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RESUMEN

Se analizaron 10 localidades que abarcan la distribucion de tres especies del Género
Zamia (Z. splendens, Z. loddigesii y Z. katzeriana). En los estados de Veracruz,
Chiapas y Tabasco. Zamia splendens es una especie que se distribuye en Selva alta y
mediana perennifolia, en altitudes de 600 a 800 m.s.n.m. La distribucion de Z
katzeriana abarca ambientes de vegetacion secundaria de selva mediana perennifolia
entre los 600 y 700 m.s.n.m. Por su parte, Z. loddigesii se distribuye en Bosque de
encino, selva baja caducifolia y vegetacion secundaria de selva baja caducifolia entre
los 0 y 1000 msnm. Se realizé un analisis morfolégico que incluyé un analisis univariado
y multivariado de 12 caracteres vegetativos, ademas de un analisis molecular de
diversidad y estructura genética con 12 loci microsatélites nucleares. Los resultados
morfolégicos muestran diferencias en las variables entre poblaciones y entre especies
(Wilk’s Lambda: 0.05 aprox. p<0.00). Las distancias cuadraticas de Mahalanobis entre
las poblaciones de Z. katzeriana 'y Z. splendens presentan los valores mas bajos (1.92,
F=3.23 p<0.00) con menor distancia entre centroides, y entre Z katzeriana y Z.
loddigesii los valores mas altos (75.44, F=177.84 p<0.00). Un analisis linear de
discriminantes, en conjunto con un analisis de componentes principales, demuestran la
mezcla parcial entre las 10 poblaciones; agrupando a Z katzeriana con las dos
especies consideradas como parentales, identificando a la variable Ancho de
Articulacién del Foliolo, como la que mejor discrimina a las especies, porque explica
mas del 50 % de la variacion entre ellas. El analisis molecular muestra un 88.30 % de
loci polimérficos y 5.10 alelos en promedio en todas las poblaciones, para las 3
especies. El promedio de Heterocigosidad esperada y observada en las poblaciones fue
de He= 0.54 y Ho=0.28, respectivamente. El 44 % de variacion es intrapoblacional y 23
% entre las poblaciones, de acuerdo al analisis molecular de varianza. El alto indice de
endogamia (F= 0.48), se observa en la definicion de 5 grupos en STRUCTURE vy 4
grupos cuando se excluyen del analisis los loci bajo seleccion balanceadora; ademas
del analisis de coordenadas principales (a partir de valores de distancias genéticas), de
acuerdo a la diferenciacion genética moderada entre las poblaciones (Fst= 0.25). Un
analisis de hibridacion basandose en los valores de asignaciéon a grupos (Q), muestra
que el 25 % del total de poblaciones analizadas (52 individuos) se consideran de
ancestria mixta. Dado que se encontré6 mayor numero de individuos en poblaciones de
Z. splendens; se puede concluir que el mecanismo de hibridacion es posible mediante
la introgresion resultante de un retrocruzamiento entre Z. splendensy Z. katzeriana.

Palabras clave: Zamia, variacién, morfologia, genética, hibrido.



ABSTRACT

We analyzed 10 localities within the distribution of three species of Zamia (Z. splendens,
Z. loddigesii and Z. katzeriana) in Veracruz, Chiapas and Tabasco. Zamia splendens is
distributed in high forest and medium-evergreen forest, at altitudes of 600 to 800 m.a.s.l.
Zamia katzeriana occurs in disturbed environments, of medium-evergreen forest
between 600 and 700 m.a.s.l. Zamia loddigesii is distributed in oak forest, low deciduous
forests and secondary vegetation derived from low deciduous forest. Uni- and multi-
variate morphological analyses of twelve vegetative variables were carried out, together
with analyses using 12 nuclear microsatellite loci. Results indicate morphological
differences in all variables between populations and species (Wilk's lambda: 0.05
approx p<0.05). The Mahalanobis quadratic distances between the populations of Z
katzeriana and Z. splendens had lowest values (1.92, F=3.23 p<0.00) with the smallest
distance between centroids, and between Z. katzeriana and Z. loddigesii the highest
(75.44, F=177.84 p<0.00). A linear discriminant analysis together with a principal
components analysis, demonstrate the partial mixing between the 10 populations,
grouping Z. katzeriana with the two species considered as parental, the variable leaflet’s
width articulation is the one that best discriminates between the species, explaining
more than 50% of the variation. Molecular analyses show 88.3 % of polymorphic loci,
with 5.10 alleles in average in each population. The expected and observed
heterozygosity, averaged across populations of He=0.54 and Ho=0.27, respectively. The
44 % of variation is contained within populations and 23 % between the populations,
according to AMOVA. The high coefficient of inbreeding (F=0.48) is observed in the
definition of 5 groups in STRUCTURE and 4 groups when excluded from the analysis,
loci under the balancing selection. In addition to the main coordinate analysis
(Fs7=0.25), according to the genetic modification between populations. An analysis of
hybridization based on group assignment (Q) values shows that 25 % of the population
analyzed (52 individuals) can be considered of admixed ancestry, since it found the
largest number of individuals in populations of Z splendens; | suggest that the
hybridization had taken place through introgression resulting from backcrossing between
Z. splendens and Z. katzeriana.

Key words: Zamia, variation, morphology, genetics, hybrid.



INTRODUCCION

Las cicadas son un grupo de plantas gimnospermas consideradas dentro de las plantas
vasculares como las mas primitivas, pues su historia fésil puede remontarse a casi 300
millones de afos (Mamay, 1969 en Brenner et al. 2003). Se encuentran en la division
de las Cycadophyta (Norstog y Nicholls, 1997). Segun Christenhunsz et al. 2011, las
cicadas estan clasificadas en soélo un orden: Cycadales y dos familias (Cycadaceae y
Zamiaceae). Tuvieron su mayor desarrollo en el mundo durante el Mesozoico (Crane,
1988), y las especies modernas estan desapareciendo debido a la pérdida de habitat y
su popularidad en el comercio de plantas ornamentales, lo que ha llevado a drasticos
descensos en el tamafo de sus poblaciones. La mayoria de las especies de cicadas se
encuentran actualmente en la Lista Roja de la UICN (UICN, 2011), y en general, el
estado de conservacion de las cicadas mexicanas es critico, debido a lo cual todas las
especies se encuentran bajo alguna categoria de riesgo de acuerdo a la NOM-059-
SEMARNAT-2010 (Diario Oficial de la Federacion, 2001).

La familia Zamiaceae esta formada por un grupo de plantas con estrobilos, hojas
pinnadas, coriaceas o papiraceas. Se distribuye en varios ambientes incluyendo areas
tropicales y templadas (Contreras-Medina et al. 2001), siendo Australia, México y
Sudafrica los paises con mayor diversidad en este grupo de plantas (Vovides, 2000).
Incluye diez géneros aceptados con un total de 348 especies que son: Bowenia (dos
especies), Ceratozamia (30 especies), Cycas con 114 especies distribuidas desde el
este de Africa hasta Japon y Australia, Dioon (15 especies), Encephalartos (65
especies), Lepidozamia (dos especies) Macrozamia (41 especies), Microcycas (una
especie), Stangeria (una especie), y Zamia. Este ultimo, es uno de los géneros mas
grandes con alrededor de 77 especies (Calonje et al. 2017), que se distribuyen desde el
sureste de Norteamérica (Georgia y Florida) hasta Bolivia en América del Sur (Osborne
et al. 2012); es también uno de los géneros que tiene mayor rango de amplitud en
cuanto a habito y habitat, desde el nivel del mar hasta los 2500 metros y pueden crecer
en manglares, dunas costeras, bosques secos, bosques humedos y de habito
terrestres, subacuaticas, rupicolas o epifitas (Norstog y Nicholls, 1997). Ademas, es el
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unico género dentro de las cicadas que presenta una variacidn cariotipica inter e
intraespecifica ampliamente estudiada (Marchant, 1968; Norstog, 1980; Vovides 1983;
Moretti y Sabato, 1984; Schutzman et al. 1988, Moretti, 1990; Moretti et al. 1991,
Vovides y Olivares, 1996) con cambios en los cromosomas de fision céntrica a
metacéntrica, lo que sugiere una alta variabilidad y por lo tanto en la expresion de los

mismos (Vazquez, 1989).

Nuestro pais por ser la regidon mas diversa y con el mayor numero de
endemismos de la Familia Zamiaceae (88.90 %) en el Neotropico con los géneros
Dioon, Zamia, Ceratozamia y Microcycas (endémica a Cuba) (Stevenson y Sabato,
1986, Nicolalde-Morejon et al, 2014), alberga casi un 20 % de la diversidad mundial
total. Los géneros de esta familia han sido ampliamente utilizados en estudios con
enfoque molecular, sistematico y filogenético, principalmente Dioon (De Luca y Sabato,
1979, De Luca et al. 1984, Chemnick et al. 1997, Gonzalez-Astorga et al. 2003, 2005,
2008; Gregory et al. 2003, Cabrera-Toledo et al. 2008) y Zamia (Walters y Decker-
Walters, 1991, Gonzalez-Astorga et al 2006; Meerow y Nakamura 2007; Nicolalde-
Morején et al. 2008, 2011; Limon, 2009; Nicolalde-Morejon, 2009; Meerow et al. 2012a,
2012b; Limén et al. 2016, Pérez-Farrera et al. 2016). Las especies del género Zamia, se
distribuyen generalmente en bosques primarios con poca o sin perturbacion, aunque
recientemente, han expandido su distribucion en zonas de vegetacion secundaria
(Nicolalde-Morejon, et al. 2011).

La morfologia de las hojas se utiliza frecuentemente en la identificacion y
delimitacion de especies de cicadas, ya que las semillas, los conos y los catafilos no
estan a menudo disponibles (Lindstrom, 2004). Por lo que, varias investigaciones han
basado su esfuerzo en la morfologia, para esclarecer diversas problematicas,
demostrando que es una herramienta valiosa: Limén et al (2016), analizaron la
variacion fenotipica de Zamia loddigesii y Z. prasina para evaluar los efectos de la
heterogeneidad del ambiente sobre los individuos, se evaluaron 17 caracteres
morfologicos en 259 individuos de 14 poblaciones (72 individuos de Z. loddigesii, 187
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individuos de Z. prasina) y se observd una clara separacién entre las dos especies
exceptuando a la poblacion analizada en Macuspana, Tabasco; que esta localizada en
los limites geograficas de la distribucion de ambas especies, por lo que sugieren que el
ambiente heterogéneo parece desempefiar un papel determinante en la expresion

fenotipica de las especies.

Nicolalde-Morejon et al. (2008) realizaron un analisis morfologico para tratar de
aclarar la situacion taxonémica de Z. verschaffeltiiy Z. katzeriana. La caracterizacion de
la variacion morfométrica incluyé a todas las poblaciones (11) e individuos (115)
conocidos en ese momento para el complejo, en todo su rango de distribucion en
México. El analisis de discriminantes y la caracterizacion morfométrica, muestran que Z.
verschaffeltii no esta morfométricamente relacionada con ninguna de las especies del
complejo y se colocod bajo sinonimia de Z. katzeriana a Z. splendens que también

formaba parte del complejo en estudio.

Pérez-Farrera et al. (2014) analizaron la anatomia y morfologia en el complejo de
especies Ceratozamia norstogii (C. norstogii, C. mirandae, C.alvarezii y C.
chimalapensis) con un total 15 variables morfologicas (9 vegetativas y 6 reproductivas)
de 99 individuos en total. Los resultados del analisis de discriminantes muestran que las
cuatro especies se separan sin sobrelape entre los grupos. Las distancias cuadraticas
de Malahanobis sugieren que C. mirandae y C. chimalapensis estan estrechamente
relacionadas morfolégicamente y que C. chimalapensis es la mas lejana
morfolégicamente de C. norstogii, considerando la distribucion y las presiones

ambientales que difieren a lo largo de la distribucién de las especies.

Keppel et al. (2009) analizaron la variacion morfolégica de 120 individuos en 4
poblaciones de Cycas seemaniii a lo largo de su distribucién, utilizando largo y ancho
de los foliolos, longitud de peciolo, longitud del raquis, numero de foliolos, longitud del
foliolo medio y ancho del foliolo medio, para caracterizar morfométricamente a las

poblaciones, encontrando que las diferencias morfolégicas observadas entre estas,
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parecen estar relacionadas con las variables ambientales de fertilidad del suelo,
precipitacion y cantidad de luz y recomienda un manejo cuidadoso de estos caracteres

para la identificacion de especies por la alta variacion que presentan.

Aportar mayores evidencias que sustenten el estatus de Z. katzeriana como una
especie valida desde el punto de vista taxondmico, utilizando herramientas morfologicas
y genéticas; es el objetivo principal del trabajo considerando que los patrones
morfoldgicos, su variacién, y los niveles de diversidad y estructura genética, han sido
ampliamente utilizados en el esclarecimientos de especies desde el punto de vista

taxonémico.



Capitulo |

Variacion morfolégica entre Zamia splendens, Z. katzeriana y Z.
loddigesii (Cycadales: Zamiaceae) en el sureste de México.

Resumen
Con la finalidad de estimar la variacidon para reforzar la validez taxonomica, se
analizaron diez poblaciones de tres especies de cicadas del género Zamia (Z
splendens, Z. loddigesiiy Z. katzeriana) colectadas en los estados de Chiapas, Tabasco
y Veracruz. Un total de 162 individuos y 12 variables vegetativas fueron analizadas,
mediante analisis univariado y multivariado. El analisis univariado indicé una baja
variacion morfolégica dentro de las 10 poblaciones correspondientes a las tres especies
(x>= 109.90 p < 0.05); Huimanguillo, Tabasco presenta los valores mas altos en la
mayoria de las variables excepto el numero de hojas y de foliolos por hoja. La variable
Ancho de Articulacion (ADA) es la variable menos regular entre las localidades (0.26
(0.47: Z loddigesii, 0.18: Z katzeriana y 0.16: Z. splendens)). De acuerdo a las
distancias cuadraticas de Mahalanobis, Z. splendens y Z. katzeriana presentan los
valores mas bajos indicando similitud entre las variables analizadas (1.92, Wilks
Lamba= 0.23 F= 3.23 p<0.05) lo que sugiere que comparten caracteristicas que
permiten agrupar a poblaciones de Z. splendens con Z. katzeriana y asi diferenciarlas
de los individuos de Z. loddigesii. El analisis de discriminantes, generdé dos grupos poco
definidos en un espacio bidimensional, identificando de nuevo ADA vy la distancia entre
los foliolos (DEF), como las variables que discriminan a los grupos de acuerdo a los
valores obtenidos en los factores discriminantes, y que explican mas del 70 % de la
variacion en sus dos primeros factores. Los componentes principales, por otro lado;
permiten separar a las localidades en 3 grupos definidos que corresponden a las
especies estudiadas, siendo las variables ADA y largo del raquis (LR), las que permiten
agrupar a las especies, por que explican mas del 80 % de la varianza acumulada. Los
resultados sugieren, que la mezcla de los grupos encontrada, con los analisis de
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discriminantes, identifica a Z. katzeriana como hibrido entre las especies analizadas,
probablemente como resultado de introgresion, debido a que Selva El Ocote, (localidad
en la que se encontraron las tres especies) por presentar diferentes tipos de vegetaciéon
(Selva Alta y mediana Perennifolia, Selva Baja Caducifolia y Bosque de Pino),
representa la zona de contacto entre las especies progenitoras (Z. splendens y Z.
loddigesii) y que el retrocruzamiento apunta hacia Z. splendens por ser la especie con

quien Z. katzeriana comparte mas caracteristicas

Palabras clave: Zamia, morfologia, hibrido, Selva El Ocote.



