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RESUMEN

Zapoteca H.M. Hern. es un género de Leguminosae (Fabaceae) con 22 especies y 13
subespecies, distribuido en el Neotrépico, con centro de diversidad en México. No existen
estudios enfocados en delimitar su taxonomia desde un enfoque filogenético y menos
estudios que exploren su evolucion. Por tal razén, se realizé un analisis filogenético
utilizando evidencia morfolégica y molecular. También se utilizé analisis de reloj molecular
para explorar las causas de diversificaciéon en el pasado. Los analisis filogenéticos
obtenidos sugieren que Zapoteca es monofilético, pero no los subgéneros que la
componen. En este sentido, es necesario realizar cambios nomenclaturales. También se
encontré una alta propension a la convergencia morfolégica, pero con una clara seial
filogenética en la distribucion; las especies basales sudamericanas forman un grado y las
mas derivadas se encuentran en Megameéxico. Esto sugiere un origen sudamericano para
Zapoteca. El analisis de reloj molecular, sugiere una fecha de 34.4 mda para el grupo
corona de Zapotecay de 13.4 mda para el clado Megaméxicano. Este analisis sugiere
que la mayoria de los eventos de especiacion sucedieron entre los 11 y 3 mda y que el
levantamiento de los Andes fue el responsable del cese en el flujo genético de Zapoteca y
la formacion del eje Neovolcanico transversal fue el causante de la aceleracion en las

tasas de diversificacion en el clado Megamexicano.



ABSTRACT

Zapoteca H.M. Hern. is a genus of Leguminosae (Fabaceae) with 22 species and 13
subspecies, distributed in the Neotropics, with a center of diversity in Mexico. There are no
studies focused on delimiting its taxonomy from a phylogenetic approach neither studies
that explore its evolution. For this reason, a phylogenetic analysis was performed using
morphological and molecular evidence. Also, a molecular clockwise analysis was used to
explore the causes of diversification of Zapoteca in the past. The phylogenetic analyzes
obtained suggest the monophyly of Zapoteca but no of its subgenera. In this sense, is
necessary to do some nomenclatural changes. Also, a high tendency to morphological
convergence was found but with a evident phylogenetic signal in the distribution; south
american species are basal and form a grade, while the most derived species are found in
Megamexico. This suggest a South American origin. The molecular clock analysis
suggests a date of 34.4 my for the Zapoteca crown group and 13.4 my for the
Megamexico clade. This analysis suggests that the majority of speciation events occurred
between 11 and 3 mda and that the uplift of the Andes was responsible for the stop of the
genetic flow in Zapoteca and the formation of the transversal Neo-Volcanic axis was the

cause of the acceleration in diversification rates in the Megamexico clade.

Vi



Capitulo 1

CAPITULO I: INTRODUCCION

Zapoteca H.M. Hern. es un miembro de la familia Leguminosae (Caesalpinoideae, Ingeae)
que esta actualmente conformado por 22 especies y 13 subespecies. Este género tiene
su centro de diversidad en el estado de Oaxaca, México y se establece principalmente en
los bosques secos del Neotropico, aunque se puede encontrar en una diversidad de

ambientes desde bosque mesofilo hasta matorral xerofilo.

Zapoteca fue segregado de Calliandra Benth. por Hernandez (1986) quien encontrd una
serie de caracteristicas con patrones estables de variacion como por ejemplo el numero
cromosomico, caracteristicas de los cotiledones la plantulas, de la inflorescencia y el
polen. Una de las caracteristicas mas distintivas del género son sus unas estructuras en
foma de lenteja en las células centrales de la poliade. Posteriormente Hernandez (1989)
propuso una clasificacion infragenérica basada en caracteristicas de la hoja (ej. la

nervacion) y la inflorescencia (ej. formacion de pseudopaniculas).

Existen pocos trabajos enfocados en delimitar taxondmicamente a Calliandra y sus
segregados con un enfoque filogenético (ej. Rodriguez de Souza et al., 2016; Rodriguez
de Souza et al.,, 2013) y hasta la fecha no se ha realizado un estudio con suficiente
muestreo de Zapoteca. En vista de lo anterior, es evidente la necesidad de estudio del
género desde un enfoque filogenético. Por tal motivo, en el presente trabajo, se realizo el
primer analisis filogenético con un muestreo suficiente de Zapoteca utilizando informacion
morfolégica y molecular para someter a prueba la propuesta taxondmica de Hernandez
(1986, 1989). También fue posible responder algunas preguntas referentes al origen del

género y sus posibles causas de diversificacion.
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1.1 ANTECEDENTES

1.1.1 La familia Leguminosae

Leguminosae (Eudicotiledoneas, Superrosidas, Rosidas, Fabidas, Fabales [APG IV,
2016]) es la tercera familia mas diversa de angiospermas mas importantes en las tierras
bajas del Neotrépico (Cardoso, 2017; Gentry, 1988). Ademas concentra una alta
diversidad morfolégica que se refleja en su taxonomia: 727 géneros, (68 % de ellos
monotipicos como Faidherbia A. Chev. o con menos de 10 especies, hasta géneros muy

diversos como Astragalus L.) que concentran un total de 2,400 especies.

De acuerdo a Candolle (1825), la familia fue dividida en tres subfamilias: Caesalpinoideae,
(2,250 especies), Papilionoideae (13,800 especies) y Mimosoideae (3270 especies) que
podian ser diagnosticadas principalmente a través de la morfologia de la flor (Lewis et al.,
2005). Diversos estudios filogenéticos (ej., Doyle et al., 1997; Kass y Wink, 1996; Irwin,
1981) han sugerido que dicha clasificacion basada en caracteres florales no representaba
tres lineas de evolucion divergentes. Recientemente, la LPWG propuso una nueva
clasificacién infragenérica donde se reconocen seis subfamilias. Esta propuesta no
reconoce a la subfamilia Mimosoideae, a pesar de que forma un clado facilmente
diagnosticable con caracteres morfolégicos. Los autores de esta propuesta, sugieren
referirsele como el clado Mimosoide (LPWG, 2017). Este clado puede reconocerse
facilmente por las flores pequenas actinomorficas y radialmente asimétricas, pétalos
valvados y unidos en la base igual que los sépalos; ademas las flores se encuentran
dispuestas generalmente en inflorescencias en forma de cabezuela; vegetativamente se
caracteriza por sus hojas generalmente bipinadas y con nectarios extraflorales en el

peciolo (Lewis et al., 2005).

Dentro del clado Mimosoide se encuentra la tribu Ingeae que fue propuesta por Bentham
(1865) con base en los caracteres florales como por ejemplo sus estambres unidos en la

base formando un tubo que son diagndstico para la tribu. Sin embargo, existen algunas
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excepciones dentro de la tribu que no las presentan, por ejemplo, varias especies de
Havardia Small (Brown et al., 2008), o también miembros de otras tribus pueden presentar
dicho tubo como por ejemplo Acacia adenogonia (Pedley) R.S. Cowan & Maslin, A.
eriocarpa Brenan y A. ogadensis Chiov. La tribu Ingeae es considerada como un grupo
relativamente especializado, dada la progresion dentro de Leguminosae de los tubos con
10 estambres, con muchos estambres y eventualmente la fusion de éstos (Doyle y
Luckow, 2003).

Brown et al. (2008) sugiere que la tribu Ingeae en su presente circunscripcién, no es
monofilética ya que incluye a varios miembros segregados de la tribu Acacieae (Acaciella
Britton & Rose, Mariosousa Seigler & Ebinger, Senegalia Raf. y Vachellia Wight & Arn.).
En este sentido, el entendimiento de las relaciones de la tribu Ingeae esta inherentemente
asociado a entender también las relaciones de Acacieae. Actualmente, muchos autores
(Kyalangalilwa et al., 2013; Gémez-Acevedo et al., 2010; Brown et al., 2008) ya reconocen

un grupo que incluye a miembros la tribu Ingeae y algunos miembros de la tribu Acacieae.

1.1.2 Zapoteca H. M. Hern., un género dedicado a México

Zapoteca es un género de la tribu Ingeae (Leguminosae, Caesalpinioideae, clado
Mimosoide), cuyo nombre fue designado por Héctor Manuel Hernandez Macias en 1986,
en homenaje a la etnia Zapoteca que se establecié principalmente en el estado de
Oaxaca, México, que es el centro de diversidad de Zapoteca (Hernandez, 1986). Es un
grupo relativamente especializado como lo sugieren algunas caracteristicas ecolégicas,
como la antesis nocturna de sus flores y su polinizaciéon por polillas (orden Lepiddptera).
Actualmente, el género esta compuesto por 22 especies y 13 subespecies con una amplia
distribucion en el Nuevo Mundo, extendiéndose desde el suroeste de los Estados Unidos
de Ameérica (Sureste de Arizona y Suroeste de Texas), México, Centro América, gran
parte de Sudamérica hasta el norte de Argentina y las Antillas (Figura 1). Aunque
Zapoteca esta mejor representado en los bosques tropicales secos, este grupo se

establece en una variedad de ambientes que van desde vegetacién semiarida, hasta
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bosques tropicales perennifolios con un rango altitudinal que varia de los 0-2850 metros

sobre el nivel del mar.

La distribucién alopatrida de la mayoria de las especies de Zapoteca dificulta definir un
centro de riqueza a escala local. Sin embargo, a nivel regional es posible definir el sureste
de México como el centro de riqueza (Hernandez, 1989). En esta region se sobrelapa la
distribucion de varias especies como Zapoteca alinae H.M. Hern., Z. formosa (Kunth) H.M.
Hern., Z. lambertiana H.M. Hern., Z. media H.M. Hern., Z. portoricensis (Jacq.) H.M.
Hern., Z. ravenii H.M. Hern., Z. sousae H.M. Hern. & A. Campos (Hernandez y Campos
1994), Z. tehuana H.M. Hern. (Hernandez, 1989) y Z. tetragona (Willd.) H.M. Hern
(Hernandez, 1986). Se puede considerar otros dos centros secundarios de riqueza; uno
en Centroamérica (principalmente Costa Rica y Guatemala) donde se encuentra Z
costaricensis (Britton & Rose) H.M. Hern., Z. formosa, Z. mollis (Standl.) H.M. Hern., Z.
portoricensis y Z. tetragona, y otro en el norte de los Andes donde se encuentran Z
aculeata, Z: andina H.M. Hern., Z. caracasana (Jacq.) H.M. Hern., Z. formosa, Z.
microcephala (Britton & Killip) H.M. Hern. y Z. portoricensis. A escala global, Megaméxico
y Sudamérica parecen tener una riqueza similar (Figura 1), pero la riqueza en
Megaméxico esta concentrada principalmente en el sureste de México mientras que en
Sudamérica las especies presentan distribuciones considerabemente mas restringidas

que Megameéxico.
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Figura 1 Patrones de diversidad (riqueza de taxones) de Zapoteca en el Neotrépico.
La intensidad del negro de los cuadros (100x100 km) indica las zonas con mas riqueza (mas
oscuro= mas riqueza). Los circulos representan las tres zonas que se consideraron para comparar
los patrones de riqueza (Megaméxico, Sudamérica y el Caribe). Los niumeros arriba de los circulos
representan el nimero de unidades taxondmicas (especies mas subespecies). Dentro de los
circulos se encuentra el nimero de especies (izquierda) y subespecies (derecha) por region. Por
ultimo, los nimeros a un lado de las lineas punteadas sefalan el nimero de especies (izquierda) y
subespecies (derecha) que comparten. Mapa basado en 1024 ejempares de herbario (MEXU, MO,

NY) donde las especies mas raras generalmente fueron georeferenciadas.
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1.1.3 Zapoteca, un género Neotropical con una considerable diversidad en los

bosques tropicales secos

A pesar de que Zapoteca se puede encontrar en una variedad de ambientes (Ver cuadro
1), la mayor riqueza se encuentra en ambientes de climas secos y célidos. A escala local,
el estado de Oaxaca es el centro de riqueza de Zapoteca. Dada la posicién geografica de
este estado, los climas secos ocupan una considerable porcién de la entidad favoreciendo
el establecimiento de bosques tropicales secos. Por otro lado, especies como Z. aculeata,
Z. amazonica, Z. quichoi y Z. ravenii (la mayoria sudamericanas), claramente optan por
ecosistemas mas humedos, mientras que Z. formosa y Z. portoricensis, ambas

ampliamente distribuidas, se encuentran en una variedad de ambientes.




Capitulo 1

Cuadro 1 Distribucién geografica, vegetacion vy altitud de las especies de Zapoteca. Vegetacion:
bosque tropicla seco (BTS), bosque humedo tropical (BTH), bosque humedo de montaia (BHM),

matorral semiarido (MS).

Especie Distribucién, vegetacion y altitud

Z. acuelata Ecuador: Ambato, en el Monte Tungurahua. BHM (1600-2850 m).

Z. alinae México: Oaxaca. BTS, fresco (vegetacion secundaria). (1050-1800 m).

Z. amazonica Brasil: Acre. Ecuador: Morona-Santiago. Peru: Cuzco, Huanuco, Loreto, Pasco
y Ucayali. BTH. (350-900 m).

Z. andina Ecuador: Azuay y Loja. Peru: Cajamarca, La libertad y Piura. Bolivia: La Paz.

Endémica de los Andes. BTS. (1400-2650 m).

Z. balsasensis México: Guerrero. Bosques riberefios de la cuenca del rio Balsas. BTS, fresco.
(1650-1970 m).

Z. caracasana Norte de Sudamérica y Antillas (La Espafiola). En areas perturbadas de
diversos tipos de vegetacion.

Z. costaricensis  Costa Rica: Limoén y San José. BTH. (50—) 700-1300(—1700+).

Z. cruzii México: Guerrero. BTS. (995-1060 m).

Z. filipes Brasil: Amazonas, Goias, Minas Geraias y Rondoénia. Cerrados. (950 m).
Z. formosa Ampliamente distribuido en el Neotrépico. BTS (generalmente en areas

derivadas de matorral xeroéfilo y bosque tropical caducifolio).

N

. lambertiana México (distribucion discontinua en la vertiente Atlantica del norte de México y
en Oaxaca y Chiapas. BTS. (190-900 m).

Z. media E. U. (Texas) y ampliamente distribuido en México. MS. (1000-2150 m).

Z. microcephala Colombia: Santander, en el Valle del rio Magdalena.

Z. mollis Costa Rica: Guanacaste, Puntarenas y San José. Panama: Panama. BTS.

Z. nervosa La Espaiola. BTS (sobre rocas calcareas con poco suelo). (0-250 m).

Z. portoricensis ~ Ampliamente distribuido en el Neotrépico. BHM, BTH, BTS (sitios abiertos).

Z. quichoi México: Tabasco, en la Sierra de El Madrigal. BTH.

Z. ravenii México: Chiapas y Belice. BHM. (400-900 m).

Z. scutellifera Brasil: Para, Rondénia. Bolivia: Santa Cruz y Beni. Endémico de la cuenca
Amazédnica., BTS (generalmente en lugares abiertos y arenosos).

