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RESUMEN

Dentro de la familia Lamiaceae Martinov, uno de sus géneros mas grandes, Stachys
L., estd en extrema necesidad de ser revisado taxonomicamente debido a su polifilia
comprobada. Un grupo de especies de Stachys ampliamente distribuidas en México, donde
cuatro de las siete especies del complejo son consideradas endémicas, pertenecen al
complejo Stachys coccinea y estan caracterizadas por su corolas grandes rojas, anaranjadas
0 moradas. Sin embargo, la variacion morfolégica observada entre las especies del
complejo parece ser insuficiente para circunscribir este numero de especies. La
circunscripcion y relaciones entre las especies del complejo Stachys coccinea fueron
evaluadas usando analisis numéricos aplicados a datos morfoldgicos y analisis filogenéticos
aplicados a datos de secuencias de cpDNA. Se encontr6 que la variacion morfoldgica en
este complejo delimita insuficientemente a los miembros del complejo, debido
probablemente a la plasticidad. Ademas, las regiones de cpDNA utilizadas, cominmente
usadas en la reconstruccién de filogenias de plantas (las secuencias del intron trnL, del
espaciador trnL-F y del intron rpsl16), no pueden resolver las relaciones entre la mayoria de
las especies en el complejo. Se propone que el complejo Stachys coccinea sea re-
delimitado, reduciendo el nimero de especies a tres especies: Stachys coccinea, S. lindenii
y S. albotomentosa, manteniendo las delimitaciones originales de las especies e incluyendo
a S.jaimehintonii, S. manantlanensis, S. pacifica, y S. torresii como variedades de S.
coccinea.
Palabras clave: analisis numéricos, complejo Stachys coccinea, filogenia, Lamiaceae,

morfologia, rpsl6, trnL, trnL-F.



ABSTRACT

Within the Lamiaceae Martinov, one of its largest genera, Stachys L., is in extreme
need of taxonomic revision due to its demonstrated phylogenetic polyphyly. A group of
Stachys species widely distributed in Mexico, where four of the seven species of this
complex are considered endemic, belong to the Stachys coccinea complex are characterized
by their large red, orange or purple corollas, is. Nonetheless, the observed morphological
variation among the species of the complex appears insufficient to circumscribe this
number of species. The circumscription and relationships among the Stachys coccinea
complex were evaluated using numerical analysis applied to morphological data and
phylogenetic analyses of cpDNA sequence data. We found that morphological variation in
this complex insufficiently circumscribe members of the complex, possibly caused by their
plasticity. In addition, the utilized cpDNA markers, which are commonly used in plant
phylogenetic recontruction (trnL intron, trnL-F spacer, and rpsl6 intron sequences), can
not resolve relationships among most of the species in the complex. We propose that the
Stachys coccinea complex is recircumscribed, reducing the number of species to three
species: Stachys coccinea, S. lindenii, and S. albotomentosa, keeping the original
circumscription of these species and including S. jaimehintonii, S. manantlanensis, S.
pacifica and S. torresii as varieties of S. coccinea.

Key words: Lamiaceae, morphology, numerical analysis, phylogeny, rpsl6, Stachys

coccinea complex, trnL, trnL-F.



INTRODUCCION

Como bien menciona Rzedowski en su obra “Vegetacion de México” (1978),
México presenta una de las cubiertas vegetales mas variadas de la Tierra, y que esta
diversidad no s6lo se debe a las condiciones fisiograficas, geoldgicas y climéticas, sino
también al hecho de que México participa tanto de elementos meridionales Sudamericanos
como de elementos boreales propios de Norteamérica y de Eurasia. Y es precisamente ésta
diversidad vegetal la que se ha utilizado como primer criterio para clasificar el medio
natural de México (CONABIO, 1998).

Desde tiempos remotos, el estudio de la diversidad vegetal de México se enfocd
basicamente en aquellas especies con propiedades particulares y usos antropocéntricos, es
decir, aquellas con usos comerciales, medicinales, comestibles u ornamentales, sin dar
mucha importancia a las cuestiones ecoldgicas, y mucho menos, a las cuestiones
taxondmicas. Es hasta inicios del siglo XVIII cuando se empiezan a dar estudios que
buscan conocer la diversidad vegetal de México, aunque en pequefia escala, y es hasta el
siglo XX que empiezan los trabajos mas formales enfocados en describir esta diversidad
que caracteriza a Mexico aunque a niveles muy locales y generales. Sin embargo la flora
mexicana no esta bien estudiada aln y hay varias deficiencias tanto en el conocimiento de
muchos grupos que la componen (Rzedowski, 1978). Y es en éste contexto donde la
enorme importancia de la taxonomia queda claramente revelada (Toledo, 1988).

La taxonomia tradicional, con el uso de métodos de identificacion y clasificacion
tradicionales basados en morfologia, sigue siendo utilizada para la circunscripcion de
especies (Wiens, 2004). Sin embargo, gracias a los avances en filogenia molecular y en
reconstruccion filogenética, se ha hecho posible la resolucion de una amplia gama de
problemas taxonémicos y evolutivos para un gran numero de taxa, dando como resultado
cambios en las clasificaciones tradicionales (Wiens, 2004; Scheen et al., 2010). Esta
situacion es observada en varias familias de plantas.

Una de las familias de plantas mas diversas del pais es la familia Lamiaceae
Martinov, representada por 32 generos y 591 especies, de las cuales 389 especies son

endémicas. Uno de los generos que reviste mas importancia dentro de la familia es el



género Stachys L., el cual, junto con Salvia L. y Scutellaria L. son los mas diversos en el
pais (Martinez-Gordillo et al., 2013).

El género Stachys esta ampliamente distribuido en el pais, tiene preferencia por las
regiones templadas y subtropicales; muestra una gran diversidad morfologica y citoldgica,
por lo que representa un grupo de taxonomia dificil, en extrema necesidad de ser revisado
(Mulligan & Munro, 1989; Garcia Zufiiga, 2001; Lindgvist & Albert, 2002; Scheen et al.,
2010; Salmaki et al., 2012).

Dentro de las especies del género Stachys presentes en México, se identifican
aquellas especies que presentan corolas grandes de colores anaranjados, rojos o purpuras;
dichas especies pertenecen al complejo Stachys coccinea Ortega. Inicialmente, el complejo
constaba de tres especies, y Turner (1994b; 1995) basado en morfologia, propuso cuatro
especies mas, incrementando el ndmero de especies dentro del complejo a siete. Sin
embargo, se considera que éste nimero de especies esta sobreestimado y se requiere una

clarificacion de las relaciones filogenéticas entre sus integrantes.

ANTECEDENTES

Generalidades del area de estudio.
1. Localizacion geogréafica.

México, con una superficie total de 1,964,375 km2, se encuentra situado en la parte
meridional de América del Norte, entre las coordenadas geogréficas extremas de 14°32’-
32°42> N y 86°42°-118°27° O; colina con los Estados Unidos de America al norte y con
Guatemala y Belice al sur; ademas presenta costas con el océano Pacifico al oeste y con el
Atlantico al este (Figura 1).

2. Fisiografia.

Con un rango altitudinal que va desde los 0 msnm hasta los 5,610 (5,715) msnm en
su pico mas alto (el Pico de Orizaba o Citlaltépetl), el territorio mexicano se caracteriza por
ser sumamente variado y accidentado. En general se identifican los siguientes sistemas

fisiogréaficos:



"0014108d OUB9I0
[3 U0J 81530 [ A aquie) Je |9 A 03IX3|Al 9P 04|09 |9 U0J 31S3 [e ‘931jag A elewarens) uod Ins [e A eoLI9WEeaLIoN ap Sopiun
SOpEIST U0J 310U [e BPUIJ0I 0JIXIN ‘SeAllelapa) Sapepnius Jod UQISIAID U0D euedIXS|A edljgnday e| ap edeyy T eanbi

0.0% MO0.56 MD0004 MO 500 MO00 MAODG MOD,02)
1 1 1 1 1

1
MO0 - # % + 0005
7 EjRmIaIEnD, N\ R i+ — ~ - - ’
- aibn )y N o
f - = ' ' '
2 S ) - Sy 000'000'G1:1
ERITE) S— S
(L. s = J \ e ——
L/ o~ a0~ 20 \
iV G o 2o .
A . &\
NADO7- f g N m,u : // —_t
3/ 1 | e’ 021120,
Lol ) ¢ S Hiang
\ I — r.,_.. e ouUDIN)
e ™ L]
. 00X - \ -
: ) S %t AN
ap ojjon B , ) e N\
L " .z ....

I by W2
\ . "
- \ - J 1
3 - = \ﬂx. SN / . ,_ ﬂ ﬂuw -
AL % ) H i e .,..,,, ﬂ b 3 ”. bt 0000
™ }
N = [ )
EILPWY I SOPIU( SOPRISH pe—— o e L
T T T T T T T

MO0, 35 MO0ES ANODO L0 MOS0 MO0 01 AMODS MS.02)



- Sistema Montafioso de Baja California, recorriendo en basicamente toda su longitud a la
peninsula de Baja California y enlazandose con las montafias de la Alta California al norte,
presenta pendientes a menudo muy abruptas hacia el mar de Cortés y mucho mas suaves
hacia el Pacifico.

- Sierra Madre Occidental, es el mas largo y continto de los sistemas montafiosos del pais;
corre paralelo a la costa del Pacifico desde la frontera con los Estados Unidos hasta
converger con el Eje Volcanico Transversal por el sur; ésta sierra separa la Planicie Costera
Noroccidental del Altiplano Mexicano.

- Sierra Madre Oriental, se inicia en la parte central del estado de Nuevo Leon y corre hacia
el sur-sureste, uniéndose finalmente al Eje Volcénico Transversal; ésta sierra separa la
Planicie Costera Nororiental del Altiplano Mexicano.

- Eje Volcanico Transversal, es un sistema montafioso situado a lo largo de los paralelos
19° y 20°, marcando el extremo sur del Altiplano Mexicano y separandolo de la Depresion
del Balsas; presenta los picos mas altos de México: Pico de Orizaba, Popocatépetl,
Ixtraccihuatl, entre otros.

- Sierra Volcanica del Sur, corre del noroeste a sureste paralelamente a la costa del
Pacifico, presentando una serie de rios con sus respectivos valles; hacia el norte confluye
con el Eje Volcénico Transversal y comparte limites con la Depresion del Balsas.

- Sistema Montafioso del Norte de Oaxaca, con una topografia muy accidentada, podria
considerarse como una prolongacion de la Sierra Madre Oriental que queda interrumpida
por el Eje Volcanico Transversal.

- Macizo Central de Chiapas, que se extiende a lo largo de la costa pacifica de Chiapas,
introduciéndose hasta el Istmo de Tehuantepec, constituyendo una prolongacién de las
serranias americanas.

- Planicie Costera Noroccidental, es la costera del Pacifico que colinda directamente con la
Sierra Madre Occidental, extendiéndose desde casi la desembocadura del rio Colorado
hasta la parte central de Nayarit.

- Altiplano Mexicano, delimitado por las Sierras Madre Oriental y Madre Occidental, asi
como por el Eje Volcéanico Transversal al sur y continuandose con las grandes llanuras del
oeste norteamericano hacia el norte, ocupando no menos de la cuarta parte del territorio

nacional.
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- Planicie Costera Nororiental, ocupa la zona costera del Golfo de México, que nace desde
el rio Bravo al norte, limitando con el Altiplano Mexicano y la Sierra Madre Oriental, y al
sur se fusiona con el Eje Volcanico Transversal.

- Depresion del Balsas, es una amplia region que se ubica entre el Eje Volcanico
Transversal y la Sierra Madre del Sur.

- Planicie Costera Suroriental, abarca todo el Istmo de Tehuantepec, y ocupa también la
mayor parte de la peninsula de Yucatan; algunos autores la subdividen en una Peninsula de
Yucatan y en la Planicie de Sotavento.

- Depresion Central de Chiapas, ubicada entre el Macizo Central y la Sierra Madre de
Chiapas, da lugar al valle de drenado del rio Grijalva.

3. Hidrologia.

Debido a factores como la gran extension de litorales asi como la gran diversidad de
condiciones fisiograficas y climaticas, la hidrologia también presenta una gran diversidad,
destacandose 4 principales vertientes:

- Vertiente del Pacifico, exorréica, representada por los rios Yaqui, Fuerte, Mezquital,
Lerma-Santiago y Balsas.

- Vertiente del Golfo, exorréica, representada por los rios Bravo, Panuco, Papaloapan,
Grijalva y Usumacinta.

- Vertiente del Altiplano, endorréica, representada principalmente por los rios Nazas,
Aguanaval y Casas Grandes, aunque presenta otras subvertientes que conforman al “Bolsén
de Mapimi” o el “Bolsén de Salado™.

- Peninsula de Yucatan, arreica, presenta escaso relieve y estd conformada por rocas muy
permeables, por lo que casi todas sus corrientes de agua son subterraneas.

4. Climas.

Una serie de factores presentes en México, resumidos en forma gruesa como
geografia, fisiografia, latitud y altitud, resultan en un mosaico muy diverso de climas muy
ricos en variantes, siendo muy complicado clasificarlos adecuadamente, aunque resulta
evidente que predominan los climas secos sobre los humedos. Ademas, debido a esta
misma diversidad es dificil encontrar atributos que sean comunes a todos los tipos de

climas, sin embargo se puede afirmar que el punto en el que coinciden es el hecho de que
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las estaciones hidricas son mas evidentes que las estaciones térmicas, por lo que se puede
hablar més de épocas secas y épocas lluviosas.

En este punto, el gradiente térmico en funcion de la altitud varia mucho de una
region a otra como consecuencia de diversos factores (altura relativa, humedad, latitud,
etc.). Esto da como resultado que las estaciones térmicas del afio sean moderadamente mas
acentuadas en el extremo norte del pais. Por otro lado, la oscilacion térmica diurna-
nocturna, constituye en muchas regiones un elemento climatico de mayor importancia que
la variacion estacional.

Otro factor asociado al clima es la radiacion solar, en donde comparativamente con
otras regiones, en México la radiacion solar es muy intensa basicamente todo el afio.

Respecto a la precipitacion, sucede algo similar que con la temperatura: la
precipitacion presenta grandes contrastes, en donde las cantidades minimas anuales van
desde los 50 mm con todos los meses secos, hasta los maximos de mas de 5,500 mm con
todos los meses humedos. A grandes rasgos, México se puede dividir en 3 regiones gracias
a la precipitacion:

- una region humeda, mas o menos continua que se extiende desde el sureste de San Luis
Potosi continuando a través de casi todo el estado de Veracruz y Tabasco hasta la base de la
Peninsula de Yucatan, incluyendo parte de Chiapas, Oaxaca, Puebla e Hidalgo.

- dos regiones aridas, separadas por la Sierra Madre Occidental; la primera una gran
porcidn del Altiplano Mexicano, cominmente llamada “Chihuahuense” que va desde los
estados de Hidalgo, Guanajuato y Aguascalientes hasta la frontera con los Estados Unidos;
y la segunda que abarca a la Planicie Costera Noroccidental y a la mayor parte de la
Peninsula de Baja California, cominmente llamada “Sonorense”, y de las dos, es mucho
menos privilegiada en precipitacion.

Es importante resaltar que la distribucién de las lluvias a lo largo del afio constituye
un factor de suma importancia para la vida vegetal, basicamente en la mayor parte del pais.

De todo lo expuesto anteriormente, podemos llegar a un acuerdo con el sistema de
Koeppen (1948), quién indica que en México se presentan basicamente cuatro de los cinco
tipos fundamentales de climas:

- A (calientes y humedos), se presentan en grandes extensiones de tierra a lo largo del
litoral Pacifico, en la Peninsula de Yucatan, en la porcion sur de la Planicie Costera
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Nororiental y en la Depresion Central de Chiapas; sobresalen las categorias Aw (con
temporada seca larga), Am (con temporada seca corta) y Af (sin temporada seca).

- B (secos), cubren la mayor superficie de México, predominando en el Altiplano, en las
Planicies Costeras Noroccidental y Nororiental, ademas de Baja California; sobresalen el
Bw (seco desértico) y el Bs (seco estepario).

- C (templados y humedos), son caracteristicos de las zonas montafiosas; sobresalen el Cw
(con temporada lluviosa en la época caliente del afio), Cf (con lluvias durante todo el afio),
Cs (con lluvias en la época fria del afio) y Cx (con lluvias poco frecuentes pero intensas
durante todo el afo).

- E (frio o polar), que se restringe a las partes mas altas de algunas montafias aisladas.

5. Vegetacion.

Resulta mas que evidente que la causa primordial de la gran riqueza floristica de
Meéxico sea debido a todos los elementos enumerados anteriormente. Sin embargo hay otro
factor que contribuye a la riqueza floristica del pais: el hecho de que la situacion
continental de México, como puente entre las dos partes de América, ha sido escenario de
migraciones de plantas de diversa procedencia, constituyendo actualmente una zona con
influencia tanto de elementos floristicos neotropicales como de elementos holarticos.

Sin embargo, en un area como la de México, los rasgos de la distribucion de la flora
obedecen estrechamente a los del clima.

De acuerdo con Rzedowski (1978) existen a nivel nacional diez tipos de vegetacion
principales:

- Bosque tropical perennifolio, muy exuberante, pues corresponde a climas donde el calor
ni el agua son limitantes del desarrollo de las plantas. Desarrollandose cominmente en
altitudes que van desde los 0 hasta los 1,000 msnm, con una temperatura media anual de
20-26°C y precipitaciones promedio de 1,500-3,000 mm, presenta afinidades geogréaficas
con el sur (Centroamerica y Ameérica del Sur). Es una comunidad biol6gicamente compleja
donde predominan arboles de mas de 25 m de alto, con hojas de tamafio mediano a
moderadamente grande, donde las coniferas son muy raras. En México representa un gran
numero de comunidades diferentes, algunas son bien reconocidas y otras poco o nulamente

conocidas.
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- Bosque tropical subcaducifolio, agrupa a comunidades con caracteristicas entre el bosque
tropical perennifolio y el bosque tropical caducifolio. Se desarrolla en altitudes que van
desde los 1 a los 1,300 msnm, una temperatura media anual de 20-28°C y una media pluvial
entre los 1,000 y los 1,600 mm. Presenta una distribucion mas amplia en la vertiente del
Pacifico que en la del Atlantico. En él pueden distinguirse 2 estratos arboreos donde el
estrato inferior alcanza entre 8-15 m de altura; ademéas puede presentarse un estrato
arbustivo variable en ocasiones ausente. Las comunidades representadas bajo este tipo de
vegetacion presentan pocas especies codominantes, no mas de cinco, aunque en ocasiones
la codominancia no existe.

- Bosque tropical caducifolio, agrupa a los bosques de regiones calidas que pierden sus
hojas en la época seca del afio (alrededor de 6 meses). Se desarrolla comunmente entre
altitudes de 0 a 1,900 msnm, su temperatura media anual es de 20-29°C, y la precipitacion
promedio es de 300-1,800 mm, aunque cabe resaltar que presenta dos estaciones bien
definidas: la seca y la lluviosa. Por lo general es una comunidad densa cuya altura oscila
entre 5-15 m, con uno o dos estratos arboreos, donde se pierden las hojas durante un
periodo de 5 a 8 meses. Presenta un gran nimero de endemismos (principalmente a nivel de
especie).

- Bosque espinoso, caracterizado por comunidades mas bien bajas cuyos elementos son en
gran medida arboles espinosos. Sin embargo, no es tan facil definirlas debido a que forman
transiciones entre otros tipos de vegetacion (bosque tropical caducifolio, matorral xerofilo y
pastizal). Sus limites altitudinales van desde los 0 hasta los 2,200 msnm, con temperaturas
medias anuales entre 17-19°C y una precipitacién media anual de 350-1,200 mm, con 5a 9
meses secos. Este tipo de vegetacion es caracteristico de terrenos méas bien planos o poco
inclinados, se caracteriza por presentar vegetacion de 4-15 m de altura con bosques densos
a mas o menos abiertos. Esta flora tiene un evidente matiz neotropical, y presenta
igualmente gran numero de endemismos.

- Matorral xeréfilo, ocupando aproximadamente el 40% de la superficie del pais, se vuelve
el tipo mas extenso de vegetacion. Ubicado en altitudes que pueden ir desde los 0 hasta los
3,000 msnm, con temperaturas medias de 12-26°C, y una precipitacion media anual inferior
a los 700 mm, con lluvias irregulares, suelen tener altos niveles de insolacion y una

humedad atmosférica generalmente baja. Estos matorrales se pueden observar
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practicamente en todo tipo de suelos, con formas més bien herbaceas y poca cobertura
arbdrea. Por esta razon, su composicion floristica es variada, pudiendo clasificarse de
acuerdo a la forma predominante en la vegetacion (crasicaules, rosetofilos, submontanos,
etc.), y suele ser rica en endemismos tanto genéricos como especificos.