Introduccion

El efecto de la variacion morfolégica depende de los cambios estructurales en el
cariotipo celular (White, 1965) y en cicadas, se han encontrado grados variables de
asimetria debido a las frecuencias cariotipicas distintas. Zamia es el unico género
dentro de las cicadas en mostrar variacion cariotipica inter e intraespecifica (Marchant
1968; Norstog 1980; Vovides 1983; Moretti, 1990; Vovides y Olivares, 1996), cambios
en los cromosomas de fision céntrica a metacéntrica y fusion céntrica a telocéntrica, lo
que ha sugerido la alta variabilidad en los cromosomas (Norstog 1980; Moretti y Sabato
1984, Schutzman et al. 1988; Moretti et al. 1991; Vovides y Olivares, 1996).

Khoshoo (1969) evalu6 los cromosomas de 10 géneros de Cicadas (Microcycas,
Cycas, Encephelartos, Dioon, Lepidozamia, Macrozamia, Bowenia, Stangeria,
Ceratozamia y Zamia) y por medio de un analisis de correlacion de la asimetria
cariotipica y el numero base de cromosomas, concluyo que los géneros con cariotipos
simétricos tienen menos cromosomas y conforme incrementa el numero basico, se
incrementa también la asimetria; bajo ese supuesto Zamia resultdé el género que
desarrolld6 un mecanismo de adaptacion por poseer caracteres mas susceptibles a
condiciones estresantes y sostiene que Microcycas y Cycas, son las cicadas con
frecuencias telocéntricas mas altas y son citologicamente especializadas y avanzadas,
pues son géneros cuyos cariotipos se pueden ver solo como caracteres derivados.
Antes, Marchant (1968) aporta cierta consideracion a la posibilidad de que la telocentria
esté relacionada con un fenotipo primitivo (ampliamente estudiados en estos géneros),
sin embargo; los resultados de las filogenias recientes han demostrado que Microcycas
no comparte este caracter, por lo que se ha considerado al género Cycas como un
grupo basal y a Microcycas cdmo género hermano de Zamia 'y Ceratozamia (Treutlein y
Wink, 2002). Jones (1970), concluye que los cromosomas no son precisamente
indicadores independientes de la direccion de la evolucion y que existen ademas ciclos

de simetria y asimetria en los cariotipos a lo largo de la misma (Jones, 1977).



Por otra parte, el estudio de la variacion morfolégica ha demostrado proporcionar
la evidencia necesaria que permite identificar y/o asumir las diferencias o similitudes
entre especies estrechamente relacionadas y asi clarificar la situacion taxonémica de
éstas cuando sea el caso. El género Zamia ha sido estudiado desde el siglo XVII, sin
embargo hasta el momento persisten una seria de problemas taxondmicos vy
nomenclaturales. Sabato (1990), Norstog y Nicholls (1997), Stevenson (2004) y Pérez-
Farrera (2004); han detectado y resuelto errores nomenclaturales desde la revision de
Schuster (1932). Ciertamente la citologia y la anatomia resultan disciplinas relevantes
en el estudio de las cicadas y como base para estudios de taxonomia y de la mano de
los analisis morfoldgicos, otorgan las evidencias claras y concisas cuando se refiere a la

discriminacion e identificacion de las especies.

Schutzman (1984), describié a Z. splendens como una especie herbacea de tallo
grisaceo y subterraneo ocasionalmente dicotomicamente ramificado, con hojas que al
emerger son de color rojo brillante y con peciolos y raquis robustos que poseen de 8 a
20 pares de foliolos opuestos a subopuestos de hasta 35 cm de largo con distribucion
en zonas de hasta 1500 m. Se describié como muy cercana a Z. purpurea por los tallos
ramificados y catéfilos largos e irregulares aunque difiere de ésta, pues las hojas
emergentes son de color café a café verdoso y los foliolos de Z. purpurea son de color
verde oscuro por encima y de color verde palido por debajo; mientras que Z. splendens
posee foliolos con el mismo tono verde. Ademas Z. splendens posee estructuras
reproductivas declinadas o decumbentes. Por su parte, Rettig (1896) describié a Z.
katzeriana como una cicada de tallo sin ramificaciones de hasta 25 cm de largo y
catafilos semideciduos. De 1 a 2 hojas con hasta 7 pares de foliolos opuestos a
subopuestos con la superficie adaxial de color verde brillante de hasta 84 cm de largo y

con conos femeninos erectos.

Nicolalde-Morején et al (2008) analizaron el complejo Z katzeriana (Z.
cremnophila, Z. lacandona, Z. purpurea 'y Z. splendens) utilizando técnicas morfolégicas

y concluyeron que Z. splendens es una especie no valida, sino un sinébnimo de Z
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katzeriana. En el trabajo de campo, para las localidades muestreadas no se logré definir
que especie se colectaba, debido a la carencia de informacion sobre la distribucion de
las especies. En afos posteriores, las exploraciones en campo han permitido ampliar el
conocimiento sobre la distribucion de Z katzeriana y Z. splendens, por lo que se
considerd que la colocacién de Z. splendens como un sindnimo de Z. katzeriana no fue
una conclusién correcta por las inconsistencias respecto a la distribucion de las
especies, y a partir de esto, se generaron esfuerzos en evaluar y clarificar el estatus
taxonomico de Z katzeriana, Z. splendens y Z. lodiggesii, (esta ultima considerada
como especie simpatrica de las primeras) y mediante el analisis de la morfologia, la
anatomia y la genética; poder determinar el grado de diferenciacion de las especies.
Pérez-Farrera et al. 2016, analizaron morfolégica y anatomicamente los caracteres de
estas tres especies y el analisis estadistico permitié identificar posibles sefiales de
hibridaciéon entre los individuos de Z. katzeriana (Z. splendens y Z. loddigesii),

sugiriendo asi la eliminacion de sinonimia de Z. splendensy Z. katzeriana.

Entonces, considerando los resultados de Pérez-Farrera et al. (2016), este
trabajo busca contribuir, mediante el uso de herramientas morfologicas y la
incorporacion de nuevos sitios de estudio para Z. splendens y Z. katzeriana; ademas de
incluir individuos de Z. loddigesii de poblaciones simpatricas, para contribuir y reforzar

la validez taxonomica de las especies.
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Material y Métodos

Area de estudio

Fueron seleccionadas diez poblaciones distribuidas en los estados de Chiapas,
Tabasco y Veracruz en los que se contaba con registro de poblaciones de Zamia
splendens, Z. katzeriana y Z. loddigesii (Tabla 1). La Figura 1 muestra fotografias de las

tres especies y detalle de los foliolos.

Tabla 1. Descripcion de los individuos colectados de tres especies de Zamia consideradas en este

estudio. N: Numero de muestras.

Especie Clave N Localidad

Z. loddigesii ZLO 13 Ocozocoautla, Chis
Z. loddigesii ZLC 20 Cintalapa, Chis.
Z. loddigesii ZLS 15 Selva El Ocote, Chis.
Z. splendens ZST 15 Tapijulapa, Tab.
Z. splendens ZSH 18 Huimanguillo, Tab.
Z. splendens ZSC 16 Las Choapas, Ver.
Z. splendens ZSA 18 Salto de Agua, Chis.
Z. splendens ZS0 18 Selva El Ocote, Chis.
Z. katzeriana ZKS 17 Selva El Ocote, Chis.
Z. katzeriana ZKF 12 San Fernando, Chis.
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Figura 1. 1-A. Zamia loddigesii, 2-B

. Z. splendens, 3-C. Z. katzeriana. Detalle de foliolos.
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Variacion morfologica.

Se analiz6 la variacion morfolégica a través de 12 variables vegetativas (Tabla 2)
utilizadas tradicionalmente para definir taxa relacionados con la morfologia de las hojas
(Lindstrom, 2004), de las poblaciones de Zamia katzeriana, Z. splendens 'y Z. loddigesii.
Se midié una hoja adulta por individuo y de 12-20 individuos puesto que sélo fueron

consideradas para este estudio, plantas adultas en la poblacién.

Posteriormente se analizaron los datos obtenidos mediante técnicas univariadas
y multivariadas (Analisis de componentes principales (PCA) y analisis linear de
discriminantes (LDA)).

La medicion de las variables morfométricas se realizé con ayuda de una cinta
métrica de 150 cm, un vernier digital (Truper 15 cm/0-6, resolucion 0.01 mm). Las
estructuras medidas en milimetros fueron convertidas a unidades de centimetros para
un mejor manejo en la base de datos. Se realizé el conteo del numero de hojas nuevas
y viejas para cada individuo; el largo del peciolo fue medido a nivel del suelo hasta la
insercion del primer foliolo; el raquis de la hoja se midi6 desde la insercion del primer
foliolo hasta el final de la estructura; el numero de foliolos se contabilizé como la
cantidad de foliolos a los largo del raquis; el largo de los foliolos apical, medio y basal
se tomo de la base del foliolo en donde se inserta al raquis, hasta el final de la
estructura; el ancho de los foliolos se midié en la parte media de la estructura; las
distancia entre los foliolos y el ancho de la articulacién fueron medidos entre los foliolos

de la parte media de la hoja.
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Tabla 2. Variables morfolégicas vegetativas utilizadas en el analisis de poblaciones de Z

katzeriana, Z. splendensy Z. loddigesii de acuerdo a Pérez-Farrera et al.2016.

Variable Caracter vegetativo Clave
1 Numero de hojas NH
2 Numero de foliolos NF
3 Largo de peciolo LP
4 Largo de raquis LR
5 Largo de foliolo basal LFB
6 Largo de foliolo medio LFM
7 Largo de foliolo apical LFA
8 Ancho de foliolo basal AFB
9 Ancho de foliolo medio AFM
10 Ancho de foliolo apical AFA
11 Distancia entre foliolos DEF
12 Ancho de la articulacion de foliolos ADA

Analisis de datos morfolégicos

Cada variable por poblacion se sometié a Pruebas de Normalidad (prueba de Shapiro-
Wilk) y Homoscedasticidad (prueba de Bartlett). Los datos morfolégicos obtenidos se
capturaron en una hoja de calculo de Microsoft Excel para Mac 15.13.3 2015 y

Windows 2010 y se efectuaron los siguientes analisis:

A) Analisis Univariados para comprobar el grado de variacion morfolégica entre las
tres especies de Zamia utilizando el software RStudio V. 1.0.13 para Mac (R.
Development, 2011) y STATISTICA V.10 (StatSoft, 2012) para Windows. Los
estadisticos descriptivos (media y desviacién estandar), y andlisis de varianza
para variables paramétricas. Ademas, un agrupamiento mediante la prueba de

Tukey que determina las medias individuales que son significativamente
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diferentes de un conjunto de medias mostrando la Diferencia Honestamente

Significativa (HSD por sus siglas en inglés).

B) Analisis Multivariados de Discriminantes (DA) para estimar la diferenciacion entre
variables y determinar cuales son las que poseen mayor influencia sobre la
dispersion de la variacion, obteniendo distancias para cada poblacién (Distancias
cuadraticas de Mahalanobis) como una prueba de significancia de forma cruzada
y un Analisis de Componentes Principales (PCA); en donde a cada valor se
asigna su correspondiente especie, ambos analisis tienen como propdsito,
encontrar las combinaciones lineales de las variables que dan la mejor
separacidén posible entre los grupos en el conjunto de datos, basado en la

morfometria de cada una de las especies estudiadas.
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Resultados

Analisis univariado

Los resumenes de los promedios y las desviaciones estandar de los datos analizados
(162 en total), se muestran en la Tabla 3. Las figuras 2, 3 y 4 muestran una amplia
variacion morfologica dentro de las poblaciones analizadas, siendo la localidad de
Huimanguillo, Tabasco; la unica que es separada del resto de las localidades y la
variable Ancho de foliolo basal la unica que presenta igualdad en sus valores de
varianza. Las tablas de normalidad y homocedasticidad de varianza se encuentran en

los Anexos 1y 2.

Se resumen ademas los valores promedios analizados por especie (Tabla 4),
que muestran la clara diferenciacion de Z. loddigesii, pues posee los valores mas altos
en numero de hojas y numero de foliolos y para la variable ancho de articulacion. Z.
katzeriana y Z. splendens por su parte comparten valores parecidos en el largo del
foliolo basal y apical, asi como en la distancia entre foliolos y el ancho de la articulacién

del foliolo.
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Tabla 3. Promedios (M) y + Desviaciones estandar (DE) utilizados para la caracterizacién de poblaciones de Zamia loddigesii. Z.

katzeriana'y Z. splendens. Los valores en negritas representan los valores mas altos para cada variable.

Especie Z. loddigesii Z. katzeriana Z. splendens
Cintalapa, Ocozocoa- Selva El San Selva El Selva El Salto de Huiman, Tapijulapa, Choapas,

Pob Chis. utla, Chis. Ocote Fernando Ocote Ocote Agua, Chis. Tab. Tab. Ver.

N 20 12 15 12 17 18 16 18 15 19

M = DE

NH 1.80+052 183+1.03 247+181 133+049 106+024 167+069 1.19+040 161+070 1.13+0.35 1.79+0.92
NF 31.70+10.42 30.08+17.24 53.73+14.67 558+090 6.35+1.46 10.00+2.63 6.50+0.89 11.83+1.92 7.80+251 3.84+0.83

LP 18.31+7.36 25.78+11.0 32.63+12.23 44.98+11.5 30.76+6.44 54.88+6.44 23.65+540 58.42+11.54 2537+9.39 39.75+8.94
LR 2230 +8.71 29.33+12.25 35.07+11.61 2593 +8.62 851+459 2473+999 587+190 40.26+9.83 10.51+9.00 13.78 +6.12
LFB 21.77+574 2357 +6.39 20.57 +6.21 23.41+4.87 2129+597 2356+456 17.68+3.38 30.54+4.94 2223+496 21.30+4.49
LFM 2471+6.03 27.29+591 2285+542 24.71+427 1899+8.13 24.90+3.86 18.83+2.64 34.94+4.27 2187+7.88 23.21+417
LFA 16.76 +4.75 19.58 +4.57 14.11+3.62 21.94+296 20.38+5.17 21.24+4.00 17.61+2.68 29.50+5.22 21.80+5.11 21.35+3.1(l
AFB 093+020 1.04+0.33 0.79+037 554+114 438+1.00 646+123 568+1.08 6.50+1.29 507+1.92 5.69+1.62
AFM 1.03+0.32 1.16+041 091+039 641+110 4.06+170 6.74+130 591+0.78 7.90+1.08 519+234 6.39+1.26
AFA 0.87+0.29 1.09+030 067+0.18 588+096 4.71+093 650+096 578+0.63 7.38+135 562+1.76 6.15+1.50
DEF 1.31+0.34 165+1.10 094+024 467+121 231+073 444+105 1.70+060 5.95+1.24 240+152 4.00+0.97
ADA 0.30+0.05 0.38+0.05 034+005 080+0.15 0.58+0.11 1.00+0.18 055+0.08 142+0.31 0.67+0.29 0.67+0.22
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Tabla 4. Promedios (M) y + Desviaciones estandar (DE) utilizados para la caracterizacion de
poblaciones de Zamia splendens (ZS), Z. loddigesii (ZL) y Z. katzeriana (ZK).