Z. sousae México: Oaxaca y Colima. BHM. (930-1500).

Z. tehuana México: Oaxaca. Endémica del istmo de Tehuantepec. BTS. (330-1100).

Z. tetragona México, Centroamérica y Sudamérica. BTH (habitats ruderales derivados de

bosques tropicales y subtropicales perenifolios). (0-1500 [2300] m).
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1.1.4 Afinidades morfoldgicas y taxondmicas en Zapoteca

Zapoteca posee caracteres morfolégicos que permiten diagnosticarla facilmente tales
como sus plantulas con cotiledones ovados, sésiles, foliaceos y efimeros; inflorescencias
formadas por capitulos compactos esféricos homomorficos; flores con estigmas en forma
de copa; polen dispuesto en poliades discoidales, acalimadas con 16 granos de polen con
una estructura en forma de lenteja en las células centrales (con excepcion de Z. nervosa);
el fruto es elasticamente dehiscente con valvas membranaceas o coriaceas. Todas estas
caracteristicas también se pueden encontrar en otros miembros de la tribu Ingeae con la
excepcion de las estructuras en forma de lenteja de las poliades (Figura 2). En términos
practicos, Zapoteca se puede diferenciar de otros grupos relacionados por sus frutos
elasticamente dehiscentes, las flores homomorficas, nunca con estambres color rojo y
estructuras florales finamente membranosas como por ejemplo, el céaliz y la corola en
relacion a Calliandra. y generalmente sin nectarios extraflorales (excluyendo Z. nervosa,
Z. filipes y Z. scutellifera) a diferencia de Faidherbia, Sanjappa a E.R. Souza & M.V.
Krishnaraj, Thailentadopsis Kosterm., géneros también segregados de Calliandra.

Figura 2 Poliades de Zapoteca y Calliandra. A la izquierda Z. tetragona. A la derecha, C.

houstoniana). Tomado de Hernandez (1986).
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Zapoteca fue segregado de Calliandra por Hernandez (1986) con base en la existencia de
una serie de caracteristicas con patrones estables de variacién (poliades, morfologia de
las plantulas, numeros cromosémicos, asi como varios rasgos reproductivos) que
revelaron la presencia de dos unidades taxondmicas bien definidas en Calliandra s.I. El
reconocimiento de otros segregados de Calliandra como: Viguieranthus Villiers (Villiers,
2002), Afrocalliandra E.R. Souza & L.P. Queiroz y Sanjappa, resulta en una clasificacion
mas natural (grupos monofiléticos). En el caso de Calliandra, la segregacion de Zapoteca,
y de otros segregados, reduce la variabilidad y distribucién del género; por ejemplo, se
generaliza la presencia de poliades calimadas con ocho granos de polen y se restringe el
género a América). Por otro lado, algunos estudios han sugerido que estos segregados de
Calliandra del Viejo Mundo forman un clado (Rodriguez de Souza et al., 2016) lo cual

puede sugerir un evento de dispersion unico al Viejo Mundo.

Originalmente, Zapoteca se conformd por las especies de Calliandra serie Laetevirentes.
y una revisién del género realizada por Hernandez (1989), reconoce 17 especies, de las
cuales tres fueron nuevas para la ciencia (Z. alinae, Z. andina y Z tehuana). En el mismo
trabajo se reconocen 11 subespecies, de las cuales Z. portoricensis subsp. pubicarpa se
describe como nueva. A la fecha se han descrito cinco nuevos taxones: Z. ravenii
(Hernandez, 1990), Z. sousae (Hernandez y Campos, 1994), Z. quichoi H.M. Hern. & A.M.
Hanan (Hernandez y Hanan-Alipi, 1998), Z. balsasensis H.M. Hern. y Z. cruzii H.M. Hern.
(Hernandez, 2015) y las subespecies Z. formosa subsp. sinaloana H.M. Hern.
(Hernandez, 2015) y Z. formosa subsp. socorrensis (I.M. Johnst.) G.A. Levin, H.M. Hern.
& Moran (Levin et al., 1989). En resumen, el género cuenta con 22 especies y 13

subespecies (Cuadro 2).

Referente a las relaciones infragenéricas, Hernandez (1989) subdividi6 a Zapoteca en
cuatro subgéneros en funcion de las caracteristicas de la vaina, los patrones de venacion,
la textura y el tamafo de los foliolos y el niumero de pares de foliolos por pinna.

Posteriormente, con el descubrimiento de Z. ravenii (1990), se reconoce Zapoteca
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subgénero Ravenia H.M. Hern. (1990) y se transfiere Z. tehuana a este subgénero.
Actualmente, se reconocen cinco subgéneros que posiblemente reflejen diferentes lineas

evolutivas dentro del género (Hernandez, 1989).
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Cuadro 2 Clasificacion actual del género Zapoteca. Tomado de Hernandez (2015, 1990, 1989,
1986); Hernandez y Hanan-Alipi (1998); Hernandez y Campos (1994).

Zapoteca
Subgénero

Nervosa
H.M. Hern.
Acuelata
H.M. Hern.
Ravenia
H.M. Hern.
Amazonica
H.M. Hern.

Zapoteca

Especie

N N

N NNN

Z
Z
Z

NNNNNNNNNN N N

nervosa (Urb.) H.M. Hern.

. aculeata (Spruce ex Benth.) H.M. Hern.

. ravenii H.M. Hern.

. tehuana H.M. Hern.

. microcephala (Britton & Killip) H.M. Hern.
. amazonica (Benth.) H.M. Hern.

. quichoi H.M. Hern. & A.M. Hanan

media (M. Martens & Galeotti) H.M. Hern.

. alinae H.M. Hern.

. lambertiana (G. Don) H.M. Hern.
. filipes (Benth.) H.M. Hern.

. portoricensis (Jacq.) H.M. Hern.

. mollis (Standl.) H.M. Hern.
. caracasana (Jacq.) H.M. Hern.

. tetragona (Willd.) H.M. Hern.

. andina H.M. Hern.

. costaricensis (Britton & Rose) H.M. Hern.
. formosa (Kunth) H.M. Hern.

scutellifera (Benth.) H.M. Hern.
cruzii H.M. Hern.
sousae H.M. Hern. & A. Campos V.

Subespecie

Z. subsp. portoricensis
A. subsp. pubicarpa H.M. Hern.
Subsp. flavida (Urb.) H.M. Hern.

Z. subsp. caracasana
Z. subsp. weberbaueri (Harms)
H.M. Hern.

Z. formosa subsp. formosa

Z. formosa subsp. salvadorensis
(Britton & Rose) H.M. Hern.

Z. formosa subsp. gracilis
(Griseb.) H.M. Hern.

Z. formosa subsp. rosei
(Wiggins) H.M. Hern.

Z. formosa subsp. mollicula (J.F.
Macbr.) H.M. Hern.

Z. formosa subsp. schottii (Torr.
ex S. Watson) H.M. Hern.

Z. formosa subsp. sinaloana
H.M. Hern.

Z. formosa subsp. socorrensis
(I.M. Johnst.) G.A. Levin, H.M.
Hern. & Moran

11
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1.1.5 Posicion sistematica de Zapoteca en el clado Ingeae + Acacieae

La relacion de Zapoteca con otros géneros de la tribu Ingeae + Acacieae aun no es clara.
Hernandez (1989), sugiere que posiblemente Zapoteca tenga una relacion mas cercana
con otros miembros de la tribu Ingeae que con Calliandra. La presencia de varios
caracteres (e.j., caracteristicas de la poliade, numero de cromosomas, morfologia floral)
atipicos en Ingeae, sugieren que Calliandra es evolutivamente divergente de otros
géneros de la tribu. Algunos analisis morfolégicos (Barneby y Grimes, 1996; Grimes,
1995) y moleculares (lganci et al., 2015; Brown et al., 2008; Luckow et al., 2000), han
relacionado a Zapoteca con Calliandra pero estos trabajos se caracterizan por contar con
un insuficiente muestreo de los géneros de la tribu Ingeae. Es recurrente encontrar como
grupo hermano de Zapoteca a Faiherbia (Kyalangalilwa et al., 2013; Luckow et al. 2003;
Miller et al., 2003), a la alianza Pithecellobium (Brown et al., 2008) o a Viguieranthus
Villiers (Rodriguez de Souza et al., 2013). La discrepancia en las relaciones genéricas de
Zapoteca seguramente se debe a que no se ha realizado un analisis integrando a todas
las especies (Calliandra, Faidherbia, Thailentadopsis y Viguieranthus) con las que se le ha
encontrado relacionada. Los analisis filogenéticos mas completos considerando un mayor
numero de especies de Zapoteca y grupos relacionados, han sido los de Rodriguez de
Souza et al. (2013) y Rodriguez de Souza et al. (2016). Sin embargo, ninguno obtuvo
resultados suficientemente robustos para definir una hipétesis filogenética fiable, aunque
sugieren que Zapoteca esta mas relacionado con los segregados de Calliandra que con el

mismo género Calliandra.

Las caracteristicas reproductivas fueron utilizadas para definir a los segregados en
Calliandra y podrian brindar informacion valiosa acerca de las relaciones de Zapoteca con
otros géneros. Por ejemplo, las poliades formadas por 16 granos de polen son una
caracteristica comun de Zapoteca y Viguieranthus (Rodriguez de Souza et al., 2013).
Faidherbia, aunque presenta poliades con mas granos de polen, continua asemejandose
mas a Zapoteca que a Calliandra. Con respecto al estigma, Zapoteca presenta un estigma
en forma de copa y estrecho lo que quiere decir que tiene apenas el suficiente espacio

para una sola poliade (Hernandez, 1986). Este tipo de estigma parece ser comun en la
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tribu Ingeae, a excepcion de Calliandra. Entonces, la informacion morfolégica también
sugiere que Zapoteca puede estar mas asociada a otros géneros (como los segregados

de Calliandra) que con Calliandra.

Varios estudios basados en datos moleculares (lganci et al., 2015; Kyalangalilwa et al.
2013; Brown, 2008; Brown et al., 2008; Miller et al., 2003) se han concentrado en
entender las relaciones internas de la tribu Ingeae. En Calliandra y sus segregados, se
han realizado algunos trabajos enfocados en la delimitacion taxondémica desde un
enfoque filogenético (Rodriguez de Souza et al., 2016; Rodriguez de Souza et al., 2013),
pero Zapoteca ha estado probremente representado en estos analisis. En este sentido,
ninguno trabajo se ha realizado enfocado en Zapoteca. Sin embargo, Hernandez (1989,
1986) establecid un punto de partida para entender las relaciones infragenericas en
Zapoteca. Con un analisis filogenético utilizando tanto evidencia morfolégica como
molecular, es posible someter a prueba la propuesta de Hernandez, asi como responder

preguntas referentes al origen del género y sus posibles causas de diversificacion.

1.1.6 Bases conceptuales: estudios filogenéticos basados en evidencia morfolégica

y molecular

Al inicio de la sistematica filogenética, la evidencia morfoldgica fue la unica fuente de
informacion para someter a prueba hipétesis de relaciones evolutivas (Henning, 1950).
Esta fuente de informaciéon habia sido utilizada desde que se crearon los primeros
sistemas de clasifcacion con la ayuda del método comparativo. La evidencia morfologica
tiene varias virtudes entre las que se puede destacar el hecho de que es posible obtener
informacion a partir de muestras de herbario. El uso de informacion morfologica también
implicaba que el investigador debe conocer el grupo que trabaja para garantizar una
codificacion correcta de los estados de caracter. Todo esto resulta en hipotesis de
relaciones que son el resultado de un riguroso proceso de interpretacion de la morfologia
del grupo que se estudia. Sin embargo, estas hipétesis de relaciones basadas en
evidencia morfoldgica no podian ser siempre sometidas a prueba o comparadas con otras

fuentes de evidencia (Wiens, 2004).
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A mediados de los afios 1960 se comenzé a acumular una nueva fuente de informacion
que mas adelante ocuparia protagonismo en los analisis filogenéticos: iniciaba el
desarrollo de la biologia molecular. Se inicia la secuenciacion de las primeras cadenas de
proteinas y de ADN. Esta nueva fuente de informacion se utilizé como uno de los
principales puntos de comparacién de las propuestas taxondmicas e hipétesis de

relaciones obtenidas con la informacion morfolégica (Scotland et al. 2003).

En la actualidad, el incremento en la capacidad de computo de las tecnologias
informaticas, la revolucion de las teorias filogenéticas y el desarrollo de la tecnologia
molecular, llevd a que, en la ultima década, hubiera un aumento en los estudios
filogenéticos (Doyle y Luckow, 2003). Actualmente, es posible trabajar con matrices de
informacién cada vez mas grandes e incluso es posible procesar diferentes tipos de
informacién en un solo analisis, através de los analisis denominados de evidencia total
(Kluge, 1989).

Desde que los datos moleculares se incorporaron a los analisis filogenéticos, ha existido
un debate sobre si éstos o los morfolégicos resultan mejores como fuente de informacion
para estimar la filogenia (Patterson et al., 1993). Por un lado, la informacién morfolégica
ha sido criticada por su susceptibilidad a la convergencia evolutiva (Sanderson y
Donoghue, 1989): también se ha criticado el hecho que la informacion morfolégica no
tiene modelos de evolucion concretos y su caracterizacion pudiera ser ambigua (Scotland
et al., 2003). Los detractores de la informacion molecular opinan que los caracteres
moleculares brindan una sefial muy débil y en algunos casos han sefalado que ha habido

dificultad para establecer homologias (Patterson, 1987).

El debate morfologia versus moléculas como mejor estimador de relaciones filogenética
aun sigue en discusion (Jenner, 2004). A pesar de lo anterior, la comunidad cientifica
parece estar de acuerdo en que ambos son un complemento y al no ser incongruentes
entre si, deben ser analizados en conjunto. Jenner (2004), por su parte propone que los
analisis filogenéticos actuales no deben excluir a los caracteres morfologicos en la

generacion de filogenias ya que pueden aportar informacion valiosa. Son numerosos los
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casos en los que ambas fuentes de informacion han logrado resolver relaciones
filogenéticas en conjunto. Por ejemplo, la familia Leguminosae se reconocio a partir de un
pequefio conjunto de datos morfologicos (Jussieu, 1789) y posteriormente, una gran
cantidad de estudios moleculares han confirmado su monofilia e incluso reconocieron
subfamilias estableciendo las relaciones entre éstas (LPWG, 2017). De igual manera, la
informacion morfologica permite incluir especies de las que no se han podido obtener
secuencias. Finalmente, la incorporacion de taxones extintos en las filogenias actuales

solo es posible al incorporar informacién morfolégica.