- Pastizal, se trata de comunidades vegetales en donde el papel predominante lo realizan las
gramineas, y son mucho mas extensos en las regiones semiaridas y de clima mas bien
fresco, con suelos mas bien planos o ligeramente ondulados. Se ubican principalmente a
altitudes entre 1,100-2,500 msnm, con temperaturas medias anuales entre 12-20°C, y una
precipitacion media anual de 300-600 mm, con 6 a 9 meses secos y una humedad
atmosférica relativamente baja. Generalmente, son de altura media (20-70 cm) y en la
mayoria de los casos, los estratos arboreos estan ausentes.

- Bosque de Quercus, también conocidos como encinares, son comunidades vegetales
caracteristicas de las zonas montafiosas de México, y junto con los bosques de coniferas
constituyen la mayor parte de la cobertura vegetal en areas de clima templado y
semihimedo, aunque también penetran en zonas de clima caliente y semiarido, basicamente
en las serranias de la porcion continental de pais. Encontrandose desde los 0 hasta los 3,100
msnm, con temperaturas medias anuales entre los 10 y los 26°C, y precipitacion media
anual entre los 300 y los 2,000 mm. Los bosques de encinos son comunidades cuya altura
varia entre los 2 y los 30 m (en ocasiones hasta 50 m, presentando también varios estratos)
y la fisonomia de los encinares esta influenciada por el tamafio de las hojas de las especies
de arboles que lo forman, ademas pueden ser totalmente caducifolios o bien totalmente
perennifolios.

- Bosque de coniferas, frecuentes en zonas de clima templado y frio, caracterizan muchos
sectores del territorio nacional, pudiendo prosperar en regiones de clima semiarido,
semihimedo o francamente humedo. Ubicados principalmente en altitudes que van de los
1,500 a los 3,000 msnm, temperaturas medias de 6-28°C y precipitaciones medias de 600-
1,000 mm, dependiendo de la especie dominante en el bosque (de Pinus, Pinus-Quercus,
Abies, Juniperus, Pseudotsuga, Cupressus, Picea, etc.), cambian las caracteristicas
ambientales del bosque, aunque podria decirse que comparten similitudes con los bosques

de encinos.
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- Bosque mesdfilo de montafia, muy similar al bosque caducifolio, la diferencia
fundamental es que en él, predomina la condicion siempre verde y que las condiciones
climaticas que requiere este bosque se presentan en zonas restringidas, por lo que tiene una
distribucion limitada y fragmentada. Su distribucion se localiza entre los 600 y los 1,000
msnm, con temperaturas medias de 12-23°C, y precipitacion media anual superior a los
1,000 mm aunque puede exceder a los 3,000 mm. Suele presentar frecuentes neblinas y una
alta humedad atmosférica. Siendo fisonomicamente denso y alto (15-35 o hasta 60 m), con
varios estratos arboreos, tiene preferencia por regiones de relieve accidentado y laderas con
pendientes pronunciadas. Presentan diversas asociaciones que a menudo difieren entre si.
Los endemismos a nivel genérico son escasos en este tipo de vegetacion pero a nivel de
especie no es despreciable el nimero de endemismos.

- Vegetacion acudtica y subacuatica, se trata de las comunidades vegetales ligadas al medio
acuatico o permanentemente saturado de agua, y son muy variadas. Por esta razon, hay
numerosas especies que tienen una distribucion casi cosmopolita y hay otras especies que
son muy restringidas e incluso endémicas. Se presenta en todos los climas propios para la
vida vegetal, sin embargo se concentra en zonas cercanas a los litorales. De este modo
tenemos la vegetacion tipica de los litorales marinos, los manglares, los popales, los tulares
y carrizales, etc.

Ademas de estos principales tipos de vegetacion, existen varios otros de muchisima
menos distribucion y sin embargo, no son de menor importancia.
Generalidades sobre la familia Lamiaceae Martinov.

La familia Lamiaceae Martinov (Orden Lamiales), con 200 a 236 géneros
aproximadamente y alrededor de 4,000 a 7,137 especies a nivel mundial, y con un amplio
rango de diversidad morfologica, tiene mucho para estimular el interés de los botanicos sin
importar cudl sea su disciplina (Hedge, 1992; Harley et al., 2004).

Con una distribucion cosmopolita, se trata de plantas principalmente herbaceas,
anuales o perennes, aunque pueden presentarse algunas arbustivas, y rara vez, arboles.
Presentan una combinacion de caracteristicas vegetativas y florales que hacen que se trate
de una familia facilmente identificable: tallo cuadrangular en corte transversal,
principalmente en tallos jovenes, en ocasiones con estolones o rizomas; hojas opuestas en

ocasiones verticiladas, simples o en ocasiones lobadas a palmaticompuestas; usualmente
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aromaticas, ya que presentan glandulas que producen aceites esenciales; inflorescencias en
cimas verticiladas, terminales o axilares; flores marcadamente bilabiadas y bisexuales,
estilo ginobasico, y de 2-4 estambres didinamos fusionados a la corola; ovario bicarpelar
con 4 Iébulos, que al madurar se fragmenta en 1-4 naculas (Hedge, 1992; Ramamoorthy &
Elliot, 1993; Walters & Keil, 1996; Garcia Zufiiga, 2001; Judd et al., 2002; Martinez
Gordillo et al., 2013).

Dada su importancia economica como condimentos o medicinales, gracias a sus
aceites esenciales, o como ornamentales, por sus flores muy llamativas la mayoria de las
veces, es una familia que reviste gran importancia, y mas cuando se trata de especies
nativas de México. En particular el género Stachys, que es uno de los géneros mas grandes
dentro de las Lamiaceas (Lindqvist & Albert, 2002; Scheen et al., 2010; Martinez Gordillo
etal., 2013).

Generalidades sobre el género Stachys.

El género Stachys L. es un género grande, taxondémicamente complejo y
ampliamente distribuido, que se presenta principalmente en las regiones templadas y
subtropicales del mundo (Turner, 1994a; Garcia Zufiiga, 2001; Lindgvist & Albert, 2002;
Scheen et al., 2010; Salmaki et al., 2012), y a pesar de que las especies pertenecientes a
éste género muestran una extensa variacion morfologica y citologica se distinguen por su
caliz tubular a turbinado que termina en dientes iguales a subiguales mucronados, y en un
anillo de pelos, denominado annulus, en el interior del tubo de la corola (Mulligan &
Munro, 1989; Ramamoorthy & Elliot, 1993; Garcia Zufiga, 2001; Lindqvist & Albert,
2002).

De acuerdo con algunos autores (Ramamoorthy & Elliot, 1993; Harley et al., 2004),
el género comprende alrededor de 200 a 300 especies; sin embargo, debido a estudios
filogenéticos recientes que indican que si se incluyeran algunos otros géneros que se sabe
estdn anidados dentro de Stachys, el numero de especies dentro de Stachys podria
incrementarse a mas de 500 especies (Lindqvist & Albert, 2002).

En general se coincide en que Stachys representa un grupo con taxonomia dificil, y
se considera que es un grupo no natural en extrema necesidad de ser revisado (Garcia
Zuiiga, 2001; Scheen et al., 2010; Salmaki et al., 2012). En clasificaciones previas, el
género Stachys se ubicO en diferentes tribus (Cantino & Sanders, 1986), y actualmente
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pertenece a la tribu Stachydeae (Scheen et al., 2010); Epling (1934) dividio a las especies
americanas del género en 10 grupos, de los cuales siete se presentan en México (Martinez
Gordillo et al., 2013).

En México, el género Stachys es uno de los géneros mas grandes de la familia
Lamiaceae, junto con Salvia L. y Scutellaria L., con 41 especies de las cuales 29 tienen el
estatus de endémicas, y éste nimero podria cambiar al incrementarse el conocimiento
taxonémico que se tiene del género (Martinez Gordillo et al., 2013).

El complejo Stachys coccinea Ortega (Lamiaceae).

Dentro del conjunto de especies del género Stachys presentes en México, se
encuentran aquellas pertenecientes al complejo Stachys coccinea Ortega. Se trata de siete
especies que se identifican por sus grandes corolas de colores anaranjados, rojos o
purpuras, con el annulus cercano a la base del tubo de la corola; y que presentan una amplia
distribucion que va desde el SO de los Estados Unidos (Texas, Arizona y Nuevo Mexico)
hasta Guatemala (Turner, 1994a; 1994b). De toda su area de distribucion, México es el pais
donde se presentan las siete especies pertenecientes al complejo, teniendo cuatro de ellas el
estatus de endémicas (Turner, 1994a; 1995; Martinez Gordillo et al., 2013) (Tabla 1).

Turner (1994b; 1995) definié al complejo, tomando a tres especies de Stachys
descritas previamente: Stachys albotomentosa Ramamoorthy, S. coccinea Ortega y S.
lindnii Benth., y basandose en diferencias morfoldgicas presentadas en ejemplares
previamente clasificados como Stachys coccinea, circunscribié tres especies nuevas: S.
jaimehintonii el cual tiene Iébulos del céliz ciliados y espigas terminales compactas; S.
pacifica, la cual tiene hojas mas delgadas, largos peciolos, céalices mas pequefios y tubos de
corola mas estrechos; S. torresii, que tiene gran parecido a S. lindenii debido a los tricomas
del tallo que tienen amplias bases, pero difiere de S. coccinea y de S. lindenii en que tiene
calices grandes con Iébulos tan o mas largos que el tubo del céliz; y finalmente, de un
ejemplar identificado como S. pacifica, se describio S. manantlanensis, el cual tiene tallos
delgados trepadores y un color de corola mas rojizo rosado. Sin embargo, al comparar los
caracteres diagndsticos entre las especies y diversos ejemplares de herbario, se observa que
hay algunas inconsistencias en la circunscripcion de las especies, por lo que ademas de ser
un grupo que llama la atencion, valdria la pena analizar a profundidad para evaluar su

situacion filogenética.
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Tabla 1. Listado de especies pertenecientes al Complejo Stachys coccinea Ortega
(LAMIACEAE). Se presenta el nombre de la especie con su autor (y sus variedades
segun el caso), sinonimias (si las hay sefialadas con >), lugar y afio de publicacion de
la especie asi como el tipo.

1. Stachys albotomentosa Ramamoorthy

la. Stachys albotomentosa Ramamoorthy var. albotomentosa
An. Inst. Biol. Univ. Nac. Auton. Mex. Bot. 34: 158. 1987.
TIPO: México. Hidalgo: Jacala. 9-sept-1940. Moore 12.

1b. Stachys albotomentosa Ramamoorthy var. potosina B.L. Turner
Phytologia 76(5): 391-401. May 1994.
TIPO: México. San Luis Potosi: 30 mi E of San Luis Potosi along hwy 86 to Rio
Verde, rocky open oak-wooded hill-side. 13-jul-1963. R.L. McGregor 631.

2. Stachys coccinea Ortega
Nov. PI. Descr. 20 December 1797.
TIPO: Cuba (?).
> Stachys cardinalis Kunze; Stachys oaxacana Fernald; Stachys limitanea A.
Nels.

3. Stachys jaimehintonii B.L. Turner
Phytologia 76(5): 391-401. *sp nov. May 1994.
TIPO: México. Michoacan: Zitacuaro, Salto de Nandio, bushy bank by orchad,
1500 m. 26-dec-1938. Jaime Hinton 13489.

4. Stachys lindenii Benth.
Prodr. 12: 467-468. 1848.
SINTIPO: México. Nayarit: Tepic. Sinclair s.n.

5. Stachys manantlanensis B.L. Turner
Phytologia 78(3): 209-210. *sp nov. March 1995.
TIPO: México. Jalisco: "cool valley at headwaters of Arroyo Las Joyas... 6 km
WSW of Rincon de Manantlan, 17 km SSW of El Chante", (19°35'15-45" N,
104°15'30-45" W), "badly burned-over dense stands of Pinus oocarpa, on upper
slopes and ridges of Cerro La Piedra Bola", 2100-2200 m. 1-jan-1984. Hugh H.
lltis & Rafael Guzman M. 29063.

6. Stachys pacifica B.L. Turner
Phytologia 76(5): 391-401. *sp nov. May 1994.
TIPO: México. Michoacan: Apatzinga, Aguililla, on cliffs. 12-oct-1939. Hinton
etal. 15319.

7. Stachys torresii B.L. Turner
Phytologia 76(5): 391-401. *sp nov. May 1994.
TIPO: México. Oaxaca: Distr. Mixe, "En los primeros 5 km de el camino a Villa
Alta, entrado por la desviacion que esta aprox. a 10 km de Totontepec. Veg.
Ruderal de bosque mesofilo con neblina”. 13-dec-1985. R. Torres C. 7925.
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HIPOTESIS

Se considera que el namero de especies dentro del complejo Stachys coccinea
Ortega sensu Turner (1994b; 1995) estd sobreestimado. La variacion morfolégica
observada no atribuible a plasticidad no es suficiente criterio para delimitar tantas especies,
razén por la cual se hacen necesarios estudios morfoldgicos complementados con estudios

moleculares que ayuden a definir la circunscripcion de dichas especies.

OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo es inferir las relaciones filogenéticas
existentes entre las especies del complejo Stachys coccinea Ortega presentes en México,
basados en datos moleculares y morfoldgicos.

Los objetivos particulares que se definen para lograr el objetivo general son:
1. Determinar las relaciones filogenéticas entre las especies del complejo basados en datos
moleculares.
2. Comparar los resultados de los analisis moleculares contra los resultados de los analisis
morfométricos.
3. Determinar la monofilia de las especies del complejo y de éste modo realizar la
circunscripcion de las especies.
4. Llevar a cabo el tratamiento taxonémico de las especies, estableciendo sus caracteristicas

morfolégicas.
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MATERIALES Y METODOS

Trabajo de colecta.

El trabajo de colecta consistio en la revision y recopilacion de ejemplares en
herbario. En ambos casos se corroboré la correcta identificacion de los ejemplares
considerando la actualizacion en la bibliografia y en la nomenclatura.

Se visitaron los herbarios HUAA y MEXU, de donde se revisaron un total de 690
especimenes: 546 ejemplares correspondientes a las especies Stachys albotomentosa
Ramamoorthy, Stachys coccinea Ortega, Stachys lindenii Benth., S. manantlanensis B.L.
Turner y S. pacifica B.L. Turner, todas ellas pertenecientes al complejo y que representan a
colectas de 22 entidades del pais; ademas se revisaron 144 ejemplares pertenecientes a las
especies Stachys bigelovii A. Gray, Stachys boraginoides Schltdl. & Cham., Stachys
drummondii Benth., Stachys nepetifolia Cav. y Stachys vulnerabilis Rzed. & Calderon.

A partir de los ejemplares revisados, se tomaron los datos correspondientes a:

- Nombre especifico, verificando la correcta identificacion del ejemplar.

- Herbario donde se encuentra depositado.

- Colector y nimero de colecta del ejemplar.

- Fecha de colecta (afio-mes-dia).

- Lugar de colecta, empezando por la entidad de la republica, el municipio y la localidad de
colecta; ademas se tomaron las coordenadas geograficas cuando estuvieron disponibles.

- Tipo de vegetacion presente en el lugar de colecta, cuando el dato estuvo disponible.

- Altitud del lugar donde fue colectado el ejemplar, cuando el dato estuvo disponible.

De todos los especimenes revisados para México se seleccionaron 50 ejemplares
que por sus caracteristicas permitieron tanto la obtencion de informacién morfologica como
la obtencién de una muestra de tejido foliar: 45 ejemplares correspondientes a las especies
Stachys albotomentosa, Stachys coccinea, Stachys lindenii, Stachys manantlanensis y a
Stachys pacifica, todas ellas pertenecientes al complejo, y 5 ejemplares pertenecientes a las
especies del grupo externo: S. bigelovii, S. boraginoides, S. drummondii, S. nepetifolia y S.
vulnerabilis. Las muestras foliares obtenidas fueron colocadas en un sobre de celofan con

sus datos de procedencia y preservadas con silica gel.
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El listado completo de los especimenes utilizados en los andlisis morfolégicos y
moleculares a partir de la colecta de herbarios se encuentra en la Tabla 2, mientras que los
datos de colecta de dichos especimenes se encuentran en el Anexo A.

Obtencidn de la informacion morfologica para los andlisis morfométricos.

A partir de los caracteres diagnostico y descripciones dados por la bibliografia
(Standley & Williams, 1973; Turner, 1994b; 1995) se realizé una tabla comparativa entre
las distintas especies pertenecientes al complejo (Anexo B).

Posteriormente a partir de la observacion directa de los ejemplares de herbario, se
establecieron los 43 caracteres morfoldgicos para su evaluacion: 13 caracteres discretos,

cuatro binarios y nueve categéricos multiestado, y 30 caracteres continuos (Tabla 3).

Tabla 2. Listado de taxa, codigos de identificacion, informacion del voucher y
numeros de accesion del GenBank para el intron trnL, el espaciador intergénico trnL-
F, y el intron rps16, de los especimenes usados en los analisis morfol6gicos y
moleculares. * Basado en Wallander & Albert (2000). ** Recuperado de GenBank,
utilizado exclusivamente en el anélisis molecular.

Cadigo de Informacion del voucher. trnL trnL-F rpsl6
identificacion

Galeopsis bifida Boenn.

GBI-LX086** |Liu & Xiang 086 (s/d) 1X893299 |IX893328 |IX893276

Lamium album L.

LAI-LX128**  [Liu & Xiang 128 (s/d) 1X893305 |1x893334 [IX893279

Stachys agraria Schltdl. & Cham.

SAg-BE5638** |B. Ertter 5638 (UTC) |KF235654 |KF235708 |KF235610

S. albotomentosa Ramamoorthy var. albotomentosa

SA021 E. Carranza 560 (MEXU) |KU243870 |KU243920 |KU243970

SA022 Crecencio Guzman M. 165 |KU243871 |KU243921 |KU243971
(MEXU)

SA023 Benito Servin 125 (MEXU) |KU243872 |KU243922 |KU243972

SA024 Hiram Rubio 1010 KU243873 |KU243923 |KU243973
(MEXU)

SA025 Hiram Rubio 1984 KU243874 |KU243924 |KU243974
(MEXU)

S. bigelovii A. Gray

SBi126 James Henrickson 6283 KU243910 |KU243960 |KU244010
(MEXU)
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S. boraginoides Schitdl. & Cham.

