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RESUMEN

El género Argythamnia P. Browne sensu lato (Euphorbiaceae) incluye unas 88
especies distribuidas en las zonas tropicales y subtropicales de América. La delimitacion
del taxa es controversial ya que el estatus taxonomico de los subgéneros que lo integran
(Argythamnia s.s., Chiropetalum (A. Juss.) J.W. Ingram y Ditaxis (Vahl ex A. Juss.) Croiz.)
ha sido histéricamente inconsistente. El presente trabajo representa el primer intento hacia
el esclarecimiento de las relaciones de estos tres grupos en un contexto filogenético y con
uso de técnicas moleculares.

En el primer capitulo se presentan hipétesis de las relaciones de Argythamnia sensu
lato basadas en dos marcadores de ADN tradicionalmente utilizados a niveles taxonémicos
inferiores: la region nuclear ITS y trnL-F de cloroplasto. Las secuencias generadas se
analizaron mediante dos metodologias: Maxima Parsimonia y Analisis Bayesiano. Los
resultados obtenidos sustentan ampliamente que Argythamnia, Chiropetalum y Ditaxis
forman un grupo natural. Su monofilia estd apoyada en todos los analisis, y al interior
emergen cuatro clados que pueden abordarse desde distintas categorias taxondmicas.

Ademads de analizar los datos nucleares y de cloroplasto, se pusieron a prueba las
clasificaciones infragenéricas propuestas, verificando su naturaleza artificial. Solamente las
secciones “Serophyton” y “Pseudaphora” del subgénero Ditaxis representan grupos
naturales; sin embargo forman parte de una propuesta de clasificacion no publicada
formalmente. En el Capitulo II se maped la evidencia morfoldgica clasica con las
reconstrucciones de Maxima Parsimonia del andlisis combinado, encontrando congruencia
entre ambas fuentes de informacion. Adicionalmente, para el Capitulo III se exploro la
anatomia de polen de nueve especies, verificando la presencia de granos con tres y cuatro
aberturas dentro de Argythamnia s.l. Se reporta por vez primera la presencia de polen
tricolpado en Argythamnia s.s.



PRESENTACION

Esta tesis aborda la problematica taxonémica en que se circunscriben los grupos
incluidos en Argythamnia sensu lato (Euphorbiaceae). El objetivo principal del trabajo
es obtener una filogenia molecular para Argythamnia sensu lato que permita comprobar
su monofilia y determinar los patrones de evolucion dentro del grupo. Dicha
informacion se aborda en el capitulo I y representa el producto principal del proyecto,

que sera sometido para su publicacion en Systematic Botany.

Aunque los objetivos particulares: 1) obtener evidencia molecular para sustentar la
clasificacion infragenérica de Argythamnia s.l. y 2) verificar la utilidad de los caracteres
morfoldgicos que han sido utilizados para diferenciar conjuntos de especies (polen y
morfologia macroscopica) se abordan en el primer capitulo, son tratados mas

ampliamente en los capitulos II y III.



CAPITULO I. Relaciones filogenéticas de Argythamnia (Euphorbiaceae) sensu
lato

INTRODUCCION

Argythamnia P. Browne sensu lato (Euphorbiaceae) es un género que incluye unas
88 especies distribuidas en las zonas tropicales y subtropicales de América. La delimitacion
del taxa es controversial ya que el estatus taxonomico de los subgéneros que lo integran ha
sido histéricamente inconsistente y se ha debatido si Chiropetalum A. Juss. y Ditaxis Vahl
ex A. Juss. deben reconocerse como géneros independientes (p.e. Radcliffe-Smith y
Govaerts, 2001) o como taxones infragenéricos de Argythamnia (Ingram, 1980a).

El conocimiento taxondmico del género es incompleto. Aunque hay revisiones
taxonomicas para las especies del subg. Argythamnia (Ingram, 1967), las del subg.
Chiropetalum (Ingram, 1980b), y las de Ditaxis presentes en México (Ramirez-Amezcua y
Steinmann, por publicarse) muchas especies son poco entendidas y estan pobremente
representadas en las colecciones, lo que hace mas dificil su estudio. Dada la complejidad
taxonomica del grupo varios autores han sefialado la necesidad de elaborar un trabajo que
resuelva la problematica que lo circunda (Ingram, 1970; Webster, 1994c; Steinmann y
Felger, 1997; McVaugh, 1995).