1.1.7 Métodos de analisis: de la maxima parsimonia a los métodos bayesianos

La parsimonia ha sido durante mucho tiempo el principio metodolégico mas usado para
inferir relaciones filogeneticas a partir de caracteres discretos, morfoldgicos y moleculares
(Lewis, 2001). El principio metodoldgico en la maxima parsimonia radica en obtener el
arbol que requiera el menor niumero de pasos evolutivos para explicar el conjunto de
datos que se presenta (Swofford et al., 1996). Este sencillo principio permite entender con
mayor facilidad el proceso que sufren los datos al ser analizados con los algoritmos de
parsimonia, lo que permite tener un mayor control y entendimiento sobre los resultados.
Sin embargo, los métodos basados en parsimonia presentaban el problema de analizar de
manera incorrecta conjuntos de datos cuando existia una variacion amplia en las
longitudes de las ramas del arbol (Holder y Lewis, 2003). Este problema metodoldgico se

conoce como atraccion de ramas largas (Felsenstein, 1978).

En los ultimos afos se ha popularizado el uso de métodos estadisticos en los analisis
filogenéticos. La maxima probabilidad y la inferencia bayesiana son métodos estadisticos
basados en modelos de evolucién molecular, donde se toma en cuenta conocimiento a
priori acerca de los caracteres (Holder y Lewis, 2003). Estas consideraciones son
particularmente importantes en caracteres moleculares donde se puede considerar las
fuerzas evolutivas y las caracteristicas genéticas de los caracteres. El método de maxima
verosimilitud estima la probabilidad de qué tan bien la matriz de caracteres es explicada

por los arboles filogenéticos (Felsenstein, 2004), mientras que la inferencia bayesiana
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estima la probabilidad de qué tan bien los arboles filogenéticos son explicados por los
datos (la matriz de caracteres) (Brooks et al. 2007; Huelsenbeck et al. 2001). A pesar que
ambos métodos de analisis cuentan con la virtud de no ser suceptibles a la atraccién de
rama larga, generalmente se ha preferido el uso de la inferencia bayesiana debido a que
este método utiliza “atajos” para los calculos, al emplear el algoritmo conocido como
Markov Chain Monte Carlo (MCMC), el cual permite realizar busquedas a través de un
numero menor de arboles segun sus valores de probabilidades posteriores (Huelsenbeck
etal, 2001). Esto permite que la inferencia bayesiana demande menos poder
computacional y sea mas rapida que la maxima verosimilitud. Estos dos métodos también
presentan problemas al ser poco confiables cuando las tasas de evolucion de ADN no son

homogéneas en el tiempo ni entre linajes (Kolaczkowski y Thornton 2004).

Ninguno de los tres métodos es inmune a errores, por lo que es necesario entender el
proceso de calculo para elegir el método que menos tenga errores segun el conjunto de
datos que se tiene. También se puede considerar el usar diferentes métodos y analizar la
concordancia de las hipotesis filogenéticas resultantes como indicios de robustez. Si
existe discordancia, entonces se debe tener cautela al discutir las relaciones filogenéticas

de los nodos discordantes (Kolaczkowski y Thornton, 2004; Pol, 2001).
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1.2 PREGUNTAS DE INVESTIGACION E HIPOTESIS

1. ¢ Zapoteca forma un clado monofiletico, asi como los subgéneros que lo conforman?

a. Hipétesis asociada. Hernandez (1989,1986), al estudiar el género Calliandra,
encontré una serie de caracteristicas con patrones estables de variacion que le
permitié proponer el género Zapoteca. Como parte de este trabajo, se realizé una
clasificacion infragenérica basada principalmente en rasgos vegetativos. Trabajos
posteriores han comprobado la monofilia del género, pero con un muestreo
limitado. Por ejemplo, Rodriguez de Souza et al., 2016 y Rodriguez de Souza et

al., 2013. Ambos incluyeron unicamente a los miembros del subgénero Zapoteca.

Entonces:

Todas las especies incluidas en Zapoteca bajo la actual circunscripcion formaran
un clado exclusivo sin otros miembros de la tribu Ingeae, como por ejemplo,
miembros de Calliandra o sus segregados del Viejo Mundo. Es decir, las
relaciones filogenéticas obtenidas seran coherentes con la circunscripcion de
Hernandez (1986).

Los cinco subgéneros de Zapoteca propuestos por Hernandez (1989), seran
grupos monofiléticos. Por lo tanto, se predice que las relaciones filogenéticas

seran coherentes con la clasificacion infragenérica.
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2. ¢ Fueron los cambios climaticos del Pleistoceno los principales responsables de la

diversificacion y la modelacion de la actual distribucion de Zapoteca?

a. Hipotesis asociada. Hernandez (1989) destaco la baja frecuencia de hibridos y
una distribucion alopatrica en las especies de Zapofeca, sugiriendo que la
especiacion fue resultado de un proceso de aislamiento genético producto del
aislamiento geografico. Por otro lado, pensando que los limites de los bosques
tropicales secos pueden funcionar como una barrera efectiva en la distribucién de
Zapoteca, se espera que la mayoria de los eventos cladogenéticos en Zapoteca
estén asociados al Pleistoceno, época que fue crucial en la expansion de los

bosques tropicales secos en el Neotrdpico.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

o Evaluar la filogenia del género Zapoteca utilizando evidencia morfolégica y

molecular.

1.3.2 Objetivos especificos

e Elaborar una filogenia para el género Zapoteca utilizando dos regiones
nucleares (ITS e ETS), dos regiones de cloroplasto (frnK y matK), e

informacion morfoldgica (asociado a la pregunta 1).

e Analizar la evoluciéon de caracteres morfologicos que tengan sefial filogenética

en Zapoteca (asociado a la pregunta 1).

e Realizar un cronograma de la evolucion de Zapoteca por medio de la
calibracion de los cladogramas con fosiles cercanos al grupo (asociado a la

pregunta 2).
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1 ANALISIS MORFOLOGICO

Se realizd un analisis filogenético basado en caracteres morfolégicos los cuales fueron
extraidos de las descripciones de Hernandez (2015, 1994, 1990, 1989, 1986) y
Hernandez y Hannan-Alipi (1998). Se corroboraron los caracteres morfolégicos mediante
la observacion de especimenes provenientes principalmente de los herbarios MEXU y
MO. También se revisaron ejemplares pertenecientes a otros herbarios: CICY, CIQRO,
FCME y UCAM asi como el material digitalizado de los herbarios P, K y NY (acrénimos
segun Thiers, 2015).

2.1.1 Taxones utilizados en el analisis morfolégico

Los criterios que se utilizaron para seleccionar los taxones para el analisis morfoldgico,
fue con base en aquellas especies que se encuentran en el analisis molecular, especies
que se puedan corroborar con material de herbario disponibley especies de géneros que

segun la literatura estan relacionados con Zapoteca.

El analisis filogenetico morfoldgico se enraizo con Vachellia farnesiana. Se tomaron tres
especies de Lysiloma: L. latisiliquum, L. divaricatum y L. sabicu. Un caracter unico para
Lysiloma es la dehiscencia craspedial de sus frutos. Sin embargo, dos de las tres
especies consideradas en el analisis (L. latisiliquum y L. sabicu), no cuentan con esta
caracteristica. Otro caracter notable (tambien presente en Hesperalbizia), son sus
estipulas muy desarrolladas en comparacion con otros géneros de la tribu Ingeae
(Thompson, 1980). Se tomaron las siguientes especies de la alianza Pithecellobium:

Ebenopsis ebano (Berland.) Barneby & J.W. Grimes, Havardia albicans (Kunth) Britton &
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Rose, H. campylacantha (L. Rico & M. Sousa) Barneby & J.W. Grimes, Painteria
leptophylla (DC.) Britton & Rose y Pithecellobium keyense Britton.

Se utilizo al menos un representante de los segregados ce Calliandra del Viejo Mundo:
Sanjappa cynometroides (Bedd.) E.R. Souza & Krishnaraj (monoespecifico),
Viguieranthus densinervus Villiers y Thailentadopsis tenuis (Craib) Kosterm. Tambien se
utilizo Faidherbia albida debido a que Analisis filogenéticos previos (Rodriguez de Souza
et al., 2016; Brown et al., 2008) han sugerido que esta estrechamente relacionada con
Zapoteca. Sin embargo, en lo que respecta a su morfologia Faiderbia comparte poco con
Zapoteca. De Calliandra fueron tomados C. haematocephala Hassk. y C. eriophylla
Benth.. Por ultimo se tomaron casi todas las especies que conforman a Zapoteca. No se
contd con suficiente material de las subespecies de Zapoteca. Solo se obtuvieron tres
subespecies de Z. formosa (Z. formosa subsp. formosa, Z. formosa subsp. rosei y Z

formosa subs. sinaloana).

2.1.2 Caracteres utilizados en el analisis morfolégico.

A continuacion, se presenta una lista de los caracteres que fueron codificados para el
analisis filogenetico morfoloégico, asi como también algunos caracteresecologicos y de

distribucion.

0. Distribucion. Nuevo Mundo (0); Viejo Mundo (1). En general se tomaron especies
americanas con excepcion de los segregados de Calliandra del Viejo Mundo y Faidherbia.
Vachellia, a pesar de presentar distribucion anfiatlantica, fue codificada como presente en
el Nuevo Mundo debido a que en este lugar, se encuentra su centro de origen. Analisis
filogenéticos exploratorios han sugerido que en la tribu Ingeae los grupos del Viejo Mundo
forman clados, lo cual tiene sentido con la idea que los eventos de dispersion

transcontinentales son poco frecuentes.
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1. Distribucion geografica. Megaméxico y las Antillas (0); Sudamérica (1). Este caracter es
particularmente util para el grupo interno, donde la mayoria de los subgéneros se
encuentran mejor representados en Sudamérica. Sin embargo, la mayoria de las especies
esta en Megaméxico. Se incluyé Megaméxico y las Antilas bajo el mismo estado de
caracter ya que ésta ultima comparte casi todas sus especies con Megaméxico (excepto

Z. nervosa)

2. Numero cromosomico. 16 (0), 26 (1). Calliandra es el Unico género incluido en el

analisis morfolégico que tiene un nimero cromosémico de 16.

3. Habito. Arbusto (0), arbol (1). El tipo de habito es generalmente constante en los
géneros. Por ejemplo, las especies de Zapoteca son generalmente arbustos, en tanto que

las especies de Lysiloma presentan un habito arboreo.

4. Espinas estipulares en el tronco. Ausente (0), presente (1). Este caracter esta
relacionado al desarrollo de espinas estipulares. Sin embargo, en algunos casos estas
espinas pueden expresarse Unicamente en los nodos de las ramas jévenes y no en el

tronco, como es el caso de Faidherbia, Sanjappa o Vachellia.

5. Braquiblastos. Ausentes (0); presentes (1). En el contexto de este caracter, los
braquiblastos hacen referencia a sistemas de brotes vegetativos cortos que son el
resultado de una adaptacion a climas xerofitos. Este caracter es diagndstico para los
miembros de la alianza Pithecellobium, aunque también lo presentan otros grupos como

por ejemplo Afrocalliandra y algunas especies de Calliandra como C. eriophylla.

6. Filotaxia. Espiral (0); distica (1). Este caracter varia considerablemente dentro de la
tribu Ingeae. En los taxa incluidos en el analisis, V. farnesiana y la alianza Pithecellobium
presentan hojas con filotaxia en espiral mientras que el resto, presentan filotaxia distica

(con hojas alternas en lados opuestos de un tallo y en el mismo plano).
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La persistencia, forma, y textura del cotiledén de la plantula son de utilidad a nivel
genérico e infragenérico. Estos caracteres se utilizaron para proponer a Zapoteca. De
acuerdo a Hernandez (1986), la ausencia de estados de caracter intermedio entre ambos
taxones, reflejan la ausencia de una cercana relacién; a pesar de que este autor incluyo a
ocho especies del subgénero Zapoteca y ninguna especie de otro subgénero, las
plantulas estudiadas muestran un alto grado de homogeneidad morfolégica intra e
interespecifica, lo que sugieren su consistencia al menos en el subgénero Zapoteca.
Debido a que las plantulas generalmente son poco estudiadas, solo se tiene informacion

para Calliandra y el subgénero Zapoteca.

7. Forma del cotileddn. Eliptico ovado (0); sagitado (1).

8. Pedicelo del cotileddn. Ausente (0); presente (1).

9. Textura del cotiledén. Foliaceo (0); carnoso (1).

10. Tipo de estipulas. Foliaceas (0); foliaceas rigidas y agudas (1); transformada en
espina (2). El tipo de estipulas varia considerablemente en la tribu Ingeae. Sin embargo,
es consistente a nivel de género. En Zapoteca, la mayoria de las especies presentan
estipulas foliaceas con excepcion de Z. aculeata cuyas estipulas son foliaceas, pero
rigidas. Por tal razon, este atributo fue codificado como un caracter aparte que se podria

considerar como intermedio entre la estipula foliacea y espiniforme.

11. Forma del peciolo. Terete (0); angulado (1). En general, los peciolos son teretes (o

redondeados) y en un solo caso es alado (Viguieranthus densinervus).

12. Canal en el peciolo. Ausente (0); presente (1).
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13. Nectarios extraflorales en el peciolo de la hoja. Ausente (0); presente (1). La ausencia
0 presencia de los peciolos ha sido utilizada para diagnosticar géneros debido a su
consistencia en especies filogenéticamente emparentadas, por ejemplo en especies del
mismo género. En Zapoteca, la mayoria de sus miembros, no presentan nectarios en el
peciolo, con excepcion de tres especies (Z. nervosa, Z. scutellifera y Z. filipes).
Considerando que la mayoria de los géneros con los que se ha asociado a Zapoteca se
caracterizan por tener nectarios extraflorales en el peciolo, se asume que este caracter es

ancestral para Zapoteca.

14. Longitud media de los foliolos (mm). Micréfilo (2.35 a 17.5) (0); macrdfilo (39 mm o
mas) (1). Las hojas microfilas se encuentran comunmente en Zapoteca subgénero

Zapoteca y las hojas macrofilas son mas comunes en el resto de los subgéneros.

15. Consistencia del foliolo. Membranaceo (0); cartaceo o coriaceo (1): este caracter se

ha empleado a nivel de subgéneros para dividir a las especies de Zapoteca.