VARIABLE/ ZL ZK zs
SP M +DE M +DE M +DE
NH 2.02 +1.21 1.17 + 0.38 1.50 + 0.70
NF 38.32 + 17.20 6.03 + 1.30 7.99 + 3.42
LP 2478 + 11.63 36.65 + 11.24 41.32 + 17.50
LR 28.17 +11.79 15.72 + 10.84 19.57 + 14.66
LFB 21.85 + 6.04 22.17 + 5.55 23.20 + 6.12
LFM 2477 +5.93 21.36 + 7.29 24.97 +7.23
LFA 16.63 + 4.76 21.03 + 4.39 22.42 + 5.64
AFB 0.91 + 0.31 4.86 +1.19 5.91 +1.51
AFM 1.02 + 0.37 5.04 + 1.87 6.48 + 1.65
AFA 0.86 + 0.30 5.20 + 1.09 6.32 +1.42
DEF 1.28 + 0.66 3.29 + 1.51 3.79 + 1.85
ADA 0.34 + 0.06 0.67 +0.17 0.87 +0.39

Debido a la ausencia de normalidad de las variables (Anexo 1), todos los valores
fueron normalizados utilizando la transformacion Box-Cox en RStudio v. 10.13, a partir

de los cuales se realiz6 el Analisis de varianza (Tabla 5).

Tabla. 5. Resultados de analisis de varianza para variables paramétricas

Variable Suma de cuadrados Valor de F Valor de p
NH 25.30 4.20 0.000
NF 36.36 149.90 0.000
LP 2896.6 32.27 0.000
LR 1993.0 29.80 0.000

LFB 1698.0 7.01 0.000
LFM 3258.0 11.98 0.000
LFA 2571.0 15.79 0.000
AFB 805.3 66.41 0.000
AFM 1017.7 75.32 0.000
AFA 966.4 99.51 0.000
DEF 430.5 51.80 0.000
ADA 17.75 60.05 0.000
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Figura 2. Grafica de medias y error estandar de los caracteres morfolégicos que muestran la
variacion entre las especies analizadas, NH; Numero de hojas; LFB= Largo de foliolo basal,
DEF= Distancia entre foliolos, NH= Numero de hojas, NF; Numero de foliolos CINT; Cintalapa,
0OCOZ; Ocozocoautla, OCOTL; Selva El Ocote, SFER; San Fernando, SOKT; Selva El Ocote lll,
SSAG; Salto de Agua, TAH: Huimanguillo, Tab., TAP: Tapijulapa, Tab., VER; Choapas, Ver.
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Figura 3. Grafica de medias y error estandar de los caracteres morfolégicos que muestran la
variacion entre las especies analizadas, LP= Largo del peciolo, LR= Largo del raquis, LFM=
Largo del foliolo medio, LFA= Largo del foliolo apical. CINT; Cintalapa, OCOZ; Ocozocoautla,
OCOTL; Selva El Ocote, SFER; San Fernando, SOKT; Selva El Ocote Ill, SSAG; Salto de Agua,
TAH: Huimanguillo, Tab., TAP: Tapijulapa, Tab., VER; Choapas, Ver.
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Figura 4. Grafica de medias y error estandar de los caracteres morfolégicos que muestran la
variacién entre las especies analizadas, AFB= Ancho foliolo basal, AFM= Ancho de foliolo
medio, AFA= Ancho de foliolo apical, ADA: Ancho de articulacion. CINT; Cintalapa, OCOZ,
Ocozocoautla, OCOTL; Selva El Ocote, SFER: San Fernando, SOKT: Selva El Ocote Il, SOSP:
Selva El Ocote Ill, SSAG: Salto de Agua, TAH: Huimanguillo, Tab, Tab., TAP: Tapijulapa, Tab.,

VER: Choapas, Ver.
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La prueba de Tukey aplicada a las 12 variables, permite identificar que las
variables: Ancho de articulacion, ancho de foliolo apical, la distancia entre foliolos, el
numero de foliolos y el largo del foliolo apical son las que se agrupan a los individuos de

las tres especies de acuerdo a su area de distribucién (Anexo 3).

Analisis multivariado
Un total de 162 individuos pertenecientes a las tres especies: Zamia splendens, Z.
loddigesii y Z. katzeriana, fueron analizados considerando 12 variables vegetativas

separadas por las variables categoricas: LOCALIDAD y ESPECIE.

Las distancias cuadraticas de Mahalanobis fueron calculadas por individuo y los
valores promedios demuestran que la mayor distancia se encuentra entre Z. katzeriana
y Z splendens con el valor mas bajo y que las especies mas diferentes son Z

splendens 'y Z. loddigesii (Tabla 6).

Tabla 6. Resumen pareado de las Distancias cuadraticas de Mahalanobis entre las tres
especies de Zamia analizadas. ZS= Z. splendens, ZL= Z. loddigesii, ZK= Z. katzeriana.
Debajo de la diagonal los valores de Distancias cuadraticas, por arriba de la diagonal

valores de F (gl= 12.148). Para todos los casos p <0.05.

ZS ZL ZK
ZS 0 177.84 3.23
ZL 75.44 0 88.57
ZK 1.92 63.66 0
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Analisis de Discriminantes

La prueba de Wilk's Lambda fue estadisticamente significativa (p <0.05.) para los dos
factores considerando el analisis bajo la variable: ESPECIE (Tabla 6). Los resultados
obtenidos de la dispersion de las funciones discriminantes (LDA) permiten observar en
el espacio bidimensional a dos grupos con cierto sobrelape entre las localidades (Figura
5).

De las doce variables incluidas en las funciones de discriminantes candnicas
estandarizadas, unicamente el ancho de la articulacion, la distancia entre los foliolos y
ancho del foliolo medio, muestran los valores mas altos en los 7 factores calculados
(Tabla 8).
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Figura 5. Funciones Lineares de Discriminantes a partir de 12 radios morfométricos. Analisis por

individuos de 10 localidades analizadas.
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Tabla 7. Resumen del analisis de discriminantes para Z. splendens, Z. loddigesiiy Z. katzeriana.

Funcidn derivada Wilk’s Lambda x2 gl Valor de p
1 0.052 453.55 24 0.000
2 0.84 25.97 11 0.001

Tabla 8. Coeficiente de funciones discriminantes estandarizadas para cada factor de las
localidades de las especies Z. splendens, Z. loddigesii y Z. katzeriana, consideradas en
este estudio. Los valores en negrita representan los valores mas altos de cada factor. LD

(Linear Discriminant por sus siglas en inglés).

Variable LD1 LD2 LD3 LD4 LD5 LD6 LD7
NH 0.03 0.15 0.07 0.07 -0.22 0.42 0.25
NF -0.03 0.03 0.03 0.04 0.05 0.06 0.04
LP 0.02 0.02 0.01 0.10 -0.01 0.02 -0.02
LR 0.05 0.04 0.03 0.01 -0.07 0.13 0.01
LFB -0.03 0.06 0.04 0.03 0.18 0.10 0.03

LFM 0.03 0.00 0.05 0.14 -0.16 0.14 -0.12
LFA 0.07 0.01 0.06 0.05 0.04 0.02 0.04
AFB -0.30 0.39 0.28 0.16 -0.74 0.00 -0.47
AFM -0.13 0.43 0.06 0.25 0.15 0.36 0.96
AFA 0.18 0.00 0.33 0.09 0.46 0.17 -0.34
DEF 0.14 0.14 1.04 0.41 0.58 0.43 0.12
ADA 2.77 -2.84 5.29 -1.13 -0.32 1.46 0.13
C.Canonica 0.56 0.24 0.11 0.05 0.02 0.01 0.00

Entre las localidades, las variables que mas destacan por su variacion son el
largo del peciolo, el largo del raquis y el largo del foliolo medio. Para la localidad de
Tapijulapa, Tabasco; el largo del foliolo basal representa variacion con respecto al resto

de las localidades (Tabla 9).
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Tabla 9. Coeficiente de funcion de clasificacion por localidad de las especies Z. splendens, Z. loddigesii y Z. katzeriana,

consideradas en este estudio. Los valores en negrita representan los valores mas altos de cada funcion.

1 2 3 4 5 6 7 8

NH 1.8 1.79 1.61 1.73 1.81 1.33 1.72 1.133
NF 31.7 3.84 11.83 18.03 6.50 5.58 28.56 7.80
LP 18.30 39.75 58.42 43.24 23.65 44.98 31.64 25.37
LR 22.31 13.78 40.26 26.57 5.87 25.93 20.96 10.51
LFB 21.77 21.31 30.54 23.56 17.67 23.40 20.96 22.23
LFM 24.71 23.21 34.94 25.86 18.83 24.71 20.80 21.87
LFA 16.76 21.35 29.51 20.58 17.61 21.94 17.44 21.80
AFB 0.93 5.69 6.50 4.29 5.68 5.54 2.70 507
AFM 1.03 6.39 7.89 4.51 5.91 6.41 2.58 5149
AFA 0.87 6.15 7.38 4.34 5.78 5.88 2.81 5.62
DEF 1.31 4.00 5.95 3.32 1.70 4.67 1.67 2.40
ADA 0.30 0.69 1.42 0.75 0.55 0.79 0.47 0.67
Prob Prev 0.12 0.12 0.1 0.19 0.10 0.07 0.20 0.10
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Analisis de Componentes Principales (PCA)

Los valores de funciones de discriminantes revelan que son variables Ancho de la
articulacion del foliolo y largo del raquis las que determinan los primeros dos
factores respectivamente y que en conjunto con el numero de hojas en el factor 3; son
las que mejor discriminan a las localidades y especies explicando mas del 80 % de la
variacidon encontrada, de acuerdo a los valores propios (Eigen values) del analisis
(Tabla 10).

El grafico obtenido del PCA muestra claramente la separacion parcial de los
individuos de Z. loddigesii en color verde claro, de las otras dos especies analizadas y
muestra cierta relacion entre los individuos de Z. splendens (verde) y Z. katzeriana
(azul) pues hay mezcla de estos ultimos individuos hacia la dispersion de lo etiquetado

como Z. splendens (Figura 6).
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Tabla 10. Valores de correlacién en los componentes principales y eigen-values. Los valores en

negritas, representan los mas altos registrados. PC= Principal Component.

Variable PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
NH -0.37 143 -5.08 -3.77 0.10

NF 157 2.87 0.67 0.87 1.34

LP 2.06 0.95 1.69 252 3.60

LR 0.61 3.49 0.82 2.59 151
LFB 157 2.31 1.82 225 3.62
LFM 1.40 2.76 157 1.62 -1.96
LFA 2.05 0.63 2.32 227 0.95
AFB 2.29 1.56 -1.00 -0.45 0.83
AFM 2.39 1.19 0.98 0.12 222
AFA 2.29 -1.69 0.82 032 1.49
DEF 243 0.39 -0.40 1.28 0.0
ADA 2.45 0.61 052 1.06 1.07
P;)‘(’gl‘i’éa"g;" 0.51 0.22 0.08 0.07 0.03
:;3?1?&?;32 0.51 0.74 0.82 0.89 0.91
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Figura 6 Grafico de Analisis de Componentes Principales con 12 variables vegetativas y tres
especies de Zamia. En color azul Z. loddigesii, en color verde individuos de Z. splendens y de
color rojo, la mayoria de los individuos de Z. katzeriana.
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Discusion.

El analisis univariado muestra como los individuos se distribuyen en dos grupos mas o
menos definidos con evidente traslape, entre individuos de Z. katzeriana'y Z. splendens
para la mayoria de las variables exceptuando el Ancho de Articulacion del Foliolo, que
delimitan una ligera separacion de los individuos de Huimanguillo, Tabasco del resto de
las poblaciones en el analisis de varianza. Los individuos de esta localidad se han
etiquetado como Z. splendens y representan los valores mas altos para la mayoria de
las variables excepto el numero de hojas y de foliolos por planta, pues esta especie rara
vez posee mas de dos hojas por planta, esta ligera desviacién esta plasmada en los

graficos de cajas de bigotes que muestran la poca variacion entre especies.

Los individuos de la Selva EI Ocote en Chiapas, muestran en promedio, valores
mas dispersos que el resto de las localidades y se reflejan en la Prueba de Tukey,
(Anexo 4), considerando que esta localidad presenta mezcla cuando se analiza la
variacion intraespecifica para Z. splendens y Z. loddigesii. Lo anterior puede explicarse
debido a que se estan considerando (en el analisis por especie), a las variables que
menos cambian entre ellas de acuerdo a los valores de varianza, que son el largo del
foliolo apical (21.80 - 23.10), medio (21.30 - 24.90) y basal (16.60 - 22.40); este ultimo
con los valores mas bajos encontrados en Z. loddigesii, lo que podria expresarse con la
variacion morfolégica en esta especie, reportada por Schuztman y Vovides (1998),
exhibiendo variacion que depende del ambiente en que se desarrollen, afectando el
tamano y la forma de la planta. La variable con mas diferencia por especie es el largo
del peciolo, pues es Z splendens quien presenta el valor mas alto (reportado en la
descripcion de Whitelock (2002), de 32.50 a 37.50, con valores de 41.32 para este

estudio).

La distribucion geografica y las presiones ambientales juegan un rol importante
en la definicion de las especies, Limon et al. 2016, analizaron el efecto de la
heterogeneidad del ambiente sobre las poblaciones, determinando que los ambientes

mas perturbados pueden dar lugar a procesos de mezcla entre las especies. Moretti y
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Sabato (1984), ya consideraban que la diferencia entre habitats podria causar una fision
cromosdmica que permitia a las especies simpatricas, invadir y sobrevivir incluso en
ambientes xéricos, que los parientes con cromosomas simétricos; en este trabajo el
agrupamiento entre las variables ancho de la articulacion y ancho del foliolo apical, en
los individuos que son del estado de Chiapas (probablemente atribuido a la variedad de
vegetacion y las condiciones ambientales en el estado), dan evidencia de que esta
beneficiandose a la colonizacion de Z. splendens en selvas medianas y altas
perennifolias en Selva ElI Ocote ademas de las zonas de vegetacién secundaria entre
selvas bajas caducifolias (San Fernando), selvas medianas y Bosque de Pino (Selva El
Ocote), que se han identificado como las areas mas adecuadas para el desarrollo de Z.
katzeriana de quien se estima, ocupa lugares de vegetacidn poco conservada
(Nicolalde Morejon et al. Pérez-Farrera et al, 2016), mientras que Z. loddigesii que se
distribuye en Bosques secos, semideciduos (Cintalapa) y Bosque de Pino (Selva El
Ocote); explicando asi la ligera separacion de las especies con distribucion en Veracruz
y Tabasco y la marcada diferencia entre los grupos de acuerdo a la Prueba de Tukey de
la localidad de Huimanguillo, Tabasco. Newell (1985), no encontré diferencias
significativas entre los atributos foliares en Z. pumilla, exceptuando el largo del peciolo y
largo de la hoja que son las mismas variables que permiten una separacion entre Z.

splendens, Z. katzeriana 'y Z. loddigesii.