Argythamnia s.|. esta integrado por hierbas anuales, perennes y arbustos que habitan
principalmente en zonas aridas. Entre las caracteristicas que lo diferencian de otras
Euphorbiaceae destaca la presencia de disco glandular, la ausencia de pistilodio en las
flores estaminadas y el indumento malpigeo. Este tipo de tricomas es escaso en la familia, y
solamente los presentan los géneros Pausandra Radlk., Pogonophora Miers. ex Benth.,
Rhodothyrsus Esser, Tetrorchidium Poepp. y Vernicia Lour. (Radcliffe-Smith y Govaerts,
2001 y Webster, 1994). Las caracteristicas morfoldgicas que sirven para separar estos tres
grupos taxondmicos pueden apreciarse en el Cuadro 1.

Caracteres micromorfologicos como anatomia de granos de polen, hoja, tallo, y
otros, han sido explorados en el grupo; estos representan una buena fuente de evidencia que
aunada a la morfoldgica clasica y los caracteres moleculares, permiten elaborar hipotesis
filogenéticas mas robustas.

Aunque los estudios polinicos en Argythamnia s. I. no han sido extensivos, son
reveladores ya que reportan tres morfos diferentes dentro del género. Ademas, la anatomia
del polen se considera util en la familia Euphorbiaceae para caracterizar géneros, tribus,
subfamilias e incluso algunas especies (Perveen y Quaisier, 2005), por lo que constituye
una importante fuente de informacion.



Ingram (1956) analiz6 varios caracteres en 51 especies de Ditaxis (Cuadro 2). Mientras
Punt (1962) se limito a analizar el polen de seis especies de Ditaxis, una de Argythamnia
s.s. y tres de Chiropetalum; agrupé el polen de estos taxones en la “Chiropetalum
configuration”; y consider6 que las diferencias son suficientes para reconocer a cada grupo
a nivel genérico.

Ubicacion taxonémica y distribucion

La familia Euphorbiaceae pertenece al orden Malpighiales y estd formada por tres
subfamilias: Euphorbioideae, Acalyphoideae y Crotonoideae. Antes del advenimiento de
los estudios moleculares, las clasificaciones mas aceptadas (Webster, 1975, 1994b, 1994c;
Radcliffe-Smith y Govaerts, 2001) reconocieron cinco subfamilias; sin embargo
Phyllanthoideae y Oldfieldioideac han sido determinadas como grupos independietes
(Kathriarachchi et al., 2005, Hoffmann et al., 2006; Wurdack et al., 2004; Wurdack et al.,
2005) y actualmente se reconocen como familias distintas: Phyllanthaceae vy
Picrodendraceae, respectivamente. Una historia detallada sobre la circunscripcion,

clasificacion y afinidades de la familia puede consultarse en Webster (1987).

Cuadro 1. Caracteres morfologicos usados para distinguir grupos en Argythamnia s.l.

Caracter Argythamnia s.s. Chiropetalum Ditaxis

Estambres 4-5 en un verticilo, o 3-5 en un verticilo  7-12 en dos verticilos
seis y entonces uno
terminal

Tricomas malpigiaceos y/o estrellados, malpigiaceos y/o
simples, a veces malpigidceos y/o  simples, a veces
ausentes simples, a veces ausentes

ausentes
Estilos dos a tres veces una vez bifidos una vez bifidos

Flores masculinas
Pétalos de las
flores masculinas

bifidos
tetrameras o
pentameras
irregularmente
enteros o lobados

pentameras

profundamente
divididos (3-5-7
lobados)

pentameras

enteros, erosos o
laciniados, rara vez
escasamente 3
lobados
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Aunque desde el siglo XIX muchos trabajos han asumido una estrecha relacién
entre Argythamnia, Chiropetalum y Ditaxis, la posicion sistematica de cada grupo no ha
sido evaluada y este trabajo representa el primer intento hacia el esclarecimiento de las
relaciones de estos tres grupos en un contexto filogenético y con uso de técnicas
moleculares. Las clasificaciones de Webster (1994) y Radcliffe-Smith y Govaerts (2001)
son las mas recientes y aceptadas. Estas se basan en morfologia y consideran que
Argythamnia, Chiropetalum y Ditaxis integran la subtribu Ditaxinae junto con los géneros
Caperonia y Philyra. La subtribu Ditaxinae pertenece a la tribu Chrozophoreae y a la
subfamilia Acalyphoideae.