SB0130 HeikeVibrans 7062 KU243913 |KU243963 |KU244013
(MEXU)

S. bullata Benth.

SBu-HKS4271** |H.K. Sharsmith 4271 (UPS) | KF529790 |KF529897 |KF529706

S. chamissonis Benth.

SCh-CL1102**  |C. Lindqvist 1102 (UB)  |KF235660 |KF235714 |KF235608

S. coccinea Ortega

SC001 Gerardo GarciaR. 1948 |KU243865 |KU243915 |KU243965
(HUAA)

SC002 Gerardo GarciaR. 2406 |KU243866 |KU243916 |KU243966
(HUAA)

SC003 Gerardo Garcia R. 1949 KU243867 |KU243917 | KU243967
(HUAA)

SC007 Margarita de la Cerda L. |KU243868 |KU243918 |KU243968
6133 (HUAA)

SC008 Carmen Cuéllar R. 17 KU243869 |KU243919 |KU243969
(HUAA)

SC047 C. Conzatti 1965 (MEXU) |KU243881 |KU243931 |KU243981

SC058 Annetta Carter 4090 KU243886 |KU243936 |KU243986
(MEXU)

SC062 M.H. Mayfield 188 KU243887 |KU243937 |KU243987
(MEXU)

SC063 Robert A. Bye 9093 KU243888 |KU243938 |KU243988
(MEXU)

SC065 R. Spellenberg 8049 KU243889 |KU243939 |KU243989
(MEXU)

SCO072 José Garcia P. 882 KU243890 |KU243940 |KU243990
(MEXU)

SC074 P. Tenorio L. 9869 KU243891 |KU243941 |KU243991
(MEXU)

SC076 C.L. Lundell 12269 KU243892 |KU243942 | KU243992
(MEXU)

SCO77 M. Mayagoitia P. 71 KU243893 |KU243943 |KU243993
(MEXU)

SCO078 S. Moreno G. 295 (MEXU) |KU243894 |KU243944 |KU243994

SC087 E. Martinez S. 5610 KU243895 |KU243945 |KU243995
(MEXU)

SC090 Ramiro Cruz Duran 3574  |KU243896 |KU243946 |KU243996

(MEXU)
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SC091 E. Martinez S. 4942 KU243897 |KU243947 |KU243997
(MEXU)

SC092 Ramiro Cruz Duran 3683 |KU243898 |KU243948 |KU243998
(MEXU)

SC097 R. Gonzalez Tamayo 308 |KU243900 |KU243950 |KU244000
(MEXU)

SC098 Roberto Banda 193a KU243901 |KU243951 |KU244001
(MEXU)

SC101 James L. Reveal 4151 KU243902 |KU243952 |KU244002
(MEXU)

SC103 José C. Soto Nufiez 6340  |KU243903 |KU243953 |KU244003
(MEXU)

SC104 J.G. Teer 58 (MEXU) KU243904 |KU243954 | KU244004

SC107 R. Sanders 74133 (MEXU) |KU243905 |KU243955 | KU244005

SC108 F. Ventura A. 16118 KU243906 |KU243956 |KU244006
(MEXU)

SC111 Rafael Hernandez M. 9749 |KU243907 |KU243957 |KU244007
(MEXU)

SC115 P. Tenorio L. 4546 KU243908 |KU243958 |KU244008
(MEXU)

SC118 Francisco Ventura 15439 |KU243909 |KU243959 |KU244009
(MEXU)

SC-KIM745**  |K.I. Mathews 745 (AAU) |KF235661 |KF235715 |KF235609

SC-LA355** |C. Lindqist & V.A. Albert |AF502048 |FJ854214 |FJ854099
355 cult. 911/97A (NYBG)

S. drummondii Benth.

SDr129 Carolyn J. Ferguson 7 KU243912 |KU243962 |KU244012
(MEXU)

S. eriantha Benth.

SET- A. McDonald & G. Nesom |KF235668 |KF235720 |KF235614

AMDGN2495** | 2495 (TEX)

S. herrerae Epling

SHe-FLH3499** |F.L. Herrera 3499 (US)  |KF235671 |KF235723 |KF235617

S. lamioides Benth.

SLa-EA17092** |E. Asplund 17092 (US)  |KF529815 |KF529922 |KF529730

S. langmaniae Rzed. & Calderdn

SLg-AMD1620** |A. McDonald 1620 (TEX) |KF235675 |KF235726 |KF235621

S. lindenii Benth.
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SL033 T.P. Ramamoorthy 4450 KU243875 |KU243925 |KU243975
(MEXU)

SL034 José C. Soto Nufiez 3830 KU243876 |KU243926 |KU243976
(MEXU)

SLO038 Fernando Chiang C. 1137 |KU243877 |KU243927 |KU243977
(MEXU)

SL041 R. Torres C. 4968 (MEXU) |KU243878 |KU243928 |KU243978

SL045 Rito Vega 2241 (MEXU) KU243879 |KU243929 |KU243979

SL046 Brigada Vazquez 1343 KU243880 |KU243930 |KU243980
(MEXU)

SL049 A.J. Sharp 441728 (MEXU) | KU243882 |KU243932 |KU243982

SL-PT11084** P. Tenorio L. 11084 (TEX) |KF235677 |KF235727 |KF235623

SL-TT4602** R. Torres C. & P. Tenorio |AF502054 [FJ854220 |FJ854105
L. 4602 (TEX)

S. manantlanensis B.L. Turner

SMO095 Rogers McVaugh 10274 KU243899 |KU243949 |KU243999
(MEXU)

S. nepetifolia Cav.

SNel28 Rzedowski 38214 (MEXU) |KU243911 |KU243961 |KU244011

SNe-IDV44** IDV 44 (TEX) KF235679 |KF235729 |KF235625

S. pacifica B.L. Turner

SP050 T.F. Daniel 4873 (MEXU) |KU243883 |KU243933 |KU243983

SP051 Howard Scott Gentry 1144 |KU243884 |KU243934 |KU243984
(MEXU)

SP052 Mark Fishbein 2137 KU243885 |KU243935 | KU243985
(MEXU)

SP-GF2344** G. Flores 2344 (TEX) KF235680 |KF235730 |KF235627

S. rotundifolia Moc. & Sessé ex Benth.

SRo0-DEB55575** | D.E. Breedlove 55575 FJ854324 |FJ854227 |KF235632
(TEX)

S. sylvatica L.

SSy- M. Bendiksby & A. Tribsch |KF529843 |KF529950 |KF529756

MBATO06011** |06-011 (O)

S. torresii B.L. Turner

ST-AMD2917** |A. McDonald 2917 (TEX) |KF235687 |KF235736 |KF235635

S. vulnerabilis Rzed. & Calder6n

SVul3l Hinton et al. 25333 KU243914 |KU243964 |KU244014

(MEXU)

Antonia ovata Pohl
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AOV** ‘ *

| AF102379 |AF102379 |AF004091

Jasminum odoratissimum L.

JOd-EW130**  |E. Wallander 130 (GB)  |AF231842 |AF231842 |AF225251

Lantana camara L.

LCa-VY526** | C. Vazquez Yanes 526 (GB) | AF231884 |AF231884 |AF225294

Verbena officinalis L.

VOf-HK506** H. Kalheber 78-506 (GB) |AF231885 |AF231885 |AF225295

Toda la informacion y mediciones fueron tomadas directamente de los ejemplares

de herbario seleccionados, excepto para S. jaimehintonii y S. torresii, de los cuales la

informacidn tuvo que ser tomada directamente de la literatura. Los caracteres multiestado

se basaron en Moreno (1984) y fueron codificados como no ordenados; las mediciones de

caracteres continuos fueron hechas usando flores maduras y estructuras foliares en la

porcion media del tallo.

Tabla 3. Listado de caracteres y estado de caracter utilizados en el analisis
morfologico. B: caracteres binarios; M: caracteres multiestado; y C: caracteres

continuos.

Caracter

Estados de caracter.

1. Alto de la planta, C:

(cm).

2. Indumento del tallo, M:

(1) glabro, (2) hirsutuloso, (3) hirteloso, (4)
hirsuto, (5) setoso, (6) canescente, (7)
pubescente, (8) tomentoso.

3. Pelos glandulares en el tallo, B:

(0) ausentes, (1) presentes.

4. Aguijones en el tallo, B:

(0) ausentes, (1) presentes.

5. Forma de la hoja, M:

(1) lanceolada, (2) ovolanceolada, (3) ovada,
(4) triangular.

6. Margen de la hoja, M:

(1) crenado, (2) crenulodentado, (3) dentado,
(4) denticulado.

7. Longitud de la hoja, C: (cm).
8. Ancho de la hoja, C: (cm).
9. Longitud del peciolo, C: (cm).

10. Pelos glandulares en hoja, B:

(0) ausentes, (1) presentes.

11. Indumento del haz, M:

(1) glabro, (2) hirsutuloso, (3) hirteloso, (4)
velutinoso, (5) pubescente.
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12. Indumento del envés, M:

(1) glabro, (2) hirsutuloso, (3) hirteloso, (4)
pubescente, (5) tomentoso.

13. Forma de la bractea del 1ler
verticilo, M:

(1) lanceolada, (2) ovolanceolada, (3) ovada,
(4) triangular.

14. Longitud de la bréactea del ler| (cm).
verticilo, C:

15. Ancho de la bractea del Zler| (cm).
verticilo, C:

16. Distancia del Gltimo nudo al ler| (cm).
verticilo floral, C:

17. NOmero de flores en el 1ler|--
verticilo floral, C.

18. Largo de la bracteola, C: (mm).
19. Ancho de la bracteola, C: (mm).

20. Color de la flor, M:

(1) rosa oscuro, (2) rosa, (3) rosa rojizo, (4)
rojo, (5) rojo amarillento, (6) rojo anaranjado,
(7) anaranjado, (8) salmon, (9) lavanda, (10)
lila claro, (11) morado.

21. Longitud total de la flor, C: (cm).
22. Longitud del pedicelo, C: (mm).
23. Longitud total del caliz con| (mm).
dientes y espinas, C:

24. Longitud del diente del céliz, C: | (mm).
25. Longitud de la espina, C: (mm).
26. Ancho del céliz, C: (mm).
27. Longitud total de la corola, C: (cm).
28. Longitud del tubo de la corola, C: | (cm).
29. Ancho del tubo de la corola, C: (mm).
30. Longitud del labio superior, C: (mm).
31. Longitud del labio inferior, C: (mm).
32. Longitud del estambre superior,| (mm).
C:

33. Longitud del estambre inferior, C: | (mm).
34. Ancho de la base del filamento| (mm).

del estambre, C:

35. Pelos en el filamento del| (1) pocos, (2) regulares, (3) abundantes, (4)
estambre, M: muy abundantes.

36. Longitud de la antera, C: (mm).

37. Longitud del estilo, C: (cm).
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38. Ancho del estilo en su base, C: (mm).

39. Altura de la base del corola al| (mm).
annulus, C:

40. Longitud de la nucela inmadura, | (mm).
C:
41. Ancho de la nucela inmadura, C: | (mm).

42. Cerdas en los loculos del ovario o| (0) ausentes, (1) presentes.
nucelas, B:

43. Propagacion clonal, CM: (0) ausente, (1) estoldn, (2) rizomas.

La informacion obtenida fue vaciada en una matriz de datos (Anexo C) generada
con el programa Excel de Office (Microsoft, 2007), de donde fue exportada para su uso por
los programas de analisis numérico y analisis filogenético. A partir de ésta matriz se generd
una segunda matriz donde los valores fueron estandarizados (X-min/rango) para su uso
tanto en los analisis morfométricos como en los filogenéticos
Obtencién de ADN, amplificacion y secuenciacion.

El ADN fue extraido de las muestras foliares colectadas utilizando un protocolo
CTAB (basado en Doyle & Doyle, 1987, descrito paso a paso en el Anexo D).

Se seleccionaron tres regiones de cloroplasto: el intrén trnL, el espaciador
intergénico trnL-F y el intron rpsl6, y se utilizaron los cebadores universales de las
mismas; sin embargo, para algunas muestras fue necesario incluir un cebador adicional a la
region rpsl6 (Tabla 4). Los cebadores fueron resuspendidos en TE8 pH8 y utilizados en
una concentracion 10 pm.

Para la amplificacion de las regiones se utilizo el kit de PCR REDTaqg Ready Mix
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri): 17 pl de H20, 25 ul de mezcla de reaccion
REDTAQq, 4 ul de mezcla de cebadores (1:1) y 4 pl de ADN, para obtener un volumen final
de 50 ul; el programa de configuracion del termociclador utilizado fue el siguiente:
desnaturalizacion inicial de 2 min a 94°C, 35 ciclos de desnaturalizacion de 50 seg a 94°C,
anillamiento de 50 seg a 50°C y extension de 1 min a 72°C, y extension final de 10 min @
72°C, en un termociclador Techne TC-412 (Bibby Scientific, Vernon Hills, Illinois). Si la
primera amplificacion no daba resultados, se realizaban reamplificaciones, donde se

utilizaban los productos previos de PCR sin purificar como moldes. Los productos de las
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amplificaciones fueron limpiados con el kit de purificacion QlAquick (QIAGEN, Valencia,

California), posteriormente fueron enviados a secuenciar.

Tabla 4. Listado de cebadores que se utilizaron en los procesos de amplificacion de
secuencias. Se manejan por pares Foward y Reverse, con sus respectivos autores de
referencia.

Taberlett et al., 1991. trnL foward (5'- CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG -3)
trnL reverse (5'- GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC -3))

trnLF foward (5'- GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC -3)
trnLF reverse (5'- ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG -3)

Oxelman et al., 1997. rpsl6 foward (5'- GTG GTA GAA AGC AAC GEG CGA
CTT-3)

rpsl6 reverse (5'- TCG GGA TCG AAC ATC AAT TGC
AAC -3')

Scheen et al., 2010. rpsLR (5'- TCATTG GGT TTA GAC ATT ACT TCG -3)
rpsLF (5'- CGG GAA TCG ACT GTC CAT AG -3))

La secuenciacion de las regiones fue realizada en las instalaciones de LANGEBIO-
CINVESTAV lIrapuato, utilizando el método Dideoxi Terminal de Sanger (Sanger et al.,
1977) con un analizador de DNA 3730x1 (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts).

Las secuencias obtenidas fueron ensambladas utilizando el programa de ensamblaje
CAP Contig (Huang, 1991) proporcionado por BioEdit (Hall, 1999), con la configuracion
preestablecida de la aplicacion. Las secuencias ensambladas fueron guardadas en formato
fasta (.fas) con los datos correspondientes a su ejemplar de origen y la region
correspondiente.

Analisis numéricos de los datos morfologicos.

Para el andlisis numérico de los datos morfoldgicos se utilizd el programa NT-
SYSpc versiéon 2.11T (Rohlf, 1998), y se ejecutaron los Analisis de Conglomerados (de
tipo UPGMA y Single Linkage utilizando la distancia taxonémica promedio), los Analisis
de Componentes Principales (PCoA), Coordenadas Principales (PCO) y Escalamiento
Multidimensional (MDS). Los procedimientos de los analisis realizados estan descritos a

detalle en el Anexo E.
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Andlisis filogenético de los datos morfoldgicos.

La matriz de datos morfoldgicos fue importado al programa FastMorphology GFC
(Chang & Smith, 2001), donde los caracteres fueron codificados en frecuencia de caracteres
a traveés del algoritmo de Codificacion de Frecuencias Generalizadas (GFC por sus siglas en
inglés) de Smith y Gutberlet (2001).

Se realizaron andlisis de Méxima Parsimonia utilizando el programa PAUP* v.
4.0b10 para Macintosh (Swofford, 2000). Los caracteres fueron tratados y pesados de
acuerdo a Smith y Gutberlet (2001), los gaps fueron tratados como datos faltantes o
perdidos, la busqueda heuristica comenz6 con un arbol obtenido por adicion stepwise con
adicion aleatoria de secuencias, un intercambio de ramas de tipo TBR donde se probaron 1
millon de reacomodos, y se estableci6 1 millon de éarboles como tope maximo
(MAXTREES); sobre los arboles obtenidos se realizé un analisis de soporte de Bootstrap
(Felsenstein, 1985) donde se utiliz6 una busqueda rapida con adicion stepwise y 10 mil
replicas.

Analisis filogenético de los datos moleculares.

Para el analisis filogenénetico de los datos moleculares, se seleccionaron diversas
secuencias del GenBank, pertenecientes a especies tanto del complejo como a grupo
externo. El listado completo de las secuencias utilizadas se encuentra citado en la Tabla 2.

Tanto las secuencias obtenidas en laboratorio de cada region asi como las
secuencias obtenidas de GenBank fueron alineadas utilizando el programa BioEdit (Hall,
1999). Se realizé un alineamiento automatico inicial con la herramienta de alineamiento
multiple ClustalwW (Thompson et al., 1994), y sobre el alineamiento obtenido se realizaron
ajustes manuales. De este modo se generaron 4 alineamientos diferentes: el primero
correspondiente al intron trnL, el segundo al espaciador intergénico trnL-F, el tercero al
intrén rps16 y el dltimo, un alineamiento con las 3 regiones concatenadas en el orden
rpsl6-trnLF-trnL.

A todas y cada una de las matrices alineadas se les aplicaron analisis filogenéticos
de: Maxima Parsimonia, Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana. Ademas, se

realizaron analisis de redes de haplotipos y estimacion de tiempo de divergencia.
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Analisis de Maxima Parsimonia.

El analisis de Maxima Parsimonia se realizo utilizando el programa PAUP* v.
4.0b10 para Macintosh (Swofford, 2000). Los caracteres fueron desordenados y pesados
equitativamente, los gaps fueron tratados como datos faltantes o perdidos, la bldsqueda
heuristica comenzd con un arbol obtenido por adicion stepwise con adicion aleatoria de
secuencias, un intercambio de ramas de tipo TBR donde se probaron 1 millon de
reacomodos, y se establecié 1 millon de arboles como tope maximo (MAXTREES); sobre
los arboles obtenidos se realizd un analisis de soporte de Bootstrap (Felsenstein, 1985)
donde se utilizé una busqueda rapida con adicion stepwise y 10 mil replicas.

Seleccion del modelo de sustitucion de nucledtidos.

Previo a los analisis de Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana, se seleccion6
el modelo de sustitucién de nucleétidos que mejor se ajustaba a cada conjunto de datos,
excepto para la matriz de datos concatenada.

Se recurri6 al software jModelTest 2 (Darriba et al., 2012) proporcionado por la
plataforma en linea CIPRES (Miller et al., 2010), utilizando el criterio de informacion
Akaike (AIC) y dejando el resto de los parametros en default.

Analisis de Maxima Verosimilitud.

Se recurrio al software RAXML-HPC BlackBox proporcionado por la plataforma en
linea CIPRES (Miller et al., 2010), y los parametros se dejaron configurados en default.
Inferencia Bayesiana.

En andlisis de Inferencia Bayesiana fue realizado utilizando el software MrBayes v.
3.2.5 (Ronquist et al., 2012) proporcionado por la plataforma en linea CIPRES (Miller et
al., 2010).

Iniciando de diferentes arboles aleatorios, se condujeron cuatro cadenas de Markov
con 5 millones de generaciones con muestreo cada 2500 generaciones, dado que los
modelos de sustitucion de nucledtidos no era posible seleccionarlos en la configuracion del
programa, se indico que considerara un modelo basado en 6 tipos de sustituciones,
considerando las tasas de variaciones entre sitios (invgamma). EI 25% de los arboles fueron
guemados (burnin) una vez que se alcanzé la estabilidad de la desviacion estandar de las
busquedas simultaneas por debajo de 0.01. Los arboles restantes fueron resumidos en un

arbol de consenso del 50% con sus probabilidades posteriores.
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Redes de Haplotipos.

El andlisis de redes de haplotipos de cada region fue realizado con el software TCS
v. 1.21 (Clement et al., 2000); el limite de conexidn fue establecido en 95% y los gaps
fueron codificados como un quinto estado.

Estimacion del Tiempo de Divergencia.

Para la estimacién del tiempo de divergencia se utilizé el software MEGA v 6.06
(Tamura et al., 2013).

A partir de la matriz concatenada, se obtuvo un arbol de maxima verosimilitud
utilizando un modelo GTR con distribucion gamma y sitios invariables, con 4 categorias
gamma discretas y un filtro moderado de cambio de ramas, y dejando el resto de la
configuracién sin modificaciones.

La estimacion del tiempo de divergencia se obtuvo utilizando la herramienta
Compute TimeTree (RelTime-ML) de MEGA, utilizando un fésil de Stachys laticarpa
(fruto/semilla) de entre 11.6 y 13.8 millones de afios como punto de calibracion (Mai, 2001;
Roy et al., 2013).
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RESULTADOS

Resultados de los analisis numéricos de datos morfologicos.
Andlisis de conglomerados.

Los andlisis de conglomerados aplicados, UPGMA y Single Linkage (Vecino méas
cercano) mostraron valores de r similares: 0.901 y 0.867 respectivamente; sin embargo, los
patrones de formacién de grupos variaron entre ambos analisis mostrando agrupamientos
diferentes.

El fenograma obtenido con anélisis de conglomerados UPGMA (Figura 2A) con un
valor r de 0.901, muestré de inicio que las distancias taxondmicas entre las distintas
especies es muy corta, pues la mayor parte de la ramificacion del fenograma se realizé entre
una distancia de 0.64 y 1.48. Es en este rango donde se pudieron observar los 5 principales
agrupamientos: el primer agrupamiento observado (A) esta conformado béasicamente por las
especies propias del complejo, aunque incluy6 a dos de las especies utilizadas como grupo
externo (S. boraginoides y S. bigelovii); el siguiente agrupamiento observado (B1) esta
conformado por los tres ejemplares de S. pacifica y un ejemplar de S. lindenii; el tercer
agrupamiento observado (B2) esta conformado por ejemplares de S. lindenii y un ejemplar
de S. coccinea; el cuarto agrupamiento observado (C) es el de mayor tamario, pues engloba
a la mayor parte de los ejemplares utilizados, quedando dentro de éste ejemplares de S.
coccinea y S. manantlanensis con algunos ejemplares de S. lindenii; y finalmente el quinto
agrupamiento (D), conformado por los ejemplares de S. albotomentosa y un ejemplar de S.
coccinea. S. torresii y S. jaimehintonii quedaron incluidos dentro del agrupamiento A de las
especies del complejo, sin embargo y muy probablemente no pudieron incluirse en ningun
otro grupo debido a que faltaron mas datos morfologicos (recordemos que fueron tomados
de la bibliografia).

