, SemD= diametro de la semilla.

23



30

oeA>r

Cmo
20

10

O=Z1000

INDIVIDUOS ANALIZADOS
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Bessera y Behria.
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Cuadro 3. Caracteres y estados de caracter de Bessera y Behria utilizados en el

analisis morfométrico.

Caracteres

Codificacion

CORMO

1. Largo (mm)

2. Diametro (mm)

3. Color de las tunicas interiores

HOJAS
4. NUmero

5. Largo (mm)

6. Ancho (mm)

ESCAPO
7. Largo (mm)
8. Diametro (mm)

9. Tricomas

BRACTEAS
10. Numero
11. Largo (mm)
12. Ancho (mm)

13. Forma

BRACTEOLAS
14. Largo (mm)
15. Ancho (mm)

16. Forma

0) =10, 1) >10-25, 2) >25

0) <5, 1) >5-25, 3) >25

0) blanco-amarillentas, 1) blancas,
2) amarillas

0)1,1)2 2)>2

0) <400, 1) >400-600, 2) >600-800,

3) >800

0) <1.5, 1) >1.5-3.0, 2) >3.0-4.5, 3) >4.5

0) 500, 1) >500-800, 2) >800
0) 2.0, 1) >2.0-3.5, 2) >3.5

0) presentes, 1) ausentes

0)3,1)4,2)>4

0) <5, 1) >5-10, 2) >10

0) =1.5, 1) >1.5-10.0, 2) >10.0
0) triangular, 1) lanceolada

0) <2, 1) >2-4, 2) >4
0)<1.5,1)>1.5

0) triangular, 1) lanceolada
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Continta cuadro 3

Caracteres y estados de caracter

Codificacion

INFLORESCENCIA
17. Numero de flores

18. Largo de los pedicelos (mm)

FLORES
19. Color

20. Largo del tubo del perianto (mm)
21. Diametro del tubo del perianto (mm)
22. Forma del tubo del perianto

23. Largo de los l6bulos externos (mm)
24. Ancho de los l6bulos externos (mm)
25. Forma de los I6bulos externos

26. Largo de los l6bulos internos (mm)
27. Ancho de los l6bulos internos (mm)
28. Forma de los lobulos internos

29. Color de las nervaduras de los
|6bulos

ANDROCEO

30. Alto del anillo estaminal (mm)
31. Forma del borde del anillo estaminal
32. Tamario de los estambres en relacién

con los Iébulos

0) <10, 1) >10-20, 2) >20
0) <20, 1) >20-40, 2) >40-60, 3) >60

0) rojo, 1) magenta, 2) rosado, 3) naranja,
4) purpura

0) <5, 1) >5-15, 2) 15

0) <2,1)>2-4,2) >4

0) campanulado, 1) tubular

0) >10, 1) >10-20, 2) >20

0) <2, 1) >2-5,2) >5

0) lanceolados, 1) elipticos, 3) triangulares
0) =10, 1) >10-20, 2) >20

0) <2, 1) >2-7, 3) >7

0) lanceolados, 1), elipticos, 3) triangulares

0) rojo, 1) morado

0) <5, 1) >5-10, 2) >10
0) U, 1) V invertida
0) mayores que los l6bulos 1) igual que los

I[6bulos
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Continta cuadro 3

Caracteres y estados de caracter

Codificacion

ANDROCEO
33. Largo de los filamentos (mm)

34. Color de los filamentos
35. Largo de las anteras (mm)
36. Color de las anteras
GINECEO

37. Largo del gindforo (mm)
38. Largo del ovario (mm)
39. Diametro del ovario (mm)
40. Largo del estilo (mm)
CAPSULA

41. Largo (mm)

42. Didmetro (mm)

43. Forma

44. Color

0)<7,1)>7-14, 2) >14
0) rojo, 1) morado
0)<2,1)>2-3,2) >3

0) pardo-verdoso, 1) negro

0) <4,1)>4-8, 2) >8
0) <3, 1) >3-6, 2) >6
0) =2, 1) >2-3,2) >3

0) <15, 1) >15-25, 2) >25

0)=<10,1)>10
0)<8,1)>8
0) esférica, 1) elipsoide

0) pardo, 1) verde-parduzco

De estos caracteres se identificaron 12 altamente correlacionados (> 0.5) y

con bajo nivel de significancia (< 0.05), los cuales fueron eliminados: diametro del

cormo, largo de las hojas, largo de los l6bulos externos, largo y ancho de las

bractéolas, largo de las anteras, largo y diametro del ovario, color de las tunicas,

forma de las bractéolas, color de las anteras y color del anillo estaminal (cuadro 4).

Ademas, se eliminaron los caracteres del fruto y el nimero de hojas, debido a que

los ejemplares examinados generalmente carecian de estas estructuras. Por tanto,

en el analisis morfométrico Unicamente fueron considerados 27 caracteres de 202

individuos.
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Cuadro 4. Correlacién y significancia de los caracteres de Bessera y Behria

analizados en el analisis morfométrico.