El género Caperonia agrupa unas 40 especies distribuidas de manera disyunta en
América y Africa, mientras que Philyra es monotipico y est4 restringido a Sudamérica.
Argythamnia en el sentido estricto, agrupa 18 especies distribuidas en Norteamérica,
Centroamérica y Las Antillas; Chiropetalum comprende 20 especies de distribucion
disyunta en Norte y Sudamérica (Ingram, 1980b); y Ditaxis es el género mas grande de la
subtribu, con aproximadamente 50 especies presentes a lo largo de América y Las Antillas,
pero mayormente en Sudamérica.

El estatus taxondémico de los grupos que integran Argythamnia sensu lato ha sido
ampliamente inconsistente, aunque siempre se han considerado cercanamente
emparentados. Algunos taxéonomos, incluyendo al experto en el grupo, John Ingram, tratan
a Ditaxis y Chiropetalum como subgéneros de Argythamnia; asi se aprecia en las
publicaciones de Croizat (1945), Ingram (1953, 1956, 1957, 1964, 1967, 1980a y 1980b),
Johnston y Warnock (1962), y McVaugh (1995). Otros autores reconocen estos grupos
como secciones de Argythamnia (Bentham, 1880; Miiller, 1865, 1866), y otros los han
reconocido simplemente dentro de Argythamnia sin distinguir categorias infragenéricas
(Brandegee, 1906, 1908; Gray, 1870; Greenman, 1898, 1905; Jepson, 1936; Millspaugh,
1889, 1896; y Rose, 1895). Por otro lado, destacan quienes han reconocido Ditaxis y o
Chiropetalum a nivel de género: Eastwood (1929), Govaerts, Frodin y Radcliffe-Smith
(2000), Heller (1898, 1912), Johnston (1923), Kiesling (2003), Martinez et al. (2002),
O’Donell y Lourtieig (1942), Pax y Hoffmann (1912, 1914, 1931), Punt (1962), Radcliffe-
Smith y Govaerts (1997), Rose y Standley (1912), Steinmann (2002), Steinmann y Felger
(1996, 1997), Webster (1994c¢) y Zuccarini (1832).

Clasificaciones infragenéricas

Algunos autores incluyen ademads, una clasificacion infragenérica mas fina. En el
trabajo de Miiller (1865) ya se incluye el género Argythamnia dentro de la Subtribu
Crozophorae y se mencionan seis secciones, mismas que se amplian y tratan a detalle en la



primera revision taxonomica de Argythamnia publicada en el Prodromus (Miiller in de
Candolle, 1866). Dicha clasificacion estd basada en morfologia floral y considera seis
secciones dentro del género Argythamnia: Aphora, Chiropetalum, Ditaxis,
Euargyrothamnia, Philyra y Speranskia (Cuadro 3). Las especies de Chiropetalum
conocidas a esa fecha se incluyen en la seccion que lleva el mismo nombre y las de Ditaxis
dentro de las secciones Aphora y Ditaxis, mientras que Euargyrothamnia incluye las
especies de Argythamnia sensu stricto. Actualmente las secciones Speranskia y Philyra se
reconocen como independientes (Webster, 1994c).

En 1912 Pax y Hoffmann publicaron tratamientos para los géneros Argythamnia
s.s., Chiroptetalum y Ditaxis en la obra de Engler Das Pflanzenreich. Ahi propusieron una
clasificacion infragenérica para Ditaxis que consta de cinco secciones diferenciadas por
caracteres florales y vegetativos (Cuadro 4). Otro intento por clasificar las especies de
Ditaxis esta en la tesis doctoral de Ingram (1956), quien realizO un analisis macro y
micromorfologico y propuso ocho secciones para lo que consideré Argythamnia subgénero
Ditaxis (Cuadros 2 y 5). Cabe sefialar que Ingram es el taxonomo moderno que mas ha
trabajado con Argythamnia s.l. Ha descrito varias especies y publicado revisiones para el
subgénero Argythamnia (1967) y el subg. Chiropetalum (1980b), ademas de otros articulos
relevantes sobre la circunscripcion de A. tinctoria y A. guatemalensis (1964) y los limites
genéricos de Argythamnia (1980a).

Cuadro 3. Secciones del género Argythamnia propuestas por Miiller (1866)

Los nombres validos de las especies incluidas en el estudio se marcan en negritas.