Las distancias cuadraticas de Mahalanobis determinaron que las poblaciones
mas similares son aquellas en donde se distribuyen Z. splendens y Z. katzeriana,
considerando la correlacion existente entre las 12 variables analizadas. Los resultados
de coeficientes de clasificacion agrupada y PCA muestran que hay variables que son
distintivas entre las especies, siendo el ancho del foliolo y la distancia entre los foliolos
las variables que mejor discriminan a las especies en la mayoria de los factores, tal y
como fue encontrado por Pérez-Farrera et al. (2016 en su validacién de Z. katzeriana
como una especie de origen hibrido (Z. splendens x Z. loddigesii) y que, mediante
analisis morfologicos, Nicolalde-Morejon et al. 2008; también reportaron utiles en la

separacion de las especies.
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La poblacion de San Fernando, Chiapas, que ha sido considerada como un sitio
de hibridacién por Pérez-Farrera et al. (2016), presentd valores promedio en las
variables en este estudio: el largo del peciolo, el largo del foliolo y el largo del raquis,
son las que caracterizan a las especies de este municipio al igual que en el municipio
de Huimanguillo, Tabasco. Los individuos colectados en La Selva El Ocote, presentan
los valores con menor variacion en las variables: numero de foliolos, largo del peciolo y
largo del raquis, lo que probablemente ocurre, por encontrarse en los limites de la
distribucion geografica de Z. splendens y Z. loddigesii, y ha dado lugar a que la forma y
tamano de las plantas estén homogeneizandose como resultado de la reciente
simpatria entre las especies que se refleja en la prueba de Tukey analizando
unicamente a los individuos de las tres especies distribuidas en esa region (Anexo 4).
Este fendmeno fue identificado por Limoén et al. (2016) que encontraron que parece
determinante en la expresion fenotipica, expresando esa variacion en un ligero traslape
en los resultados del analisis multivariado, evitando asi la separaciéon de las

poblaciones y por lo tanto de las especies.

En otras especies de cicadas, la variable: largo del foliolo ha sido
constantemente utilizada para discriminar a las especies. Pérez-Farrera et al. (2004)
determinaron que individuos de Ceratozamia norstogii presentan diferencias en largo y
ancho del foliolo de acuerdo al ambiente en el que se distribuyen. En 2009, Pérez-
Farrera y colaboradores, analizaron el complejo de especies Ceratozamia miqueliana y
lograron separar el complejo en las cinco especies que lo conforman de acuerdo a la
morfologia del foliolo. Ademas del ancho, la forma del foliolo es un caracter diagndstico
para C. mexicana, C. brevifrons, C. decumbens y C. moretti (Medina-Villareal y

Gonzalez-Astorga, 2016).
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Conclusiones

La variable Ancho de la Articulacion es la variable que mejor discrimina a las
especies y en segundo término la Distancia entre los foliolos y el largo del
Raquis, apoyando la hipotesis de que Zamia katzeriana es una especie de origen
hibrido entre Z. loddigesii y Z. splendens, explicando el 73 % y el 80 % de la

variacion entre ellas (PCA y LDA respectivamente).

Se observa una marcada inclinacion en individuos de Z. katzeriana compartir
caracteres morfoldgicos con Z. splendens sobre todo en el tamano de largo del
peciolo, largo del raquis y largo del foliolo medio; caracteres en lo que menor
variacion se observa entre estas dos especies (43.20, 26.50 25.85 para Z

splendens 'y 44.98, 25.93 y 24.70 para Z. katzeriana respectivamente) (Anexo 4).

Los individuos de Zamia splendens de Huimanguillo, Tabasco, poseen los
valores mas altos para la mayoria de las variables exceptuando numero de hojas
y numero de foliolos. Los individuos de Salto de Agua, Chiapas, muestran los
valores mas bajos para el numero de hojas y de foliolos por hoja debido a que

poseen el raquis mas pequefo registrado.

Los individuos de las tres localidades consideradas de Z. loddigesii muestran
valores similares para la mayoria de las variables, siendo los individuos
colectados en la localidad de Ocozocoautla, Chiapas los que presentan el mayor

numero de foliolos por hoja.
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Anexos

Anexo |. Test de normalidad de Shapiro-Wilk para las 12 variables analizadas. Ninguna

de las variables presenta normalidad en sus valores.

VARIABLE SHAPIRO-WILK VALOR DE P
NH 0.73 0.000
NF 0.92 0.000
LP 0.98 0.0212
LR 0.96 0.0001
LFB 0.97 0.0006
LFM 0.98 0.0078
LFA 0.94 0.000
AFB 0.83 0.000
AFM 0.82 0.000
AFA 0.80 0.000
DEF 0.97 0.0006
ADA 0.98 0.0374

Anexo Il. Prueba de homocedasticidad de varianzas para las 12 variables analizadas.

Valores de p>0.05 representan variables con homocedasticidad de varianzas.

VARIABLE PRUEBA DE BARTLETT (K) VALOR DE P
NH 40.10 0.0000
NF 52.80 0.0000
LP 23.78 0.004
LR 25.72 0.002
LFB 17.30 0.04

LFM 19.41 0.02

LFA 37.76 0.0000
AFB 14.02 0.1218
AFM 73.11 0.0000
AFA 32.08 0.0001
DEF 41.41 0.0000
ADA 41.03 0.0000
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Anexo lll. Resultados de prueba de Tukey con intervalo de confianza de 95 % con

implementacion de “Diferencia Honestamente Significativa (HSD en inglés)”.Se incluyen

las 12 variables vegetativas consideradas en el estudio dentro de las 10 localidades que

representan la distribucion de las tres especies de Zamia.

*Para cada especie, los agrupamientos son independientes aun cuando se presente la

misma simbologia.

ESPECIE/LOCALI

Ancho de Articulacion

DAD Huimangu | Ocote | Veracr | Tapijula | Salto de | Ocote San Ocozocoa | Cintala | Ocote
illo 1 uz pa Agua 2 Fernando utla pa 3
Zs A B C C C
ZL A B AB
ZK A B
ENTRE
ESPECIES A B CcD CcD DEF DE BC EFG G FG
ESPECIE/LOCALI Ancho de Foliolo Apical
DAD Huimanguil | Ocote | Veracr | Tapijula Salto de Ocote San Ocozocoaut | Cintala | Ocote
lo 1 uz pa Agua 2 Fernando la pa 3
ZS A AB B B B
ZL A B AB
ZK A B
ENTRE
ESPECIES A AB B BC BC (o BC D D D
ESPECIE/LOCALI Ancho de Foliolo Medio
DAD Huimanguil | Ocote | Veracr | Tapijula Salto de Ocote San Ocozocoaut | Cintala | Ocote
lo 1 uz pa Agua 2 Fernando la pa 3
Zs A AB BC BC C
ZL A B C
ZK A B
ENTRE
ESPECIES A AB BC CD BC D BC E E E
ESPECIE/LOCALI Ancho de Foliolo Basal
DAD Huimanguil | Ocote | Veracr | Tapijula Salto de Ocote San Ocozocoaut | Cintala | Ocote
lo 1 uz pa Agua 2 Fernando la pa 3
ZS A AB AB B AB
ZL A B C
ZK A B
ENTRE
ESPECIES A B B B B B B B B B
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Continua

ESPECIE/LOCALI

Distancia entre Foliolos

DAD Huimangui | Ocote | Veracr | Tapijula Salto de Ocote San Ocozocoau | Cintala | Ocote
llo 1 uz pa Agua 2 Fernando tla pa 3
Zs A B B C C
ZL A B AB
ZK A B
ENTRE ESPECIES A B B (o) CDE CcD B CDE DE E
ESPECIE/LOCALI Largo del Peciolo
DAD Huimangui | Ocote | Veracr | Tapijula Salto de Ocote San Ocozocoau | Cintala | Ocote
llo 1 uz pa Agua 2 Fernando tla pa 3
Zs A AB B C C
ZL AB B A
ZK
ENTRE ESPECIES A AB CcD EF EF DE BC EF F CDE
ESPECIE/LOCALI Numero de Foliolos
DAD Huimangui | Ocote | Veracr | Tapijula Salto de Ocote San Ocozocoau | Cintala | Ocote
llo 1 uz pa Agua 2 Fernando tla pa 3
Zs A A C B B
ZL B B A
ZK A B
ENTRE ESPECIES (o CcD F DE E E E B B A
ESPECIE/LOCALI Numero de Hojas
DAD Huimangui | Ocote | Veracr | Tapijula Salto de Ocote San Ocozocoau | Cintala | Ocote
llo 1 uz pa Agua 2 Fernando tla pa 3
ZS AB AB A B AB
ZL A A A
ZK A B
ENTRE ESPECIES A B CcD cD DEF DE BC EFG G FG
ESPECIE/LOCALI Largo de Foliolo Apical
DAD Huimangui | Ocote | Veracr | Tapijula Salto de Ocote San Ocozocoau | Cintala | Ocote
llo 1 uz pa Agua 2 Fernando tla pa 3
ZS A AB B B B
ZL A AB B
ZK A B
ENTRE ESPECIES A B B B BCD BC B BC cD D
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Continua

ESPECIE/LOCALI

Largo de Foliolo Medio

DAD Huimangui | Ocote | Veracr | Tapijula Salto de Ocote San Ocozocoau | Cintala | Ocote
llo 1 uz pa Agua 2 Fernando tla pa 3
Zs A AB BC C BC
ZL A B A
ZK A B
ENTRE ESPECIES A BC BCD BCD D CcD BCD B BCD BCD
ESPECIE/LOCALI Largo de Foliolo Basal
DAD Huimangui | Ocote | Veracr | Tapijula Salto de Ocote San Ocozocoau | Cintala | Ocote
llo 1 uz pa Agua 2 Fernando tla pa 3
Zs A B B B C
ZL A A A
ZK A A
ENTRE ESPECIES A B B B B B B B B B
ESPECIE/LOCALI Largo de Raquis
DAD Huimangui | Ocote | Veracr | Tapijula Salto de Ocote San Ocozocoau | Cintala | Ocote
llo 1 uz pa Agua 2 Fernando tla pa 3
Zs A A B C C
ZL A A A
ZK A B
ENTRE ESPECIES A C DE E E E BC BC CD AB
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Anexo |V. Grafica de medias y error estandar de los caracteres morfologicos que

muestran la variacion entre las especies analizadas, NH= Numero de hojas, NF=

Numero de foliolos, LP= Largo del peciolo, LR= Largo del raquis, AFB= Ancho foliolo
basal, AFM= Ancho de foliolo medio, AFA= Ancho de foliolo apical, ADA: Ancho de
articulacion, LFB= Largo del foliolo basal, LFM= Largo del foliolo medio, LFA= Largo de

foliolo apical, DEF= Distancia entre foliolos. SOKT: Selva El Ocote Katzeriana, SOLD;

Selva El Ocote Loddigesii, SOSP; Selva el Ocote Splendens.
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Capitulo I

Hibridacioén interespecifica en tres especies de Zamia (Zamiaceae) en
el sur de México.

Resumen

Para probar la probable hibridacion, se analizaron 208 individuos pertenecientes a 10
poblaciones de tres especies del género Zamia (Z. splendens, Z. katzeriana y Z.
loddigesii), abarcando su area de distribucién en los estados de Chiapas, Tabasco y
Veracruz con 12 loci de microsatélites disefiados para Z. integrifolia; con el objetivo de
evaluar la estructura poblacional y el flujo genético y estimar asi posibles procesos de
retrocruzamiento o hibridacién en las poblaciones de Z katzeriana. Se incluyeron
analisis de poblaciones cercanas de Z. loddigesii debido a que existen evidencias que
la sugieren como un progenitor putativo de acuerdo a su parecido morfolégico y
anatomico. De los 12 loci utilizados, siete de ellos se encuentran bajo seleccion
balanceadora y los analisis de diferenciacion fueron realizados suprimiendo dichos loci
para evaluar las variaciones en los resultados. El 88.3 % de los loci fueron polimorficos.
Se obtuvo un promedio de 5.1 alelos por localidad (2.60 a 7.50), la Heterocigosidad
esperada encontrada es de 0.54 en promedio (SD=0.02) mientras que la
Heterocigosidad observada resulté igual a 0.28 promedio (SD=0.03). Se estimé el grado
de diferenciacion genética a partir de los valores de Fst (0.18 a 0.37) resultando
moderado entre la mayoria de pares de poblaciones. Los valores del coeficiente de
endogamia (F) para las 10 poblaciones presentaron valores positivos con un promedio
de F=0.48 lo que sugiere niveles moderadamente altos de endogamia dentro de cada
poblacion con valores de variacidon respecto a las subpoblaciones de Fis= 0.46
(SD=0.07) y dentro de los individuos, con respecto al total analizado de F;=0.59
(SD=0.06), todas las poblaciones se encuentran fuera del Equilibrio de Hardy-Weinberg
(p<0.05). El andlisis de varianza molecular (AMOVA) muestra una estructura moderada

entre las poblaciones debido a que el 44 % de la variacién es atribuida a diferencias
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entre los individuos y solo el 23 % corresponde a diferencias entre las poblaciones
(Nm= 1.36), por lo que tedricamente, el flujo génico supera los efectos de la deriva
genética, evitando asi la diferenciacién local. El analisis de Asignacion Bayesiana
realizado en STRUCTURE, agrupa a los individuos en una K=5 y K=4 cuando son
removidos los loci bajo seleccion balanceadora, sefala a la localidad de Selva El Ocote
como el sitio en donde se encuentra un mayor numero de individuos con ancestria
mixta, apoyando la hipétesis de que ésta es una zona de contacto entre los
progenitores putativos y esta funcionando como zona de retrocruzamiento, que resulta
a los individuos de Z. katzeriana en Chiapas.

Palabras clave: Zamia, microsatélites, retrocruzamiento, Chiapas.
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Introduccion

Los patrones de variacion morfoldgica, ecoldgica, citologica (Moretti et al. 1991;
Vovides y Olivares, 1996; Norstog y Nicholls, 1997; Nicolalde-Morejon et al. 2008) y
genética (Gonzalez-Astorga et al. 2006; Limon, 2009) en Zamia son muy complejos, lo
que ha dificultado la caracterizacion del género, por lo que el uso de marcadores
moleculares representa una buena opcion para detectar fendmenos de variacion
estimando asi la diversidad genética, y explicando las relaciones genéticas entre

poblaciones e individuos.