En el fenograma obtenido con el andlisis de conglomerados Single Linkage o
Vecino mas cercano (Figura 2B), se tiene un valor de r de 0.867, y se observd que las
distancias taxonémicas a las que se dan las principales ramificaciones del fenograma se
reducen, pues van de 0.64 a 1.33. Se pudo observar en este caso solamente tres
agrupamientos principales: el primer agrupamiento (A) estd conformado por las especies

propias del complejo, y nuevamente incluye a S. boraginoides y S. bigelovii, aunque en este
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caso una S. coccinea queda excluida del agrupamiento principal; el segundo agrupamiento
(B) es un agrupamiento con un patron de ramificacion muy complejo de definir pues las
distancias a las que se dan las ramificaciones son muy cortas, sin embargo, este
agrupamiento incluyo a todos los ejemplares de S. coccinea (exceptuando el mencionado
para el agrupamiento A, otro ejemplar de S. coccinea junto con los ejemplares de S.
torresii, S. jaimehintonii y un ejemplar de S. lindenii), a los ejemplares de S. lindenii
(excepto uno) a los ejemplares de S. pacifica y S. manantlanensis, y al conglomerado (C),
conformado por los ejemplares de S. albotomentosa exclusivamente.

Anélisis de Componentes Principales (PCoA).

En los analisis de Componentes Principales (PCoA) los primeros 3 componentes
explicaron solamente el 34.8% de la variacion observada, y no es sino hasta el 6to
componente que se explicd mas del 50% de la variacion (53.49%). EI primer componente
explico un 16.02% de la variacion y estuvo definido por los caracteres: ancho del tubo de la
corola, y las longitudes del pedicelo, labio superior, estambre superior y estambre inferior;
el segundo componente explicé un 10.56% de la variacion y estuvo definido por los
caracteres: anchos de hoja y bractea, y las longitudes de la hoja, peciolo y bractea; el tercer
componente explico el 7.83% de la variacion y estuvo definido por los caracteres: margen
de la hoja, anchos de la bracteola y de la nucela inmadura, y por la longitud de la bracteola
y del estilo.

Al graficar el primer componente contra el segundo componente (Figura 3A), donde
los valores positivos indican estructuras de mayor tamafio y los valores negativos
estructuras de menor tamafio, se hicieron las siguientes observaciones: el primer
componente permitio la formacion de dos grupos, uno de gran tamafio (ACD) que incluyé a
la mayoria de las especies pertenecientes al complejo y otro de pequefio tamafio (B) que
incluyé a algunos ejemplares de S. coccinea y S. lindenii. EI segundo componente permitid
la separacion de tres grupos principales: un grupo conformado (A) por ejemplares de S.
coccinea, S. pacifica, S. lindenii y S. jaimehintonii; un grupo (C) conformado por
ejemplares de S. coccinea, S. lindenii, S. torresii y S. manantlanensis; y un pequefio grupo
bien definido y separado del resto (D), conformado por los ejemplares de S. albotomentosa
y un ejemplar de S. coccinea. Al graficar el segundo componente contra el tercer

componente (Figura 3B) nuevamente los valores positivos de la grafica indican estructuras

36



2919209 *S ap Jejdwsala un A esojuswologje 'S Jod opewlojuod (e) (g A {1salu0] 'S A sisusuejueuew
‘S ‘nuspul] 'S ‘eauldd0d ‘s Jod opewldojuod (@) (O ‘nuspull 'S A esu12200 ‘S Jod opewsojuod () (g ‘eonroed
'S A nuspulj *s ‘nuojuiyswiel s ‘eau19909 ‘s Jod opew.ojuod (0) (v :sodnib seusinbis so| uedinuspl as (%20°9T)
ajusuodwod opz enuod (%95°0T) Auauodwod BT |9p ealyels) sajedioulld ssyusuodwod ap Sisljeuy “vE eanbiH

%¢c0'9T
T 91uauodwo)
@W.o w._ﬁ.o omm.o. m_h.o. 12T
L L L L L L L L L L L L L L L \(
| SZovs® "TE0S Iyl =
I 11105 ® TETNA
_ e20vs®  ®zz0vs I
“ p20vs® -
! i
| £9005, .
I 9,005® STTOS
29008, L g i
_ s9005g & 2005y 1% o i
I o POTOS ggodc® £0T0S
| 18008
’ =
[ 17005® 110354, 80195 i
| 81005 .
" * 01504 $16008 2000s® — | o %9501
¥rvo1s reo1s® o 7 %e00s eerond | ¢ @usuodwod
| ._”O._.m‘ G60NS
I 6r01s¥ 1000s° L
8000S, 250dS
«_wmoom o %% 0150 Fooos I
150dS 071S
| L% o o° 6z1ias | -
| srios™ vL00S™ 06008 20008° %0
I 97015 ° o i
| Totos®* 05045
_ i
I 8e015° i
I
_ 0£104g
O 4 ko M M L o0

3.



‘sopew.o) sodnub so| ap o4usp
sopInjoul uoJepanb uQISeI0 BISe Ud oulalxa odnib |ap sasejdwsald sounbjy “esu12209 'S ap Jejdwsle un A esojuswoloqe
'S Jod opew.osuod (e) (@ A ‘eau19209 'S Jod opewiojuod (¢) (O ‘nuspulj 'S A eayioed °S Jod opewlojuod () (g ‘11S8440)
'S A sisuaueueuew ‘S ‘nuspul] S ‘nuojuiyswrel ‘s ‘Lau1d2009 *s Jod opewojuod (o) (v :sodnib ssusinbis soj uedl1UBPI 8S
‘(9%£8°2) @uauodwod Jag eau09 (9695°0T) d1usuodwod opg |ap ealels ssfedidulld ssyusuodwo) ap Sisijeuy "gg eanbiH

%95°0T
Z 91uauodwo)
0L0 920 200 €0 90
_ L L L L _ L L L L — L L L L — L L L L go.
| 250dS
! »
| mmim# 150dS i
_ 0s0ds ¥ i
_ 80108, i
_ sv01sY ° |
| BHUmO — €0
: 1600Sg
0 L
_ 48008 S1os
81005, -
I o SE0TOS
o 59008 Oc900s -
I €£071S o)
_ o £000S ol000s  POTOSS ° 5
_ 9v01S ° 6p01S g 2L00S” o¢900S TTT0S %E8°)
_ o © YO O 9ygos %e0s ©0008 - suod
80005 11008 ¢ ajusuodwo)n
| voosg 80 01O 70V o  120vsY
Z20vs
_ 16008 09gz1aNS i
| 0600s° 56071
| ._uoﬁwo 1015 ONmoUm mmodﬁ. mNO<m. i
_ 8T10S [
_ 2000s® o
(o}
DTmSm_m 10108 I
_ 85005® i
_ -
_ sz1ias® 26005® SSRD i
L 70025,

IIIIIIIIIIIIIIIIIII - - —-—"—-—"—""—""-—"-"—-"—-"—-——-——-——-——-——-— -« -« -« - - - - - == 4-wWo

38



(%6v'€S) UOIOBLIBA B] 8P 960G 9P Sew
Jealjdxa eiboj| as anb sjusuodwod 019 |8 eiSey S8 anb BOJRIa) 8S dlUBWRASNN "aqnu ©sa ap 0Jiuap Jejnailed odnib unbuiu sp
UQIDBWIOY B OAJBSO 8S OU OBJequia UIS ‘SOpR|IZala/lua Bau19209 sAyoels olsjdwod fe sausidsuaniad sauswjdadss ap agnu
uelb eun ap uoloewW.IO) ] 02141UspPI 3S ‘(96€8°2) duauodwod 4ag A (949G°0T) a1usuodwod opg |8 uod (%z0°9T) auauodwod
19T |9 Jeuiquiod [e apuop ‘sejusuodwod sosawiid sad) So| ap eyl ‘sajedioulld ssyusuodwod ap sisljeuy D€ eanbi4

%c0'9T
990 . T ausuodwo)

0£0-
%€8’L
100- & 9)usuodwo)d

s
/%9501
\ \\ Z duauodwo)

39



de mayor tamafio y los valores negativos indican estructuras de menor tamafo; los
agrupamientos que se observaron cambiaron: (A) un grupo bastante grande y definido
conformado por varios ejemplares de S. coccinea, S. lindenii, S. manantlanensis y S.
torresii; (B) un pequefio agrupamiento conformado por ejemplares de S. lindenii y S.
pacifica; (C) un agrupamiento obtenido es muy pequefio y esta conformado por ejemplares
de S. coccinea; y finalmente se observo (D) un agrupamiento pequefio y compacto
conformado por los ejemplares de S. albotomentosa y un ejemplar de S. coccinea. Al
graficar los tres primeros componentes en conjunto, se obtuvo una densa nube de
ejemplares que sigue la forma de agrupamiento dada por el primer componente sin
embargo no fue posible distinguir ningin agrupamiento en particular (Figura 3C).

Andlisis de Coordenadas Principales (PCO).

En el anélisis de Coordenadas Principales (PCO) las tres primeras coordenadas
explicaron un 34.5% de la variacion para las especies y un 36.27% de la variacién para los
caracteres, y en ambos casos es hasta la 6ta coordenada que se explicd mas del 50% de la
variacion (54.05% para las especies y 54.81% para los caracteres). La primera coordenada
explicd el 15.79% de variacion para las especies y el 15.36% de la variacion para los
caracteres; la segunda coordenada explico el 10.67% de la variacion para las especies y el
11.65% de variacion para los caracteres; y la tercera coordenada explicd el 8.02% de
variacion para las especies y el 9.24% de la variacion para los caracteres.

Al graficar la primera coordenada contra la segunda coordenada se observaron los
mismos agrupamientos obtenidos en el analisis de Componentes Principales, con la
salvedad de que estaban en imagen reflejada (Figura 4). Se observo que es complejo definir
cuales caracteres son los responsables de cada agrupamiento, excepto para el agrupamiento
conformado por S. albotomentosa, cuyos caracteres responsables son el alto de la planta, la
longitud y ancho de las hojas, y el largo y ancho de las bracteas, que en general
corresponden a estructuras de menor tamafio.

Escalamiento multidimensional.

El analisis de escalamiento multidimensional presentdé un valor de estrés final de

0.20, y mostr6 los mismos agrupamientos observados tanto en PCoA como en PCO,

aungue en agrupamientos mas compactos.
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También se observé que a pesar de que S. albotomentosa logré separarse en un
pequefio grupo independiente, siguié estando muy cercana al resto de las especies del
complejo.

Resultados de los anélisis filogenéticos de datos morfologicos.

Al aplicar el analisis de parsimonia a la matriz de datos morfoldgicos, se presento
que la matriz constaba de 5,931 caracteres de los cuales: 2,264 fueron constantes, 1,015
fueron variables no informativos y 2,652 fueron parsimoniosamente informativos.

El arbol resultante (Figura 5) presentd 15,889 pasos con un Cl de 0.23 y un Rl de
0.769; los valores de soporte de bootstrap variaron entre 51 y 89%. Se observa la formacion
de un clado muy ramificado en los nodos basales que incluye Unicamente a las especies
pertenecientes al complejo; a su interior se identifican tres clados: el primero (A) que
incluye a todas los ejemplares de S. albotomentosa en un clado con algunos ejemplares de
S. coccinea; el segundo (B) que incluye a varios ejemplares de S. coccinea, todos los
ejemplares de S. lindenii, a los ejemplares de S. pacifica formando un grupo bien definido
(estrechamente relacionados con S. lindenii), a S. torresii, S. jaimehintonii y S.
manantlanensis dispersos entre los ejemplares de S. coccinea; y el tercer clado (C) esta
constituido exclusivamente por ejemplares de S. coccinea.

Resultados de los analisis filogenéticos de datos moleculares.

Los resultados de los analisis filogenéticos aplicados a datos moleculares se
presentan por tipo de analisis y por region utilizada, ademas de que se presentan también
los resultados de la matriz concatenada.

Las matriz alineada del intron trnL tuvo una longitud de 522 pares de bases, la
matriz de la espaciador intergénico trnL-F tuvo una longitud de 390 pares de bases, la
matriz del intron rpsl6 tuvo una longitud de 880 pares de bases, mientras que la matriz
alineada de las tres regiones concatenadas tuvo una longitud de 1,792 pares de bases.
Andlisis de Maxima Parsimonia.

a) Intron trnL. De los 522 caracteres de la matriz alineada: 289 fueron constantes, 124
fueron parsimoniosamente no informativos y 109 caracteres fueron parsimoniosamente

informativos.
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S. albotomentosa 024
S. albotomentosa 025
S. albotomentosa 021

S. coccinea 063

S. coccinea 072
S. coccinea 107
S. coccinea 108

S. coccinea 115

1 S. coccinea 103

— S. coccinea 087
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S. coccinea 092
S. lindenii 034
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S. coccinea 076
S. lindenii 046

S. coccinea 090

S. coccinea 091
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S. manantlanensis 095

S. coccinea 097
S. lindenii 038
S. pacifica 050
S. pacifica 051
S. pacifica 052
S. lindenii 045
S. lindenii 033

S. coccinea 074

S. coccinea 062

S. coccinea 065

S. coccinea 111

sl

S. coccinea 098

S. coccinea 077

S. coccinea 047

S. coccinea 007

S. coccinea 003
S. coccinea 008
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()
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S. boraginoides 130
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S. nepetifolia 128
— S. vulnerabilis 131
L—— S bigelovii 126

3.0

Figura 5. Analisis de Maxima Parsimonia de los Datos Morfoldgicos. Se identifica
con una flecha el clado formado por los ejemplares pertenecientes al complejo Stachys
coccinea; hacia el interior de éste clado solamente se identifican la formaciéon de 3
clados, del que sobresale el de S. albotomentosa (®) al interior del clado A. Los nimeros
debajo las ramas indican el soporte bootstrap, solo se muestran aquellos valores
superiores al 80%.
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Los resultados de la busqueda heuristica arrojaron 125,476 arboles maés
parsimoniosos con una longitud de 450 pasos, el indice de consistencia fue de 0.744 y el de
retencion fue de 0.689, mientras que el indice de homoplasia fue de 0.256. En cuanto al
soporte bootstrap, la mayoria de las ramas mostraron un soporte menor al 90% (59-90%),
incluyendo en la rama del clado Stachys (89%).

Hacia el interior del clado Stachys todas las especies estan intercaladas, tanto las
especies propias del complejo como las utilizadas como grupo externo por lo que no hay un
clado especifico para el complejo S. coccinea (Figura 6A). Se logré formar un clado que
agrupa a la mayor parte de los especies del complejo, el ntcleo SCC (A), y dentro de este
nacleo se incluyeron algunas especies propias del grupo externo (S. boraginoides, S.
eriantha y S. nepetifolia). Algunos otros especimenes de especies del complejo quedaron
fuera de este nucleo, particularmente especimenes de S. lindenii.

b) Espaciador intergénico trnL-F. De los 390 caracteres de la matriz alineada: 198 fueron
constantes, 128 fueron parsimoniosamente no informativos y 64 caracteres fueron
parsimoniosamente informativos.

Los resultados de la busqueda heuristica arrojaron 166,097 arboles mas
parsimoniosos con una longitud de 273 pasos, el indice de consistencia fue de 0.868 y el de
retencion fue de 0.768, mientras que el indice de homoplasia fue de 0.132. El soporte
bootstrap para todo el grupo de interés fue menor al 90%, incluyendo a la rama del clado
Stachys (79%).

Hacia el interior del clado Stachys, a pesar de que las especies estan intercaladas, se
observd la formacién de 3 clados (Figura 6B): un primer clado (A) basal conformado
basicamente por especimenes de S. lindenii y S. herrerae; un segundo clado (B)
conformado por en su mayoria por especimenes de S. coccinea junto con ejemplares de S.
albotomentosa, S. lindenii y S. pacifica y algunos especimenes del grupo externo (S.
bigelovii, S. chamissonis y S. rotundifolia); un tercer clado (C) conformado por S. coccinea
y ejemplares de S. pacifica, un ejemplar de S. albotomentosa y un especimen de grupo
externo (S. vulnerabilis); y un cuarto clado (D), que incluyo a especimenes tanto de S.
coccinea, como de S. albotomentosa, S. lindenii, y S. manantlanensis, ademas de varios
especimenes propios del grupo externo (S. agraria, S. boraginoides, S. eriantha, S.
drummondii, S. lamioides, S. langmaniae y S. nepetifolia).
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c) Intron rps16. De los 880 caracteres de la matriz alineada: 535 fueron constantes, 205
fueron parsimoniosamente no informativos y 140 caracteres fueron parsimoniosamente
informativos.

Los resultados de la busqueda heuristica arrojaron 32,107 arboles mas
parsimoniosos con una longitud de 479 pasos, el indice de consistencia fue de 0.855 y el de
retencion fue de 0.851, mientras que el indice de homoplasia fue de 0.144. El soporte
bootstrap en general fue bajo, con valores de soporte entre 54-87%, sin embargo hubo
clados que presentaron soporte superior al 90%, del que destaca el clado conformado por
los especimenes de Stachys (100%).

Dentro del clado de Stachys se observo la formacion de tres clados (Figura 6C): un
primer clado (A), con buenos soportes bootstrap conformado por especimenes de S.
albotomentosa, S. coccinea y S. pacifica, y un especimen de grupo externo (S.
vulnerabilis); un segundo clado (B) conformado también por ejemplares del complejo
como S. albotomentosa, S. coccinea, S. lindenii, S. manantlanensis y S. pacifica, ademas de
varios especimenes de grupo externo (S. bigelovii, S. boraginoides, S. drummondii, S.
herrerae, S. langmaniae y S. rotundifolia); y finalmente un tercer clado (C) conformado
por especimenes del complejo como S. albotomentosa, S. coccinea y S. lindenii, ademas de
especimenes del grupo externo (S. agraria, S. eriantha, S. lamioides y S. nepetifolia).

d) Matriz concatenada. De los 1792 caracteres de la matriz alineada: 1024 fueron
constantes, 453 fueron parsimoniosamente no informativos y 315 caracteres fueron
parsimoniosamente informativos.

Los resultados de la busqueda heuristica arrojaron 11,571 éarboles mas
parsimoniosos con una longitud de 1,259 pasos, el indice de consistencia fue de 0.779 y el
de retencién fue de 0.720, mientras que el indice de homoplasia fue de 0.221. El soporte
bootstrap tuvo valores entre 53-100%, donde el clado conformado por las especies de
Stachys tuvo un soporte del 100%.

Dentro del clado Stachys se observo la formacion de cuatro clados (Figura 6D): un
primer clado (A) en los nodos basales, que presenta a varios especimenes de S. lindenii
junto con S. sylvatica y S. bullata, del grupo externo; un segundo clado (B) conformado por
especimenes de S. coccinea con S. albotomentosa, S. manantlanensis y S. pacifica, ademas

de tres especimenes del grupo externo (S. bigelovii, S. drummondii y S. vulnerabilis); un
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Figura 6A. Analisis de Maxima Parsimonia del intrén trnL. Las puntas de flecha
seflalan ramas para Lamiaceae (L), el género Stachys y para el clado que abarca a la
mayor parte de los especimenes pertenecientes al complejo Stachys coccinea (Nucleo
SCC). Los numeros debajo las ramas indican el soporte bootstrap, solo se muestran

aquellos valores superiores al 80%.
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Figura 6B. Analisis de Maxima Parsimonia del espaciador intergénico trnL-F. Las

puntas de flecha sefialan ramas para Lamiaceae (L) y el género Stachys; y hacia el
interior de Stachys se identifican 4 clados, todos incluyen especimenes propios del
grupo externo. No se muestran valores bootstrap pues todos son menores a 80%.
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Figura 6C. Analisis de Maxima Parsimonia del intron rpsl6. Las puntas de flecha
sefialan ramas para Lamiaceae (L) y el género Stachys; y hacia el interior de Stachys se
identifican 3 clados, con especimenes del grupo externo entremezclados. Los nimeros
debajo las ramas indican el soporte bootstrap, solo se muestran aquellos valores

superiores al 80%.
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Figura 6D. Analisis de Maxima Parsimonia de la matriz concatenada. Las puntas
de flecha sefialan ramas para Lamiaceae (L) y el género Stachys; y hacia el interior de
Stachys se identifica la formacion de 4 clados. Los nimeros debajo las ramas indican
el soporte bootstrap, solo se muestran aquellos valores superiores al 80%.
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tercer clado (C) conformado por especimenes de S. coccinea con S. lindenii y S. pacifica,
ademéas de especimenes del grupo externo (S. agraria, S. eriantha, S lamioides, S.
langmaniae, S, nepetifolia y S. rotundifolia); y un cuarto clado (D) conformado por
especimenes de S. coccinea con S. albotomentosa y S. pacifica, ademas de un ejemplar del
grupo externo (S. boraginoides).