16. Pubescencia de los foliolos. Ausente (0); potencialmente presente (1). La pubescencia
es considerada como un caracter poco util como indicador de relaciones filogenéticas,
debido a que es altamente variable en diferentes poblaciones de la misma especie. Sin
embargo, se noté6 que los miembros de Zapoteca subgénero Aculeata, Zapoteca
subgénero Amazonica y Zapoteca subgénero Nervosa presentan foliolos

consistentemente glabros.

Los caracteres relacionados a los foliolos, por ejemplo, los relacionados a la nervacién o
consistencia, fueron utilizados por Hernandez (1989) como diagnodstico para identificar los
subgéneros de Zapoteca. Segun este autor, estos caracteres reflejan la naturaleza

divergente de los subgéneros de Zapoteca.

17. Tipo de venacion en la region basal de los foliolos. eucamptédromo (0);

broquidédromo (1). Este caracter es autopomorfico para Z. nervosa. Se decidié incluir en
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el analisis debido a que reflejaria evolucion anagenetica representada en el largo de las

ramas.

18. Numero de venas primarias. 1 (0); 2 (1). Zapoteca amazonica y Z. microcephala son
las Unicas especies que presentan dos venas primarias. Este caracter fue utilizado como

diagnéstico para Zapoteca subgénero Amazonica (Hernandez, 1989).

19. Venacion marginal. Curvas (0); torcidas (1); fimbriada (2).

20. Visibilidad de las venas secundarias y terciarias. Inconspicua (0); conspicua (1).

21. Presencia de la areola (nervacion terciaria). Ausente (0); presente (1). La nerviacién
secundaria y terciaria puede ser conspicua o inconspicua. Para el primer caso, a veces
esta nervacién forma areolas como en el caso de los miembros de Zapoteca subg.
Amazonica donde Hernandez (1989) lo describié como “imperfectly developed areoles”.

Para el caso del resto de los subgéneros fue descrito como “incompletly closed”.

22. Formacién de pseudopaniculas. O=ausente o no desarrollada; 1=a veces presente o
consistentemente presente y poco desarrollada; 2=consistentemente presente y muy
desarrollada. Una caracteristica consistente en la mayoria de las especies de Zapoteca,
es la presencia de pseudopanicula. Existen variantes a esta condicion dentro del género.
La mas importante es en Zapoteca subgénero Amazonica, donde las pseudopaniculas
estan contrastantemente mas desarrolladas que el resto de los subgéneros. Por tal razon,

se sugiere que este caracter es altamente informativo.

23. Sistema sexual. Hermafrodita (0); andromonoico (1). La andromonoecia es un
fendmeno caracterizado por la presencia de flores bisexuales y flores unisexuales
masculinas en el mismo individuo. Esto ha sido registrado para varios grupos de plantas

incluyendo Zapoteca.
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24. Color de los filamentos de la flor. Blanco, crema, blanco-verdoso o amarillo (0); rojo o

rosado con la mitad basal (rara vez la distal) blanca (1); completamente rojo intenso (2).

25. Antesis. Diurna (0); nocturna (1). Hernandez (1989) sugiri6 que todas las especies
estudiadas de este género presentan antesis nocturna. Observaciones recientes han
confirmado también este patron que también se ha observado para géneros como

Sphinga Barneby & J.W. Grimes.

Las caracteristicas mas contrastantes que reflejan la naturaleza divergente de Calliandra
se encuentran en las poliades. Zapoteca por otro lado, presenta caracteristicas tipicas en

sus poliades en relacion a otros miembros de la tribu Ingeae.

26. Numero de granos de polen por poliade. 7 (0); 8 (1); 16 (2); 30 (3).

27. Forma de las poliades. Discoides (0); bisimétricas (1).

28. Apéndice de la poliades. Ausente (0); presente (1).

29. Cohesion de las poliades Acalimadas (0); calimadas (1).

30. Células centrales de la poliade formando unas estructuras lentiformes en la superficie.
Ausente (0); presente (1). Esta caracteristica es considerada como un caracter distintivo y

Unico para Zapoteca.

Los caracteres morfologicos asociados al fruto han sido altamente valorados como
caracteres informativos en la familia Leguminosae y particularmente en la tribu Ingeae. Un

claro ejemplo de esto son los géneros de la alianza Pithecellobium los cuales fueron
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descritos apartir de caracteristicas del fruto. Filogenias recientes han corroborado la

integridad de estos géneros con ligeras modificaciones.

31. Forma del fruto en vista frontal. Falcado (0); moniliforme (1); oblanceolado (2);

oblongo (3); cilindrico (4).

32. Forma del fruto en vista transversal. Lineal (0); sub-terete a terete (1).

33. Fruto (seccién lateral). Compreso (0); no compreso (1).

34. Textura de la vaina. Membranosa (0); cartacea (1); coriacea (2).

35. Dehiscencia. Indehiscente (0); elasticamente dehiscente (1); craspedial (2);

Dehiscencia regular (3).

36. Endospermo. Ausente (0); presente (1). Solo los géneros Painteria y Havardia

presentan endospermo.

37. Polinizador. Generalista (0); por polillas (1). Las observacionde de Hernandez se
concentraron en 10 poblaciones que representan 5 especies de Zapoteca, donde

encontré que las inflorescencias eran visitadas por una variedad de familias de polillas.
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2.2 ANALISIS MOLECULARES

Primero se realizé un analisis de parsimonia en extenso de secuencias de la regién de
ETS para 116 taxones. La informacion de este analisis fue obtenida principalmente a
través de Genbank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) y el objetivo de este primer
analisis fue someter a prueba la monofilia de la alianza en un contexto amplio. El resto de
los analisis se enfocaron en someter a prueba la monofilia de Zapoteca, los subgéneros y
las relaciones infraespecificas. Para este fin se utilizaron matrices mas pequefas que
incluyan mas informacion de Zapoteca. En total fueron utilizadas tres regiones; dos de

nucleo (ETS, ITS) y dos de cloroplastode cloroplasto (trnK 'y matK).

2.2.1 Taxones utilizados

Como grupo interno se traté de incluir a todos los miembros que conforman el género
Zapoteca. No fue posible extraer ADN de algunas especies criticas en el estudio (ej. Z
nervosa) debido a la naturaleza del material (Material muy fibroso o a veces proveniente
de ejemplares muy antiguos). Como grupo externo se incluyeron todos los grupos que se
han estado filogenéticamente relacionados a Zapoteca en la literatura. Estos grupos son
Calliandra, la alianza Pithecellobium (que incluye Ebenopsis Britton & Rose, Havardia
Small, Painteria Britton & Rose, Pithecellobium Mart., Sphinga), Viguieranthus,
Thailentadopsis, Sanjappa y Afrocalliandra. El analisis extenso que fue realizado con la
region ETS, también incluye géneros como Lysiloma, Cojoba, Acacia Mill. En todos los
analisis moleculares se utilizé a Vachellia farnesiana como raiz y géneros basales como

Senegalia, Mariosousa y Acaciella.

2.2.2 Extraccion ADN

Para los anadlisis moleculares se obtuvieron tejidos vegetales de hojas de plantas
recolectadas en el campo, en el Jardin Botanico Regional del CICY y muestras de

herbario conservadas en instituciones nacionales e internacionales (Cuadro 3) (CICY,
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MEXU, MO). Las secuencias generadas son principalmente de Zapoteca mientras que la
informacion de el resto de los taxones provino principalmente de GenBank de
publicaciones como Brown et al. (2008), Heil et al. (2009), y Miller y Bayer (2003) (Cuadro
3).

Cuadro 3. Material de ADN utilizado para realizar los analisis moleculares. Los simbolos *,+ y #

indican de que ejemplar proviene el ADN.

Especie Colector, nimero ETS ITS trnK matK
(herbario)
Ingroup
Zapoteca I. Ramirez 1992 (CICY) N
Zapoteca alinae | G. Manzanero M. 1137 N JX870779.1 * V N
(MEXU) *, J. Pascual
1849 (MO) N
Zapoteca filipes E.R. de Souza 324 JX870780.1
(HUEFS)
Zapoteca aff. E. Lépez 1131 (CICY) N
formosa
Zapoteca J. Pefiaranda 216 (MO), N \ N N
formosa
R. Duno JBR* \* \*
M. Sousa 9441
(HUEFS)+ JX870781.1+
Cornell Conservatory AY125854#
(BH)#
Zapoteca S.H. Salas 5439 (MO) N N N
formosa subsp.
rosei
Zapoteca A.L.H. Mayfield 854 JX870782.1
lambertiana (MEXU)
Zapoteca media | S. Valencia 4393 N N N
(FCME)
Zapoteca mollis | J.F. Morales & R.J. N
Abarca
3450 (MO) JQ587906.
1 *
BioBot00546*
Zapoteca C. A. Pérez Benitez N N N
portoricensis 111 (MEXU)
Zapoteca J. Pascual 1711 (MO) N N N
portoricensis
subsp.
portoricensis
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Zapoteca sousae | A. Campos 5224 JX870783.1
(MEXU)
Zapoteca A. Campos V. 4108 N N N N
tehuana (MEXU)
\/* \/* \/*
R. Torres 8934 (MEXU)
Zapoteca CANB 615635 EF63813
tetragona 3.1
Flores F. 669 (MEXU)* JX870784.1*
¢* AF5230
BioBot10128- o 10587512
1-
Outgroup
Acaciella E. Lopez 1128 (CICY) \
angustissima
>HMO02073
3
ILL D.Seigler 15993+ EF63808
2+
Calliandra E. Lopez 1099 (CICY) N
eriophylla
R. Gutierrez 510 (ASU)* EU025883.
1*
R.T. Colin 14773
(MEXU)+ JX870685.1+
Calliandra JB FTBG 2007 0163 A N
haematocephala
D. Soto 1235 (USZ)* JX870694.1*
R. Duno 2425 (CICY)+ +
Faidherbia albida | CANB 632235 EF63816
3.1
RBN165.1* \*
&7 AF2741
29a+
Hesperalbizia CANB 577717 EF63813
occidentalis 9.1
R. Garcia Sosa 71 N
(MO)*
; V+
E. Lépez 1133 (CICY)+
Lysiloma M. Ayala et. al. 918 N N N
divaricatum (FCME)

198756*

AF487755.1*
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Lysiloma watsonii | JBR N N N
Lysiloma sabicu | B. Jestrow FTBG N N N

Herbarium 2012 039
Mariosousa ILL DS16035 EF63808 | EF638199.1
dolichostachya 4

DS16040_JM1339* EUS812056.

1*
& AF5231
90.1+

Painteria N. Diego 339 N
elachystophyllum
Painteria revoluta | E. Lépez 1107 (CICY) N
Senegalia L.E. Quispe 63 (MO) N N N
parviceps
Vachellia MEL 204567 EF63812
farnesiana 8

MH101* AY5741

03.1*
MEL 2045067+ EF638219.1
RF-sp1a- ¥
FJ711552.1

El material genémico se obtuvo utilizando el Kit DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN Inc.,

Valencia, California) siguiendo el protocolo del fabricante. Para comprobar la
concentracién y calidad relativa de ADN, se colocaron 3 L del volumen final mas 2 uL de
buffer de carga (azul de bromofenol, cianol xileno, de glicerina y EDTA), en un gel de
agarosa 1% preparado con TBE 0.5X y se corrié a 120 voltios por 30 min (6 vots/cm).
Luego, el ADN en el gel se visualizd por inmersién en una solucién de bromuro de etidio
0.1 pg/ml por 20-30 minutos y revelado en un transiluminador DigiDoc-It Imaging System
(version 6.7.1; UVP, Inc., Cambridge, UK). Ademas, se cuantificé la concentracion y
pureza del ADN con un NanoDrop 2000c. Posteriormente, todas las muestras de ADN se

estandarizaron a una concentracion de 10 ng pL™.
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2.2.3 Amplificaciéon

Todas las amplificaciones se realizaron en un termociclador de la marca Applied
Biosytems moledo Veriti 96 Well Thermal Cycler. Las condiciones (desnaturalizacion
inicial, ciclos de la PCR: desnaturalizacion, alineamiento y extension y extension final)

para cada cebador se indican a continuacion.

Para el ETS se utilizé una mezcla de reaccién de 30 uL conteniendo 3 pL de Buffer 10X,
2.5 uL de MgCly, 0.6 pL (~10 ng) de los cebadores, 4 pL solucién Q, 1 yL de 1.25 mM L™
de dNTP, 0.2 yL (1 U) de TAQ polimerasa, 2 yL (~10 ng) de ADN y se complet6 con agua
ultra-pura (16.1 pL). Las condiciones de la PCR son las siguientes: 94°C x 3 min + 30
ciclos (94° x 1 min + 60.5° x 1 min + 72°C x 2 min) + 72° x 7 min. Los cebadores utilizados
fueron 18S-IGS y 26S-IGS, ambos propuestos por Baldwin y Markos (1998).

Para el ITS se utilizé una mezcla con 2.5 uL de Buffer 10X (con MgCI2 incluido), 200 mM
de dNTP, 10% v/v de DMSO, 20 moles de cada cebador, 0.2 U de TAQ polimerasa y 3 uL
de ADN, en un volumen final de 25 pL; con el programa: desnaturalizacion inicial 94°C/4
min., 35 ciclos x (94°C/30 seg, 50°C/30 seg, 72°C/1 min); 72°C/7 min.

Para trnK se utilizd6 una mezcla de reaccién de 20 yL conteniendo 2.0 uL de Buffer 10X,
0.8 uL de MgCl,, 1 pL (~ 10 ng) de los cebadores, 4 uL de solucién Q, 1.5 pyL de 1.25 mM
L™ de dNTP, 0.2 pL (1 U) de TAQ polimerasa, 3 pL (~10 ng) de ADN y se completé con
agua ultra-pura (6.5 pL). Las condiciones de la PCR son las siguientes: 94°C x 3 min + 30
ciclos (94° x 1 min + 55°C x 1 min + 72°C x 2 min) + 72° x 7 min. Los cebadores utilizados

fueron trnK 3914 y Ac 283R, ambos propuestos por Johnson y Soltis (1994).

Para matK se utilizé una mezcla de reaccion de 20 pL conteniendo 2.0 pyL de Buffer 10X,
0.8 uL de MgCl,, 1 pL (~ 10 ng) de los cebadores, 4 uL de solucién Q, 1.5 pyL de 1.25 mM
L™ de dNTP, 0.2 pL (1 U) de TAQ polimerasa, 3 pL (~10 ng) de ADN y se completé con

agua ultra-pura (6.5 pL). Las condiciones de la PCR son las siguientes: 94°C x 3 min + 30
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ciclos (94° x 1 min + 55°C x 1 min + 72°C x 2 min) + 72° x 7 min. Los cebadores utilizados

fueron Ac 12F y Ac 1290R, ambos propuestos por Miller y Bayer (2001).

2.2.4 Secuenciacion

El materia obtenido de las amplificaciones fueron enviados a secuenciar en Macrogen

Corea (http://www.macrogen.com/).