Caracteres Correlaciéon Significancia
CormoD y CormoL 0.8135 0.0000
HojasA y HojasL 0.7375 0.0000
EscL y HojasL 0.6559 0.0000
EscL y HojasD 0.6163 0.0000
EscD y HojasL 0.5226 0.0000
EscD y HojasA 0.6021 0.0000
EscD y EscL 0.7012 0.0000
Flores y HojasA 0.5028 0.0000
Flores y EscL 0.5093 0.0000
Floresy EscD 0.5119 0.0000
CapL y CormD 0.5309 0.0000
BrolasL y BractL 0.5887 0.0000
LobeA y LobeL 0.5505 0.0000
LobiL y LobeL 0.9456 0.0000
LobiL y LobeA 0.5325 0.0000
LobiA y LobelL 0.5847 0.0000
LobiA y LobeA 0.6897 0.0000
LobiA y LobiL 0.6071 0.0000
AniA'y LobeL 0.8454 0.0000
AniA 'y LobiL 0.8461 0.0000
AniA'y LobiA 0.5206 0.0000
FilaL y TubpL 0.5529 0.0000
TubpFoy TubpL 0.7302 0.0000
LobeFoy TubpL 0.6038 0.0000
Macte y TubpL 0.7149 0.0000
NervTe y TubpL 0.5750 0.0000

OvaD y OvalL 0.6958 0.0000
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Continta cuadro 4

Caracteres Correlacion Significancia
EstiL y Fila L 0.5619 0.0000
CapD y CapL 0.7595 0.0000

TubpFo y FilaL 0.8146 0.0000
LobeFo y FilaL 0.6259 0.0000
Macte y FilaL 0.7476 0.0000
LobiFo y FilaL 0.5663 0.0000
LobeFo y TubpFo 0.7496 0.0000
Macte y TubpFo 0.9235 0.0000
Nervte y Flocol 0.5306 0.0000
Nervte y TubpFo 0.6256 0.0000
LobiFo y TubpFo 0.6032 0.0000
Macte y LobeFo 0.7077 0.0000
Nervte y Macte 0.5717 0.0000
LobiFo y LobeFo 0.6335 0.0000
LobiFo y Macte 0.5347 0.0000
Anibor y Nervte 0.5117 0.0000

CormolL= largo del cormo, CormoD= didmetro del cormo, HojasL= Largo de las hojas, HojasD=
diametro de las hojas, EscL= largo del escapo, EscD= didmetro del escapo, Bract= bracteas, BractL=
largo de las bracteas, BractA= ancho de las bracteas, BrolasL= largo de las bracteolas, BrolasA=
ancho de las bracteolas, PediL= largo de los pedicelos, TubperL= largo del tubo del perianto,
TubperD= diametro del tubo del perianto, LobelL= largo de los l6bulos externos, LobeA= ancho de
los I6bulos externos, LobiL= largo de los l6bulos internos, LobiA= ancho de los I6bulos internos,
AniA= alto del anillo estaminal, FilaL= largo de los filamentos, AnteL= largo de las anteras, GinoL=
largo del ginéforo, Oval = largo del ovario, OvaD= diametro del ovario, EstiL=largo del estilo, EstigD=
diametro del estigma, CapL= largo de las capsula, CapD= didmetro de la capsula, SemL= largo de
la semilla, SemD= didmetro de la semilla, BracFo= forma de las bracteas, FloCol= color de las flores

TubpFo= forma del tubo del perianto, Anibor= Borde del anillo, Nervte= nervaduras de los tépalos.
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En relacion con el analisis discriminante canénico (ADC) se utilizaron 20
variables cuantitativas. En siete funciones discriminantes se explica el 100% de la
varianza de los datos. La tercera funcion explica el 94.6% de la varianza total. La
primera funcién acumula el 69.87%, y se relaciona positivamente con las longitudes
de los filamentos y el estilo. La segunda agrega el 20.62% y est4 asociada
positivamente con el ancho de las bracteas y el largo de los I6bulos internos,
negativamente con el diametro del escapo y el alto del anillo estaminal. La tercera
funcion afiade el 4.19% y se corresponde positivamente con el ancho de las hojas
y el largo del tubo del perianto, y negativamente con el largo del gin6foro (Cuadros
5, 6). Al graficar las funciones 1y 2 (Fig. 5), se observa que los OTU’s de Behria
tenuiflora se agrupan separandose de los otros conjuntos. También, forman grupos
separados los pertenecientes a Bessera elegans s.l., Bessera tuitensis, los
individuos de Guerrero con flores rosadas y los de Guerrero y Oaxaca con flores

parpura.

Cuadro 5. Funciones discriminantes y porcentaje de la varianza de los datos

analizados.
Funcion Correlacion Valor Varianza Varianza
Canonica Eigen  Proporcional Acumulada
1 0.9900 49.1009 0.6987 0.6987
2 0.9672 14.4927 0.2062 0.9049
3 0.8640 2.9449 0.0419 0.9469
4 0.8263 2.1522 0.0306 0.9775
5 0.6697 0.8130 0.0116 0.9890
6 0.6378 0.6855 0.0098 0.9988
7 0.2784 0.0840 0.0012 1.0000
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Cuadro 6. Proporcion de cada una de las variables en las primeras tres funciones

discriminantes, con las variables que explican la agrupacion sefialadas.

Variables Funcion 1 Funcion 2 Funcion 3
Cormol 0.3466 0.1849 -0.1056
Hojasa -0.2650 0.4744 0.9261

Escl -0.4136 0.2466 0.5537
Escd 0.3823 -0.8449 -0.8016
Bract 0.2873 -0.1662 -0.0321
Bractl -0.2560 -0.2989 -0.1071
Bracta 0.0042 0.7497 0.5117
Flores 0.2102 0.4353 0.1352
Pedl -0.3104 0.4924 -0.1943
Tubpl 0.4699 0.1690 0.7724
Tubpa 0.4904 -0.6483 -0.1401
Lobea -0.0509 0.2857 -0.2206
Lobil -1.0853 0.9776 0.1716
Lobia -0.0561 -0.6503 -0.3806
Ania -0.3821 -1.1839 0.2323
Filal 0.8223 -0.2343 -0.2173
Ginol -0.0802 0.0673 -0.8874
Estil 0.8076 -1.0384 -0.6022

cormol=largo del cormo, hoj