Analisis de Maxima Verosimilitud.

a) Intron trnL. Se obtuvo un arbol con un Log Likelihood de -2,349.70 (Figura 7A). Las
probabilidades para algunos nodos en particular, fueron desde los valores muy bajos 0 muy
poco probables (0.2%) hasta probabilidades del 100% la mas alta, que definio al clado de
las Lamiaceae.

En general se observd una baja resolucion en la topografia del arbol obtenido. Se

formé un clado principal que abarca a casi todos los especimenes del complejo Stachys
coccinea (S. albotomentosa, S. lindenii, S. manantlanensis y S. pacifica) ademas de la
mayoria de los especimenes del grupo externo, sin embargo, algunos especimenes de S.
lindenii y el espécimen de S. torresii fueron excluidos de este clado junto con S. bullata, S.
herrerae y S. sylvatica.
b) Espaciador intergénico trnL-F. Se obtuvo un arbol con un Log Likelihood de -1,292.54
(Figura 7B). En los nodos principales, que conformaron al clado de Lamiaceae y al clado
de Stachys, se obtuvieron probabilidades muy altas, de 99.8% y 90.3% respectivamente; sin
embargo, al interior del clado de Stachys abundan las probabilidades bajas (0.5-48.5%).

La resolucion en este arbol es basicamente inexistente, ya que solamente se logran
formar los clados de Lamiaceae, de Stachys, y al interior de Stachys se forma un clado que
incluye a todas las especies del género excepto a S. bullata, S. herrerae, la mayoria de los
especimenes de S. lindenii, S. sylvatica y el espécimen de S. torresii.
¢) Intrén rpsl6. Se obtuvo un arbol con un Log Likelihood de -1807.30 (Figura 7C). Los
nodos principales obtuvieron probabilidades de 45.9%-100%, sobresaliendo los nodos que
definen a las Lamiaceae (100%) y el nodo de Stachys (99.8%).

Hacia el interior del clado de Stachys no hay resolucion en la topologia del arbol: se
distingue un clado que abarca basicamente a todos los especimenes de Stachys pero que

excluye a S. bullata, a algunos especimenes de S. coccinea y de S. lindenii, y a S. sylvatica.
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Figura 7A. Analisis de Maxima Verosimilitud del intrén trnL. Las puntas de flecha
sefialan nodos para Lamiaceae (L) y el genero Stachys; y hacia el interior de Stachys en
general se observa no hay mucha resolucion al interior del clado, aunque se presentan
varios especimenes con cambios acumulados en sus ramas (ramas largas). Los
numeros junto a los nodos representan la probabilidad de la rama, solo se muestran
aquellos valores superiores a 80%.
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Figura 7B. Andlisis de Maxima Verosimilitud del espaciador intergénico trnL-F.
Las puntas de flecha sefialan nodos para Lamiaceae (L) y el género Stachys; y hacia el
interior de Stachys se observa no hay resolucion al interior del clado, presentandose
solamente algunos especimenes con cambios acumulados en sus ramas. Los numeros
junto a los nodos representan la probabilidad de la rama, solo se muestran aquellos
valores superiores a 80%.
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Figura 7C. Analisis de Maxima Verosimilitud del intron rpsl6. Las puntas de
flecha sefialan nodos para Lamiaceae (L) y el género Stachys; y hacia el interior de
Stachys se observa no hay resolucién al interior del clado, presentandose solamente
algunos especimenes con cambios acumulados en sus ramas. Los numeros junto a los
nodos representan la probabilidad de la rama, solo se muestran aquellos valores
superiores a 80%.
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Figura 7D. Analisis de Maxima Verosimilitud de la matriz concatenada. Las
puntas de flecha sefialan nodos para Lamiaceae (L) y el género Stachys; y hacia el
interior de Stachys se observa no hay resolucion al interior del clado, presentandose
solamente algunos especimenes con cambios acumulados en sus ramas. Los numeros
junto a los nodos representan la probabilidad de la rama, solo se muestran aquellos
valores superiores a 80%.



d) Matriz concatenada. Se obtuvo un arbol con un Log Likelihood de -1807.30 (Figura
7D). En general se observa una topologia muy similar a la obtenida para el intron rps16,
donde cambiaron los valores de probabilidad, incrementandose. Los nodos principales
obtuvieron probabilidades de 41.6%-100%, sobresaliendo el nodo que define a Lamiaceae
(100%) y el nodo de Stachys (99.7%).

Inferencia Bayesiana.

a) Intron trnL. En el arbol obtenido (Figura 8A) se observaron probabilidades posteriores
de 0.93 a 1 en los nodos principales; se definieron claramente los clados de Lamiaceae
(probabilidad posterior de 0.98) y de Stachys (probabilidad posterior de 1).

Dentro del clado Stachys, se formo un clado corona (probabilidad posterior de 0.93)

que incluye a todas las especies del complejo de Stachys coccinea, quedando excluidas de
este clado algunos especimenes de S. lindenii, y los especimenes de S. bullata, S. herrerae
y S. sylvatica. El resto de los especimenes al interior del clado corona, no formaron
agrupamientos en particular y se observan una gran cantidad de ramas cortas..
b) Espaciador intergénico trnL-F. En el arbol obtenido (Figura 8B) se observaron
probabilidades posteriores que iban de 0.53 a 1 en los nodos principales; nuevamente se
definieron claramente los clados de Lamiaceae (con probabilidad posterior de 1) y de
Stachys (probabilidad posterior de 1).

Dentro del clado Stachys se formé un clado corona (probabilidad posterior de 0.77)
que incluyé a casi todos los especimenes utilizados en el analisis, mostrando muy baja
resolucion en la topologia al interior del clado y una gran cantidad de ramas cortas, aunque
se mostraron algunos especimenes con ramas largas. Quedaron excluidos de este clado
corona S. bullata, S. herrerae, la mayoria de los especimenes de S. lindenii, S. torresii y S
sylvatica.

c) Intron rpsl16. En el arbol obtenido (Figura 8C) se observaron probabilidades posteriores
de 0.66 a 1 en los nodos principales; se definieron claramente los clados de Lamiaceae
(probabilidad posterior de 1) y de Stachys (probabilidad posterior de 1).

Dentro del clado Stachys se forma un clado corona (probabilidad posterior de 0.98)

conformado por la mayoria de los ejemplares pertenecientes a las especies del complejo

Stachys coccinea ademas de la mayoria de los especimenes utilizados como grupo externo.
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Figura 8A. Inferencia Bayesiana del intron trnL. Las puntas de flecha sefialan nodos
para Lamiaceae (L) y el género Stachys; y hacia el interior de Stachys se identifica la
formacion de un grupo corona (A) conformado por la mayoria de los especimenes
pertenecientes al complejo Stachys coccinea, se observa no hay mucha resolucion al
interior del clado. Los nimeros junto a los nodos representan la probabilidad posterior,
solo se muestran aquellos valores superiores a 0.8.

56



— S. coccinea 001

[~ S. coccinea 003
I- S. coccinea 007
[~ S. albotomentosa 022

|- S. albotomentosa 025
I~ S. lindenii 033

- S. coccinea 047

[~ S. lindenii 049

— S. pacifica 051
- S. coccinea 058

[~ S. coccinea 062
— S. coccinea 072
[~ S. coccinea 074

- S. coccinea 076

I S. coccinea 077

- S. coccinea 090

[~ S. coccinea 091

|- S. coccinea 092

[- S. manantlanensis 095
- S. coccinea 097

I~ S. coccinea 098

[~ S. coccinea 101

- S. coccinea 104

I S. coccinea 108

[- S. coccinea 111

- S. coccinea 115

|- S. coccinea 118

|- S. bigelovii 126

I- S. nepetifolia 128

S. coccinea 002

S. albotomentosa 024

[~ S. vulnerabilis 131

I~ S. coccinea (KIM745)
I~ S. coccinea (LA355)
|- S. pacifica (GF2344)
I~ S. nepetifolia (1DV44)
|- S. agraria (BE5638)

|- S. chamissonis (CL1102)

- S. eriantha (AMDGN2495)
S. lamioides (EA17092)
|- S. langmaniae (AMD1620)
I~ S. rotundifolia (DEB55575)

S. albotomentosa 021
—E S. lindenii 038
S. coccinea 063

S. coccinea 008
S. pacifica 052
084~ S. coccinea 087
S. coccinea 103

|- S. albotomentosa 023

I~ S. pacifica 050
[~ S. coccinea 065

Stachys

|- S. sylvatica (MBAT06011)
S. herrerae (FLH3499)
|- S. bullata (HKS4271)
|- S. torresii (AMD2917)
L\ I S. lindenii (PT11084)

I~ S. lindenii (TT4602)
T I~ S. lindenii 046
- S. lindenii 045
[— S. lindenii 041
LS. lindenii 034

072

S. coccinea 078
S. coccinea 107
S. boraginoides 130

Galeopsis bifida (LX086)

_“9"'_— Lamium album (LX128)
Verbena officinalis (HK506)

—‘|— Lantana camara (VY526)

072

Jasminum odoratissil (EW130)

Antonia ovata (*)

Figura 8B. Inferencia Bayesiana del espaciador intergénico trnL-F. Las puntas de

flecha sefialan nodos para Lamiaceae (L) y el género Stachys; y hacia el interior de

Stachys se identifica la formacion de un grupo corona (A) conformado por la mayoria
de los especimenes pertenecientes al complejo Stachys coccinea y se observa que no

hay mucha resolucion al interior del clado. Los nimeros junto a los nodos representan

la probabilidad posterior, solo se muestran aquellos valores superiores a 0.8.
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Figura 8C. Inferencia Bayesiana del intron rpsl16. Las puntas de flecha sefialan
nodos para Lamiaceae (L) y el género Stachys; y hacia el interior de Stachys se
identifica la formacion de un grupo corona (A) conformado por la mayoria de los
especimenes pertenecientes al complejo Stachys coccinea. Los numeros junto a los
nodos representan la probabilidad posterior, solo se muestran aquellos valores
superiores a 0.8.
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Figura 8D. Inferencia Bayesiana de la matriz concatenada. Las puntas de flecha
sefialan nodos para Lamiaceae (L) y el género Stachys; y hacia el interior de Stachys se
identifica la formacion de un grupo corona (A) conformado por la mayoria de los
especimenes pertenecientes al complejo Stachys coccinea. Los numeros junto a los
nodos representan la probabilidad posterior, solo se muestran aquellos valores

superiores a 0.8.
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Quedaron excluidos de este clado, algunos especimenes de S. coccinea, S. albotomentosa y
S. lindenii, ademas de especimenes de S. bullata y S. sylvatica.

d) Matriz concatenada. En el arbol obtenido (Figura 8D) se observaron probabilidades
posteriores de 0.62 a 1 en los nodos principales; nuevamente, se volvieron a definir
claramente los clados propios de Lamiaceae (con probabilidad posterior de 1) y del género
Stachys (con probabilidad posterior de 1).

Hacia el interior del cado de Stachys se observo la formacion de un clado
conformado por todos los especimenes de la especie S. coccinea, S. albotomentosa, S.
pacifica y S. torresii, ademas de la mayoria de los especimenes de S. lindenii, junto con la
mayoria de los especimenes pertenecientes al grupo externo, todos estos especimenes se
muestran intercalados entre si; nuevamente se observd que algunos especimenes de S.
lindenii quedaron excluidos de este clado corona junto con S. bullata, S. herrerae y S.
sylvatica.

Redes de haplotipos.

Para las secuencias de cada region individual se describieron las siguientes redes de
haplotipos, cabe resaltar que no se consideraron los haplotipos de las especies del grupo
externo (6 haplotipos Unicos en todos los casos).

a) Intrén trnL. Se encontraron 41 haplotipos pertenecientes al género Stachys, organizados
en: una red de haplotipos con 25 haplotipos derivados, y 15 haplotipos unicos (Figura 9A).
b) Espaciador intergénico trnL-F. Se encontraron 31 haplotipos pertenecientes al género
Stachys, organizados en: una red de haplotipos con 27 haplotipos derivados, y tres
haplotipos Gnicos (Figura 9B).

c) Intron rpsl6. Se encontraron 38 haplotipos pertenecientes al género Stachys,
organizados en: 2 redes, una red con 30 haplotipos derivados y otra red con 3 haplotipos

derivados, y 3 haplotipos unicos (Figura 9C).
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Figura 9B. Red de Haplotipos del espaciador intergénico trnL-F. Para el espaciador
intergénico trnL-F se identificaron 31 haplotipos pertenecientes al género Stachys; se
presentaron 3 haplotipos Gnicos y una red con 27 haplotipos derivados. Los nimeros
junto a las lineas indican la cantidad de cambios entre los haplotipos relacionados.
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Tiempo de divergencia.

En el &rbol de tiempo de divergencia (Figura 10) se observd que las especies del
género Stachys utilizadas en el analisis tienen un origen estimado en 11.6 millones de afios,
sin una secuencia resuelta de diversificacion; en este punto inicial de diversificacion se
observaron ademas del clado corona con la mayoria de los especimenes, algunos
ejemplares de S. coccinea y S. lindenii, ademas de los ejemplares de S. bullata y S.
sylvatica. El siguiente punto de diversificacion observado fue alrededor de los 2 millones
de afios, y corresponde al del clado corona (A), que dio origen a la mayor parte de los
ejemplares pertenecientes al complejo ademas del resto de las especies utilizadas como
grupo externo, donde se pudo observar una gran cantidad de eventos de diversificacion
(entre los 0.05 y los 1.16 millones de afios) los cuales no tienen resolucion en cuanto a la

secuencia de divergencia hacia la base del clado.
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Figura 10. Tiempo de Divergencia. Arbol obtenido con el método de Maxima
Verosimilitud. Las puntas de flecha sefialan nodos para Lamiaceae (L) y el género
Stachys, que tiene una antigliedad estimada en 11.6 mda; el siguiente punto de
diversificacion se presenta a los 2.07 mda, en el nodo de origen del clado corona (A),
que incluye a la mayor parte de las especies pertenecientes al complejo Stachys
coccinea. Los numeros en los nodos indican la edad estimada en millones de afios.
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DISCUSIONES

Analisis morfoldgico.

Para todos los andlisis numéricos de morfologia realizados, las tendencias de
agrupamiento son conservadas y las variaciones explicadas son similares, lo que es una
sefial inicial de la similitud o poca variacion morfologica entre las especies pertenecientes
al complejo Stachys coccinea.

En el andlisis de Conglomerados, que muestra un buen soporte, ya que los valores r
obtenidos (0.901 para UPGMA y 0.867 para Single Linkage) son significativos, y sus
agrupamientos son consistentes a pesar de sus diferencias, lo cual puede ser explicado con
el argumento de similitud/diferencia: mientras que UPGMA utiliza una similitud promedio,
en Single linkage (Vecino mas cercano) la busqueda de similitud fue forzada, mostrando
que todas las especies son de hecho muy similares entre ellas morfol6gicamente. De los
agrupamientos observados sobresale en ambos casos el mantenimiento del grupo formado
por los ejemplares de S. albotomentosa, a pesar de que se encuentra anidado dentro del
conjunto de formado principalmente por S. coccinea; respecto a S. manantlanensis era de
esperarse que mostrara mas afinidad por los ejemplares de S. pacifica, especie a partir de la
cual fue identificada por Turner (1995), sin embargo, mostro mas afinidad por S. coccinea;
también fue interesante observar la afinidad morfolégica entre S. lindenii y S. pacifica. En
ambos casos también se observé que S. jaimehintonii y S. torresii se agrupaban separados,
casi como si formaran parte del grupo externo, y esto fue debido a la carencia de mas
informacion respecto a las estructuras florales, que como se ve mas adelante, son la
principal fuerza de agrupamiento.

Ahora bien, para los resultados de los analisis de Componentes Principales (PCA) y
Coordenadas Principales (PCO), tenemos que la variacion explicada por los primeros
componentes, y en su caso las primeras coordenadas, son casi iguales.

En el analisis de Componentes Principales, el primer componente estd determinado
por caracteres florales mientras que el segundo componente esta determinado por caracteres
foliares, y como se observd, no tienen suficiente variacion como para separar grupos bien
definidos, y por lo tanto existe cierto sobrelapamiento entre especies debido a estos

caracteres. Algo similar sucede con el andlisis de Coordenadas Principales, pues son pocos
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caracteres los que influyen en la separaciéon de diferentes grupos y en general, tienden a
formar un grupo compacto de especies. Ambos resultados son resumidos por el analisis de
Escalamiento Multidimensional.

Estos analisis muestran que S. albotomentosa esta claramente separada del resto de
las especies formando un grupo definido por estructuras foliares y florales mas pequefias y
estrechas; que S. coccinea forma un grupo mixto con un amplio rango de variacion
morfologica, dentro del cual se incluyen S. manantlanensis, S. jaimehintonii, S. torresii, y
algunos ejemplares de S. lindenii y S. pacifica; y finalmente que S. pacifica y S lindenii
muestran afinidades morfoldgicas. En comun, todos estos agrupamientos se caracterizan
por presentar gran variacion foliar, sin embargo presentan poca variacion floral.

Estos resultados nos dan la base para pensar que la variacion morfolégica no es
suficiente criterio para la delimitacién de tantas especies dentro del complejo Stachys
coccinea. Los caracteres florales, que son la primer y mas importante fuente de variacion
explicada, no permiten la separacion de grupos, probablemente porque estan bajo presion
selectiva (Galen, 1999) y por ello tienden a formar un grupo compacto. Por el otro lado, los
caracteres foliares son la segunda fuente de variacion explicada, permitiendo la formacion
de ciertos grupos, y coincidentemente son usados como caracteres diagndstico
(particularmente para S. jaimehintonii, S. manantlanensis, S. pacifica y S. torresii); sin
embargo, se sabe que son caracteres plasticos no solo entre las especies del complejo
Stachys coccinea, sino tambien en otras especies (St. Hilaire & Graves, 1999; Fothergill et
al., 2001; Uribe-Salas et al., 2008; Li & Yu, 2009). Finalmente, aunque hay ciertos
caracteres morfolégicos que ayudan a diferenciar entre especies, en este analisis queda
demostrado que no siempre son definitivos (por ejemplo, los indumentos), por lo que
dentro del complejo Stachys coccinea es dificil establecer cuales caracteres tienen mayor
valor taxonémico: tal vez los caracteres seleccionados como diagndstico para las especies
del complejo, son utiles o estables en otros grupos de plantas (Mayr, 1969; Crisci, 1983)
pero dentro del complejo, no lo son.

Esta dificultad en establecer caracteres diagnostico a partir de los anlisis numéricos
es reforzada por los andlisis filogenéticos de parsimonia de los datos morfoldgicos. La
homoplasia (dada por el alto numero de pasos obtenidos en el arbol, el bajo indice de
consistencia y el bajo soporte de bootstrap) es debida a la baja variabilidad en los
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caracteres, y es claramente evidente dentro del complejo; debido a eso, dichos caracteres no
pueden ni deben ser utilizados como caracteres diagnosticos. Toda esta homoplasia es
bastante comun dentro de la tribu Lamioideae, donde Stachys esta incluida (Scheen et al.,
2010), ademéas de que hay que considerar de que Stachys es un género altamente
polimorfico (Lindgvist & Albert, 2002; Salmaki et al., 2013).

Anélisis molecular.

Los analisis filogenéticos de las tres regiones aisladas y de la matriz concatenada,
tienen diferentes topologias dependiendo del analisis aplicado, sin embargo, tienen
elementos redundantes, de los que sobresalen los bajos soportes bootstrap y las bajas
resoluciones en las topologias.

En el Andlisis de Maxima Parsimonia, fueron pocos los caracteres
parsimoniosamente informativos independientemente de la region utilizada, inclusive en la
matriz de regiones concatenadas, lo cual nos indica que muy probablemente no hay mucha
variacion entre las distintas especies y entre los especimenes. Esto se vio reflejado en la
formacion de los clados: se identificaron los clados correspondientes a Lamiaceae y al
género Stachys, pero sobre nuestro grupo de interes no se formo ningln clado, todas las
especies tanto las pertenecientes al complejo Stachys coccinea como las especies del género
Stachys propias del grupo externo estaban entremezcladas.