2.2.5 Ensamblaje y limpieza

El ensamblaje y limpieza de los productos de la secuenciacién, se realizaron con el
programa BioEdit v 7.0.9 (Hall, 1999). Las secuencias fueron colocadas en una matriz,
acorde a la region (ITS, ETS, trmK 'y matK) y luego, se alinearon con el programa Muscle
(Edgar, 2004). Posterior a la alineacion automatica, el alineamiento fue refinado

manualmente con el mismo programa.

2.2.6 Analisis de parsimonia

El analisis preliminar (parsimonia) se realizd con el programa NONA (Goloboff, 1994)
implementado en Winclada (Nixon, 2002) donde se desactivaron los caracteres no
informativos. Los datos se consideraron como no ordenados y con el mismo peso. Para
identificar la topologia mas parsimoniosa, se realizé6 una busqueda de Rachet con 1000
iteraciones (10 arboles retenidos por iteracion para el 100% de los caracteres
muestreados en cada iteracion (mult* 10000, ho/10; max*). Se evalud el soporte de los

clados con el algoritmo de Jacknife implementado en Winclada.
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2.2.7 Analisis con inferencia bayesiana

La seleccion del modelo de evolucion para cada alineamiento se realizé con el programa
JmodelTest (Posada, 2008). Para todos los alineamientos se utilizaron tres esquemas de
sustitucion (JC, HKY y GTR), y se utilizaron como criterio de busqueda un arbol de
maxima verosimilitud calculado con la opcién “best” que ofrece el programa. EI modelo
seleccionado fue el sugerido por el Criterio de Informacién de Akaike (AIC) y por el

Criterio de Informacion Bayesiana (BIC).

El analisis bayesiano se realizé con MrBayes v.3.2.5 (Ronquist et al., 2012). Al igual que
con Maxima Parsimonia, el analisis se hizo para las particiones separadas y de manera
concatenada, en este Ultimo caso cada particién se tratd como independiente y se le
asignod su propio modelo. En general se utilizaron los parametros por defecto del
programa, excepto por el numero de generaciones que fue de 5 millones, se utilizaron dos
corridas independientes. El diagndstico de convergencia se realizé tanto con MrBayes
como Tracer v 1.6. La siguiente escala se utilizé para evaluar los valores de probabilidad
posterior (PP): < 0.95, débilmente apoyado; 0.95-1.0 fuertemente apoyado. Los datos

faltantes fueron codificados como “?” en la matriz concatenada.

2.2.8 Estimacion de los tiempos de divergencia (reloj molecular)

Se utilizaron cuatro fosiles de leguminosas del clado Mimosoide en la subfamilia

Caesalpinoideae (Cuadro 4).
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Cuadro 4 Fdsiles relacionados con la tribu Ingeae utilizados en el analisis de reloj molecular. En el
cuadro se indica toda la informacién importante de cada registro fésil: nombre de la formacién
geoldgica, procedencia, época asi como una edad minima estimada. Por ultimo se encuentra la

referencia para cada fésil utilizado.

Nombre del fosil Form’ac_|on Procedencia Epoca E’d_ad Referencia
geoldgica minima
Protomlmosm.dea Wilcox Tennessee, EU Paleoceno- 558 Crepet y Taylor
buchananensis Eoceno 1986
Pithecellobium . s Oligoceno Calvilloy
grimesii Coatzingo Puebla, México temprano 28.4 Ceballos 2005
Pithecellobium . s Oligoceno Calvilloy
barnebyi Coatzingo Puebla, México temprano 28.4 Ceballos 2005
Lysiloma Pi¢ de Vaca | Puebla, México | Oligoceno 28.4 Magallon y
mixtecana ’ ' Ceballos 1994
, . San Juan, Mioceno Caccavariy

Calliandra sp. La Oliita Argentina medio 16 Barrera 1999

El analisis de reloj molecular se realizo con secuencias del Genbank y secuencias
generado en este estudio. Se utilizaron las regiones de ETS e ITS, debido a que son las
regiones con la mayor cantidad de caracteres filogenéticamente informativos. Los
parametros utilizados en la alineacion y el modelo evolutivo seran los mismos que en el
analisis Bayesiano. El analisis fue preparado en BEAUti 1.7.5 y ejecutado en Beast 1.7.5
(Drummond et al.,, 2012). Se utilizara la opcion “lognormal relaxed clock” y a cada
particion se asigné el modelo sugerido por JmodelTest. Se utilizd el modelo de
especiacion de Yule (Gernhard, 2008; Yule, 1925).

Se realizaron dos corridas de 40 millones de generaciones cada una, muestreando cada
dos mil. El diagndstico de convergencia se realizé con Tracer 1.6 (Rambaut et al., 2014).
El burn-in fue del 20 %. El arbol presentado sera el que tenga la mayor probabilidad por
clados. Se prefiere el uso de la distribucidon exponencial para las calibraciones, pues
supone que a medida que el estimado se aleja del propuesto por el fésil es menos

probable.
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CAPITULO Ill: RESULTADOS

3.1 ANALISIS MOLECULAR EXTENSO DE LA TRIBU INGEAE (ETS)

En la figura 3 se presenta el arbol mas probable realizado con la region ETS de la tribu
Ingeae+ Acacieae obtenido con inferencia bayesiana (117 taxa). Dicho arbol presenta la
siguiente topologia. Los miembros mas basales de la tribu Ingeae forman una topologia
escalonada (grado) con el siguiente orden: Vachellia, Acaciella, Senegalia y Mariosousa.
Las probabilidades posteriores de los nueve principales clados (sefalados en color) en el
analisis, es de uno con excepcion del clado Ingeae VM +Acacieae VM. (pp= 0.7).
Calliandra es hermano del resto de las especies. El clado hermano de Calliandra tiene
una politomia en la que se encuentran cuatro principales clados. El primero, Cojoba como
hermano de el clado Lysiloma+Hesperalbizia. El segundo es el clado Ingeae del Nuevo
Mundo (que incluye Abarema, Albizia, Enterolobium, Leuchocloron, Macrosamanea,
Pseudosamanea, Inga, Zygia). El tercero, un clado formado por tres subclados: clado
Thailentadopsis (que incluye a Thailentadopsis, Sanjappa y Faidherbia), Viguieranthus y
Zapoteca. El cuarto clado, formado por los subclados Ingeae VM+Acacieae VM. (que
incluye a Archidendron, Falcataria, Pararchidendro, Paraserianthes, Wallaceodendron y

algunos miembros de Acacia del Viejo Mundo) y Alianza Pithecellobium.

En este analisis, Zapoteca es monofilético (p.p.=1) y es hermano de Viguieranthus. Este
clado a su vez es hermano del clado Thailentadopsis. Este ultimo clado se encuentra
conformado por Faidherbia, Sanjappa y Thailentadopsis cuyas dos especies incluidas, no

forman un clado monofilético y son hermanas de los dos géneros antes mencionados.
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Principales Clados de la tribu Ingeae

- Grado basal

- Calliandra (1)

B cojoba (1)

\:| Lysiloma+Hesperalbizia (1)
[ ingeae delNuevo Mundo (1)
\:| Clado Thailentadopsis (1)
- Viguieranthus (1)

- Zapoteca (1)

- Ingeae VM +Acacieae VM (.7)
[ Alianza Pithecellobium (1)

Figura 3 Arbol méas probable de la region ETS obtenido (116 taxones) con inferencia bayesiana de
la tribu Ingeae+ Acacieae. Los diferentes colores indican los principales clados formados. Las
probabilidades posteriores de los nueve principales clados se encuentran a un lado de los nombres
en la parte inferior derecha de la imagen. La imagen trata de ejemplificar la diversidad morfolégica
del fruto en la tribu. Sin embargo, los clados Ingeae VM+Acacieae VM e Ingeae del Nuevo Mundo

(debido a la gran diversidad morfoldgica del fruto) se encuentran pobremente representados.
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3.2 ANALISIS DE PARSIMONIA BASADO EN CARACTERES MORFOLOGICOS

El analisis de parsimonia basado en caracteres morfolégicos con el algoritmo Ratchet,
produjo 2707 arboles igualmente pasimoniosos con los siguientes estadisticos: L=97,
Ci=51, Ri=80. En la figura 4 se presenta el arbol de consenso de mayoria. Los valores por
debajo de las ramas representan el soporte de jacknife de los clados. Los miembros de
los diferentes subgéneros de Zapoteca, se sefalan con una barra de color en el lado
derecho. La distribucion de los linajes se sefala segun el color de las ramas donde el
color rojo representa linajes distribuidos en el Viejo Mundo, el color verde a linajes
sudamericanos y el color azul a linajes megamexicanos. El analisis resolvié la monofilia
de la alianza Pithecellobium (BS<50) y de Lysiloma (94). Este ultimo género es hermano
de un clado compuesto por Afrocalliandra, Calliandra, Sanjappa, Thailentadopsis,
Viguieranthus y Zapoteca (denominado ahora como Calliandra sensu lato). El clado
Calliandra sensu lato se caracteriza (con excepcion de Thailentadopsis) porque sus
miembros presentan un fruto oblanceolado, elasticamente dehiscente del apice del fruto a
la base. Las relaciones internas de este clado no estan resueltas. Sin embargo, se
pueden identificar cuatro grandes clados. Viguieranthus, el clado Sanjappa +
Thailentadopsis (85), el clado Calliandra + Afrocalliandra (60) y Zapoteca (89). En general
las relaciones internas de Zapoteca presentan bajos apoyos. Z. nervosa es especie
hermana de un clado compuesto por el resto de los miembros de Zapoteca. El clado
hermano de Z. nervosa presenta una politomia que divide el clado en tres linajes: Z
quichoi; el clado (Z. aculeata, (Z. microcephala'y Z. amazonica)); el resto de los miembros
de Zapoteca. En este ultimo clado se obtuvo una topologia escalonada (grado) formada
por estos miembros; Z. tehuana, Z. ravenii, Z. cruzii, Z. costaricensis y Z. formosa. Esta

ultima especie, es hermana de un clado dividido en tres subclados.
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Vachellia farnesiana
Faidherbia albida
Ebenopsis ebano
Pithecellobium keyense
Painteria leptophylia

93 Havardia albicans
100
_: Havardia campylacantha
—{

Lysiloma sabicu

Lysiloma latisiliquum

Lysiloma divaricatum

Viguieranthus densinervus

85 — Sanjappa cynometroides

L Thailentadopsis tenuis

54 60 Afrocalliandra
| &‘: Calliandra haematocephala
Calliandra eriophylla

Zapoteca nervosa .

Zapoteca quichoi

Zapoteca aculeata

&:Zapoteca microcephala
Zapoteca amazonica

Zapoteca tehuana

Zapoteca ravenii

65 Zapoteca cruzii

84 Zapoteca costaricensis
69 Zapoteca formosa

Zapoteca tetragona
Subgéneros de Zapoteca 75 {Zapomca alinae
Zapoteca portoricensis

B Nervosa

94

87

83

61

Zapoteca media
E‘ Aculeata ez Zapoteca lambertiana
. Amazonica — 54 Zapoteca mollis
Zapoteca balsasensis

. Ravenia . ———————— Zapoteca caracasana

. Zapoteca 77 Zapoteca andina
84 Zapoteca filipes

Zapoteca scutellifera

Figura 4 Arbol de consenso de mayoria del andlisis de parsimonia con 38 caracteres (casi todos
morfolégicos) (L=97, Ci=51, Ri=80). Los valores sobre las ramas representan los soportes de
jacknife superiores a 50. De lado derecho se sefnalan la clasificacién infragenérica de Zapoteca. El
color de las ramas representa la distribucién de cada linaje donde el color rojo representa linajes
distribuidos en el Viejo Mundo, el color verde a linajes sudamericanos y el color azul a linajes

megamexicanos. Las imagenes del fruto y la poliade fueron extraidas de Hernandez (1989).
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3.3 ANALISIS BAYESIANOS CON MARCADORES NUCLEARES Y DE
CLOROPLASTO

En la figura 5 se presentan los analisis filogenéticos bayesianos con secuencias de
cloroplasto y nucleo. Estos presentaron topologias similares. Sin embargo, el analisis de
nucleo obtuvo en muchos de los clados probabiidades posteriores mas altas. En ambos
analisis se utilizd a Vachellia como raiz. Los miembros basales de la filogenia se
componen en ambos anadlisis por géneros como Senegalia, Acaciella, Mariosousa y
Calliandra aunque en distinto orden. La topologia de los principales clados es casi la
misma. Un clado conformado por los miembros de la alianza Pithecellobium. Luego el
clado Hesperalbiziat+Lysiloma es hermano de un clado compuesto por todos los
segregados de Calliandra que también incluye a Faidherbia 'y Thailentadopsis. Este ultimo
clado esta dividido por dos grandes clados. El primero formado por miembros del Viejo
Mundo como Faidherbia, Sanjappa, Thailentadopsis y Viguieranthus. Este clado es
hermano de Zapoteca que es monofilético en ambos analisis (en nucleo con pp= 1y

cloroplasto pp= 0.88).