Aphora Chiropetalum Ditaxis Euargyrothamnia | Philyra Speranskia
humilis berteroana aphoroides candicans brasiliensis | tuberculata
laevis boliviensis brevirramea sericea
lanceolata foliosa dioica
mercurialina | mollis fasciculata
montevidensis | pavoniana fendleri
neomexicana | quinquecuspidata | guatemalensis
pilosissima ruiziana heterantha
serrata schiedeana illimanensis
sponiella lancifolia
tricocca melochiaeflora
tricuspidata simoniana




Cuadro 4. Secciones del género Ditaxis propuestas por Pax y Hoffmann, 1912

Los nombres aceptados de las especies incluidas en alguno de los analisis se destacan en

negritas

Calycanthae | Anacanthium Serophyton | Aphora Acaules
calycina adenophora aphoroides | brandegeei acaulis
dioica breviramea argentea californica rhizantha
erubescens | desertorum cyanophylla | catamarcensis | rosularis
heterantha | fendleri mercurialina | cuneifolia sellowinana
katharinae | fasciculata pilosissima | depressa
lancifolia gardneri pringlei gracilis
macrantha | guatemalensis humilis
macrobotrys | illimanensis laevis
malmeana | jabonszkyana lanceolata
rubricaulis | malpighiacea montevidensis
simoniana | manzanilloana neomexicana

palmeri salina

purpurascens serrata

sericophylla

tinctoria
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A lo largo de los afios se han publicado un considerable numero de especies de
Argythamnia, Ditaxis y Chiropetalum que no han sido incluidas en las clasificaciones
infragenéricas. Sin embargo, lo més destacable es la propuesta de Spegazzini (1902) de un
género nuevo: Aonikena Speg., del cual solamente se conoce la entonces descrita A.
patagonica; se distingue por ser una hierba anual densamente ramificada desde la base,
glabra, con las flores pistiladas apétalas con un disco de tres (a cinco) glandulas filiformes,
flores estaminadas con cinco (o cuatro) estambres dispuestos en un androforo y semillas
densamente papilosas.

Aparentemente Aonikena patagonica estd cercanamente emparentada con
Argythamnia s.l. Aunque Pax y Hoffm. (1912) incluyeron un tratamiento para este género y
sefialaron su afinidad con Chiropetalum, fueron O’Donell y Lourtieig (1942) los primeros
en incluir Aonikena patagonica como parte de Chiropetalum. En su tratamiento
Chrozoporae Argentinae hicieron la combinacion correspondiente y aclararon algunos
aspectos morfoldgicos importantes. Aunque propusieron dos secciones dentro el género,
Chiropetalum patagonicum integra su propia seccion: Aonikena, mientras que las especies
de Chiropetalum sensu stricto constituyen la seccion Euchiropetalum.

Por otra parte la revision de Argythamnia subg. Chiropetalum (Ingram, 1980b)
menciona en la seccion de especies excluidas o dudosas el nombre Aonikena patagonica
como valido y refiere la combinaciéon en Chiropetalum, pero no contiene comentarios
respecto a tal decision. Por el contrario, el World Checklist de Govaerts et al., (2000)
reconoce Chiropetalum patagonicum como valido. Se sabe poco de esta especie endémica
de la Patagonia Argentina que probablemente estd cercanamente relacionada con
Chiropetalum y Argythamnia s.I. Desafortunadamente ha sido muy poco colectada y no
pudo ser incluida en el presente estudio, pero debe ser tomada como prioritaria en futuros
estudios.

Origen

La tnica hipdtesis sobre el origen de Argythamnia (Ingram, 1967) postula que el
género surgid en la region sudamericana de Los Andes, y del linaje basal de Ditaxis
derivaron Argythamnia y Chiropetalum, grupos que alcanzaron la distribucion actual
mediante radiacion adaptativa. Ingram consider6é que las especies de habito arbustivo son
“menos derivadas” y ocurren en Los Andes; sin embargo, las especies arbustivas no son
exclusivas a dicha zona. En realidad el origen de Argythamnia no es claro y constituye un
problema que necesita estudio, especialmente con el uso de técnicas moleculares y en un
contexto filogenético.
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Estudios moleculares previos

Aunque no hay estudios moleculares para Argythamnia s.l., algunos miembros del
género han sido tomados en cuenta para filogenias moleculares de Euphorbiaceae. Wurdack
et al. (2005) secuenciaron dos genes para conocer las relaciones de la familia
Euphorbiaceae sensu stricto. En el analisis de trnL-F incluyeron Ditaxis argothamniodes y
D. simoniana, que resultan hermanas, y estas a su vez con Chiropetalum tricoccum y C.
schiedeanum; para los analisis de rbcL y combinado, incluyeron solamente D.
argothamniodes y C. tricoccum, que en ambos casos resultan hermanas. De acuerdo a su
filogenia, Ditaxis y Chiropetalum pertenecen al clado “core acalyphoid subclade A6”,
mismo que contiene los taxa de la subtribu Ditaxinae ademas de miembros de
Acalyphoideae.