En el Analisis de Méaxima Verosimilitud, independientemente de la region
analizada, se distinguieron claramente los clados de Lamiaceae y del género Stachys con
muy buenas probabilidades pero con baja resolucion y gran cantidad de ramas cortas. lo
que indica nuevamente la poca variacién entre las especies. Al interior del clado de Stachys
se observo la formacion de un clado que se caracterizé por presentar a la mayoria de los
especimenes utilizados, lo cual representaba a especies propias de Mesoamérica y
Sudameérica, este clado excluyo a algunas especies propias de Norteamérica y Viejo Mundo
(S. bullata y S. sylvatica respectivamente) y a algunas de Mesoameérica (principalmente
algunos especimenes de S. lindenii, y en otras ocasiones a especimenes de S. coccinea, S.
herrerae y S. torresii).

En la Inferencia Bayesiana, tanto las tres regiones aisladas como la matriz
concatenada tienen una buena probabilidad posterior en los nodos, algunas de ellas

superiores al 90%, y a pesar de eso, hay baja resolucion y gran cantidad de ramas cortas.
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Las topologias obtenidas son similares a las que se obtuvieron para el anélisis de Maxima
Verosimilitud: se identifican claramente los clados de Lamiaceae y de Stachys con buenas
probabilidades posteriores; dentro del clado de Stachys se identifica la formacion de un
clado polifilético que en general incluye a las distintas especies de Stachys utilizadas, tanto
las propias de complejo como las del grupo externo; sin embargo, nuevamente se observa
que algunos especimenes quedaron excluidos de este clado: particularmente especimenes
propios de Norteamérica y del Viejo Mundo (S. bullata y S. sylvatica respectivamente) y
algunos especimenes de Mesoamérica como son S. herrerae y varios especimenes de S.
lindenii, y dependiendo de la region de cpDNA, especimenes de S. albotomentosa, S.
coccinea y S. torresii.

En todos los analisis realizados se observa que las filogenias basadas en cpDNA no
son capaces de resolver un clado para el complejo Stachys coccinea. Es evidente que las
especies Mesoamericanas y Sudamericanas utilizadas en los analisis, tanto las
pertenecientes al complejo como las del grupo externo, muestran grandes similitudes y
afinidades entre ellas. Este mismo fendmeno es observado inclusive con regiones nucleares,
donde se observan buenas resoluciones a niveles de género o de regiones geogréaficas (Roy
et al.,, 2013; 2015), sin embargo, a niveles especificos no es posible definir un clado
particular.

Se sabe que el DNA de cloroplasto se hereda por linea materna dentro de las
Lamiaceae (Corriveau & Coleman, 1988; Welch et al., 2016), por lo que se espera que las
regiones no codificantes del cloroplasto se encuentren libres de las presiones selectivas y
evolucionen a tasas mas rapidas que las regiones codificantes (Kelchner, 2000), siendo esta
la razén por la que son usados ampliamente en estudios filogenéticos (Shaw et al., 2007).
Las regiones de DNA de cloroplasto usados en el presente estudio han dado resultados
satisfactorios en la delimitacién de muchas especies (por ejemplo Wink & Kaufmann,
1996; Andersson & Rova, 1999; Downie & Katz-Downie, 1999; Wallander & Albert,
2000), y aunque no fueron suficientes para resolver las relaciones filogenéticas entre las
especies del complejo Stachys coccinea, si han demostrado ser eficientes en la resolucion
de filogenias de otras Lamiaceae (Bunsawat et al., 2004; Bréauchler et al., 2005; Li et al.,
2012; Jenks et al., 2013). Particularmente la region rpsl6, que ha mostrado presentar
buenos niveles de variacion entre las especies de Stachys (Welch et al., 2016), hecho que se
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corroboré al observar que los arboles generados de la matriz concatenada eran muy
similares a los obtenidos de la matriz de rpsl16, lo que demostraba el efecto de esta region
sobre los andlisis conjuntos.

Ahora bien, la falta de resolucion en las topologias puede ser debida a dos factores.
El primero es que las especies de Stachys del Nuevo Mundo son altamente poliploides y
muchas exhiben sefiales de pasados eventos de hibridizacion (Lindqvist & Albert, 2002;
Salmaki et al., 2012; 2013; Roy et al., 2013; 2015). El segundo factor, podria ser el
relativamente corto tiempo de diversificacion que tiene el género en particular con las
especies Mesoaméricanas y Centroamericanas. México por sus caracteristicas fisiograficas
y climéticas es el centro de diversificacion de muchas familias de plantas, incluyendo a las
Lamiaceae (Martinez-Gordillo et al., 2013); y a pesar de que Stachys podria no ser tan
diverso en las Américas como otras Lamiaceae (por ejemplo Salvia), se han descrito ya 41
especies para México y nuevas especies son agregadas continuamente (Martinez-Gordillo,
et al., 2013; Gonzalez-Gallego, 2015). Nuestro tiempo de divergencia estimado, menor a 2
millones de afios para la mayoria de las especies del complejo Stachys coccinea, es
congruente con estimados previos que coinciden también con los procesos de dispersion de
las especies (Roy et al., 2013). Esto sugiere tiempos de divergencia realmente cortos entre
las especies de Stachys mexicanas, incluyendo a los miembros del complejo, y podrian
representar especies de reciente aparicion que no han tenido tiempo suficiente para
completar la separacion total a nivel genético, ademas de que podrian estarse presentando
procesos de seleccion disruptiva (Rueffler et al., 2006). Por lo tanto, la reciente edad del
complejo podria ser la fuente de la baja variacion genética (Roy et al., 2013; Welch et al.,
2016), fendmeno que se ha presentado en otros grupos de plantas (Vargas, 2003; Bailey et
al., 2006; Beilstein et al., 2006; Moore & Donoghue, 2007). Esta reciente diversificacion
con poca resolucién en la secuencia de divergencia entre las especies vuelve un reto el
resolver las relaciones filogenéticas entre las mismas a traves de los métodos tradicionales

de reconstruccion a través de regiones génicas (gen por gen) (Welch et al., 2016).
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CONCLUSION

Con los resultados observados, y comparando con los resultados de Scheen et al.
(2010), Salmaki et al. (2012; 2013), Diindar et al. (2013) y Roy et al. (2013; 2015), se
puede afirmar que en el caso del complejo Stachys coccinea se enfrenta claramente un
problema de delimitacion de especies, debido principalmente a la baja variacion observada
en las reconstrucciones filogeneticas a partir de secuencias de cloroplasto (inclusive en
regiones nucleares como son ITS y ETS) y al poco tiempo de divergencia de las especies,
aunado a que Stachys es una especie altamente poliploide.

Tanto los resultados morfologicos como los resultados moleculares son consistentes
en el sentido de que es dificil definir grupos de especies (por morfologia) y clados (por
molecular), y que ambos enfoques muestran que no hay los suficientes elementos para
delimitar el nimero de especies sensu Turner (1994b; 1995) debido a que: i) aunque si hay
algo de variaciéon morfoldgica, ésta no es lo suficientemente consistente para soportar la
delimitacion de especies, y ii) el complejo Stachys coccinea es claramente polifilético tal
cual esta circunscrito actualmente, presentandose incluso especies parafiléticas, siéndo S.
lindenii el ejemplo de esta situacion, de acuerdo a lo observado en nuestros resultados, sin
posibilidad de definir algin clado en particular.

Ambos resultados, nos conducen al dilema de clasificacion mencionado por Salmaki
et al. (2013): o se hace una circunscripcion mas amplia del complejo Stachys coccinea para
incluir a todas las especies relacionadas, o se reduce el complejo y se retienen las especies
monofiléticas. Se propone reducir el complejo Stachys coccinea a las siguientes tres
especies: a S. albotomentosa, a S. coccinea (la cual incluiria a S. jaimehintonii, S.
manantlanensis, S. pacifica y S. torresii), y a S. lindenii, todo esto en base a sus afinidades
morfoldgicas y moleculares, quedando pendiente una revision a mayor profundidad de esta
ultima especie, por lo que el complejo Stachys coccinea sensu Turner no existe como grupo
natural. La recircunscripcion es razonable debido a que por un lado se mantienen las
variedades geograficas que pueden ser reconocidas en campo (la taxonomia, en particular la
taxonomia botanica, sigue basandose en caracteres morfologicos) y por el otro lado porque

se esta tomando en cuenta la informacion molecular que se tiene al momento.
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Aln cuando es necesaria hacer esta recircunscripcion, es importante resaltar la
necesidad de mayor cantidad de informacion molecular para clarificar la situacion de éstas
especies.

Para el caso de las Stachys mexicanas, y en particular para las especies del complejo
Stachys coccinea, es indispensable complementar los estudios con andlisis biogeograficos
que nos ayuden a entender de mejor manera qué es lo que esté influenciando la variacion
morfologica con bajos niveles de variacion genética entre estas especies. Este estudio
pretende ser el inicio de mas estudios de varios tipos enfocados a la clarificacion de las
relaciones entre las especies de Stachys reportadas en México, y en general pretende

contribuir al conocimiento taxonémico de Stachys a nivel global.
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GLOSARIO

Annulus : anillo de pelos de diferente longitud al interior de la corola o del céliz.

Arréica : es una cuenca hidrografica cuyas aguas, usualmente de caudales escasos, no
desembocan ni en lagos ni en mares, pues se evaporan o se infiltran al suelo,
desapareciendo del paisaje.

Caducifolio : término que se aplica a plantas que permanecen sin hojas durante una parte
del afio.

Cebador : también conocido como primer, es una pequefia cadena de nucledtidos a partir
de la cual la DNApolimerasa inicia la sintesis de una nueva cadena de DNA.

cpDNA : es el DNA propio del cloroplasto; presenta una estructura molecular circular y por
lo regular presenta de 120mil a 170mil pares de bases de longitud.

Cima : tipo de inflorescencia definida con aspecto ancho y redondeado.

Crasicaule : término que se aplica a plantas con el tallo grueso y carnoso.

CTAB : por sus siglas en inglés: Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide. Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio. Surfactante cationico con accion antiséptica contra bacterias y
hongos, es utilizado ampliamente como solucién tamponante para la extraccion de DNA.
Didinamo : con dos pares desiguales de estambres, generalmente un par mas corto que el
otro.

Endorréica : es una cuenca hidrografica cuyas aguas no tienen salida hacia el oceano, por
lo que se denominan sistemas de drenaje interno.

Estolon : brote lateral, basal, con entrenudos largos que desarrolla raices para formar una
nueva planta en la punta.

Exorréica : es una cuenca hidrografica cuyas aguas tienen salida al oceano,

Ginobasico : cuando el estilo del gineceo de la flor esta unido a la base del ovario en una
cavidad central o entre los I6bulos del mismo.

Holartico : hace referencia a los hébitats encontrados en los continentes boreales del
mundo como un conjunto, refiriéndose en particular como Neéartico a la ecozona que

comprende toda Norteamérica hasta el norte de México.
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Intrén : también conocido como secuencia intercalada, es un segmento del transcrito
primario de un gen eucariota que se elimina antes de ser traducido a RNAmM maduro, y en
estos casos, la secuencia del intrén no aparece en la molécula funcional de RNA.

Mesofilo : término aplicado en ecologia para referirse a poblaciones vegetales que prefieren
condiciones ambientales moderadas a abundantes, especialmente en los relativo a la
humedad.

Nucula : cada una de las unidades indehiscentes, secas, procedentes de la division de un
ovario sincarpico, supero, plurilocular.

PCR : la Reaccion en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en inglés Polymerase Chain
Reaction, es una de las técnicas mas utilizadas en biologia molecular para la amplificacion
de secuencias especificas de DNA.

Perennifolio : término que se aplica a plantas o poblaciones vegetales que permanecen con
hojas durante todo el afo.

Rizoma : tallo plagiotropo, generalmente subterrnaneo.

Rosetdfilo : término que se aplica a plantas con hojas organizadas en roseta.
Subcaducifolio : término que se aplica a poblaciones o individuos vegetales que dejan caer
sus hojas durante la temporada de sequia.

Taxa : plural de taxdn. Conjunto de organismos emparentados, y puede ser de distintos
niveles (especie, género, familia, etc).

Tricoma : prominencia que consiste solamente de tejidos epidérmicos, a menudo en forma
de pelo.

Turbinado : Obconico, en forma de cono con el vértice obtuso.

Verticilo : cada grupo de unidades o piezas florales; algunas veces el término se utiliza para
describir cada agrupacion ciclica dentro de un mismo grupo floral.

Voucher : especimen de referencia a partir del cual se obtienen los datos de referencia de
una hipdtesis taxondmica, de éstos sobresalen los tipos nomenclaturales.

Xerofilo : término aplicado en ecologia para referirse a poblaciones vegetales que estan
adaptadas a la escasez de agua en la zona en la que habitan (por escasez de precipitacion,

por elevada evapotranspiracion o por la estructura del suelo que no retiene la humedad).
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ANEXO A.
DATOS DE COLECTA DE EJEMPLARES UTILIZADOS EN EL
PRESENTE ESTUDIOS.

1. Stachys albotomentosa Ramamoorthy var. albotomentosa

QUERETARO: mpio. Landa: 1.5 al Suroeste de La Yesca, Hiram Rubio 1010
(MEXU); 2 km al Sureste de La Yesca, ElI Banco, Hiram Rubio 1984 (MEXU); mpio.
Jalpan: 4-5 km al Oriente y Sur de La Parada, Benito Servin 125 (MEXU); cerro La
Cercada, camino Joya del Duraznal, Crecencio Guzman M 165 (MEXU); mpio. Pinal de
Amoles: +-2km al E de San Pedro El Viejo, E. Carranza 560 (MEXU).
2. Stachys bigelovii A. Gray

ZACATECAS: 3.1 rd. miles above Concepcion del Oro, on ridge Wof city, on S-
facing granite slopes, James Henrickson 6283 (MEXU).
3. Stachys boraginoides Schitdl. & Cham.

VERACRUZ: mpio. Coatepec: carretera vieja Jalapa-Coatepec, antes de Consolapa,
Heike Vibrans 7062 (MEXU).
4. Stachys coccinea Ortega

AGUASCALIENTES: mpio. Calvillo: km 15 Malpaso-Sierra del Laurel, Carmen
Cuellar R. 17 (HUAA); Salto del Pilar, Gerardo Garcia R. 2406 (HUAA); mpio. San José
de Gracia: 4.5km al SW de Paredes (Arroyo Viejo), Margarita de la Cerda L. 6133
(HUAA); ejido El Bajio, Sierra San Blas de Pabellén, Gerardo Garcia R. 1948 (HUAA),
Gerardo Garcia R. 1949 (HUAA). BAJA CALIFORNIA SUR: in south-heading branch of
Carion del Gavilan, Sierra de la Giganta, Annetta Carter 4090 (MEXU). CHIHUAHUA:
mpio. Guerrero: between Nogal and Ranchito Blanco on San Juanito-La Junta road, Robert
A. Bye 9093 (MEXU); mpio. Ocampo: Parque Nacional de Cascada Basaseachic, R.
Spellenberg 8049 (MEXU); W-SW of Buenaventura ca. 12 air miles, Rancho de La Tinaja,
M.H. Mayfield 188 (MEXU). DURANGO: mpio. Durango: 13km al O por la carretera
Durango-Mazatlan, José Garcia P. 882 (MEXU); mpio. Topia: Topia, P. Tenorio L. 9869
(MEXU). GUERRERO: 26 km SW de Filo de Caballo, carr. a Puerto del Gallo, E.
Martinez S. 4942 (MEXU); mpio. Atoyac de Alvarez: 2 km al SW de Puerto del Gallo,
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camino a Atoyac, E. Martinez S. 5610 (MEXU); mpio. General Heliodoro Castillo
(Tlacoapa): El Jilguero, 13 km al NO, Ramiro Cruz Duran 3683 (MEXU); El Jilguero, 13.3
km al NO, Ramiro Cruz Duran 3574 (MEXU). JALISCO: mpio. Ojuelos: extremo sur del
cerro La Alberca, 6 km al NE de Ojuelos, Roberto Banda 193a (MEXU); mpio. Talpa:
camino La Crucecita-El Desmoronado, R. Gonzalez Tamayo 308 (MEXU). ESTADO DE
MEXICO: mpio. Ecatepec: Sierra de Guadalupe, entre Cuautepec y San Andrés, S. Moreno
G. 295 (MEXU); mpio. Ixtapaluca: cerro del Pino, laderas inferiores SW, M. Mayagoitia P.
71 (MEXU); Parque Nacional Lagunas de Zempoala, J.G. Teer 58 (MEXU). HIDALGO:
cerca de El Salto, km 252.5 de la carr. Jacala-Zimapan, C.L. Lundell 12269 (MEXU).
MICHOACAN: along Mexico highway 15 between Morelia and Toluca, 19.4mi east of
Mexico highway 120 at the eastern edge of Morelia and 26.6mi west of Mexico highway
51 at Triguillos, James L. Reveal 4151 (MEXU); en El Salto, 29km al E de Morelia, José
C. Soto Nufiez 6340 (MEXU). OAXACA: along Oaxaca-Tuxtepec highway (Mex 175) ca.
20 km by road N of Oaxaca at km 220.5, R. Sanders 74133 (MEXU); Cerro San Antonio,
C. Conzatti 1965 (MEXU); mpio. Atepec: La Cabafia, F. Ventura A. 16118 (MEXU).
QUERETARQO: Jardin botanico regional de Cadereyta "Ing. Manuel Gonzélez de Cosio",
Rafael Hernandez M. 9749 (MEXU). SONORA: mpio. Yecora: a 4 km al W de El Talayote
6 35 km al E de Yecora, limites de Sonora y Chihuahua, P. Tenorio L. 4546 (MEXU).
VERACRUZ: mpio. Acultzingo: La Barranca del Tule, Francisco Ventura 15439 (MEXU).
5. Stachys drummondii Benth.

NUEVO LEON: mpio. Cadereyta: 1.2 km SW of the junction with the main road
from Cadereyta to Allende towards Santiago along the road through La boca Canyon to
Santiago in the Sierra La Silla y lowlying areas; east of the Sierra La Silla, Carolyn J.
Ferguson 7 (MEXU).

6. Stachys lindenii Benth.

MICHOACAN: carretera Zitacuaro-Toluca, en Boca de Cafada 19km al NE de
Zitacuaro, José C. Soto Nufiez 3830 (MEXU); mpio. Zitacuaro: 15 km al SO de Zitacuaro,
T.P. Ramamoorthy 4450 (MEXU). NAYARIT: Islas Marias: Isla Maria Madre, antena de
telecomunicaciones, Fernando Chiang C. 1137 (MEXU). OAXACA: 2 km al N de San
Miguel Metepec, distrito Mixe, R. Torres C. 4968 (MEXU). PUEBLA: Cerro de
Cohautepec, A.J. Sharp 441728 (MEXU). SINALOA: mpio. Cosala: Vado Hondo a 8km al
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pte. de Cosala, Rito Vega 2241 (MEXU). VERACRUZ: mpio. Hidalgotitlan: 4 km brecha
Cedillo a Melgar, Brigada Vazquez 1343 (MEXU).
7. Stachys manantlanensis B.L. Turner

JALISCO: about 15 mi SE of Autlan near trail from Chante to Rancho Manantlan
and thence SE 3-4 hours toward EI Cuartdn, Rogers McVaugh 10274 (MEXU).
8. Stachys nepetifolia Cav.

MEXICO: mpio. Coyotepec: parte alta de la Sierra de Alcaparrosa, Rzedowski
38214 (MEXU).
9. Stachys pacifica B.L. Turner

JALISCO: El Tigre, along hwy. 80, 14.6 mi S turn to Ahuacapan, T.F. Daniel 4873
(MEXU). SONORA: Arroyo Gochico, about 4.5 km east of San Bernardo, where the ridge-
top trail from Gochico Viejo to San Bernardo enters the canyon below the cajon, Mark
Fishbein 2137 (MEXU); San Bernardo, Rio Mayo, Howard Scott Gentry 1144 (MEXU).
10. Stachys vulnerabilis Rzed. & Calderdn

NUEVO LEON: mpio. Galeana: cerro El Potosi, summit, Hinton et al. 25333
(MEXU).
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ANEXO B.

CUADRO COMPARATIVO DE ESPECIES PERTENECIENTES AL COMPLEJO Stachys coccinea

Ortega (LAMIACEAE).