Las relaciones internas en Zapoteca de los clados mas divergentes es muy similar. En
ambos analisis Z. filipes es la especie hermana del resto de Zapoteca seguida de un
grado formado por miembros sudamericanos como Z. aculeata, Z. amazonica (solo en el
analisis de nucleo) y Z. caracasana. En ambos analisis, Z. caracasana es hermano de un
clado formado por especies que se encuentran en Megameéxico (en cloroplasto pp.=1y en
nucleo pp.=0.99). Las relaciones internas de este clado en ambos analisis tienen bajos
apoyos. Algunas afinidades que se pueden recuperar de este clado poco resuelto
considerando los andlisis exploratorios realizados con parsimonia (no presentados), son
las siguientes; Zapoteca sp. 508 y Zapoteca sp. 509 son hermanos y estan
filogenéticamente mas relacionadas a Z. ravenii, Z. cruzii y Z. sousae que a otros

miembros de Zapoteca.
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Vachellia farnesiana Vachellia farnesiana
Acaciella angustissima : .
— Mariosousa dolichostachya SeneQalIa s
| 052 L senegalia parviceps Acaciella angustissima —
—_— R Mariosousa dolichostachya —
Calliandra haematocephala . - 0.83
Sphinga acatiensis Calliandra eriophylla jU |
Pithecellobium winzerlingii Calliandra haematocepha/a .87
Pithecellobium keyense Ibizia occidentalis
Pithecellobium unguiscati Hesp era ]Q T
Pithecellobium oblongum Lysiloma sabicu 80
RSN Sgsine Lysiloma latisiliquum
Ebenopsis ebano i X X ]—
Painteria leptophylia Lysiloma divaricatum d94
hvee ohore Painteria revoluta —
Z’yas‘:f;g: ;:m facantha Painteria elachystophylla —
Hesperalbizia occidentalis Ebenopsis ebano —
q . LySI.loma Ia‘tlsﬂfquum Sphinga acatlensis — 78
Lysiloma divaricatum
Viguieranthus glandulosus Pithecellobium keyense
04 Viguieranthus densinervus Pithecellobium winzerlingii —g'5q 0.84
Viguieranthus subauriculatus . ) 2
Sanjappa cynometroides Pithecellobium keyense 2
Faidherbia albida Faidherbia albida —
Thailentadopsis nitida . .
0.8 Thailentadopsis tenuis Sanj appa cyi nometroides ]0_
Zapoteca filipes Thailentadopsis nitida -84

Zapoteca aculeata Zapoteca filipes .88

Zapoteca amazonica
Zapoteca caracasana Zapoteca aculeata

0. o TR Zapoteca caracasana 68
Zapoteca portorlcenS!s %
_— Fapainmalls Zapoteca alinae
1] Zapoteca quichoi Zapoteca media
[ Sepoome Sagans Zapoteca tetragona
Zapoteca formosa
Zapoteca formosa subsp formosa Zapoteca ravenii

=

Zspolecaisotsae Zapoteca costaricensis
Zapoteca ravenii

Zapoteca cruzii Zapoteca sp 508

Zapoteca sp 508 Zapoteca sp 509 4

iap R _ Zapoteca tehuana
apoteca portoncenS!s subsp pononcens:s

Zapoteca alinae Zapoteca tehuana 2

Z8poiccaichuang Zapoteca portoricensis

Zapoteca tehuana 2

Zapoteca formosa subsp sinaloana Zapoteca formosa subsp rosei

Zapoteca balsasensis Zapoteca formosa

Zapoteca lambertiana

Zapoteca formosa subsp rosei Zap oteca formosa 2

Zapoteca media Zapoteca mollis
Zapoteca alinae 2

Figura 5 Arboles mas probables (no ultramétricos) realizados con inferencia bayesiana utilizando
las regiones de nucleo (izquierda) vs. cloroplasto (derecha). Los valores por debajo de las ramas

senalan las probabilidades posteriores que estan por arriba de 50.
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3.4 ANALISIS BAYESIANO COMBINADO (ETS, ITS, MATK, TRNK)

En la figura 6 (A y B) se presenta el arbol mas probable utilizando inferencia bayesiana
con toda la evidencia molecular. El presente arbol presenta topologias congruentes con

todos los analisis presentados anteriormente.

Se observa que se encuentran Vachellia, Acaciella, Senegalia, Mariosousa y Calliandra
como miembros mas basales. Calliandra es hermano de un clado compuesto por tres
principales subclados: el primero estd compuesto por los miembros de la alianza
Pithecellobium (pp=0.94). El segundo y tercero son hermanos pero sin apoyo (pp= 0.57) y
son el clado Lysiloma+Hesperalbizia (pp=0.95) y el tercer clado compuesto por los
segregados de Calliandra (Sanjappa, Viguieranthus y Zapoteca) que también incluye a
Thailentadopsis y Faidherbia. La afinidad morfologica del clado Zapoteca, (Viguieranthus,
(Faidherbia,( Thailentadopsis, Sanjappa))) es el fruto elasticamente dehiscente con
excepcion de Thailentadopsis (con tres especies), que presenta frutos plano-compresos

submoniliformes y Faidherbia (monoespecifico) con fruto engrosado y falcado.

Zapoteca es monofilético y con un alto soporte (pp=1). Este es hermano de un clado con
bajo apoyo (pp=0.58) que esta conformado por especies que se distribuyen en el Viejo
Mundo, y la unica afinidad morfologica es la prescencia de nectarios extraflorales en el
peciolo. Dentro de este clado, Viguieranthus es hermano del clado Faidherbia,
(Thailentadopsis, Sanjappa). El clado Thailentadopsis + Sanjappa se distribuye

escencialmente en Asia.

Las relaciones internas de Zapoteca estan generalmente bien apoyadas en en las ramas
mas divergentes y débilmente apoyadas en las ramas mas derivadas. Z. filipes es la
especie mas basal seguida de Z. aculeata, Z. amazonica y Z. caracasana
respectivamente. Z. caracasana es hermana de un clado (pp=1) conformado
principalmente por especies que se distribuyen en Megameéxico. Dentro de este clado se
encuentra un clado débilmente apoyado (pp=0.67) conformado esencialmente por

especies centroamericanas (Z. costaricensis y Z. mollis) y de amplia distribucién (Z.
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tetragona, Z. portoricensis y Z. formosa) y una sola especie que se distribuye en
Megameéxico (Z. quichoi). Este clado es hermano de un clado fuertemente apoyado (pp=1)
que se divide en dos subclados. El primero con bajo apoyo (pp=0.78) que se conforma por
especies con distribucion en la vertiente del Pacifico. En este clado se encuentran dos
especies que aun no han sido descritas que se distribuyen en Honduras. Este clado es
hermano de un clado fuertemente apoyado (pp=1) conformado por Z. lambertiana, Z.
media (distribuidas en la vertiente Atlantica), Z. tehuana, Z. alinae (endémicas de
Oaxaca), Z. balsasensis (endémica de Guerrero), Z. formosa subsp. sinaloana (Sinaloa) y

Z. formosa subsp. rosei (vertiente del Pacifico).
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Vachellia farnesiana
Acaciella angustissima
Senegalia parviceps
Mariosousa dolichostachya
e Calliandra eriophylla
1 S Calliandra haematocephala
Sphinga acatlensis
— Painteria elachystophylla
Painteria revoluta
R D£ Ebenopsis ebano
Painteria leptophylla

0.66069 [ Havardia sonorae
- Havardia campylacantha
5

Pithecellobium winzerlingii
Pithecellobium keyense
Pithecellobium keyense 2
Pithecellobium unguiscati
Pithecellobium oblongum
— Lysiloma sabicu
po§ M Hesperalbizia occidentalis
0.94) Lysiloma latisiliquum
i Lysiloma divaricatum
— Viguieranthus glandulosus
0.57 1 { Viguieranthus densinervus
1 Viguieranthus subauriculatus
Faidherbia albida
T Sanjappa cynometroides
O.SE{;E Thailentadopsis nitida

Thailentadopsis tenuis

0

=

Ver la siguiente figura

Figura 6-A Arbol mas probable (ultramétrico) realizado con inferencia bayesiana utilizando toda la
informacion molecular (cloroplasto + nucleo). Los valores por debajo de las ramas sefalan las
probabilidades posteriores que estan por arriba de 50. Esta primera seccion de la figura incluye a

todo el grupo externo de Zapoteca.
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Continuacién de la Zapoteca filipes .
figura anterior (6-Af Zapoteca aculeata

i Zapoteca amazonica

0.84 T Zapoteca caracasana

Zapoteca costaricensis
Zapoteca tetragona
Zapoteca portoricensis
Zapoteca quichoi
Zapoteca mollis
Zapoteca formosa 2
Zapoteca formosa
Zapoteca formosa subsp formosa
Zapoteca sousae

Zapoteca ravenii

Zapoteca cruzii

Zapoteca sp 508

Subgéneros de Zapoteca I zaPOteca sp 509

Zapoteca portoricensis subsp portoricensis
Zapoteca alinae

Zapoteca tehuana

Zapoteca tehuana 2

Zapoteca formosa subsp sinaloana
Zapoteca balsasensis

Zapoteca media

Zapoteca lambertiana

Zapoteca formosa subsp rosei
Zapoteca alinae 2

. Subg. Zapoteca
[ ] subg. Aculeata
. Subg. Amazonica
. Subg. Ravenia

Figura 6-B Arbol mas probable (ultramétrico) realizado con inferencia bayesiana utilizando toda la
informacion molecular (cloroplasto + nucleo). Los valores por debajo de las ramas (en algunos
casos arriba de la rama) sefialan las probabilidades posteriores que estan por arriba de 50. Esta

seccion de la figura solo incluye a Zapoteca.
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3.5 ANALISIS DE EVIDENCIA TOTAL (ADN+MORFOLOGIA)

En la figura 7 se presenta el arbol mas probable utilizando inferencia bayesiana con toda
la evidencia disponible (moléculas+morfologia). Este presenta una topologia congruente
con los analisis previos. Vachellia, Acaciella, Senegalia, Mariosousa, Afrocalliandra y
Calliandra son los miembros mas basales formando un grado en el orden mencionado.
Formando un clado politomico se encuentran Afrocalliandra, Calliandra y un clado
compuesto por el resto de los miembros de la tribu Ingeae. En este ultimo clado, se
pueden reconocer tres principales clados: el primero se conforma con los miembros de
Lysiloma y Hesperalbizia (pp=0.94); el segundo, estda compuesto por los miembros de la
alianza Pithecellobium (pp=0.92); y el ultimo compuesto por los segregados de Calliandra

(Sanjappa, Viguieranthus y Zapoteca), Thailentadopsis y Faidherbia.

Zapoteca es monofilético y con un alto soporte (pp=0.99). Las relaciones internas son
generalmente bien apoyadas en las ramas mas divergentes y débilmente apoyadas en las
mas derivadas. Z. nervosa es la especie mas basal. Posteriormente, se forma una
politomia que se encuentra conformada principalmente por clados sudamericanos. (Z.
aculeata), (Z. microcephala+Z. amazonica), (Z. filipes+Z. scutellifera). Luego se encuentra
un clado esencialmente megamexicano con dos Unicas especies restringidas en
Sudamérica (Z. caracasana y Z. andina) (pp=0.59) las cuales son las mas divergentes. El
clado completamente megamexicano tiene un soporte alto (pp=0.97) y se pueden
reconocer tres clados: el clado (a) que es débilmente apoyado (pp=0.60). Este esta
conformado esencialmente por especies centroamericanas (Z. costaricensis, Z. mollis) y
de amplia distribucion (Z. tetragona, Z. portoricensis, Z. formosa) y una sola especie que
se distribuye en Megaméxico (Z. quichoi). Este clado es hermano de un clado fuertemente
apoyado (pp=0.98) que se divide en dos subclados. El clado (b) que tiene bajo apoyo
(pp=0.57) y se conforma por especies con distribucién en la vertiente del Pacifico. En este
clado se encuentran dos especies que aun no han sido descritas que se distribuyen en
Honduras. Este clado es hermano del clado (c) que es fuertemente apoyado (pp=1) y esta
conformado por Z. lambertiana, Z. media (distribuidas en la vertiente Atlantica), Z
tehuana, Z. alinae (endémicas de Oaxaca), Z. balsasensis (Endémica de Guerrero), Z.

formosa subsp. sinaloana (Sinaloa) y Z. formosa subsp. rosei (vertiente del Pacifico).
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Figura 7 Arbol mas probable (no ultramétrico) del analisis filogenético bayesiano de evidencia total

(ADN+morfologia). La barra de colores de lado derecho del arbol sefiala los miembors de los

diferentes subgéneros de Zapoteca. El color de las ramas representa la distribucion de los linajes

(rojo= Viejo Mundo; verde= Sudamérica; azul; Megaméxico). De lado derecho se encuentran

algunos morfos vegetativos de especies criticas. A) Z. nervosa (subg. Nervosa), B) Z. aculeata

(subg. Aculeata), C) Z. amazonica (subg. Amazonica), D) Z. formosa subsp. rosei (subg.

Zapoteca), E) Z. tehuana (subg. Ravenia), F) Z. filipes (subg. Zapoteca).
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3.6 RELOJ MOLECULAR

En la figura 8 se observa el arbol obtenido en el analisis de reloj molecular (con
marcadores nucleares). Las relaciones filogenéticas en este arbol son casi iguales a los
resultados obtenidos previamente. Entre las relaciones mas importantes se puede
destacar la monofilia de un clado compuesto por Faidherbia, Sanjappa, Thailentadopsis,
Viguieranthus y Zapoteca. Zapoteca es monofilético y hermano de un clado con
distribucion en el Viejo Mundo (marcado en rojo). Un grado de distribucion sudamericana
en Zapoteca (senalado en verde). Un clado monofilético conformado principalmente por
las especies megamexicanas de Zapoteca. Finalmente, se lograron rescatar los tres
principales clados de Zapoteca en Megaméxico que se han recuperado en los analisis

anteriores.

Las fechas estimadas de los nodos se encuentran en la parte superior de las ramas. La
edad estimada del grupo troncal de Zapoteca es de 34.4 mda (millones de afios). Los
eventos cladogenéticos de los clados mas inclusivos de Zapoteca ocurren en intervalos
de tiempo relativamente amplios (entre los 34 y 17 mda). Sin embargo, en el clado
megamexicano se sugiere que hubieron varios eventos cladogenéticos en un intervalo de

tiempo relativamente corto iniciando hace aproximadamente 13.4 mda.
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Figura 8. Arbol obtenido en el analisis de reloj molecular. Se realizaron 2 corridas de 40000
iteracciones cada una y se utilizd un reloj relajado y el proceso de especiacion de Yule. La grafica
adjunta indica las tasas de diversificacion (dividido por sub-areas) en Bursera (extraido de Becerra,
2005). Notese que las tasas de diversificacion en Bursera son cronolégicamente congruentes con
la fecha estimada en que ocurrieron los principales eventos cladogenéticos en el clado
megamexicano de Zapoteca.
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CAPITULO IV: DISCUSION GENERAL.

4.1 RELACION DE ZAPOTECA CON OTROS GENEROS DE LA TRIBU INGEAE

El analisis filogenético extenso de la tribu Ingeae (Figura 3) sugiere que la posicién de
Zapoteca con respecto a los miembros de la tribu Ingeae es divergente. En el contexto de
este trabajo, el término divergente se utilizara para la posicion de un taxén ya sea género
0 una especie que se encuentre incluida en menos clados con relacion a otro taxén de la
misma categoria taxonémica. Cabe resaltar que en el arbol anteriormente mencionado,
Zapoteca se encuentra sobrerepresentado mientras que muchos géneros de la tribu
Ingeae se encuentran pobremente representados. Principalmente en los clados “Ingeae
VM+ Acacia VM’ e “Ingeae NM” donde se encuentra un mayor niumero de géneros de la

tribu Ingeae y probablemente una mayor diversidad morfoldgica.