En la mayoria de las especies, las poblaciones estan subdivididas en unidades
mas pequenas debido a factores geograficos, ecolégicos o de comportamiento
(Hedrick, 2011). Las relaciones genéticas dependen entonces, de la migracion efectiva
entre las distintas poblaciones o subpoblaciones, es decir; la homogeneizacion de la
variacion de las poblaciones depende del flujo genético, considerando que en plantas,
este depende del movimiento de los gametos masculino (polen) y de los zigotos (que se
encuentran dentro de las semillas). (Gillespie, 1998; Hoskin et al. 2005; Hedrick, 2011,
Nora et al. 2011). Los andlisis de marcadores genéticos pueden revelar alelos o
haplotipos compartidos que sean consistentes con fendbmenos como la hibridacion o la
introgresion (Addison y Hart, 2005), pues son diversos los procesos que pueden
resultar del intercambio de genes entre las especies. La introgresion es un fenbmeno
que se refiere a la introduccion en una poblacién de material genético de otras especies
0 subespecies, dando como resultado una mezcla entre las dos formas previamente
diferenciadas, por lo que el retrocruzamiento y la hibridaciéon pueden ser consideradas

como un posible mecanismo de especiacion (Soltis y Soltis, 2009).

El marcador genético ideal para estimar los niveles de variacion, debe ser
selectivamente neutro, biparental, heredado, codominante y diagndstico entre los taxa
de interés en multiples loci (Pritchard et al. 2007). Los microsatélites, son una
herramienta ideal para poder evaluar la diversidad genética de las plantas a varios
niveles de investigacion (Chase et al. 1996, Powell et al. 1996, Zhang y Hewitt, 2003),
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debido a su alto contenido de informacién, facilidad de genotipificacién, por ser un
marcador codominante multialélico, y posee alto poder discriminatorio asi como una alta
reproductibilidad de resultados (Morgante y Olivieri, 1993; Powell et al. 1996; Jones et
al. 1997; Russel et al. 1997).

Se incluyen en este estudio a las especies consideradas por Pérez-Farrera (et
al. 2016): Z splendens, Z. katzeriana y Z. loddigesii; quienes con evidencias
morfoldgicas y anatémicas esclarecieron la situacién taxondmica del grupo de especies
concluyeron la naturaleza hibrida de Z. katzeriana por posible introgresion en la
poblaciones. Se busca entonces; con evidencia molecular mediante el uso de
microsatélites, realizar analisis de agrupamientos genéticos; estimar la estructura
genética de las especies, su variacion y con esto lograr la separacidon de las especies
de modo que demuestran si Z. katzeriana es resultado de las interacciones entre

poblaciones de Z. splendensy Z. loddigesii.
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Materiales y métodos

Colecta

Fueron seleccionadas diez poblaciones distribuidas en los estados de Chiapas,
Tabasco y Veracruz en los que se contaba con registro de poblaciones de Zamia
splendens, Z. Kkatzeriana y Z. loddigesii (Pérez-Farrera y Vovides, comentarios
personales) (Tabla 1). En donde fue colectado un foliolo de la parte media de la hoja.
Posteriormente se colocaron en bolsas de cierre hermético para su transporte al

laboratorio y su almacenamiento a -20°C hasta iniciar con el proceso de analisis.

Tabla 1. Especies, tamafio de muestra y localidades de colecta de tres especies de

Zamia consideradas en este estudio.

Especie Clave N Localidad

Z. loddigesii ZLO 19 Ocozocoautla, Chis.
Z. loddigesii ZLC 20 Cintalapa, Chis.

Z. loddigesii ZLS 20 Selva El Ocote, Chis.
Z. splendens ZST 20 Tapijulapa, Tab.
Z. splendens ZSH 25 Huimanguillo, Tab.
Z. splendens ZSC 24 Las Choapas, Ver.
Z. splendens ZSA 25 Salto de Agua, Chis.
Z. splendens ZSO 20 Selva El Ocote, Chis.
Z. katzeriana ZKS 21 Selva El Ocote, Chis.
Z. katzeriana ZKF 14 San Fernando, Chis.
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Extraccion y visualizacion de ADN

Se realizé la extraccidon de ADN gendmico por medio del método CTAB (Anexo 1). La
calidad y concentracion del ADN se observaron en geles de agarosa al 1 % (Figura 7).
Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (bromuro de 3, 8 diamino-6-etil-5-
fenilnantridio) (Valadez y Kahl, 2000) y se corrieron en un buffer TAE 0.5X.

Figura 7. Extraccién de muestras de Zamia katzeriana en un gel de agarosa al 1 %

Amplificacién de ADN con microsatélites

Se utilizaron microsatélites de ADN nuclear disefiados para Zamia integrifolia (descritos
por Meerow y Nakamura, 2007; Meerow et al. 2012a; 2012b) debido a los altos niveles
de polimorfismo reportados (Tabla 11). La condiciones estandares de amplificacion
consistieron en 35 ciclos cada uno integrado por: desnaturalizacion inicial de 1 min a
94°C, alineamiento variable detallado en la Tabla 11, extension de 1 min a 72°C y una

extension final de 10 min a 72°C (Meerow y Nakamura, 2007).

Las reacciones para la amplificacién se prepararon con un volumen final de 25 pl
con las siguientes concentraciones: 1.25 U de GoTagFlexi DNA Polimerasa (Promega),
3 mM de MgClz, 10 uM de cada oligonucleétido, 1X de Green GoTaq Flexi Buffer PCR,
0.5 -1 uyl de ADN y agua libre de nucleasas, para completar el volumen. Los productos
de PCR fueron visualizadas en geles de agarosa al 2 % con un tampdn de carga de 1 pl
de azul de bromofenol y 4 ul de muestra (Figura 8). Los fragmentos de microsatélites
fueron genotipados por servicio GeneScan con el secuenciador de capilares ABI3730XL
de la empresa MAROGEN Inc. con un marcador de tamano estandar interno 400 HD.
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Tabla 11. Caracteristicas de los 12 microsatélites disefiados para Zamia integrifolia, Z. erosa, Z.

pumila y Z. portoricensis utilizados en este estudio con Z. splendens, Z. loddigesii y Z.

katzeriana.
. . Repeat Temp.
Oligonucleétido . . Dye Autor
Type Alineamiento
Merrow et al.
Zam 05 (GA)1® 60°C 6-FAM
(2012a)
Merrow et al.
Zam 16 (GA)13 60°C 6-FAM
(2012b)
Meerow y
Zam 28 (GT)'? 61°C HEX
Nakamura (2007)
Meerow y
Zam 29 (AGT)" 61°C 6-FAM
Nakamura (2007)
Meerow y
Zam 32 (GT)® (GA)™ 60°C HEX
Nakamura (2007)
Meerow y
Zam 35 (TG)" (TA)!O(TG)10 58°C 6-FAM
Nakamura (2007)
Meerow y
Zam 40 (AG)1® 61°C HEX
Nakamura (2007)
Meerow y
Zam 45 (GA)® 58°C 6-FAM
Nakamura (2007)
Merrow et al.
Zam 53 (GA)'® 58°C 6-FAM
(2012b)
Merrow et al.
Zam 58 (Te)M 60°C HEX
(2012b)
Merrow et al.
Zam 60 (CA™ 60°C HEX
(2012b)
Merrow et al.
Zam 62 (AG)! 61°C HEX
(2012b)
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Analisis de microsatélites

Los archivos de microsatélites obtenidos del secuenciador fueron importados al
programa GeneMapper 4.0 (AppliedBiosystems, 2005) para ser analizados. Los loci
polimdrficos se sometieron a pruebas de seleccion positiva o balanceadora, utilizando el
programa BayeScan 2.1 (Foll y Gaggiotti, 2008). Posteriormente se generdé una matriz

de datos en Excel para Mac con el programa GenAlEx v 6.5 (Peakall y Smouse, 2006).

Se analizé el equilibrio de Ligamento (DL) en cada poblacién con el programa
Arlequin 3.5 (Excoffier et al. 2005), utilizando la prueba de verosimilitud (Slatkin y
Excoffier, 1996). Se aplicé un método de Cadenas de Markov de Monte Carlo (MCMC)
con 100, 000 iteraciones, 10, 000 de burn-in y un nivel de significancia establecido en
p<0.001.

Figura 8. Amplificacion del microsatélite Zam60 con 10 muestras de Z. splendens en un gel de
agarosa al 2% y una escalera de 100 pares de bases con banda de interés amplificando a 200

pares de bases.
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Diversidad y estructura genética

La estadistica descriptiva (numero de alelos por locus (Anexo 2), numero de alelos
privados, Heterocigocidad observada y esperada y el indice de fijacion (o coeficiente de
endogamia) fueron calculados mediante los estadisticos F (Fisy Fir) en Arlequin 3.5
(Wright, 1965). La prueba de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) se corrié en el
programa GENEPOP 4.2 (Rousset, 2008), ademas del indice de diferenciacion Fsr vy el
equivalente estadistico utilizado para microsatélites (Rsr) en Arlequin 3.5. Se estimo el
numero de migrantes (Nm) entre pares de poblaciones y se consideré que un valor de
Nm>1 es una evidencia de flujo genético efectivo entre ellas. El analisis de varianza
molecular (AMOVA) y el célculo pareado de Fsr se realizé en los programas Arlequin

3.5 y GenAlEx con 10 000 permutaciones de los datos.

STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al, 2000) fue utilizado para evaluar la estructura
de las poblaciones y la mezcla entre las poblaciones. Se ejecutaron 20 réplicas por
cada millbn de MCMC, para obtener la probabilidad de asignacion a determinado
numero de poblaciones (K) con los siguientes parametros: un modelo de ancestria
“admixed” con las frecuencias alélicas correlacionadas y un set de K de 1 a 20. Los
resultados fueron analizados en el portal web Structure Harvester (Ear y VonHoldt,
2012) para obtener el numero de K adecuado utilizando los métodos de Evanno, Delta
K, tasa de cambio de la distribucién de la verosimilitud y la probabilidad de la
verosimilitud, obteniendo ademas una matriz Q de consenso a partir de las 20 réplicas

en el valor K éptimo (Evanno et al. 2005).

Un analisis de Coordenadas Principales (PCO) fue realizado en R Studio v. 10.13
para corroborar el agrupamiento de los individuos, debido a que los posiciona en un
espacio de reducida dimensionalidad, preservando al mismo tiempo sus relaciones
minimas de distancia (Podani y Miklos, 2002), de acuerdo a los valores de distancias

genéticas.
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Resultados

Se obtuvieron en total 2, 496 lecturas correspondientes a 208 individuos y 12 loci
amplificados. Las pruebas de seleccion (neutral, positiva o balanceadora) a las que se
sometieron los 12 loci analizados en BayeScan 2.1 se describen en la Tabla 12.
BayeScan, calcula directamente, los valores g para cada locus. Para este analisis se
eligid un umbral de valor de g de 5%, lo que significa que seran marcadores atipicos
(outliers) aquellos que posean un valor inferior al 5 % y que en este estudio resultan ser
los loci Zam05 y Zam45 (Anexo 1) (Figura 9). Siete de ellos se encuentran bajo una

seleccion balanceadora con valores de probabilidad posterior de 0.16 a 0.24.

Se observo un DL poco significativo, con el porcentaje mas alto entre los loci
Zam32 y Zam35 (p=0.014**) y entre Zam29 y Zam60 (p=0.019**).

Tabla 12. Resultados de la prueba de seleccion de loci polimorficos en las 10 poblaciones de

Zamia consideradas en este estudio. *PP= probabilidad posterior.

Tipo de seleccion
Locus

Positiva Balanceadora Neutral
ZamO05 - - PP=0.316
Zam16 - - PP=0.244
Zam28 - - PP=0.243
Zam29 - PP=0.241 -
Zam32 - PP=0.242 -
Zam35 - - PP=0.243
Zam40 - PP=0.242 -
Zam45 - PP=0.155 -
Zam53 - - PP=0.243
Zam58 - PP=0.232 -
Zam60 - PP=0.242 -
Zam62 - PP=0.242 -
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Figura 9. Prueba de seleccién en los 12 loci analizados.

En la Figura 10. Se observan los cromatogramas representativos generados en
el programa GeneMapper 4.0.
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Figura 10. Patrones electroforéticos representativos de 5 poblaciones de Zamia. El numero por

debajo del pico, representa el tamano del alelo. B, C y E representan individuos heterocigotos.
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Diversidad genética

Los analisis estadisticos descriptivos muestran un porcentaje de loci polimorficos
promedio de 88.30 % (EE= 3.56 %) con un rango de 66.60 a 100 %. El numero de
alelos por locus oscilo entre 2.60 y 7.50 en las 10 poblaciones (Tabla 13, Figura 11). El
mayor numero de alelos privados se presento en la poblacion de Z. katzeriana en Selva
El Ocote, Chiapas (1.67); mientras que el valor de completa ausencia se presenté en la
misma localidad pero de la especie Z. loddigesii. Los valores del indice de fijacion

reflejan una carencia de heterocigotos en la poblacion.

Tabla 13. Estadisticas descriptivas de la variacién genética en las 10 poblaciones analizadas de
Zamia. % LP= porcentaje de loci polimérficos, Na= numero de alelos por locus, Ne=
numero de alelos afectivos, I= indice de Shannon, AP= alelos privados, Hg, Ho=
Heterocigosidad observada y esperada, F= indice de fijacion. Los valores son medias y

errores estandar (EE). En negrita los valores mas bajos y mas altos para cada columna

calculada.

Poblacién %LP Na Ne | AP He Ho F
ZLO 91.67% Media 6.08 3.35 1.25 0.75 0.58 0.38 0.33
EE 0.93 0.62 0.18 0.31 0.07 0.07 0.10

ZLC 83.33% Media 3.92 2.38 0.87 0.50 0.45 0.29 0.35
EE 0.57 0.34 0.17 0.23 0.09 0.08 0.11

2LS 66.67% Media 2.67 2.02 0.70 0.00 0.40 0.17 0.57
EE 0.50 0.32 0.16 0.00 0.09 0.05 0.10

78T 100% Media 7.17 3.98 1.44 1.08 0.65 0.50 0.19
EE 0.96 0.79 0.17 0.45 0.06 0.07 0.11

2SH 100% Media 5.91 3.29 1.23 0.75 0.59 0.24 0.58
EE 0.94 0.48 0.18 0.33 0.07 0.06 0.08

250 83.33% Media 4.58 2.32 0.92 0.17 0.45 0.20 0.61
EE 0.97 0.43 0.20 0.11 0.09 0.06 0.09

2SA 75.00% Media 4.00 2.16 0.84 0.33 0.43 0.17 0.62
EE 0.86 0.42 0.18 0.19 0.09 0.05 0.07

250 91.67% Mean 4.67 3.01 1.15 0.33 0.57 0.29 0.51
EE 0.51 0.42 0.15 0.19 0.07 0.07 0.10

2KS 100% Media 7.58 4.41 1.52 1.67 0.67 0.33 0.45
EE 1.03 0.70 0.19 0.38 0.07 0.08 0.11

JKE 91.67% Media 4.42 3.01 1.16 0.67 0.60 0.18 0.69
EE 0.43 0.35 0.14 0.28 0.06 0.07 0.12

Total 88.33% Media 5.10 3.00 1.11 1.11 0.54 0.28 0.48
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Figura 11. Promedio de numero de alelos por poblacion.