La informacidn presentada corresponde a datos proporcionados por la literatura (*Turner, 1994b; **Turner, 1995; ***Standley &
Williams, 1973). El -- indica ausencia de informacion en la bibliografia consultada. SA: S. albotomentosa, SC: S. coccinea, SJ: S.
jaimehintonii, SL: S. lindenii, SM: S. manantlanensis, SP: S. pacifica y ST: S. torresii.

SA SC SJ SL SM SP ST
Literatura * * 2 e e * *
Forma de Herbacea Herbacea Herbacea Herbacea Herbacea Herbacea erecta |Herbacea
vida subarbustiva. |erecta suculenta semitrepadora |erecta a

semipostrada
Duracion ND Perenne -- -- -- Perenne Perenne
Alto de la 30-50 cm 40-150 cm 50 cm 200+ cm 20-40 cm 40-150 cm ca40cm
planta
Ancho del 2 -4 mm 2-4.8 mm 2-4 mm -- 1-2 mm 1.5-3.0 mm ca3mm
tallo
Indumento Densamente Pubescente Minuciosament |-- Escasa a Escasa a Escasamente
del tallo tomentoso usualmente e pubescente moderadament |moderadamente |pubescente
piloso e pubescente [piloso
Accesorios |- - - Aguijones - -- --
del tallo recurvados de
base ancha

Pelos - - Presentes (ca |-- Ausentes Presentes (0.1- |Presentes (ca
glandulares 0.1 mm) 0.3 mm), 0.25 mm)
en tallo Ausentes
(longitud)
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SA SC SJ SL SM SP ST
Caracteristica |-- Extensos Multiseptados | (se refieren Curvados Extensos Base ancha
s de los pelos erectos como los hacia abajo
del tallo aguijones)
Longitud de |-- - 0.5-2 mm - 0.1-0.6 mm 0.7-1.5 mm 1-1.5mm
los pelos del
tallo
Longitudde [4-8cm 6-10 (12) cm |8-15cm 5-13 cm 4-10cm 7-11cm 10 cm
las hojas
(mitad del
tallo)
Anchodelas |1.5-3.5cm 3-4(5)cm 4-7cm -- 15-4cm 3-5cm 5cm
hojas (mitad
del tallo)
Peciolos 1-3cm 1-3cm 25-5cm long 15-4cm (3)4-5(6)cm |ca3.5cm
Indumento |- -- Pubescente - - -- --
del peciolo
Laminade la [Ovada a Ovada a Cordada Ovada a Ampliamente |Cordada Cordada
hoja deltoide ovadocordada oblongoovada |ovada
Nervadura de |-- 3-5nervada |-- -- 3-5nervada |-- 3 - 5 nervada
hoja
Indumento de | Densamente Variadamente |Escasamente |Haz hirsuto, |Escasamente |Escasamente Escasamente
la hoja aterciopelada y |pilosa pubescente enveés pelos pilosa pilosa pilosa
tomentosa (moderado) (pelos retrosos con
debajo aplanados) bases gruesas /
glabro.
Margen de la |Finamente Crenulado Crenulodentad |Crenulodentad | Crenulodentad | Crenulodentado |Crenulado
hoja crenulado 0 0 0
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SA SC SJ SL SM SP ST
Inflorescenci |-- Laxa terminal |Espiga Espigas largas |-- Laxa terminal |Laxa terminal
a columnar o flores interrupta interrupta

terminal axilares

Largo de -- -- 8-15cm -~ -- -- --
inflorescenci
a
Ancho de -- -- 3-45cm -- -- -- --
inflorescenci
a
Bracteas Presentes Presentes Presentes (15 - |Presentes - - Presentes
(longitud) 25 mm)
Verticilos 4-6 4-6 6 1-6 (2)4-6 (2)4-6 4-6
florales
Pedlnculos  |Presentes -- - -- Presentes (1- |-- -
(longitud) Ausentes 4 mm
Longitud del |-- -- 2-3mm -- -- -- -
pedicelo
Forma del Tubular Tubular -- - - -- --
caliz
Indumento  |Piloso Pubescente a | Pubescente Piloso a glabro | Escasamente | Minuciosament |Pubescente
del céliz aterciopelado |piloso (0.5-2.5mm) piloso e pubescente
(longitud del
pelo)
Pelos -- Presentes - -- Ausentes Presentes Presentes (ca
glandulares 0.5 mm)
en el caliz
(longitud)
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SA SC SJ SL SM SP ST
Longitud 12 - 14 mm 6)7-12mm |12-14 mm -- 6 - 8 mm 4-6(7) mm 13 - 14 mm
total del céliz
Longitud del {(7) 10 12 mm |-- 8-10 mm 6-7mm 4-5mm -- 6-7mm
tubo del caliz
Longitud del {25-35mm [2-4(5)mm |cad4 mm 35-45mm (2-3mm 2 -4 mm 6 -7 mm
I6bulo del
caliz
Anchodela |-- -- 2-3mm - -- -- --
base del
I6bulo del
caliz
Forma del Estrechamente |Apiculado Apiculado Deltoide Lanceolado Linear Linear
I6bulo del acuminado ciliado lanceolado aristado lanceolado a lanceolados
caliz (superior mas |estrechamente
largo que triangular
inferior)
Colordela |Salménarojo |Naranjaarojo |Naranja Rojo brillante |Magenta a Rojas Naranja a rojo
corola arojo lilas
purplreo
Longitud -- 15-25 mm -- -- 12 - 20 mm 25-3.5cm 3-35cm
total de la
corola
Longitud del {14 - 20 mm - 15-18 mm 18 - 23 mm 10 - 13 mm 20 - 25 mm --
tubo de la
corola
Ancho del -- -- -- -- --D 2-3.5mm --
tubo de la
corola

87




SA SC SJ SL SM SP ST
Distancia del |ca4 mm 3-4mm ca4 mm -- ca 2.5 mm ca2 mm ca3 mm
annulus
desde la base
Longitud del |{ca 6 mm 4-6mm ca’7mm 6-7mm cad4 mm 4-5mm ca9 mm
labio superior
Longitud del {ca 9 mm 6 -9 mm ca8 mm 12 - 14 mm 5-8mm 4-10 mm 12 mm
labio inferior
Estambres Exsertas (ca4 |Exsertos (4 -6 |Exsertas (ca4 |Incluidosen el |Exsertas (ca4 |Exsertos (7 - 10 |--
mm) mm) mm) labio superior |mm) mm)
Longitud de |-- calmm - - - ca 0.7 mm --
las anteras
Formadela |ND Ovoide -- -- Ovoide Obovoide a Ovoide
nacula ovoide
Longitud de |ca 2.2 mm ca 2.5 mm ca2 mm -- 2 mm cal-3mm ca2.5mm
la ndcula
Anchodela (1.8 mm 2mm 1.9 mm - 16-17mm |2 mm 2mm
nacula
Ornamento | Minuciosament | Minuciosament | Minuciosament | -- Al madurar Minuciosament |Minuciosament
de landcula |e rugoso e rugoso e rugoso a lisa con e rugosa con e rugoso
excrecencias |enconstramiento
verrugosas s ocasionales
Estructuras |- Rizomas cortos |-- -- Estolones Rizomas -
especiales
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ANEXO C.
MATRIZ DE DATOS MORFOLOGICOS.

Parte 1. La informacion presentada corresponde a las mediciones obtenidas de los ejemplares utilizados en el estudio. La
codificacion de las especies es de acuerdo a la tabla 2 y la codificacion de los caracteres y estados de caracter es de acuerdo a la
tabla 3.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22
SA021 50 |8 0 0 4 1 32 |26 |26 |0 4 5 1 3 1.2 |4 6 26 |03 |5 29 |17
SA022 50 |7 1 0 1 1 38 |12 |09 |O 3 5 1 3 1 5.75 |6 23 (03 |4 28 |27
SA023 65 |7 1 0 4 1 5.35(2.05 |22 |0 3 5 1 425|13 |49 |6 2 03 |7 39 |3
SA024 - |7 1 0 4 1 43 |2 1.25 |0 3 5 4 43 (1.2 |11 |5 21 |02 |7 34 |4
SA025 100 |7 0 0 2 1 42 |15 |15 |0 3 5 1 4 12 |35 |6 25 (02 |2 38 |25
SCo001 - |2 - |0 3 1 53 |33 |34 |1 3 2 3 4 22 [10.2 |6 1 1 4 2.7 |15
SC002 - |2 1 0 4 1 7 45 |4 1 2 1 1 5 15 |148 |6 28 |04 |4 28 |24
SCO003 - |2 1 0 2 1 5 35 |45 |1 2 1 3 25 |12 |145 |6 1 03 |4 24 |14
SCO007 50 |2 - |0 4 1 55 |35 |31 |1 2 1 1 15 |06 |6 6 1.7 |03 |2 28 |28
SC008 - |2 0 0 2 1 6.4 |4 36 |1 2 1 1 47 (2.1 |16.7 |6 15 |02 |- |3 25
SC047 - |6 0 0 3 1 52 |44 |3 0 2 3 4 28 |13 |9 6 14 102 |4 29 |28
SCO058 - |3 0 0 3 3 78 |65 |6 1 3 2 3 42 |28 |154 |6 1.7 |04 |4 29 |6
SC062 435 |7 1 0 3 1 33 (24 |2 0 3 2 1 4 1.4 1109 |6 0.7 |02 |4 3.3 |33
SC063 - |1 0 0 1 1 48 |14 |22 |0 3 2 1 23 |06 |69 |6 1.2 |05 |4 28 |16
SC065 65 |1 0 0 1 1 35 |21 |18 |0 2 2 1 43 |21 |141 |5 06 |02 |6 32 |3
SC072 100 |2 0 0 4 1 44 124 |21 |0 3 2 1 25 |11 |112 |6 1.3 |02 |4 3 21
SCO074 60 |4 0 0 4 2 95 |35 |75 |0 2 1 1 6.3 |19 (113 |6 1 02 |7 27 |26
SCO076 - |8 0 0 4 1 58 |41 |25 |1 4 5 1 48 |19 |6.1 |6 14 102 |8 2.15 |33
SCO77 100 |3 1 0 4 1 66 (28 |11 |0 2 3 1 52 |14 |103 |6 1.1 |02 |2 2.35 |29
SCO078 50 |3 0 0 4 1 58 |29 |26 |0 2 1 4 41 |22 |115 |5 15 |02 |2 27 |3
SCo087 60 |2 0 0 4 1 36 |25 |13 |0 2 2 1 22 |1 151 |5 14 |05 |8 2.7 |37




Continuacion de la matriz de datos morfoldgicos, Parte 1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 (11 (12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22
SC090 100 |5 0 0 2 2 10 |6 45 |0 2 1 1 31 (14 |10 |6 1.8 |04 |7 23 |18
SC091 150 |3 0 0 4 1 9 52 |3 0 3 2 2 41 |2 9.1 |6 25 |06 |7 26 |4
SC092 50 |3 1 0 2 1 44 |27 |21 |0 2 1 1 435|18 |87 |6 16 |04 |7 29 |3.6
SC097 3 1 0 0 4 1 49 (25 |2 0 2 1 4 45 |- 195 |6 1 02 |4 23 |15
SC098 - |3 1 0 3 1 4 25 |28 |1 3 3 el e | | 015 |-- 129 |28
SC101 - |1 0 1 3 1 8 6.3 |61 |0 2 1 4 82 |45 |78 |6 21 (03 |7 26 |37
SC103 - |3 1 0 4 1 3.7 (28 |23 |1 2 3 1 1.1 |05 |56 |6 1.3 (0.2 |2 245 |24
SC104 60 |3 1 0 3 1 44 134 |36 |0 2 3 1 25 |11 (144 |6 15 (0.2 |7 31 (24
SC107 - |4 1 1 4 1 26 |13 |13 |0 3 2 1 16 |0.7 |125 |6 12 |02 |6 1.85 (24
SC108 80 (2 1 0 4 1 29 (13 |19 |1 3 2 1 il || & 13.7 |6 0.6 |0.15 |4 21 |2
SC111 60 |7 1 0 4 1 35 (23 |23 |1 3 4 4 35 (16 |119 |6 1 0.15 |4 3.7 (1.9
SC115 60 |2 0 0 4 1 34 |16 |16 |O 3 2 1 14 |07 |89 |6 1 03 |4 25 |21
SC118 80 (2 0 0 2 2 47 132 |62 |0 2 3 4 9.8 |4 16.1 |6 25 |04 |4 24 |25
SJo1 50 |7 1 0 - N2 S |7 5 1 2 2 - |25 [--—- |---88[i6 R R 26 |3
SL033 - |3 0 0 2 1 41 |26 |31 |0 2 3 4 385(24 |11 |9 1.7 10.25 |2 22 |2.75
SL034 - |1 1 1 4 1 7 3 3 1 2 1 4 3.65 (13 |75 |6 16 |02 |8 26 |27
SL038 - |2 1 0 2 1 7 5 84 |1 2 1 1 56 |25 (13 |5 08 |01 |4 26 |4.15
SL041 - |1 0 1 4 4 55 |34 |34 |0 2 1 2 4 22 (6.1 |6 2 0.45 |1 3.7 |3
SL045 50 (2 0 0 4 1 6 4 34 |1 1 1 2 315 (1.2 |98 |6 0.7 |03 |4 25 |38
SL046 70 |1 0 1 3 1 6.2 |51 |21 |0 2 1 3 6 38 |13 |6 1.6 |0.15 |4 21 |43
SL049 - |1 0 1 3 1 57 |53 |31 |0 3 2 1 - |- |8 6 09 |01 |3 2.7 |33
SMO095 - |2 1 0 3 1 44 133 |31 |0 2 1 3 5 28 |73 |6 21 |04 |4 3 2.8
SP050 50 |5 0 0 3 1 95 |6 7 0 2 1 1 45 |14 |51 |6 0.7 |0.05 |4 237 |21
SP051 90 |5 1 0 3 1 73 |56 |55 |0 2 1 1 25 |11 |[10.1 |6 11 |01 |- |3 3.7
SP052 - |2 1 0 3 1 34 (24 |14 |0 1 1 1 31 |15 |125 |5 1 0.1 |4 3 35
STO1 40 |- |1 0 3 1 10 |5 35 |- = | == [ |- |-~ |6 - |- |4 3.6 |--




Continuacion de la matriz de datos morfoldgicos, Parte 1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 (11 (12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22
SBi126 42 |2 0 0 2 1 19 |11 |08 |1 2 1 1 15 |04 |5 6 19 |03 |9 16 |1
SNel28 70 |2 0 0 4 1 28 |15 |6 1 2 2 1 21 |09 |65 |6 1.5 |0.15 (12 |1 1
SDr129 70 |1 1 0 3 2 5.8 |4 35 |1 1 2 1 1.7 |04 |76 |6 15 |03 |11 |15 |15
SB0130 150 |1 1 0 3 1 6.4 (43 |47 |0 1 2 3 75 |29 |9 6 2 05 (10 |17 |2
SVul31l 30 (1 0 0 3 1 24 [|iLD |kl 1 2 1 3 1.8 |0.7 |35 |6 1 02 |2 145 |1

Parte 2. La informacion presentada corresponde a las mediciones obtenidas de los ejemplares utilizados en el estudio. La
codificacion de las especies es de acuerdo a la tabla 2 y la codificacidn de los caracteres y estados de caracter es de acuerdo a

la tabla 3.

23 |24 |25 |26 |27 |28 |29 (30 |31 |32 (33 |34 |35 |36 (37 |38 |39 |40 |41 |42 |43
SA021 10 |2 |13 |32 |28 |17 |4 |7 115 |63 |8 09 |3 1.4 |19 |02 |34 |02 |04 |O 0
SA022 11 |19 |14 |33 |27 |16 |38 |51 |11 |7 85 |05 |3 1.5 |21 |0.25 [3.75 [0.4 |06 |0 0
SA023 115 |27 |1.2 |33 |38 |28 |35 |55 |10 |65 |75 [0.8 |3 L7 2 0.35 [4.25 [0.4 |05 |0 0
SA024 11 |27 |11 |33 |33 |22 |31 |5 11 |61 |8 07 |3 1.4 |2.55 |0.25 |5 0.35 [0.6 |0 0
SA025 11 |2 |15 |3 |37 |25 |35 |7 12 |65 |9 1 3 1.5 |29 |0.25 (45 |0.35 |05 |0 0
SC001 9 16 |6 |28 |26 |17 |3 |5 9 6 76 |04 |4 11 (2.1 |GEE. 0.7 |08 |1 0
SC002 9 1.7 |1 |29 |27 |18 |24 |45 |9 72 |8 05 |3 1.2 (2.4 |GHEEA 0.7 |08 |1 0
SC003 72 |06 [0 |27 |23 |15 |32 |56 |75 |62 (85 |06 |3 22 02 (38 |05 |07 |1 0
SC007 95 (1.4 |11 |24 |27 |19 |23 |55 |75 |65 |75 |06 |4 1.1 |22 |02 |4 06 |07 |0 0
SC008 9 1.7 |09 |26 |29 |19 |34 |6 10 |6 7 07 |1 09 (21 (02 |4 05 |06 |0 0
SC047 7 1.7 |1 |28 |28 |2 |5 |67 |82 |-— |- |- |- |15 |- |- |- |- |- |- |0
SC058 12 |21 |11 |58 |28 |19 |47 |63 |88 |71 |87 |08 |4 1.6 |255 |0.25 (43 |05 |06 |0 0
SC062 12 |32 |14 |35 |3.25|24 |45 |62 |85 |83 [10.8 [05 |1 1.3 |24 |02 |4 — |- 0 0
SC063 93 |2 |1 |29 |27 |2 |38 |48 |7 66 |79 |05 |3 1.8 |27 |025 (45 |02 |03 |0 0
SC065 10 |19 |08 [39 |31 |21 |43 |59 |98 |68 |9 06 |3 1.9 |25 |03 (57 |04 |05 |0 0
SC072 87 |16 |1 |3 |29 |17 |36 |69 |12 |65 |78 |05 |4 1.5 |22 |02 (35 |05 |06 |0 0
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Continuacion de la matriz de datos morfoldgicos, Parte 2.

23 24 |25 |26 |27 |28 |29 (30 |31 |32 |33 |34 (35 |36 |37 |38 |39 |40 |41 |42 |43
SC074 91 |21 |1 4 26 |19 |38 |6 72 |65 |8 06 |1 1.1 |25 (04 |37 |04 |06 |O 0
SCO76 105 |2 1.2 |34 |205|13 |3.1 (53 |75 |[54 |7 05 |4 1.8 |18 (0.2 |32 |04 |05 |O 0
SCo77 86 (24 |09 |31 |225|14 |35 |59 |85 |5 71 |06 |4 11 (185 |03 |45 |06 |0.7 |O 0
SCO078 10 2 1 45 |26 |16 (3.7 |83 |10 |72 |87 |05 |1 14 (22 (025 |42 |035 |05 |O 0
SCO087 89 |17 |0.7 (37 |26 |17 |33 |61 |88 |77 |97 |06 |4 19 |21 (04 |35 |035 |05 |0 0
SC090 75 |16 |1 28 |22 |15 |35 |6 86 (64 |75 |05 |1 15 |- 025 |- |- |-— |0 0
SC091 11 2 1 4 25 |17 |26 |6 78 |7 8 03 |1 1.2 |21 (0.2 |33 |03 |04 |O 0
SC092 125 |39 (0.8 |23 |28 |18 |38 |6 10 |71 |82 |07 |1 15 |24 |03 |3 0.55 |0.6 |0 0
SCO097 78 |3 04 |21 (22 |14 |3 6 9 6.1 |96 |05 |3 15 |19 |03 |3 04 (04 |O 0
SC098 91 |21 |1 43 |28 |2 3 58 |82 |63 |82 |06 |1 1.1 |26 (03 |5 05 |06 |O 0
SC101 93 |2 1.1 |38 |25 |16 |39 (72 (93 |66 |85 (09 |3 15 |31 (03 (45 |- |- |0 0
SC103 85 |15 |09 |4 23516 |28 |56 |75 |69 |82 |06 |3 15 |21 |03 |3 0.55 (0.6 |0 0
SC104 91 |18 |0.7 |45 |3 19 (35 |75 |11 |66 |86 |0.7 |4 12 |2 03 |45 |035 |05 |O 0
SC107 73 |17 |13 |35 |175|11 |36 |48 |65 |68 |83 |06 |3 1.2 |21 |0.15 ({34 |04 |045 |0 0
SC108 6.2 |11 |1 23 |2 135|36 |57 (63 |58 |69 |04 |4 14 119 |02 |4 04 (05 |0 0
SC111 10 1.7 |11 |38 |36 |215(46 |65 |74 |72 |83 |09 |4 1.8 |26 (032 (57 |03 |03 |0 0
SC115 8.7 |17 |0.7 |4 24 |16 (38 |59 |78 |6 8 03 |1 16 |21 |03 (35 |- |- |- |0
SC118 81 |27 |0.7 |45 |23 |145|48 |67 |85 |6.7 |88 |05 |3 1.7 |19 |02 |35 |045 |05 |O 0
SJo1 14 4 - |- |25 |18 |- |7 8 = | EE R EE R R E - === |- |- |0
SL033 92 |18 |1 3 21 |15 (34 |54 |6 78 |84 |06 |3 1.1 |215 (0.3 |34 |045 |05 |0 0
SL034 12 3.7 |13 |3 25 |16 |33 |7 9.1 (72 |94 |04 |4 22 |22 |03 |4 04 (05 |0 0
SL038 75 |2 1 21 |25 |18 |33 |72 |61 |76 |13 |05 |3 1.1 |24 |0.25 |2 0.35 |05 |0 0
SL041 10 3.2 |15 |33 |36 |22 |44 |8 14 19 11 (0.7 |3 1.8 |28 (03 (45 |05 |08 |0 0
SL045 52 |16 |09 |17 |24 |1.7 |25 |68 |66 |7 8 05 |3 1.3 |22 |03 |0 0.35 (05 |0 0
SL046 74 |34 |0 31 |2 13 (29 |45 |7.7 |58 |72 |06 |2 1.2 |16 (0.2 |35 |04 |045 |0 0
SL049 74 |22 |1 3.1 |26 |155|2.7 |7 11 |9 11 (0.7 |3 1.8 |28 (03 (45 |05 |08 |0 0
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Continuacion de la matriz de datos morfoldgicos, Parte 2.