Generalmente se ha sugerido que Calliandra esta estrechamente relacionado a Zapoteca
(lganci et al., 2015; Brown et al., 2008; Luckow et al., 2000; Barneby y Grimes, 1996 y
Grimes, 1995). Sin embargo, los analisis moleculares (Figura 6 y Figura 7) sugieren que
Calliandra es un grupo basal con relacion a la tribu Ingeae donde géneros como Acaciella,
Mariosousa o Senegalia son mas basales. Hernandez (1989) ya habia sugerido que
algunos caracteres distintivos de Calliandra (ej. la forma de la poliades, el numero
cromosomico y la morfologia floral) en relacion a la tribu Ingeae y la ausencia de formas
intermedias, probablemente reflejan su naturaleza divergente. En el contexto de este
analisis, Calliandra forma parte de los miembros mas basales después de los segregados
de Acacia (Vachellia, Mariosousa y Senegalia). Zapoteca es hermano de un clado
compuesto por Faidherbia, Sanjappa, Thailentadopsis y Viguieranthus. Rodriguez de
Souza et al. (2016) recuperé el mismo clado y lo nombré como clado Viguieranthus. En
este clado Faidherbia y Thailentadopsis nunca formaron parte de Calliandra y por lo tanto
no presentan el caracteristico fruto elasticamente dehiscente. Toda la informacién antes
mencionada, sugiere que el fruto elasticamente dehiscente es homoplasico y ha
evolucionado al menos dos veces en Calliandra y el clado Viguieranthus+Zapoteca. En el

clado Viguieranthus, se puede suponer que han ocurrido dos cambios morfolégicos
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distintos (autopomorfias), en los cuales el fruto elasticamente dehiscente ha desaparecido
por completo: en Faidherbia que un fruto indehiscente retrofalcado con valvas lefiosas y

en Thailentadopsis que presenta frutos indehiscentes plano-compresos submoniliformes.

La convergencia morfolégica del fruto que existe entre Calliandra, Sanjappa,
Viguieranthus y Zapoteca, llevd a que estos géneros fueran circunscritos en Calliandra
(Bentham, 1840). Casos similares en donde la convergencia morfoldgica ha llevado a que
especies filogenéticamente poco relacionadas sean circunscritas en la misma categoria
taxondmica, son comunes. Por ejemplo, Albizia, Hesperalbizia y Pseudosamanea cuya
convergencia en el fruto llevo a que estos grupos sean circunscritos en Albizia cuando no
forman un clado monofilético (Rico et al., 2008). También se puede citar el caso de
Cathormion, Hydrochorea y las especies del género Albizia que se distribuyen en

Sudameérica que presentan frutos lomentiformes (Avilés, 2016).

La diagnosticabilidad de los géneros del clado Viguieranthus y Zapoteca utilizando
caracteres macromorfolégicos es sencilla y con un fuerte componente biogeografico
(Cuadro 5). Por ejemplo, el clado (Viguieranthus, Faidherbia, (Thailentadopsis, Sanjappa))
se distribuye en el Viejo Mundo. Viguieranthus y Fidherbia forman un grado y son géneros
escencialmente africanos. Thailentadopsis y Sanjappa son grupos hermanos y se
distribuyen en Asia. Zapoteca por otro lado, se distribuye en el Neotropico con las

especies basales formando un grado y con distribucién sudamericana.
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4.2 RELACIONES INTERNAS EN ZAPOTECA, LA CLASIFICACION INFRAGENERICA

Asi como en las relaciones del clado Viguieranthus, en Zapoteca existe un fuerte
componente biogeografico que parece presentar mas sefal filogenética que la morfologia
sin que exista necesariamente una incompatibilidad entre ambas. En el analisis de
evidencia total (Figura 7) el cual es congruente con la mayoria de los analisis moleculares
y parcialmente congruentes con el morfoldgico, las especies basales con excepcion de Z
nervosa son de distribucion sudamericana y forman un grado. A pesar que el analisis de
evidencia total no presentd resolucion en los grupos basales, todos los analisis
moleculares tanto de nucleo como de cloroplasto, sugieren que Z. filipes es el grupo

hermano del resto de las especies de Zapoteca (excepto Z. nervosa).

La clasificacién infragenérica de Hernandez (1989) se cumple casi en su totalidad en
todos los andlisis. Zapoteca subgénero Aculeata, Zapoteca subgénero Amazonica y
Zapoteca subgénero Nervosa, representan lineas de evolucion divergentes. Estos
subgéneros presentan una serie de apomorfias caracteristicas: Zapoteca subgénero
Nervosa presenta muchos caracteres unicos o poco frecuentes en el género, por ejemplo,
foliolos con venacion prominente y eucamptodédroma, textura coriacea y consistencia
fibrosa. Otro caracter importante en Z. nervosa es la presencia de nectarios extraflorales
los cuales estan consistentemente presentes solo en S. scutellifera y Z. filipes.
Considerando la posicién basal de las especies antes mencionadas y que el clado
Viguieranthus que es grupo hermano de Zapoteca que también se caracteriza por
presentar nectarios extraflorales, parece evidente sugerir que esta caracteristica es
ancestral y solo se presenta en los grupos mas divergentes en el contexto del clado
Viguieranthus +Zapoteca. Un caracter critico que refleja la posicion basal de Z. nervosa,
es la ausencia de las estructuras en forma de lenteja en las células centrales de la poliade
que caracterizan al resto de las especies. Z. nervosa también es la unica especie que es

endémica de la isla de la Espafola.

Zapoteca subgénero Aculeata es apoyado por todos los analisis filogenéticos. El tamafo

relativamente grande de los foliolos con forma ovado-lanceolada, asi como sus estipulas
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rigidas la caracterizan del resto de los subgéneros. Hernandez (1989) sugiri6 que Z.
aculeata puede estar relacionado a Z. fehuana como sugieren las caracteristicas en la
arquitectura foliar. Sin embargo, ningun andlisis filogenético presentado en este estudio
ha sugerido esta relacién. Se conocen unicamente poblaciones de Z. aculeata en bosques

humedos en las faldas del volcan Tangurahua en Ecuador.

Zapoteca subgénero Amazonica es apoyado tanto por los analisis morfolégicos como los
moleculares. El analisis filogenético combinado es congruente con la clasificacion
infragenérica de Hernandez (1989), que propone al subgénero Amazonica compuesto por
dos especies. Z. amazonica y Z. microcephala. Las caracteristicas mas contrastantes de
Zapoteca subgénero Amazonica son la reduccion de los foliolos y la formacion de
pseudopaniculas. Estas ultimas son estructuras que funcionan como unidades de
atraccion para polinizadores como lo haria una inflorescencia. Esta estructura no debe ser
considerada homdéloga a una panicula, originada solo de érganos reproductivos, debido a
que éste se formé como resultado de la supresion de las hojas de algunas yemas axilares
de ramas de origen vegetativo y reproductivo. Tanto la reduccion de los foliolos como las
pseudopaniculas bien desarrolladas, pueden estar asociada al tipo de ambiente en el que
se establece este subgénero: bosques humedos. A pesar que las pseudopaniculas se
expresan en varias especies de Zapoteca de diferentes subgéneros, las especies que
tienen esta caracteristica mas desarrollada (Z. amazonica, Z. microcephala y Z. quichoi),

se encuentran consistentemente distribuidas en bosques humedos.

Zapoteca subgénero Zapoteca no es monofilético e incluye a Z. tehuana 'y Z. ravenii que
pertenecen a Zapoteca subgénero Ravenia. A pesar que las relaciones interespecificas
en este subgénero tienen bajo apoyo, Z. tehuana y Z. ravenii se encuentran contenidos en
clados fuertemente apoyados. Mas adelante se discutira acerca de Zapoteca subgénero
Ravenia. Zapoteca subgénero Zapoteca es el que contiene a la mayoria de las especies
del género y las mas comunes lo que sugiere el éxito de esta linea evolutiva. La
diversidad morfologica es alta en este subgénero. En los rasgos vegetativos, las
caracteristicas mas comunes en este subgénero son las hojas con muchos foliolos y a
veces con muchas pinas. Zapoteca quichoi es la Unica especie que sale de este patron

morfoldgico. Otra caracteristica de Z. quichoi atipica en el subgénero Zapoteca, son las
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pseudopaniculas bien desarrolladas. En Zapoteca subgénero Zapoteca se obtuvieron
relaciones con bajos apoyos. Sin embargo, se lograron rescatar tres clados con buen
apoyo. Los miembros que incluye cada uno de estos clados sugieren que las relaciones
de este clado estan mejor definidas por la distribucion que por atributos macro-
morfoloégicos. El unico caracter macromorfolégico evidente que parece tener senal
filogenética, es el color rosado de los filamentos que parece estar presente en un solo
clado. Este clado también se caracteriza por la preferencia de sus miembros a climas

calido-secos.

4.3 CONSIDERACIONES TAXONOMICAS

El analisis morfoldgico (Figura 4) sugiere que Z. nervosa probablemente es hermana del
resto de los miembros de Zapoteca. Las caracteristicas atipicas de esta especie sumado
al hecho que también presenta una discontinuidad geografica, siendo la Unica especie
endémica de las Antillas, podrian justificar la segregacion de éste como un género
monotipico. A pesar de que la informatividad de géneros monotipicos es poca, una futura
segregacion reduciria considerablemente la variacion morfolégica en Zapoteca facilitando

de esta manera su diagnosticabilidad.

A pesar que el andlisis filogenético combinado (morfologia y moléculas) no resolvié las
relaciones de Z. scutellifera 'y Z. filipes, no es incongruente con el analisis combinado
molecular, el combinado de cloroplasto y combinado de nucleo (ninguno incluye a Z.
nervosa) que sugieren que Z. filipes es hermana del resto de los miembros de Zapoteca
(las relaciones de Z. scutellifera solo son apoyadas con evidencia morfologica).
Considerando el principio de monofilia (Backlund y Bremer, 1998), la propuesta
infragenérica de Hernandez (1989) solo seria valida si se reconociera un subgénero que
reconociera a Z. scutellifera y Z. filipes como un subgénero. Desde el punto de vista
morfoldgico, este resultado pareciera sorprendente. Las caracteristicas vegetativas de Z.
filipes recuerdan a Z. portoricensis y Z. scutellifera recuerda a Z. formosa. Se hubiera
esperado que estas dos especies al menos formaran parte del subgénero Zapoteca como

sugiere el analisis filogenético morfolégico. Sin embargo, un caracter que evidencia la
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naturaleza divergente de Z. filipes y Z. scutellifera son los nectarios extraflorales que solo
se presentan en los miembros mas divergentes de Zapoteca y en el clado Viguieranthus
que es su grupo hermano. Estas dos especies se distribuyen principalmente en Brasil y a
pesar de que no existe evidencia de que vivan en simpatria, ambas viven en ambientes
asociados a suelos empobrecidos. Zapoteca filipes estd asociada a ambientes de
cerrados y Z. scutellifera a chapadas o selvas bajas, con suelos lateriticos arcillo-arenosos

con piedra caliza.

Las relaciones de las especies que conforman a Zapoteca subgénero Ravenia no fueron
recuperadas como evolutivamente divergentes, ni tampoco se recuperaron como grupo
monofilético. Zapoteca ravenii esta en un clado que incluye a Z. cruzii, Z. sousae y dos
especies de Zapoteca que aun no han sido descritas (Zapoteca 508 y Zapoteca 509). Por
otro lado, Z. tehuana esta relacionada a Z. alinae, Z. balsasensis, Z. lambertiana, Z.
media. Al no formar un clado monofilético y evolutivamente divergente, no es posible
reconocerlo como un subgénero. Todos los analisis filogenéticos presentados en este
estudio parecen sugerir que estas dos especies forman parte Zapoteca subgénero
Zapoteca. Hernandez (1990) mencioné varios caracteres morfolégicos que soportaban su
propuesta taxonémica. Sin embargo, ya se ha notado dentro de Zapoteca varios casos de
convergencia evolutiva entre especies poco relacionadas filogenéticamente, como la ya
mencionada convergencia en los rasgos vegetativos entre Z. filipes y Z. portoricensis, o

entre Z. scutellifera 'y Z. formosa.
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4.4 PATRONES FILOGENETICOS EN ZAPOTECA

Se han reportado patrones filogenéticos para varios linajes asociados a bosques
tropicales secos (p. e€j., Barkeria en Orchidaceae [Angulo et al., 2011] o Bursera en
Burseraceae [Becerra, 2005]) y especialmente para leguminosas (ej. en Calliandra
[Rodriguez de Souza et al., 2013] o en la tribu Robinieae [Lavin et al., 2003]) o que se
expresan debido a dos caracteristicas de este ambiente: la distribucion discontinua de los
nucleos de bosques tropicales secos y al hecho que éstos presenten condiciones
estresantes que lleven a la especializacion de los linajes que habitan en él. Estos
patrones son la distribucion alopatrida, estructura filogenética geografica, y conservacién
de nicho. Zapoteca a pesar que no es un grupo exclusivamente de bosques secos,
muchas de las especies estan asociadas a este tipo de ambiente y existe al menos un
clado exclusivo de bosques secos que es particularmente diverso, con una diversificaciéon
temprana y que ocurrioé en un periodo de tiempo relativamente corto, como sugiere el reloj

molecular (Figura 8).

En Zapoteca, Hernandez (1989) habia destacado la distribucion alopatrida de la mayoria
de las especies, lo que puede ser interpretado como una historia evolutiva asociada a los
eventos de especiacion alopatrida. En este tipo de especiacion, generalmente la
divergencia se asocia a la presencia de barreras, ya sean ecoldgicas o geograficas entre
conjuntos de poblaciones limitando de esta manera el flujo de genes y llevando
subsecuentemente a la especiacién. Por otro lado, se puede determinar que la mayor
rigueza en los clados mas derivados se encuentra anidada en los bosques tropicales
secos del Neotrépico. Es importante considerar que la evolucion en Zapoteca es compleja
y debe ser explicada considerando también los cambios de nicho que ocurrieron en el
grupo. Se puede observar afinidad en el tipo de ambiente en especies estrechamente
relacionadas lo que puede sugerir que, en estos clados con ambientes muy similares, los
procesos de especiacion por alopatria podrian ser particularmente importantes. Claro
ejemplo de esto es la presencia de un clado casi exclusivamente de bosque seco (Figura

7: clado B) y otro casi exclusivo de bosque humedo montano (Figura 7: Clado C). En
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estos clados, aunque sus miembros viven en regiones cercanas, se distribuyen en

alopatria.