La estimacion de flujo génico entre las poblaciones indica niveles moderados entre
las poblaciones (Tabla 14) y entre los loci analizados (Tabla 15), con un promedio de
1.47 individuos migrantes entre las poblaciones y una variacion promedio de los
individuos con respecto a las subpoblaciones como Fis de 0.46 (SE=0.07) y dentro de

los individuos en relacién con el total, como F7=0.059 (SE= 0.06).
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Tabla 14. Valores pareados de Fsty Nm entre todas las poblaciones analizadas. Los valores en

negrita representan el numero de migrantes entre poblaciones Z katzeriana y Z.

splendens. Debajo de cero estan representados los valores de Fsr.

ZLO ZILC ZLS ZST ZSH 2ZSC ZSA ZSO ZKS ZKF

0 1.74 099 202 177 09 089 197 252 145 ZLO
0.13 0 1.00 118 155 083 054 154 123 086 ZLC
0.20 0.20 0 1.06 129 054 049 108 1.02 083 ZLS
0.11 0.18 0.19 0 274 107 107 196 229 165 ZST
0.12 0.14 0.16 0.08 0 114 105 237 238 141 ZSH
021 023 032 019 0.18 0 0.60 0.81 1.07 096 ZSC
022 032 034 019 019 0.29 0 087 098 067 ZSA
011 014 019 011 010 024 0.22 0 2,67 142 ZSO
009 017 020 010 010 019 0.20 0.09 0 272 ZKS
015 023 023 013 015 021 027 015 0.08 0 ZKF

Tabla 15. Estadistica de flujo genético por locus, en todas las poblaciones analizadas.

Locus Fis Fir Nm
Zam05 0.58 0.74 0.42
Zam16 0.28 0.52 0.49
Zam?28 0.34 0.60 0.39
Zam29 0.15 0.17 9.40
Zam32 0.32 0.54 0.54
Zam35 0.52 0.65 0.68
Zam40 0.83 0.87 0.84
Zam45 0.07 0.22 1.23
Zam53 0.69 0.77 0.69
Zam58 0.53 0.62 1.17
Zam60 0.37 0.51 0.86
Zam62 0.81 0.85 0.87
Promedio 0.46 0.59 1.47
Error stnd 0.07 0.06 0.73
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Los resultados de heterocigosis con el programa GENEPOP 4.2 para todos los loci en relacion a la prueba de EHW,
muestran que ninguna de las poblaciones se encuentran en equilibrio (p<0.05) presentando un déficit de heterocigotos
(Tabla 16).

Tabla 16. Valores de significancia (p) de la prueba de Equilibrio de Hardy-Weinberg para 10 poblaciones de Zamia analizadas.

Notas: Monomorfico, ns: no significativo. *p<0.05; **, p<0.01, ***, p<0.001.

POB ZAMO05 ZAM16 ZAM28 ZAM29 ZAM32 ZAM35 ZAM40 ZAM45 ZAM53 ZAM58 ZAM60 ZAM62 TOT

ZLO 0'091 0.01* 0.00*** - 0.00"™* 0.72ns  0.01* 0.00**  0.00** 0.00** 0.11ns  0.00***  0.00***
ZLC 0.01*  0.95ns  0.18ns - 0.00*** - 0.00*** 0.02* 0.00™" 0.81ns 0.39ns 0.16ns  0.00***
ZLS - 0.00*™*  0.00*** - - - 0.00"**  0.79ns 0.03* 0.00***  0.00***  0.00***  0.00***

ZST 0.00***  0.00** 0.34ns  0.10ns 0.03* 0.51ns  0.00***  0.10ns 0.05* 0.00*™*  0.15ns  0.00***  0.00***

ZSH 0.00***  0.00**  0.13ns  0.00***  0.00*  0.00** 0.00** 0.56ns  0.00*** 0.00*** 0.00*** 0.00***  0.00***

ZSC 0.14ns  0.00*** - - 0.00**  0.00*** 0.00** 0.08ns 0.00*** 0.00*** 0.00*** 0.00*** [O0O0*
ZSA 0.00*** - - - 0.00**  0.00***  0.00**  0.08ns 0.01* 0.00***  0.00***  0.00***  0.00***
ZSO 0.00™*  0.00***  0.00*** - 0.01** 0.00**  0.00** 0.09ns 0.00** 0.00ns 0.90ns 0.00***  0.00***

ZKS 0.00***  0.00** 0.04* 0.91ns 0.01* 0.00***  0.00"**  0.14ns  0.00** 0.17ns  0.00**  0.00***  0.00***
ZKF 0.00"**  0.89ns  0.00*** - 0.68ns  0.00***  0.00**  0.00*  0.00**  0.01* 0.00*** 0.00***  0.00***

Tot. 0.00***  0.00***  0.00*** 0.03* 0.00***  0.00***  0.00*** 0.00*** 0.00***  0.00*** 0.00***  0.00*** 0.01*
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Estructura genética y diferenciacion

Los valores de Fsty Rst son concordantes y muestran una moderada diferenciacion,
indicando variaciones significativas mayores entre las localidades de Z. loddigesii en
Cintalapa y Z. splendens de Salto de Agua, en el estado de Chiapas; mientras que el
valor mas bajo fue encontrado entre las poblaciones de Z. katzeriana en Selva El Ocote
y San Fernando, Chiapas (Tabla 17). La diferenciacién entre las poblaciones de Z
splendens va de baja a moderada, siendo las poblaciones con menos diferenciacion
Huimanguillo y Tapijulapa, Tabasco; y las que poseen mayor valor de diferenciacion
son Las Choapas, Veracruz y Salto de Agua, Chiapas (0.08 y 0.29 respectivamente).
Para Z. loddigesii las poblaciones menos diferenciadas son Ocozocoautla y Cintalapa,
Chiapas con un valor de Fst de 0.11 y el valor mas alto de diferenciacion entre
Ocozocoautla y los individuos colectados en Selva El Ocote, Chiapas (0.20). Las
poblaciones muestreadas de Z. katzeriana poseen un bajo nivel de diferenciacién (0.09)

con los individuos de Z. splendens en La Selva El Ocote, Chiapas.

Tabla 17. Valores pareados de Fsty Rsrentre todas las poblaciones analizadas. Los valores de

Fst se muestran debajo de la diagonal, mientras que los valores de Rsr por arriba de la

diagonal.

POBLACION ZLOo ZLC ZLS ZST ZSH ZSC ZSA ZSO  ZKS ZKF
ZLO - 0.08*  0.20 0.23 0.15 0.29 0.20 0.27 0.25  0.55**
ZLC 0.13 - 0.17 0.20 0.13 0.33 0.18 0.23 0.24 0.49
ZLS 0.20 0.20 - 0.21 0.31 0.36 0.41 0.25 0.25 0.41
ZST 0.11 0.18 0.19 - 0.32 0.53 0.44 0.01 0.11 0.38
ZSH 0.12 0.14 0.16 0.08 - 0.22 0.17 0.36 0.25 0.47
ZSC 0.21 0.23 0.32 0.19 0.18 - 0.18 0.54 0.37  0.55**
ZSA 0.22 0.32 0.34 0.19 0.19 0.29 - 0.48 0.37  0.68**
ZSO 0.11 0.14 0.19 0.11 0.10 0.24 0.22 - 0.09* 0.38
ZKS 0.09 0.17 0.20 0.10 0.10 0.19 0.20 0.09 - 0.21
ZKF 0.15 0.23 0.23 0.13 0.15 0.21 0.27 0.15 0.08 -
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Las distancias genéticas de Nei (NeiD) sugieren que las poblaciones mas distintas
desde el punto de vista genético, de acuerdo a las diferencias en numero de
repeticiones entre los alelos son Salto de Agua, Chiapas, correspondiente a Z.
splendens y San Fernando, Chiapas de Z. katzeriana (1.06), mientras que el valor mas
bajo encontrado (NeiD=0.33) se encuentra entre las poblaciones de Z. loddigesii de

Ocozocoautla y Cintalapa, Chiapas (Tabla 18).

Tabla 18. Valores pareados de Distancias e Identidades genéticas entre todas las poblaciones
analizadas. Los valores de Distancias (NeiD) se muestran debajo de la diagonal, mientras
que los valores de Identidad (Neil) por arriba de la diagonal. Los valores en negritas

representan los mas bajos y altos encontrados.

ZLO ZLC ZLS ZST ZSHT ZSC ZSA ZSO ZKC ZKF

- 0.72 0.57 0.61 0.59 0.49 0.52 0.68 0.66 0.52 ZLO

0.33 - 0.65 0.50 0.63 0.53 0.37 0.65 0.46 0.39 ZLC
0.56 0.43 - 0.52 0.66 0.41 0.39 0.62 0.49 0.49 ZLS
0.50 0.70 0.65 - 0.72 0.48 0.53 0.61 0.58 0.48 ZST
0.53 0.45 0.49 0.37 - 0.57 0.57 0.71 0.66 0.48 ZSH
0.71 0.64 0.89 0.73 0.56 - 0.44 0.41 0.44 0.51 ZSC
0.65 1.00 0.94 0.64 0.57 0.83 - 0.53 0.46 0.35 ZSA
0.40 0.43 0.48 0.50 0.35 0.89 0.63 - 0.70 0.53 ZS0
0.42 0.77 0.71 0.54 0.42 0.82 0.77 0.36 - 0.70 ZKS
0.65 0.95 0.72 0.73 0.74 0.68 1.06 0.64 0.36 - ZKF

Los resultados de AMOVA (Tabla 19) muestran que el mayor porcentaje de
variacion, se encuentra entre los individuos (44 %), indicando la alta estructura
poblacional entre las poblaciones, con un valor de Fst para AMOVA igual a 0.22 es
decir; la diferenciacion es elevada entre ellas y suficiente para separar a las especies

de cada poblacion.

63



Tabla 19.Resultados de los analisis de AMOVA. En negritas se resaltan los valores mas altos.

3 Suma de Variacion
Fuente de variacion Componentes de la variacion

cuadrados (%)
10 poblaciones
Entre especies 311361.52 794.39 16.00
Entre poblaciones 385982.14 1186.00 23.98
Entre individuos dentro

1150399.90 2844.77 57.52
de poblaciones
Dentro de los individuos 25076.50 120.56 2.43
Zamia splendens
Entre poblaciones 367053.09 1879.79 37.15
Entre individuos dentro

682949.95 3085.76 60.99
de poblaciones
Dentro de los individuos 10724.50 94.07 1.86
Z. loddigesii
Entre poblaciones 112443.92 1290.69 31.64
Entre individuos dentro

306294.80 2681.19 65.73
de poblaciones
Dentro de los individuos 6323.00 107.17 2.63
Z. katzeriana
Entre poblaciones 14141.47 275.53 9.73
Entre individuos dentro

161155.16 2327.04 82.17
de poblaciones
Dentro de los individuos 8029 229.40 8.10
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El valor mas alto de Delta K indicé que K= 5 es el numero de clusteres genéticos
mas probable dentro de las 10 poblaciones analizadas (LnP (K)=8549.17 y una
desviacién estandar de 56.99) (Figura 12), agrupando en un mismo cluster a los
individuos de Z. loddigesii de las localidades de Ocozocoautla y Cintalapa en Chiapas
(Rojo), en un segundo grupo a los individuos de Z. loddigesii de Selva El Ocote y Z
katzeriana de San Fernando ambas en el estado de Chiapas (verde). El grupo tres esta
constituido por individuos del estado de Tabasco (Huimanguillo y Tapijulapa)
identificados como Z. splendens (rosa). Un cuarto cluster agrupa a los individuos de las
localidades de Las Choapas, Veracruz y Salto de Agua, Chiapas pertenecientes a las
especies de Z. splendens (amarillo), mientras que en el ultimo cluster se agrupan a
individuos distribuidos en la Selva EI Ocote en Chiapas, morfolégicamente identificados

como Z. splendensy Z. katzeriana (azul) (Figuras 13y 14).

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

2 3 4 5 6 7 8 9
K

Figura 12. Grafico de valores de Delta K que se obtuvo mediante el método de Evanno K=5
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Figura 13. Asignacion bayesiana de genotipos encontrada con STRUCTURE para las

localidades de Zamia analizadas.

Se utilizé la proporcion individual de los valores de pertenencia (Q) del total de
las iteraciones, para clasificar a los individuos analizados como individuos puros o con
cierta mezcla genética. El valor minimo de Q observada en las poblaciones putativas
de Z. splendens y Z. loddigesii sirvid de referencia para definir individuos puros.

Aquellos con valores inferiores al minimo, se tomaron como individuos con mezcla.
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Figura 14. Asignacion bayesiana de genotipos encontrada con STRUCTURE para los individuos
(“localidades”) de Zamia analizadas.
*Simbolo indica los individuos con posible mezcla genética de acuerdo a los valores de Q.

El PCO se llevé a cabo sobre la matriz pareada de valores de diferenciacion
genética (Fs7) en los genotipos de microsatélites individuales. EI PCO obtenido muestra
2 grupos mas o menos definidos entre las 10 poblaciones analizadas (Figura 15) en
donde se agrupa a los individuos de manera similar a STRUCTURE entre las especies
de Z. splendens - Z. katzeriana (elipse roja) y entre Z. loddigesii - Z. katzeriana (elipse

verde).
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Figura 15. Analisis de coordenadas principales para las 10 poblaciones analizadas de tres
especies Zamia A) Detalle de agrupamiento bajo la variable categdérica “Poblacion”, B)
Agrupamiento baja la variable categérica “Individuo/ Especie”. Ambos agrupamientos

calculados de acuerdo a los valores de Fsrentre las poblaciones analizadas.
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Se realizaron ademas, los analisis de diferenciacion genética basandonos en los
valores de Fsrty el agrupamiento mediante STRUCTURE, esta vez sin considerar a los
siete loci bajo seleccidén balanceadora (Zam29, Zam32, Zam40, Zam45, Zam58, Zam60

y Zam62) (Anexo 3) y se obtuvieron los resultados que se resumen en la Tabla 20.

Tabla 20. Valores pareados de Fsry Rsr sin considerar loci bajo seleccién de equilibrio, entre
todas las poblaciones analizadas. Los valores de Fsr se muestran debajo de la diagonal,

mientras que los valores de Rsr por arriba de la diagonal.