23 24 |25 |26 |27 |28 |29 (30 |31 |32 |33 |34 (35 |36 |37 |38 |39 |40 |41 |42 |43
SMO095 8 1.4 |11 |3 29 |18 |44 |57 |11 |73 |87 |05 |1 19 |21 (02 |35 |04 |04 |O 0
SP050 57 |15 |0.7 (24 |227|1.75|18 |52 |35 |6 8 0.35 |3 14 |21 (0.2 |2 05 |03 |0 0
SP051 72 |1.75/08 |21 |29 |21 |24 |87 |6 8 11 |04 (3 1 29 |02 |26 |03 |04 |O 0
SP052 6.9 |17 |0.7 |24 |29 |22 |24 |8 -~ al=== == e 1.1 (25 |02 |- |- |- |- |0
STO1 14 7 -~ |-— |35 =R |9 R e e e [ el - |- |- |0
SBi126 7 25 |1 28 |17 |1 2ASH 3NN/ 4 4 02 |1 1 1.3 |0.25 (28 |08 (05 |O 0
SNel28 12 2 1.2 |2 09 (6 2 2 3 27 |2 01 |2 1 7 02 |- |04 |05 |O 0
SDr129 65 |23 |08 |3 1355 3 42 |85 |48 |45 |05 |2 1.1 |85 (03 (22 |07 |08 |O 2
SBo0130 6.5 (19 |03 |28 |16 |1 35 |45 |65 |45 |6 04 |1 15 |135 |03 |25 |1 08 |0 0
SVul3l 6 15 |08 |28 |135(6.5 |25 |55 |7 25 |35 |06 |2 1 85 102 |3 0.8 |05 |0 0
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ANEXO D.
PROTOCOLO CTAB DE EXTRACCION DE DNA (ALTO
RENDIMIENTO).

Notas a tener en cuenta al iniciar el protocolo de extraccion:

* Todos los centrifugados deberéan ser a temperatura ambiente (15-25°C).

* Precalentar bafio Maria a 65°C y el termoblock a 37°C.

* Precalentar el Buffer de extraccion a 65°C (solo la cantidad requerida para la extraccion
del momento).

* Buffer CTAB: Tris-HCI 100mM pH 8; NaCl 1.4M; EDTA 20mM, CTAB 2%, B-

mercaptoetanol 0.3%.

Protocolo de extraccion.

1. Pesar y pulverizar las muestras en mortero con nitrégeno liquido (1gr peso).

2. Agregar 10ul Buffer CTAB por cada gr de muestra (de otra forma ajustar la cantidad al
peso obtenido) y agitar suavemente hasta homogeneizar.

3. Incubar en bafio maria durante 10min a 65°C.

4. Dejar reposar las muestras durante 5min a temperatura ambiente.

5. Agregar 1Vol Cloroformo-Alcohol Isoamilico 24:1, y agitar suavemente hasta
homogeneizar.

6. Centrifugar el lisado durante 10min a 10,000 rpm.

7. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

* Importante calcular el volumen recuperado, es recomendable extraer de 100ul en 100pul.

8. Agregar 1/2Vol NaCl 5M y 1Vol Isopropanol frio, y agitar suavemente hasta
homogeneizar, para precipitar DNA.

9. Dejar reposar 12hr a -20°C.

10. Centrifugar durante 10min a 10,000 rpm.

11. Descartar el sobrenadante, cuidando de no dafiar la pastilla.

12. Agregar 300pul Etanol al 70%, y agitar suavemente, para limpiar la pastilla.
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13. Centrifugar durante 5min a 10,000 rpm.

14. Repetir el paso 11-13 de 3 a 5 veces dependiendo de la limpieza de la pastilla obtenida.
15. Agregar 300ul H,O destilada para re-suspender la pastilla.

16. Agregar 5ul RNAsa e incubar en termoblock durante 30min a 37°C.

17. Agregar 1Vol Cloroformo-Alcohol Isoamilico 24:1, y agitar suavemente hasta
homogeneizar.

18. Centrifugar durante 10min a 10,000 rpm.

19. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

20. Agregar 1Vol Fenol-Cloroformo (1:1), y agitar suavemente hasta homogeneizar.

21. Centrifugar durante 5min a 14,000 rpm.

22. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

23. Agregar 1Vol Acetato de amonio 2.5M y 2Vol Etanol absoluto, y agitar suavemente
hasta homogeneizar.

24. Dejar reposar 12hr a -20°C.

25. Centrifugar durante 10min a 14,000 rpm.

26. Descartar el sobrenadante, cuidando de no dafar la pastilla.

27. Agregar 300pl Etanol al 70%, y agitar suavemente, para limpiar la pastilla.

28. Centrifugar durante 5min a 10,000 rpm.

29. Repetir el paso 25-27 de 3 a 5 veces dependiendo de la limpieza de la pastilla obtenida.
30. Dejar evaporar el etanol residual a temperatura ambiente.

31. Agregar 30pl H20 destilada para re-suspender la pastilla.

EL FILTRADO RESULTANTE CONTIENE EL DNA, CONSERVARLO A -20°C.
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ANEXO E.
PROTOCOLOS DE LOS ANALISIS NUMERICOS DE LOS DATOS
MORFOLOGICOS

CREACION DE LA MATRIZ DE DATOS EN NTedit.

Nota importante a tener el cuenta al crear la matriz de datos a utilizarse en los
analisis numeéricos es que los especimenes deben estar por columnas y los datos
morfologicos deben estar por filas.

Utilizando el editor de matrices NTedit, se especifican las caracteristicas de la
matriz: el tipo de matriz, comentarios sobre la matriz, el nimero de filas y de columnas, y
el valor que representara a los valores ausentes, también se pueden modificar las etiquetas
de las filas y de las columnas. Se introduce la informacion celda por celda. Se guarda en
formato .nts (que es el formato del programa NTSYS), aunque también puede guardarse en
formato de texto separado por tabulaciones o en formato .csv.

Para poder visualizar la matriz generada, o cualquier otra matriz dentro de
NTSYSpc:

NTSYS / Output & transf. / Output

Parameters: Arguments:
Input file MatrizDeDatos.nts
Field width 9
Decimal places 3
Page width 90
Roworder --
Columnorder
Compute

Donde los argumentos son los siguientes:
- Field width: es el ancho de celda, aqui se establece el tamafio deseado de celda en
namero de caracteres.
- Decimal places: es el nimero de decimales que deseamos que el programa nos muestre
en la tabla generada.
- Page width: es el ancho de la pagina dado por el nimero de caracteres (de tamafo

identico).
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La tabla se desplegara en una ventana separada, la cual podra ser guardada como
archivo de texto:

FILE / Save / Current section...
| Save as MatrizDeDatos.txt |

Save

Este archivo de texto podra ser editado posteriormente en cualquier editor de textos.
ESTANDARIZACION DE LA MATRIZ DE DATOS.
Para estandarizar los datos de nuestra matriz se sigue el siguiente proceso:
NTSYS / Output & transf. / Standardization

Parameters: Arguments:
Input file MatrizDeDatos.nts
Stand by rows?
Output file MatrizSTD.nts
Subtract option MIN v
Divide option RANGE v
Constant 0.00000
Compute

Los argumentos pueden ser:
- Stand by rows?: hay que tener en cuenta en qué sentido van los valores para un caracter,
si en columnas o en filas.
- Subtract option : puede variar YBAR y MIN.
- Divide option: puede ser RANGE, STD, SUMY, etc.

La matriz de datos estandarizados nos permitira realizar todos los demas procesos
(salvo que se indique lo contrario).

En nuestro analisis se estandarizé restando el valor minimo (MIN) y dividiendo
entre el rango (RANGE).
INDICES DE SIMILITUD Y DISTANCIA.

Este procedimiento nos permitird obtener las diferencias o similitudes entre los
OTUs, dependiendo del coeficiente que se vaya a utilizar.

NTSYS /Similarity / Interval data

Parameters: Arguments:
Input file MatrizSTD.nts
By rows? O
Coefficient DIST v
Output file SCC-DistTaxProm.nts
Compute

Los argumentos son los siguientes:
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- By rows?: es importante siempre tener presente si nuestros OTUs estan en lineas o en
columnas, para hacer la anotacién correspondiente, ya que la similitud o distancia seré entre
ellos.

- Coefficient: es el coeficiente que se utilizara, pudiendo ser:

CORR: Correlacion, similitud. Donde 1 representa la similitud total, y todos los

valores por debajo de €l, indican menos similitud.

DIST: Distancia Taxondémica Promedio; diferencia. A menor distancia mayor

similitud y, a mayor distancia menor similitud.

EUCLID: Distancia Euclidiana; diferencia. A menor distancia mayor similitud y a

mayor distancia menor similitud.

SM: Simple Matching, similitud. Para datos binarios. Donde 1 representa la

similitud total y O la diferencia total.

J: Jaccard, similitud. Para datos binarios. Donde 1 representa la similitud total, y O

la diferencia total.

PHI: Phi, similitud. Para datos binarios. Donde 1 representa la similitud total, y

todos los valores por debajo de él, indican menos similitud.
ANALISIS DE CONGLOMERADOS.

El proceso del Analisis de Conglomerados se divide en varias etapas: 1) la
generacion de la matriz del arbol fenético, 2) la generacion del arbol fenético
correspondiente (fenograma), 3) la obtencidon de la matriz cofenética del arbol fenético
generado, y 4) la obtencion del valor r del arbol fenético.

1. Para generar la matriz del arbol fenético, a partir de los indices de similitud o distancia.
NTSYS / Clustering / SAHN

Parameters: Arguments:
Input file SCC-DistTaxProm.nts
Output tree file SCC-UPGMA Tree.nts
Clustering method UPGMA v
In case of ties WARN
Maximum no. tied tres 25
Tie tolerance 0.00000000
Beta 0.00000000
Compute

Los argumentos son los siguientes:

- Clustering method: es el agrupamiento que se utilizara, pudiendo ser:
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SINGLE: Single linkage o Vecino mas cercano, agrupa en base a la mayor
similitud entre los OTUs.
UPGMA: Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean, agrupa en base al
promedio de las distancias entre los OTUs.
COMPLETE: Complete linkage o Vecino méas lejano, agrupa en base a la mayor
diferencia entre los OTUs.

2. Para generar el arbol fenético o fenograma correspondiente.

NTSYS / Graphics / Treeplot

Parameters: Arguments:
Input file SCC-UPGMA Tree.nts
Compute

Al ejecutar el comando, se abrird una ventana donde se mostrara el arbol fenético
generado. En esta ventana también se podran modificar las caracteristicas graficas del
fenograma:

OPTIONS / Plot options

En esta seccion se puede modificar tanto el titulo del grafico asi como las etiquetas,
la fuente, las lineas, etc.

El archivo del grafico se guarda de la siguiente forma:

FILE / Save as Metafile...
| Save as SCC-UPGMA Tree.emf |

Save

En este formato, el archivo del gréafico puede ser modificado o editado con otros
programas para tal fin.
3. Para obtener la matriz cofenética correspondiente.
NTSYS / Clustering / Cophenetic values

Parameters: Arguments:
Input file SCC-UPGMA Tree.nts
Output coph. file SCC-UPGMA Coph.nts
Method Ultrametric Dis
O-U alpha 0.00000000

Compute

4. Para obtener el coeficiente de correlacion cofenética (valor r).
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NTSYS / Graphics / Matrix comparison plot

Parameters: Arguments:
Input file 1 (X) SCC-DistTaxProm.nts
Input file 2 (YY) SCC-UPGMA Coph.nts

Input file 3 (2) --
Normalize Mantel stat
Number of 0

permutations

Compute

El valor r nos indicara la consistencia del arbol fenético obtenido. El rango del valor
r va del 0 a 1, donde 0 indica ninguna consistencia y 1 indica consistencia total, por lo que
los valores mas cercanos a 1 son los mas deseables.

ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (PCoA).

El proceso de Analisis de Componentes Principales (PCoA) se divide en varias
etapas: 1) la generacion de la matriz de correlacion entre caracteres, 2) la obtencion de los
valores y vectores Eigen, 3) la obtencién de la matriz de proyeccion, y 4) el graficado de
los componentes.

1. Para generar la matriz de correlacion entre caracteres, se utiliza un coeficiente de
correlacion (similitud).
NTSYS / Similarity / Interval data

Parameters: Arguments:

Input file MatrizSTD.nts

By rows?

Coefficient CORR

Output file SCC-Correlacion.nts
Compute

Es importante recordar si los caracteres estan en filas o en columnas para marcar la
casilla correspondiente.
2. Para la obtencion de los valores Eigen asi como de los vectores Eigen.

NTSYS / Ordination / Eigen

Parameters: Arguments:

Input matrix file SCC-Correlacion.nts
Number of dimensions 3

Output eigenvector file  SCC-PCA Evec.nts
Output eigenvalue file ~ SCC-PCA Eval.nts

Vector scaling SQRT(LAMBDA)
Sample size 0
Degrees of freedom 0
Show details? g
Cut off for roots 0
Compute
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Es importante que al concluir la generacion de los valores Eigen y los vectores

Eigen, sus matrices sean impresas, ya que los datos contenidos en dichas matrices seran

utilizados al momento de explicar los componentes:

- valores Eigen: indicaran el porcentaje de variacion explicada por componente o

acumulada.

- vectores Eigen: indicaran cuales son los elementos de mayor peso o valor en la

conformacién de cada componente.

3. Para obtener la matriz de proyeccion.

NTSYS / Ordination / Projections

Parameters:

Input file

OTU’s are rows?
Input factor matrix file
Output projection file
Projectiontypeoption
Input eigenvalues file

Arguments:
MatrizSTD.nts

U

SCC-PCA Evec.nts
SCC-PCA Proj.nts
PROJ

Compute

4. Para graficar los componentes.
NTSYS / Graphics / Matrix plot

de las

Parameters:

Input file

Plot by rows?

Abscissa

Ordinate

Graph matrix file

Plot symbol input file
Secondary input file
Plot secondary by rows?

Arguments:
SCC-PCA Proj.nts
1(2)

2(3)

O

Compute

Con esta configuracion se graficaran los componentes 1 y 2 (en el eje de las

(Y]

dichos componentes.

ey,

Xy

y” respectivamente), solamente se modificaria a 2 y 3 si deseamos que se grafiquen

Ahora bien, también se puede generar una grafica en donde se muestran los 3

componentes al mismo tiempo:
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NTSYS / Graphics / Mod 3D plot

Parameters: Arguments:
Input file SCC-PCA Proj.nts
Plot by rows?

Abscissa 1

Ordinate 2

Graph matrix file 3

Plot symbol input file --

Compute

Es muy deseable que los primeros 3 componentes juntos expliquen mas del 50% de
la variacién observada o acumulada, de otro modo indicarian que los elementos
responsables de dichos componentes no tienen la “fuerza” suficiente para soportar los
grupos formados.

ANALISIS DE COORDENADAS PRINCIPALES (PCO).

El Anélisis de Coordenadas Principales (PCA) contrasta las coordenadas de los
OTU’s contra las coordenadas de las variables o caracteres medidos.

Es un proceso doble, ya que el mismo procedimiento se aplica a los OTU’s y a las
variables (caracteres) a partir de la matriz estandarizada de datos: 1) se obtiene la matriz de
distancia tanto entre OTU’s como entre variables, 2) se hace un doble centrado para los
OTU’s y para las variables, 3) se obtienen los valores y vectores Eigen para los OTU’s y
para las variables, y 4) se grafican las coordenadas en conjunto.

1. Para la generacion de las matrices de distancia.
NTSYS / Similarity / Interval data

Parameters: Arguments:

Input file MatrizSTD.nts

By rows? 0

Coefficient DIST

Output file SCC-PCO OTU-DistTaxProm.nts
Compute
NTSYS / Similarity / Interval data

Parameters: Arguments:

Input file MatrizSTD.nts

By rows?

Coefficient DIST

Output file SCC-PCO CAR-DistTaxProm.nts
Compute

2. Para el doble centrado de las matrices de distancia obtenidas.
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NTSYS / Output & transf. / Dcenter

Parameters:
Input matrix file
Result matrix
Square distances?

Arguments:
SCC-PCO OTU-DistTaxProm.nts
SCC-PCO OTU DCen.nts

Compute

NTSYS / Output & transf. / Dcenter

Parameters:
Input matrixfile
Result matrix
Square distances?

Arguments:
SCC-PCO CAR-DistTaxProm.nts
SCC-PCO CAR DCen.nts

Compute

3. Para la obtencién de los valores y vectores Eigen.
NTSYS / Ordination / Eigen

Parameters:

Input matrix file
Number of dimensions
Output eigenvector file
Output eigenvalue file
Vector scaling

Sample size

Degrees of freedom
Show details?

Cut off for roots

Arguments:

SCC-PCO OTU DCen.nts
3

SCC-PCO OTUEvec.nts
SCC-PCO OTUEval.nts
SQRT(LAMBDA)

0

0
U
0

Compute

NTSYS / Ordination / Eigen

Parameters:

Input matrix file
Number of dimensions
Output eigenvector file
Output eigenvalue file
Vector scaling

Sample size

Degrees of freedom
Show details?

Cut off for roots

Arguments:

SCC-PCO CAR DCen.nts
3

SCC-PCO CAREvec.nts
SCC-PCO CAREval.nts
SQRT(LAMBDA)

0

0
O
0

Compute

4. Para el graficado de las coordenadas principales.
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NTSYS / Graphics / Matrix plot

Parameters: Arguments:

Input file SCC-PCO OTU Evec.nts
Plot by rows? O

Abscissa 1

Ordinate 2

Graph matrix file --
Plot symbol input file --

Secondary input file SCC-PCO CAR-Evec.nts
Plot secondary by rows? [
Compute

ANALISIS DE ESCALAMIENTO MULTIDIMENSIONAL.

Es un andlisis que puede manejarse como complementario a todos los anélisis

previos.

NTSYS / Ordination / MDSCALE
Parameters: Arguments:
Input file SCC-PCO OTU-DistTaxProm.nts
Number of dimensions 2
Input initial matrix SCC-PCO OTU Evec.nts
Vectors are rows? g
Output final file SCC-MULTIDIMENSIONAL.nts
Stress coefficient STRESS2
Regression type MONO
Maximum iterations 40
Minimum stress 0.00
Maximum stress ratio  0.999
Minimum gradient 0.00
Output dhat file --
Output config. d file --

Compute
Para el graficado del escalamiento multidimensional.
NTSYS / Graphics / Matrix plot

Parameters: Arguments:

Input file SCC-
MULTIDIMENSIONAL.nts

Plot by rows?

Abscissa 1

Ordinate 2

Graph matrix file --
Plot symbol input file -
Secondary input file --
Plot secondary by rows? I

Compute
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