Todos los analisis filogenéticos moleculares también sugieren la existencia de estructura
filogenética geografica. Las especies sudamericanas incluidas en el analisis son basales y
con una topologia escalonada. En Sudamérica se encuentra el centro de variacion
morfolégica de Zapoteca, lo que es consistente con un mayor tiempo de divergencia en
relacién con el clado mas derivado. El clado mas derivado esta compuesto por especies
que en su mayoria estan restringidas a Megaméxico. Las relaciones del clado
Megamexicano aun no son claras, debido probablemente al reciente tiempo de
divergencia de las especies o a la acelerada especiacion en un periodo de tiempo
relativamente corto (ver Figura 8). Sin embargo, es posible identificar clados con una
fuerte coherencia geografica. Por ejemplo, un clado estd compuesto por Z. formosa, Z.
portoricensis y Z. tetragona que son de amplia distribucién, Z. costaricensis, y Z. mollis
endémicos de Costa Rica y Z. quichoi de los bosques hiumedos de Tabasco. Otro clado
esta formado por Z. cruzii, Z. ravenii y Z. sousae que se distribuyen en la vertiente del
Pacifico mexicano, Zapoteca sp. 508 y Zapoteca sp. 509 (que aun no han sido descritas)
son endémicas de Honduras. El tercer clado con una distribucién extendida en los
bosques secos de México donde Z. lambertiana y Z. media que estan estrechamente
relacionadas, se distribuyen en la vertiente Atlantica y Z. media y Z. alinae también
relacionadas, que son endémicas de Oaxaca (vertiente del Pacifico). Este alto grado de
estructura filogenética geografica puede ser indicativo de una historia de dispersién
altamente limitada, probablemente debido a limitada capacidad de dispersion de
Zapoteca. Hernandez (1989) ya habia sugerido que la extension de rango de las especies
de Zapoteca se daba principalmente por una serie de eventos de dispersion a corta

distancia, debido a la limitada capacidad dispersiva que ofrece la semilla.
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4.5 RELACIONES INFRAESPECIFICAS EN ZAPOTECA

Hernandez (1989) tomd una postura conservadora cuando describié las subespecies de
Zapoteca bajo esta categoria taxondmica. Tanto para las subespecies de Z. formosa
como las de Z portoricensis, este autor consideré los caracteres vegetativos,
particularmente la forma de los foliolos como caracteres criticos que reflejaban su
pertenencia a la misma especie. Por ejemplo, las ocho subespecies de Z. formosa son
variables en caracteres como el color de los filamentos, la pubescencia de los frutos o el
tipo de habito. Sin embargo, la tendencia es que las subespecies de Z. formosa presenten

foliolos ovados.

Las tres subespecies de Z. formosa (Z. subsp. formosa, Z. subsp. rosei y Z. subsp.
sinaloana) incluidos en nuestro analisis no forman un clado monofilético y se podria
sugerir que son especies diferentes. Zapoteca formosa subsp. rosei y Zapoteca formosa
subsp. sinaloana se encuentran en un clado con un buen apoyo, en donde se encuentran
especies que se caracterizan por contar con filamentos rosados (excepto Z. alinae y Z.
portoricensis) y su preferencia a climas calido-secos. Desafortunadamente como se
menciond anteriormente, las relaciones de los clados mas derivados presentan baja
resolucién y por tal razén no se pueden hacer modificaciones nomenclaturales. Sin
embargo, este resultado evidencia la necesidad de realizar un estudio mas detallado

sobre las subespecies de Z. formosa.

En el caso de Z. portoricensis, se encontré que los dos ejemplares incluidos en los
analisis que pertenecen a la misma subespecie (Z. subsp. portoricensis) se encuentran en
dos clados diferentes. Por el momento no se ha encontrado una respuesta logica a este
resultado por lo que se sugiere que pudo ser un error ocurrido en laboratorio (ej.
contaminacion del material con otra especie de Zapoteca). A pesar de esto, existe
evidencia que sugiera que Z. portoricensis subsp. portoricensis pertenece al clado (Z

costaricensis, (Z. tetragona, (Z. portoricensis, (Z. quichoi, Z. mollis, Z. formosa)))). El clado
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antes mencionado tiene la afinidad de que las especies que pertenecen a este grupo son
de amplia distribucion o son centroamericanas. También, las especies divergentes de este
clado tienen una preferencia por los climas calido hiumedos, como Z. portoricensis subsp.
portoricensis. Finalmente, este clado presenta Unicamente especies con filamentos
blancos y en su mayoria especies con muchos foliolos y pinas. Estas tres caracteristicas
no las comparte Z. portoricensis subsp. portoricensis con el otro clado que sugirié el
analisis para la otra réplica. Por otro lado, Hernandez (1989) habia reportado posible
evidencia de hibridacién entre Z. tetragona y Z. portoricensis subsp. portoricensis. Existen
poblaciones de esta ultima especie en Centroamérica y en México (donde convergen
geograficamente mas no ecolégicamente) con ramas anguladas que es un caracter
diagnodstico para Z. tetragona. Sin embargo, también hay poblaciones Z. portoricensis
subsp. portoricensis con esta caracteristica que estan completamente aisladas de Z
tetragona (Haiti). Entonces, las ramas anguladas podrian ser mas bien resultado de
ancestria comun entre estas dos especies. Hernandez (1989) también mencioné que Z
portoricensis subsp. portoricensis puede estar estrechamente relacionada a Z

caracasana.
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4.6 PERSPECTIVA HISTORICA

Existen varios estudios que evaluan la evolucién de Leguminosae desde una perspectiva
temporal. Por ejemplo, Rodriguez de Souza et al. 2013, Lavin et al. 2015, Bouchenak-
Khelladi et al. 2010, Gomez-Acevedo et al. 2010, Miller et al. 2003. Todos los estudios
hasta la fecha han sugerido edades mas recientes que las obtenidas en el analisis actual.
Se puede considerar el trabajo de Lavin et al. (2005) como el analisis mas completo con
un muestreo amplio de la familia y 12 puntos de calibracion, todos estos obtenidos a
través de registro fosil. Sin embargo, es dificil comparar las edades obtenidas en dicho
estudio con el presente, porque el primero esta mas concentrado en evaluar las edades
en la familia con un pobre muestreo en taxones filogenéticamente relacionados a

Zapoteca.

Los estudios enfocados en el clado Mimosoide utilizan pocos puntos de calibracién para
estimar las edades de los grupos estudiados. Por ejemplo, Gomez-Acevedo et al. (2010)
estimé fechas del grupo corona del clado Lysiloma divaricatum, (Faidherbia albida,
(Havardia, pallens, Pithecellobium dulce)) en el Plioceno. Sin embargo, existe registro de
Pithecellobium (Calvillo y Cevallos 2005) y Lysiloma (Magallén y Cevallos, 1994) con una
antigledad de 28.4 mda. Bouchenak-Khelladi et al. (2010) también estimaron edades
mucho mas recientes de los que sugiere el registro fosil disponible. Rodriguez de Souza
et al. (2013) en el estudio de reloj molecular que presenta el muestreo de taxones que
incluye mas taxones filogenéticamente relacionados a Zapoteca, presenta dos
deficiencias criticas: la escogencia del grupo externo es incorrecta y solo se utilizaron dos
puntos de calibracion, donde uno de estos puntos es una calibracion secundaria.
Rodriguez de Souza et al. (2013) obtuvieron una edad maxima de 10 mda para la alianza
Pithecellobium, pero nuevamente el registro fésil de Pithecellobium y Lysiloma (Calvillo y
Cevallos, 2005; Magallon y Cevallos, 1994) discrepa con estos resultados. Se puede
concluir que la discrepancia en las edades estimadas en el presente estudio y los estudios

previos, surge de que los ultimos mencionados presentan un muestreo insuficiente del
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registro fésil o una pobre inclusion de taxones filogenéticamente relacionados a Zapoteca

(tribu Ingeae).

La edad estimada del grupo corona del clado Viguieranthus + Zapoteca es de 50.6 mda
(ver Figura 8). En este clado ocurre la primera divergencia entre los elementos del Viejo
Mundo y del Nuevo Mundo. Con respecto a esta distribucion anfiatlantica, una hipétesis
comunmente usada para explicar esta distribucién en varios grupos de leguminosas, es la
hipotesis boreotropical (Lavin y Luckow, 1993) que sugiere que durante el Paleégeno
temprano, los puentes terrestres de alta altitud facilitaron el cruce de taxones entre el
Nuevo Mundo y el Viejo Mundo. A pesar que la fecha estimada en que se separaron estos
dos linajes (50.6 mda) es concordante con esta hipodtesis, es dificil asociarla a la
distribucion del clado Viguieranthus y Zapoteca dado a que la distribucién de las especies
que conforman estos clados es principalmente sudaméricana. Una hipoétesis alternativa y
mas plausible para este grupo es un evento de dispersion a larga distancia. A pesar de
que estos eventos generalmente son poco comunes, se ha sugerido que son mas
recurrentes e incluso explican mejor que la tectdnica de placas la estructura geografica de
las leguminosas (Lavin et al., 2004). La moncfilia en el clado Viguieranthus (a pesar del
bajo apoyo) sugiere un solo evento de dispersion a larga distancia por parte del ancestro

de este grupo.

Se estima que el grupo corona de Zapoteca tiene una edad de 34.3 mda. Considerando la
distribucion escalonada de los miembros mas divergentes y su distribucién sudamericana,
los resultados en conjunto parecen sugerir que el centro de origen de Zapoteca es
Sudamérica. En estos elementos sudamericanos y considerando también los no incluidos
en el analisis, parece haber mucha variedad en el tipo de ambiente que se establecen.
Entonces, el cambio de nicho ambiental pudo haber sido un factor importante en la

especiacion de estos miembros mas divergentes.

La edad sugerida para el clado megamexicano de Zapoteca (13.4 mda) parece sugerir la
importancia de Los Andes como barrera biogeografica en este grupo. A pesar de que el

levantamiento de Los Andes fue un proceso gradual que duré un intervalo de tiempo largo

63



Capitulo 4

hablando en términos de tiempos geoldgicos, el efecto que tuvo éste como barrera
biogeografica fue importante hace 15 mda (Hartley, 2003) cuando el aire humedo empez6
a chocar con los Andes generando el llamado efecto Fohn. Parece ser también que la
formacion del istmo de Panama que se sugiere que sucedioé hace 2.8 mda aprox (O'Dea,
et al., 2016), fue un vento poco importante considerando que Zapoteca ya se habia

establecido en Megaméxico antes que éste se formara.

Son pocas las especies que comparten Sudamérica y Megaméxico. La mayoria de estos
elementos compartidos se encuentran en un clado que se caracteriza porque en este se
encuentran las especies que tienen las distribuciones mas amplias (entre otras cosas).
Entre estos casos se puede mencionar a Z. formosa subsp. formosa, Z. portoricensis y Z.
tetragona. En este clado también se encuentran elementos centroamericanos como Z.

costaricensis 'y Z. mollis, y Z. quichoi en México.

Muchos eventos cladogenéticos sucedieron en un intervalo de tiempo que es mas
coincidente con procesos orograficos en México, que con los cambios climaticos del
Pleistosceno. Por ejemplo, la aceleracion en tasas de diversificacién de varios grupos
como por ejemplo Bursera (De Nova et al., 2012; Becerra, 2005) se ha atribuido al término
de la configuracion de las condiciones secas en la vertiente del Pacifico. Esto se debid
gracias al levantamiento del Eje Neovolcanico Transversal que también ayudo al
establecimiento de otros tipos de ambiente debido al efecto Fohn. Entonces, la influencia
del origen de los accidentes orograficos en Megaméxico sobre la evolucidon de Zapoteca,
debe ser entendida en términos de la heterogeneidad ambiental que origind y no solo en

la importancia que tuvo sobre la formacién de los bosques secos.

Se puede reconocer un clado que es casi exclusivamente de bosques secos. Dadas las
edades sugeridas en el andlisis de reloj molecular, se podria entender la evolucion de ese
clado como un grupo con una preferencia por los bosques secos y cuyos eventos de
especiacion, probablemente fueron el resultado de eventos de dispersion a través de las

barreras orograficas a otros bosques secos.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

5.1 CONCLUSIONES

Los analisis filogenéticos apoyaron la monofilia de Zapoteca. Por otro lado, la clasificacion
subgenérica fue parcialmente apoyada, por lo tanto, se requiere hacer algunos cambios
taxondmicos como incluir a las especies de Zapoteca subgénero Ravenia en el subgénero
Zapoteca y circunscribir un nuevo subgénero que incluya a Z. filipes y tal vez a Z

scutellifera.

Por otro lado, los caracteres morfolégicos codificados fueron altamente homoplasicos
para los clados mas derivados en la manera en que fueron codificados. La distribucién
geografica parece ser un mejor estimador de relaciones, asi como algunos caracteres
selectos como, la presencia de nectarios extraflorales en los peciolos que esta presente
en las especies mas divergentes, las pseudopaniculas bien desarrolladas, que son un
caracter diagnéstico para los miembros de Zapoteca subgénero Amazonica o el color de

los filamentos, que presenta alta sefial filogenética en los clados mas derivados.

La historia evolutiva en Zapoteca es compleja y puede ser explicada por mas de un
evento geologico que exclusivamente por las glaciaciones del Pleistosceno. En el reloj
molecular se sugiere que la mayoria de los procesos de especiacién se encuentran en un
periodo de tiempo entre los 11 mda y 3 mda. Se pueden mencionar varios eventos
geoldgicos importantes en la historia de su evolucion: el levantamiento de Los Andes que
form6 una barrera ecoldgica hasta hace 15 mda cuando cesoé el flujo genético entre los
elementos sudamericanos y megamexicanos en Zapoteca, y la formacion del Eje
Neovolcanico Transversal que influyd en el establecimiento de varios tipos de ambientes y
particularmente en el establecimiento de los bosques secos. Los cambios climaticos del

Pleistoceno jugaron un papel mas importante sobre la evolucién de las especies mas
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derivadas en el clado megamexicano y también, pueden explicar la distribucidon

discontinua de muchas especies (o también clados).

5.6 PERSPECTIVAS

La resolucion de los clados fueron un problema latente durante la realizacion del presente
trabajo y a pesar que se tuvo una buena aproximacién acerca de la taxonomia y la
evolucién del grupo, aun se entiende poco acerca de los clados mas derivados. El mismo
caso sucede con las subespecies de Z. formosa, las cuales podrian ser elevadas a la
categoria de especie. Estos cambios nomenclaturales a futuro elevarian el nimero de
especies y reflejarian de manera mas nitida la importancia de Megaméxico como un sitio
importante para la evolucion de este género. Primeramente, para lograr hacer estos
cambios, se sugiere la utilizacidon de secuenciacién de nueva generacion que ha sido

particularmente util para grupos con poca variacion en su ADN como en Zapoteca.

Una caracteristica muy interesante en Zapoteca es la distribucidon restringida y en
alopatria de la mayoria de las especies. Esto convierte a este grupo en un buen modelo
para estudiar patrones de distribucion y ecologia en plantas. Por ejemplo, se encontro
afinidad en el tipo de ambiente entre especies filogeneneticamente cercanas. En este
caso, un estudio de modelacién de nicho podria ofrecer informacion interesante acerca de

la importancia de los rasgos ecolégicos sobre la evolucion de las Leguminosas.
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