Posteriormente, algunas secuencias de la tribu Chrozophorae generadas por
Wurdack et al. (2005) fueron empleadas como grupo externo en las filogenias de
Enriquebeltrania Rzed. y Adelia L. de De-Nova et al. (2006 y 2007, respectivamente). Las
especies de Ditaxis y Chiropetalum incluidas resultan cercanas a otros miembros de la tribu
Adeliae. Por otra parte, en el trabajo de Tokuoka (2007) se secuenciaron los genes rbcL,
atpB, matK y 18S rDNA. De acuerdo a sus resultados Ditaxis montevidensis es hermana a
un clado que contiene a Philyra brasiliensis y otros miembros de Acalyphoideae.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo de taxones

Los andlisis realizados incluyen un total de 44 especies del grupo interno, mismas
que representan su amplio rango de distribucion y diversidad morfologica. Las especies
tipo de Argythamnia (A. candicans Sw.), Chiropetalum (C. tricuspidatum (Lam.) A. Juss.)
y Ditaxis (D. fasciculata Vahl ex A. Juss.) se incluyen en el analisis de trnL-F, mientras los
analisis de ITS y combinado solamente incluyen la de Argythamnia.

La seleccion del grupo externo se basa en estudios filogenéticos previos (Wurdack
et al., 2005; Tokuoka 2006; De-Nova et al., 2006 y 2007) y estd conformado por miembros
de la subfamilia Acalyphoideae. Todos los analisis incluyen dos especies de Adelia y a la
unica especie del género Philyra, ademas el analisis de trnL-F incluye también Caperonia
palustris.
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Los datos de especies y ejemplares muestreados para los analisis se presentan en los
Apéndices 1,2y 3.

La matriz de ITS incluye 34 unidades taxondmicas operacionales (OTUs). El grupo
externo esta formado por dos especies de Adelia y una de Philyra. El grupo interno se
compone como sigue: 33.3% del total de especies de Argythamnia s.s. (seis especies, una
de ellas esta representada por dos muestras), seis especies de Chiropetalum (30%) y 20%
de las especies de Ditaxis (10 especies, una de las que esta representada por dos variedades
y otras dos por dos muestras). Las regiones de origen de las especies son: para Argythamnia
s.s. tres Norteamericanas y tres de Las Antillas; las dos especies Norteamericanas de
Chiropetalum y otras cuatro Sudamericanas; y para Ditaxis siete especies y dos variedades
son Norteamericanas, dos Sudamericanas y una de Las Antillas y Norteamérica.

La matriz de trnL-F comprende un grupo interno de diez especies de Argythamnia
S.S. (55.5% del total de spp. del grupo), ocho especies de Chiropetalum (40%) y 58% de las
especies de Ditaxis (29 especies, una de las cuales esta representada por dos variedades);
ademas de una especie sin identidad definida. Para Argythamnia s.s. hay cuatro especies
Norteamericanas, una de Centroamérica y cinco de Las Antillas, ademas de la especie
Sudamericana que no ha sido ubicada en ningin subgénero (“A. sp. Uruguay”).
Chiropetalum estd representado por las dos especies Norteamericanas y seis
Sudamericanas, mientras que para Ditaxis hay doce especies Norteamericanas (una
representada por dos variedades), doce Sudamericanas, tres de Las Antillas (solamente una
es exclusivamente Antillana) y dos de Norte y Centroamérica.

La matriz de datos combinada incluye 26 OTUs y se compone por: cinco especies
de Argythamnia s.s. (27.7% del total de spp. del grupo), seis especies de Chiropetalum
(30%) y 20% de las especies de Ditaxis (10 especies, una de las cuales esta representada
por dos variedades). Para Argythamnia s.s. hay dos especies Norteamericanas y tres de Las
Antillas; las dos especies Norteamericanas de Chiropetalum y otras cuatro Sudamericanas;
y para Ditaxis siete especies y dos variedades exclusivamente Norteamericanas, una especie
de Norteamérica y Las Antillas, una de Norte y Centroamérica, y una Sudamericana.