POBLACION ZLO ZLC ZLS ZST ZSH ZSC ZSA ZS0 ZKS ZKF
ZL0 - 0.05 0.2 0.27 0.15 0.32 0.15 0.28 0.27 0.58
ZLC 0.15 - 0.08 0.2 0.11 0.33 0.17 0.24 0.24 0.49
ZLS 0.22 0.24 - 0.18 0.32 0.38 0.27 0.18 0.24 0.43
ZST 0.22 0.27 0.28 - 0.37 0.61 0.49 0.01 0.13 0.42
ZSH 0.18 0.24 0.27 0.12 - 0.24 0 0.39 0.28 0.53
ZSC 0.23 0.26 0.34 0.25 0.11 - 0.1 0.58 0.41 0.61
ZSA 0.16 0.32 0.35 0.16 0.08 0.15 - 0.51 0.39 0.71
ZS0 0.15 0.2 0.24 0.2 0.17 0.23 0.22 - 0.08 0.36
ZKS 0.16 0.27 0.25 0.21 0.15 0.24 0.203 0.11 - 0.21
ZKF 0.25 0.33 0.28 0.27 0.23 0.23 0.26 0.202 0.11 -

El agrupamiento con STRUCTURE permite identificar a 4 grupos (K=4) con cierta
mezcla entre los individuos de las tres especies (Figuras 16 y 17). En un primer cluster
se encuentran los individuos identificados como Z. loddigesii (amarillo), en un segundo
cluster se encuentran los individuos del estado de Tabasco pertenecientes a Z.
splendens (rojo), el tercer grupo esta conformado por individuos de Z. splendens de
Salto de Agua, Chiapas y Las Choapas, Veracruz (verde), seguido del agrupamiento de
los individuos etiquetados como Z. katzeriana (azul). Todos los individuos de la
poblacién de Selva El Ocote de Z. splendens presentan una clara mezcla de lo grupos

anteriores.
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Figura 16. Asignacién bayesiana de genotipos encontrada con STRUCTURE para las

localidades de Zamia analizadas sin considerar loci bajo seleccion.

Z. loddigesii

IR R RE R

NI T M I T T T T T I ST S T T e e " TN \
2 e -l o i T B T L T o i i T e T B i T I D T i P4

o Z. loddigesii .o Z. splendens

|

odg Ao A,

TR RS
LT D

Figura 17. Asignacién bayesiana de genotipos encontrada con STRUCTURE para los individuos
(“localidades”) de Zamia analizadas sin considerar loci bajo seleccién.

*Simbolo indica los individuos con posible mezcla genética de acuerdo a los valores de Q.
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Se realizd el agrupamiento de los individuos en un PCO, basandonos en los
valores de Fsr pareados, resultando dos grupos mas o menos definidos formados a
nivel poblacional por Z. loddigesii y Z. splendens, pertenecientes al estado de Tabasco
(amarillo y rojo) y por otro lado a Z. katzeriana y Z. splendens de Selva El Ocote,
Chiapas (Figura 18, Arriba).

El analisis considerando los valores de Fsrentre individuos, agrupan de la misma
forma a los individuos de Tabasco de Z. splendens (rojo), a la mayoria de los individuos
de Z. loddigesii en un grupo marcado con ovalo amarillo. Un tercer grupo formado por
todos los individuos de Z. katzeriana, los individuos de Z. splendens de Selva El Ocote,
Salto de Agua, Chiapas y Las Choapas, Veracruz y algunos individuos de la localidad

de Selva el Ocote pertenecientes a Z. loddigesii (Figura 18, abajo).
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Figura 18. Andlisis de coordenadas principales para las 10 poblaciones analizadas de tres
especies de Zamia. Arriba: Detalle de agrupamiento bajo la variable categdrica “Poblacion”,
Abajo: Agrupamiento bajo la variable categérica “Individuo/ Especie”. Ambos agrupamientos

calculados sin considerar a los loci bajo seleccién de equilibrio.
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Para corroborar los agrupamientos anteriores, se realizO una prueba de
asignacion a grupos, mediante la probabilidad de pertenencia de los individuos en base
a funciones discriminantes. Los valores fueron mayores a 95 % para las poblaciones,
indicando clusteres claros y solamente los individuos de Z. katzeriana presentaron

valores mas bajos (92.8 %) (Figura 19).
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Figura 19. Pareado de asignacidén de pertenencia entre las 10 poblaciones analizadas de
Zamia.

La asignacién de pertenencia pareada (Figura 19), detalla altas probabilidades
de pertenencia (considerando que bandas de rojo representan un 100%). Las bandas
azules representan los grupos proporcionados por el analisis de hibridacion que para
este caso son consistentes (bandas azules dentro de los rectangulos rojos)
exceptuando las bandas amarillas de individuos de la poblacion 5 de Z. splendens en
Huimanguillo que muestra mezcla con Z splendens Veracruz y Selva El Ocote en
Chiapas y con individuos de San Fernando pertenecientes a Z. katzeriana. El mismo
caso se presenta en las poblaciones de Huimanguillo y Salto de Agua de Z. splendens

gue muestran individuos con posible mezcla genética.
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Discusion

Los analisis de seleccion realizados a los loci estudiados, muestran que, aun cuando no
presentaron indicios de seleccion positiva, la mayoria de éstos se encuentran bajo una
seleccion balanceadora y los analisis se realizaron considerando y excluyendo dichos
loci para comprobar si tenian efecto directo sobre los niveles de polimorfismo y la
diversidad de alelos en las poblaciones analizadas. La mayoria de los estudios
genéticos de poblaciones de cicadas se han reportado valores de Fsr altos entre las
poblaciones y una baja diferenciacién intrapoblacional (Walters y Decker- Walters,
1991, Yang y Meerow, 1996, Lin et al. 2000, Huang et al. 2004, Cibran-Jaramillo et al.
2010). Es posible que el alto numero de loci bajo seleccion balanceadora, sea la causa
de la variacion intrapoblacional para las 10 poblaciones analizadas (valores elevados),
lo que se ve reflejado en el 44 % de la varianza molecular atribuida a diferencias entre
los individuos de las poblaciones analizadas de Zamia, y considerando que los valores
de F (0.48) indican los niveles altos de endogamia debido a la variacion dentro de los
individuos (Fis= 0.46 SD:0.07), queda evidenciada la carencia de heterocigotos, algo
que es muy comun en microsatélites (Selkoe y Toonen, 2006; Hedrick, 2011), pero no
similar a lo encontrado en Z pumila (Salas-Leiva et al. 2017) cuyas poblaciones
analizadas en Bahamas presentaron valores de 0.03-0.11 para F como resultado de un
posible “barrido selectivo” en poblaciones costeras que presentan divergencias
morfoldgicas y ecoldgicas, de la misma forma que ocurrié con Z. erosa (Meerow et al.
2012b). Nuestros valores contrastan con los bajos niveles de Heterocigosidad
reportados para algunas poblaciones de Zamia en el Caribe, Walters y Decker - Walters
(1991) informaron Heterocigosidad observada de sélo 0.05 (para este estudio Ho=0.57).
Ellstrand y colaboradores (1990) encontraron que la Heterocigosidad total entre
Macrozamia en Australia fue de 0.08 muy por debajo de los valores encontrados entre

Z. splendens, Z. katzeriana 'y Z. loddigesii.

De acuerdo con la teoria neutral, los niveles altos de heterocigosis, pueden ser
causados por tasas de mutacion o tamafos efectivos muy elevados (4671.93 en
MIGRATE Software) (Kimura 1968, Small et al. 2007). Los bajos valores de
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heterocigosidad se han atribuido a habitat destruidos o que las poblaciones se
encuentren reducidas por amenazas antropogénicas, lo que trae consigo intercambio
de genes entre las especies que se distribuyen en zonas de transicion y con ello el
aumento de la endogamia; Pérez-Farrera y colaboradores (2016) reportan que las tres
especies de Zamia consideradas en este estudio, se distribuyen principalmente en
zonas conservadas, los individuos de Z. splendens en Selva Tropical Perennifolia y
algunas areas que bordean el bosque de Quercus; este ultimo ambiente representa el
habitat de Z. loddigesii. La areas de contacto entre estos dos ambientes, reconocidos
como Bosques secundarios o zonas de sucesion, posiblemente han propiciado la
colonizacion de individuos de Z. katzeriana, y son precisamente las localidades de esta
especie, las que poseen los valores mas altos de Heterocigosidad y valores de Nm de
0.83 a 2.72 entre ellas y con el resto de las poblaciones, ademas de una diferenciacion
baja con respecto a poblaciones de Z. splendens (0.18). Es entonces, la carencia de
heterocigotos, la causa principal de la reducida variacion entre grupos de especies y la
alta estructura poblacional atribuida a la moderada diferenciacion entre ellas (Fst para
AMOVA=0.22) considerando que niveles de Fsr cercanos a 0 indican que no hay
divergencia genética, dejando entonces abierta la consideracion de que Z. katzeriana
aun no puede diferenciarse genéticamente de los posibles progenitores, sustentando
asi la hipotesis central del trabajo que considera a esta especie, resultante de la

hibridacién entre Z. splendens 'y Z. loddigesii.

La reciente colonizacion de poblaciones de Z. katzeriana a lo largo de la
distribucion de las otras dos especies, 0 la posible conexion ecoldgica entre las
poblaciones geograficamente cercanas, es probablemente resultado del intercambio
constante de individuos entre dichas poblaciones, considerando que, ya se ha
reportado este fendmeno en cicadas. Gonzalez-Astorga et al. (2006) reportaron 1.60
migrantes entre las poblaciones de Z. loddigesii. El intercambio genético entre los
individuos de las especies de Zamia analizadas en este estudio, podria considerarse el
necesario para evitar que las poblaciones se aislen (diferenciacion local), favoreciendo

asi a la diversidad genética, reduciendo el impacto de la deriva genética.
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El nimero de alelos privados en las poblaciones fue mayor a 1 en dos
poblaciones; individuos de Z splendens en Tapijulapa, Tabasco (1.08) y en San
Fernando, Chiapas (Z. katzeriana) (1.10), y que por ser los valores bajos no hay
evidencia de que tengan alguna significancia sobre las poblaciones. Meerow et al.
(2012a), encontraron alta frecuencia de alelos privados (10 — 20 %) y un alto numero de
ellos (13) en Z. erosa, con posible importancia adaptativa representando signos de

“barrido selectivo” dentro de la poblacion.

El coeficiente de endogamia estimado para las 10 poblaciones analizadas
(0.482), es similar al reportado por Cibrian-Jaramillo (2010) para Cycas micronesica una
especie endémica de Guam con alta estructura genética entre poblaciones pero baja
conectividad entre ellas debido a niveles altos de endogamia con variacion dentro de
los individuos (0.315).

Zamia katzeriana se encuentra distribuida en un cluster con Z. splendens en
Selva El Ocote y en otro con Z. loddigesii en el municipio de San Fernando, Chiapas.
Este ultimo considerado como el sitio de origen de retrocruzamiento entre las especies
Z. loddigesiiy Z. splendens por Pérez-Farrera et al. (2016); sin embargo el estudio no
incluyd colectas en la zona de La Selva El Ocote; localidad que se ha identificado como
posible zona de introgresion entre las especies progenitoras putativas y que posee tipos
de vegetacion que facilitan el establecimiento de Z. katzeriana, lo que comprueba que
las zonas de transicidon (ecotonos) actuan como determinantes en la variacion de las
especies (Limén et al. 2016), en donde los individuos localizados en los extremos de las
distribuciones de Z. prasina'y Z. loddigesii no pudieron distinguirse morfolégicamente y

son considerados como especies distintas a las estudiadas.

Considerando que las especie del género Zamia se distribuyen generalmente en
bosques primarios con poca perturbacion, y aunque en tiempos recientes han
expandido su distribucion en zonas de vegetacion secundaria (Nicolalde-Morejon, et al.

2011), o bien son poblaciones relictas como resultando de la destruccién de su habitat
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primario (debido principalmente al tallo subterraneo que poseen) (Vovides, comentarios

personales), han dado origen entonces, a la mezcla entre ellas.

La localidad de San Fernando, Chiapas; mostrd niveles promedio de todos los
parametros analizados. Las poblaciones genéticamente mas distintas son Z. loddigesii
en Selva El Ocote y Z splendens en Salto de Agua, Chiapas con valores de
diferenciacion moderadamente altos (Fsr= 0.34, 0.35 este ultimo en el analisis sin los
loci sujetos a seleccion balanceadora) y un numero de migrantes menor a 1 (0.05) lo
que indica que el intercambio de individuos entre las poblaciones se ve sesgado
principalmente por la distancia entre ellas, y que la deriva génica puede probablemente

estar actuando de manera independiente en cada poblacion.

En total, se encontraron 52 individuos con ancestria mixta. Los bajos niveles de
hibridacién entre las poblaciones de acuerdo al numero de individuos considerados con
ancestria mixta (25 % del total de la muestra analizada) sugieren que la zona “hibrida”
(Selva ElI Ocote) presenta alelos que pueden incorporarse rapidamente a las
poblaciones considerando que el valor de F para esta localidad fue de 0.51,
incrementando asi la homogeneizacién entre ellas (0.33 alelos privados con respecto al
resto de las localidades). La localidad de Selva El Ocote, ha sido reconocida como zona
de mezcla, considerando que los genotipos intercambiados son mas parecidos a Z
splendens que a Z. loddigesii; por lo que se considera que es la introgresion generada
por la hibridacién entre las especies, facilitala mezcla genética con Z. splendens; esto
como resultado de un reciente entrecruzamiento (si tomamos en cuenta los niveles de

diferenciaciéon moderados y un numero de migrantes constante).
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Conclusiones

El intercambio entre los individuos de las poblaciones de Z. katzeriana, Z. splendens 'y
Z. loddigesii ha propiciado que las poblaciones no presenten diferenciacion local
(valores de flujo genético mayor a 1), y se vea favorecida la variacion genética entre

ellos, principalmente entre individuos de Z. katzeriana 'y Z. splendens.

Los analisis de clusteres posibles en STRUCTURE identifican a los posibles
hibridos o individuos resultantes del retrocruzamiento entre Z. loddigesiiy Z. splendens
explicando asi la moderada estructura poblacional e identificando que la variacion esta
determinada por los individuos. Esto considerando que las zonas de sobrelape entre los
progenitores putativos funcionan como zonas hibridas, por lo que es posible que
puedan contener individuos hibridos de retrocruzamiento, que se espera correspondan

a los individuos de Z. katzeriana.

Las pruebas que se realizaron excluyendo a los loci bajo seleccion balanceadora
representan valores similares en cuanto a diferenciacion genética, sin embargo, la
definicion de grupos genéticos estimados por STRUCTURE da lugar a una estimacion
mas aproximada del agrupamiento entre los individuos de Z. splendens y Z. katzeriana,
indicando probablemente la forma en cdmo los genotipos compartidos, se estan
conservando y/o adquiriendo mayores similitudes morfolégicas y genéticas con éste
ultimo progenitor putativo, al agruparse en su mayoria con individuos de Z. splendens

en las localidades en las que se observa sobrelape de distribucion.
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Anexos

Anexo |. Valores de g para Modelos de seleccién en BayeScan. Valores en negrita

representan los valores atipicos en la grafica.

Locus Valor de g Seleccion
1 0.26 Neutral
2 0.656 Neutral
3 0.78 Neutral
4 0.58 De equilibrio
5 0.80 De equilibrio
6 0.75 Neutral
7 0.71 De equilibrio
8 0.19 De equilibrio
9 0.83 Neutral
10 0.56 De equilibrio
11 0.82 De equilibrio
12 0.84 De equilibrio

Anexo II. Método de extracciéon de ADN por el método de CTAB.

Dia 1.