Datos moleculares

El ADN se obtuvo principalmente de ejemplares herborizados, aunque también de
material fresco y preservado en silica gel. La mayor parte de las extracciones se realizaron
con el método de CTAB (Rogers y Bendich, 1985; Doyle y Doyle 1987), pero también se
utilizé el DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, California, U.S.A.). Las reconstrucciones
filogenéticas se basan en dos marcadores moleculares: el espaciador de transcripcion
interna (ITS), una region nuclear, y la region de cloroplasto trnL-F. Se condujeron
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reacciones PCR para obtener los fragmentos amplificados. Para ITS se usaron los
oligonucledtidos 4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC) y 5
(GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGQG), y en casos en que el ADN estaba muy degradado
se emplearon los oligos intermedios 3 (GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC)y4y?2
(GCTGCGTTCTTCATCGATGC) y 5, de acuerdo con White et al. (1990). De igual forma,
para trnL-F se wusaron los oligos ¢ (CGAAATCGGTAGACGCTACG) y f
(ATTTGAACTGGTGACACGAG) o ¢ y d (GGGGATAGAGGGACTTGAAC) y e (GGT
TCA AGT CCC TCT ATC CC) y f de acuerdo a Taberlet et al. (1991). El material
amplificado se sometido a una limpieza con el QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen,
California, U.S.A.) o con PEG (precipitation of PCR products with polyethylene glycol).
Posteriormente fue secuenciado en ambos sentidos por MACROGEN INC. (Korea).

Alineamiento

Las secuencias fueron editadas y ensambladas usando el programa Sequencer 4.8
(Gene Codes, Ann Arbor, Michigan). Los alineamientos se realizaron en el programa
BioEdit v.7.0.5.3 (Hall, 1999), que opera mediante Clustal W (Thompson et al., 1994),
mismos que se revisaron y mejoraron manualmente, a fin de confirmar y establecer las
hipdtesis de homologia primaria.

Anélisis filogenéticos

Se llevaron a cabo andlisis con métodos de parsimonia en el programa PAUP*
v.4.0b10 (Swofford, 2002) y de probabilidad con Mr. Bayes v.3.1 (Ronquist y
Huelsenbeck, 2003). Las matrices de datos fueron analizadas por separado y combinadas,
para esto ultimo se condujo la prueba de Farris (incongruence length difference ILD) en el
programa WinClada (Nixon, 2002).

En los andlisis de parsimonia se emplearon busquedas heuristicas con 1,000
réplicas, adicion de secuencias al azar, reordenamiento de ramas con 10 réplicas y 100
arboles retenidos en cada paso durante la adicién paso a paso e intercambio de ramas
mediante tree-bisection-reconection (TBR). Los caracteres se consideraron desordenados
y de igual peso. Al alcanzar el méximo de arboles inicial (100) se autoincrement6 en 100 y
la opcion Multrees activada. Para determinar el soporte de los nodos se llevaron a cabo
dos andlisis de remuestreo de datos: Bootstrap (Felsenstein, 1985) y Jackknife. En ambos
casos, la busqueda heuristica contempld 1,000 réplicas con un porcentaje de delecion del
50%.

Durante el andlisis Bayesiano la cadena de Markov Montecarlo corrio 10 000 000
generaciones muestreando cada 10 000 arboles para lo que ningiin parametro especial fue
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especificado. El 30% de los primeros arboles encontrados fue excluido al calcular las

probabilidades posteriores (PP).

RESULTADOS

Variacién de las secuencias

Las dos regiones utilizadas resultaron suficientemente variables para construir
inferencias de las relaciones filogenéticas. El cuadro 6 presenta las caracteristicas de las

matrices de datos analizadas.

Cuadro 6. Variacion de las matrices de datos analizadas

ITS trnL-F | COMBINADO
Numero de terminales 34 55 26
Numero de caracteres 646 1026 1672
Numero de caracteres parsimoniosamente informativos (%) 280 (43.3%) | 76 (7.4%) 340 (20.3%)
Numero de pasos 921 230 973
indice de consistencia 0.595 0.934 0.668
[ndice de retencién 0.79 0.966 0.803

Analisis basados en ITS

Méaxima Parsimonia (MP)

El consenso estricto del andlisis de ITS con MP (Figura 1) rescata al grupo interno
como monofilético con 100% de soporte, al igual que a la subtribu Ditaxinae, representada
por el grupo interno mas Philyra brasiliensis. Las especies de Chiropetalum aparecen en un
clado soportado en 86%, al igual que Argythamnia sensu stricto (Bootstrap 81%, Jackknife
80%). Por el contrario, Ditaxis resulta parafiético; un clado contiene la mayoria de las
especies incluidas en el estudio y esta soportado en un 100%, mientras que otras cinco
especies resultan en una politomia junto con el clado que contienen a Argythamnia s.s. De
esta forma, Argythamnia s.s. y Ditaxis se recuperan en un clado con altos valores de soporte