Maceracion de la muestra: Tomar un trozo de hoja de aproximadamente 1.5 x 1.5cmy
cortar en pedazos pequefos e introducirlos en un tubo para microcentrifuga de 1.5 ml
de capacidad. Agregar 50 ul de Buffer CTAB. Macerar las muestras hasta obtener una
pasta consistente. Agregar 650 ul de Buffer CTAB para cada tubo. Agitar en el vortex
20 segundos. Centrifugar 1 min a 16 000 revoluciones por minuto (rpm). Incubar a 65
°C 18 horas.

Dia 2.
Lavados con cloroformo y precipitacion.

Agregar 1 yl de RNAasa (10 mg/ml) y dejar reposar en bafio maria por una hora media
a 37 ° C. Centrifugar las muestras durante 5 minutos a 16 000 rpm. Tomar la mayor
cantidad de sobrenadante y pasar a un set de tubos nuevos etiquetados. Anadir 500 pl

de cloroformo a cada tubo. Vortex por 20 segundos. Centrifugar los tubos por 5 minutos
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a 16 000 rpm. Extraer 400 ul de la solucion de la capa superior del tubo. Agregar este
sobrenadante a la segunda serie de tubos etiquetados afiadir 400 pl de cloroformo a
cada tubo. Agitar. Centrifugar los tubos durante 10 minutos a 16 000 rpm. Extraer 250 pl
de la solucidn de la capa superior del tubo. Agregarlo al tercer set de tubos etiquetados
y afiadir 148.7 pl de Isopropanol 20.4 yl de Acetato de Amonio a 7.5 M a cada tubo
Centrifugar durante 10 minutos a 16 000 rpm. Decantar. Agregar 1000 pl de etanol al
70% a cada tubo. Invertir cuidadosamente el tubo de 2 a 3 veces. Dejar reposar el tubo

por 10 minutos.
Secado del botén

Centrifugar 2 minutos a 16 000 rpm. Volver a derramar la solucién. Secar el borde del
tubo para obtener la ultima gota del liquido fuera del tubo con cuidado de mantener el

boton. Dejar evaporar alcohol por 12 horas.
Dia 3.

Reconstitucion del boton: Agregar 50 pl de Agua estéril a cada tubo. Incubar en bafo
maria o bafio seco a 65 °C por 20 minutos. Centrifugar a 16 000 rpm por unos

segundos.
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Anexo lll. Frecuencias alélicas de 12 loci utilizados para evaluar la diversidad genética

de Z. splendens, Z. loddigesiiy Z. katzeriana.

Alelo/Tamano

Z. splendens

Z. loddigesii

Z. katzeriana

138 0.0339 0.0307 0
142 0.13559 0.02632 0
144 0 0.03509 0
148 0.04237 0.11404 0.11429
152 0.00847 0 0
160 0.21186 0.10526 0.74286
162 0 0.02193 0
164 0.0339 0.13596 0
ZAM 05 166 0.05085 0.24123 0
170 0.00847 0 0
172 0 0.03947 0
174 0 0.01316 0
176 0 0.01316 0
178 0 0.01754 0
184 0 0.01754 0.12857
204 0.01695 0 0
234 0 0 0.01429
161 0.08475 0.12281 0.31429
163 0 0 0.04286
165 0 0 0.01429
177 0 0 0.01429
179 0 0.04386 0.3
181 0.00847 0 0.01429
187 0.07627 0 0
193 0 0.00877 0
ZAM 16
195 0.02542 0 0
197 0.05932 0.00439 0
199 0.00847 0.00439 0
203 0.00847 0.00439 0
205 0.18644 0.02632 0
207 0.18644 0.17105 0.02857
209 0.13559 0.11842 0
211 0.01695 0.08772 0
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215 0.00847 0.02193 0
217 0.00847 0 0
225 0.04237 0 0
ZAM 16 227 0.0339 0 0
231 0 0 0.05714
233 0.00847 0 0
237 0.01695 0 0.14286
151 0 0.00439 0.04286
159 0 0.01316 0
165 0 0 0.15714
169 0.07627 0.01754 0.17143
171 0 0.13158 0.11429
173 0 0.00439 0
187 0.05085 0.02193 0.05714
ZAM 28
191 0 0 0.02857
197 0.01695 0 0
201 0.16949 0.00439 0
205 0.23729 0.14912 0.17143
207 0.24576 0.01754 0.1
209 0.09322 0.04386 0
211 0.04237 0.03947 0.01429
159 0.9322 0.85088 0.98571
ZAM29 196 0 0.00877 0.01429
201 0 0.00877 0
125 0 0 0.01429
127 0.01695 0 0
129 0.00847 0.01316 0
131 0.00847 0.03509 0
133 0.01695 0 0
135 0.0339 0.02193 0.14286
ZAM 32 137 0.08475 0.10965 0.34286
139 0.02542 0.02632 0.01429
141 0.62712 0.32018 0.15714
143 0 0.00877 0.02857
145 0 0 0.01429
149 0.00847 0.02193 0.01429
151 0 0 0.01429
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161 0.05932 0.22807 0
ZAM 32
163 0.04237 0.05702 0
42 0 0 0.02857
60 0 0 0.01429
62 0 0 0.02857
66 0 0 0.24286
68 0 0 0.11429
70 0 0.00877 0
74 0 0.01316 0
76 0 0 0.1
78 0 0.01316 0
ZAM 35
82 0 0.20175 0.18571
84 0.00847 0.17982 0.04286
86 0 0.04386 0.01429
88 0.05932 0.12281 0.11429
90 0 0.07895 0.1
92 0 0.05702 0
94 0 0.01316 0.01429
96 0.9322 0.21053 0
100 0 0.00439 0
186 0 0.00439 0
190 0 0.00877 0
194 0.10169 0.13596 0
196 0 0 0.02857
202 0.21186 0.01316 0.12857
204 0.11017 0.0307 0.31429
206 0 0.00877 0.02857
208 0 0.05702 0.04286
ZAM 40 210 0 0.03509 0.07143
212 0.08475 0.08772 0.02857
214 0 0.01754 0.01429
216 0 0.02193 0
220 0 0.24123 0.17143
222 0.14407 0.13596 0.04286
226 0.16102 0.03509 0.04286
230 0 0.01754 0
232 0 0.01754 0.01429
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234 0 0 0.02857
238 0 0.09649 0
ZAM 40
244 0 0 0.01429
248 0 0.00877 0
94 0.42373 0.46053 0.32857
96 0.01695 0.00877 0
98 0 0.01754 0
100 0 0.00877 0
108 0.00847 0 0
128 0 0.00439 0.01429
ZAM 45
136 0.0339 0 0
138 0.01695 0.0307 0
140 0.13559 0.29825 0.24286
142 0.11864 0.10526 0.01429
144 0.00847 0.02193 0
158 0.23729 0.04386 0.4
160 0.35593 0.29825 0
164 0 0 0.05714
166 0.21186 0.00877 0.05714
168 0 0.16667 0.02857
174 0 0 0.02857
178 0 0.0307 0
196 0 0.00439 0
208 0 0.07456 0
212 0.00847 0.09211 0
ZAM 53 214 0.02542 0 0.02857
216 0 0.02193 0.05714
218 0 0.0307 0.05714
220 0 0.00439 0.2
222 0.11017 0 0.11429
224 0.00847 0.00877 0.08571
226 0 0 0.02857
228 0 0.02632 0.05714
230 0.07627 0.01316 0.05714
232 0 0.00877 0
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209 0.04237 0.03509 0.07143
211 0.23729 0.39474 0.17143
213 0.64407 0.50877 0.47143
ZAM 58 215 0.02542 0.02632 0.18571
217 0 0 0.04286
219 0 0 0.04286
229 0 0 0.01429
152 0 0.00439 0
158 0 0.00439 0
160 0 0.00439 0.02857
162 0 0 0.2
176 0 0.00877 0
192 0 0.01754 0
194 0 0.02632 0
198 0.08475 0.02193 0
200 0.0339 0.02632 0.05714
ZAM 60 202 0.11017 0.22807 0.24286
204 0.11864 0.48684 0.14286
206 0.11864 0.04825 0.02857
208 0.45763 0.0307 0.02857
210 0.01695 0.02193 0.2
212 0.01695 0.02632 0
214 0 0.0307 0
216 0 0 0.01429
218 0.04237 0 0.02857
220 0 0 0.02857
144 0 0.02632 0.02857
162 0.01695 0 0
164 0.29661 0.25 0.11429
166 0.33898 0.22807 0.11429
168 0 0.04825 0.05714
ZAM 62
170 0 0.03509 0.1
174 0.12712 0.12281 0.11429
176 0.01695 0.0307 0.08571
178 0.00847 0.01754 0.05714
180 0 0.01316 0
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ZAM 62

182 0.01695 0 0
184 0 0.00439 0
186 0.01695 0.00877 0
202 0 0.00439 0
204 0 0 0.02857
208 0 0.00877 0
212 0 0.00877 0
214 0.01695 0.00439 0.02857
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Capitulo Il

Discusiones y conclusiones generales.

Pérez-Farrera et al. (2016) concluyeron que existen similitudes anatomicas y
morfoldgicas entre Z. splendens 'y Z. katzeriana y debido a la distribucion de esta ultima
en las zonas que ocupan las poblaciones de Z. loddigesii en el estado de Chiapas, se
puede considerar que esta zona es potencialmente un lugar de simpatria para varias
especies vegetales, pues hay registros de hibridacion en la zona de San Fernando,
Chiapas (Croat, 1983; Hodel, 1992) la cual resultd la localidad con indicios de
hibridacion para ese estudio y como se mencion6é anteriormente; son las zonas de
contacto las mas propicias para el intercambio genético pues los genotipos se ven

afectados directamente por la homogeneidad del ambiente (Limon et al. 2016).

Se ha considerado a la introgresion como el fendmeno que facilita el intercambio
de variacion potencialmente adaptativa entre individuos y poblaciones en contacto
(Rieseberg y Soltis, 1991; Baack y Rieserberg, 2007); siendo este el principal objetivo
de nuestro trabajo al pretender estimar la hibridacion como fenémeno potencial en tres
especies de Zamia. La variacion genética individual influye directamente sobre la
poblacional favoreciendo a procesos de hibridacion, retrocruzamiento y una introgresion
que a largo plazo pueda permitir diferencias a las poblaciones y con ello aumentar la
diversidad de las especies. De ahi, la importancia de haber analizado los niveles de
variacién intrapoblacional en Z. splendes, Z. loddigesiiy Z. katzeriana para estimar el
intercambio entre sus poblaciones y comprobar si Z katzeriana es una especie

resultante de esta variacion.

De acuerdo a los valores de la prueba de neutralidad, los loci indican que las
poblaciones deberian de estar siendo beneficiadas en un aumento de heterocigotos,
pues si la seleccion de equilibrio se fundamenta en un favorecimiento de ambos
extremos de la variacién, sin embargo, es probable que el tiempo aun no sea suficiente
para el establecimiento de nuevos alelos en la poblacién; dando como resultado los

patrones endogamicos obtenidos (He=0.76, Ho=0.56), lo que se explica al excluir del
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analisis a los loci que no estan bajo seleccidn balanceadora, por lo que es posible que
una seleccién ecologica, es decir; que el entorno mediante cualquier componente
ecologico, esté favoreciendo la interaccion (la utilizacion de espacios fisicos, la
explotacion de recursos troficos o las adaptaciones para optimizar la evasion de
depredadores , entre las mas importantes) (Nosil, 2012), y actue sobre las poblaciones
manteniendo asi, caracteres compartidos entre las especies (baja diferenciacion tanto

morfolégica como genética).

La direccién de la hibridacion, puede deducirse de la presencia y la frecuencia de
individuos con caracteristicas intermedias y utilizando las herramientas moleculares,
pues se puede estimar si los genotipos son compartidos de forma equitativa o son mas
similares a una de las especies parietales, en este caso; el numero de individuos
calculados con ancestria mixta basandonos en las probabilidades de pertenencia a un
grupo, se considera a Z. katzeriana como resultado de la introgresion o mezcla con

poblaciones de Z. splendens.

Zamia loddigesiiy Z. katzeriana son especies que coexisten en la simpatria, por
lo que los caracteres morfolégicos han funcionado en este estudio, como herramientas
utiles en la distincion de los grupos, sin asumir que la plasticidad esté actuando sobre
ellos, si no; que la expresion genética es la suficiente para diferenciar a los grupos
parentales de los posibles hibridos y establecer asi las distribuciones potenciales. La
exclusién de los loci bajo seleccion balanceadora, se realizé para eliminar la premisa de
que ésta influye directamente sobre los individuos y no sobre las poblaciones, dando
lugar asi al flujo génico moderado y con ello interpretar que las poblaciones se estén
comportando como un sola. Al excluir dichos loci del analisis, nos aseguramos de que
la variacion intrapoblacional es el resultado del intercambio de alelos en las poblaciones
y no de una seleccién que beneficie directamente a los individuos, lo que restaria
credibilidad a los porcentajes de frecuencias alélicas obtenidos.

El analisis global en relacién al Equilibrio Hardy-Weinberg muestra que ninguna
de las poblaciones presentan diferencias significativas (p= 0.05) por lo que no se
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encuentran en equilibrio, lo que podria traducirse como un efecto indirecto sobre los
niveles bajos de endogamia (Fst= 0.38), si consideramos que un Fsrcercano a 1 es el
equivalente a la diferenciacion completa de las especies), siendo la poblacién de Z
katzeriana en la localidad de La Selva El Ocote la que presenta los valores mas altos de
He (0.69) indicandonos que las poblaciones estan iniciando un proceso de
diferenciacion que no ha permitido que la diversidad alélica supere las frecuencias
alélicas ya establecidos, lo que se ve reflejado en los valores obtenidos de Fsty Rsr(sin
diferencias significativas entre las localidades analizadas de las tres especies), o que
podria indicarnos que los alelos mas relacionados no se encuentran dentro de cada
poblacion estudiada, sino entre los individuos de todas las localidades y que los alelos

que estos poseen, no estan contribuyendo a la diferenciacion genética.

La moderada estructura genética encontrada entre las 10 localidades analizadas,
es probablemente resultado del retrocruzamiento entre las especies progenitoras
putativas y Z. katzeriana, sin embargo; se necesitan mas estudios sobre el papel de los
procesos ambientales e intrinsecos que puedan afectar directa e indirectamente a la

aptitud hibrida, lo que proporcionaria la evidencia completa de nuestras conclusiones.

Considerando las recomendaciones de Walters y colaboradores (2004) sobre la
conceptualizando y reconocimiento de especies en cicadas, podemos entonces
proponer que Z. katzeriana es una especie de reciente origen y probablemente
resultado de la hibridacion entre Z loddigesii y Z. splendens de acuerdo a los
resultados intrapoblaciones (que nos permiten estimar la baja diferenciaciéon entre las
especies) para asi proponer, que la mezcla entre los individuos, el flujo génico entre
ellas y la conexidén geografica y ecoldgica existente entre las localidades; son los
factores que han influido en el surgimiento y el establecimiento de Z. katzeriana como

una nueva especie.
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