(Bootstrap 95% y Jackknife 93%).
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Figura 1. Relaciones filogenéticas de Argythamnia sensu lato inferidas a partir de ITS y
Maxima Parsimonia. Consenso estricto de tres arboles de 921 pasos mostrando los valores
Bootstrap sobre las ramas y Jackknife debajo de las mismas. Cuando el valor de ambos
analisis coincide se presenta interrumpiendo la rama y la ausencia de soporte esta
representada por el simbolo “-*“. Las flechas rojas sefialan las secciones “Serophyton” y
“Pseudaphora” de Ingram (1956), mientras las especies tipo se encuentran subrayadas.

Anélisis Bayesiano (AB)

La topologia resultante del AB muestra resolucion profunda y carece de politomias
(Figura 2). Los representantes de la tribu Ditaxinae se agrupan en un clado con
probabilidad posterior de 100% al igual que el grupo interno. El otro grupo monofilético
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esta integrado por las especies Ditaxis, el unico clado recuperado que representa un

subgénero de Argythamnia s.l.
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Analisis basados en trnL-F

Maéxima Parsimonia

El consenso estricto del andlisis de trnL-F con MP (Figura 3) rescata la subtribu
Ditaxinae como monofilética (100% Bootstrap y 99% Jackknife). El grupo interno resulta
monofilético, pero carece de soporte Jackknife y solamente 56% Bootstrap. Ademas
presenta poca resolucion a nivel especifico, puesto que la politomia que domina el arbol
contiene mas de la mitad de las especies. Sin embargo, hay dos clados principales en los
que se ubica el grupo interno, y ambos presentan buenos valores de soporte. Por un lado las
especies de Chiropetalum con 100% y 99% de Bootstrap y Jackknife, respectivamente, y
por otro las especies de Argythamnia s.s. y Ditaxis con 96% para ambos remuestreos. El
clado Argythamnia-Ditaxis contiene dos grupos principales: un peine amplio y otro
relativamente bien resuelto. Este ltimo a su vez se compone por dos grupos, uno con la
mayoria de las especies de Argythamnia s.s. y una especie Uruguaya que no coincide con
ningin subgénero, y otro de cuatro Ditaxis de Norteamérica de las secciones “Serophyton”
y “Pseudaphora” (Ingram, 1956).

Anélisis Bayesiano

La reconstruccion generada mediante inferencia Bayesiana a partir de trnL-F
(Figura 4) es muy cercana a la obtenida con Parsimonia. Sin embargo tiene mayor
resolucion ya que contiene dos agrupaciones mas: A. sp. Uruguay + D. rhizantha y C.
tricuspidatum + C. sp. Chile. En general los valores de PP son altos y para el clado que
contiene al grupo interno hay 96% de probablidad posterior.

Figura 3. Relaciones filogenéticas de Argythamnia sensu lato inferidas a partir de Maxima
Parsimonia y trnL-F. Consenso estricto de 66400 arboles de 230 pasos mostrando los
valores Bootstrap sobre las ramas y Jackknife debajo de las mismas. Cuando el valor de
ambos analisis coincide se presenta interrumpiendo la rama y la ausencia de soporte esta
representada por el simbolo . Con rojo se sefialan las secciones “Serophyton” y
“Pseudaphora” de Ingram (1956) y se indica una especie no determinada a nivel

3

infragenérico; las especies tipo se encuentran subrayadas.
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Figura 4. Arbol producto de la inferencia Bayesiana a partir de trnL-F. Se muestra la
probabilidad posterior de las ramas. Con rojo se sefalan las secciones “Serophyton” y
“Pseudaphora” de Ingram (1956) y se indica una especie no determinada a nivel
infragenérico; las especies tipo se encuentran subrayadas.

Analisis combinado

Prueba de Farris

La matriz de datos de cloroplasto fue unida con la de nucleo a pesar de que la
prueba de Farris o ILD (ejecutada con 1000 réplicas) las encontrara significativamente
incongruentes (P = 0.001). Aunque ILD es una de las pruebas estadisticas mas utilizadas
para medir la incongruencia de caracteres en datos filogenéticos (Huelsenbeck et al., 1996;
Cunningham, 1997a, 1997b; Dolphin et al., 2000; Barker y Lutzoni, 2002; Hipp et al.,
2004; entre otros), se ha cuestionado si es apropiado usarla para probar combinabilidad de
particiones de datos (Yorder et al., 2001) y como sugieren Hipp et al. (2004) su uso no
pretende resolver problemas de precision filogenética.

Maéxima Parsimonia

El arbol producto del analisis de MP a partir de la matriz combinada (Figura 5)
presenta buena resolucion a todos los niveles. Tanto la subtribu Ditaxinae como el grupo
interno aparecen como monofiléticos con 100% de apoyo.

Chiropetalum y Argythamnia-Ditaxis son los dos clados principales en los que se
ubica el grupo interno, y ambos presentan 100% de soporte Bootstrap y Jackknife.
Argythamnia s.s. y Chiropetalum se respaldan como grupos naturales y solamente Ditaxis
resulta parafilético, con cuatro especies norteamericanas mas cercanas a Argythamnia s.s.
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Figura 5. Relaciones filogenéticas de Argythamnia sensu lato inferidas a partir del analisis
combinado de ITS y trnL-F con Méxima Parsimonia. Unico arbol encontrado mostrando
los valores Bootstrap sobre las ramas y Jackknife debajo de las mismas. Cuando el valor de
ambos analisis coincide se presenta interrumpiendo la rama y la ausencia de soporte esta
representada por el simbolo “-“. Las flechas rojas sefialan las secciones “Serophyton” y
“Pseudaphora” de Ingram (1956), mientras las especies tipo se encuentran subrayadas. Los
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puntos de colores indican las regiones de origen de las especies: Sudamérica (rojo),
Norteamérica (negro), Las Antillas (amarillo) y ampliamente distribuida (azul).

Analisis Bayesiano

La inferencia Bayesiana basada en ITS y trnL-F (Figura 6) recupera la misma
topologia que MP. Los valores de probabilidad posterior son mayores a 95% en todas las
ramas y los clados a destacar son: el grupo interno, Argythamnia s.s. y Chiropetalum.
Ditaxis resulta parafilético por presentar cuatro especies norteamericanas mas
cercanamente relacionadas con Argythamnia s.s.
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Figura 6. Arbol producto de la inferencia Bayesiana a partir del anélisis combinado de ITS
y trnL-F. Se muestra la probabilidad posterior de las ramas. Las flechas rojas sefialan las
secciones “Serophyton” y “Pseudaphora” de Ingram (1956), mientras las especies tipo se
encuentran subrayadas. Los puntos de colores indican las regiones de origen de las
especies: Sudamérica (rojo), Norteamérica (negro), Las Antillas (amarillo) y ampliamente
distribuida (azul).

DISCUSION

Uno de los objetivos principales de la taxonomia moderna es construir una
clasificacion basada en grupos monofiléticos y en tal sentido este estudio tiene
implicaciones importantes. Las reconstrucciones obtenidas sustentan ampliamente que
Argythamnia, Chiropetalum y Ditaxis forman un grupo natural. Su monofilia esta apoyada
en todos los analisis y con excepcion del analisis de MP basado en trnL-F (ver cuadro 7),
los valores de soporte estan por encima del 95%. Ademas de los datos nucleares y de
cloroplasto, la evidencia morfologica respalda esta hipdtesis de manera rotunda. La
presencia de tricomas malpigeos y la ausencia de pistilodio en las flores estaminadas
representan autopomorfias del grupo.
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Las inferencias filogenéticas obtenidas a partir de la matriz de ITS + trnL-F se
consideran las mas confiables por que retinen la evidencia de dos genomas. Ademas
cuentan con resolucioén a nivel profundo y son las mas confiables puesto que MP y AB
producen un arreglo idéntico y las ramas presentan soportes y probabilidades altas. En estos
resultados emergen cuatro grupos monofiléticos que pueden abordarse desde distintas
categorias taxondmicas. Por ejemplo, reconocer un género Argythamnia ampliamente
inclusivo como lo han considerado Ingram, (1953, 1956, 1957, 1964, 1967, 1980a y 1980b)
y McVaugh (1995) entre otros, de manera que incluya Chiropetalum y Ditaxis; o crear un
nuevo concepto de Argythamnia s.l. que incluya solamente a Ditaxis, mientras
Chiropetalum sea reconocido como género independiente. Para reconocer Chiropetalum y
Ditaxis a nivel genérico seria necesario asignar el mismo estatus al clado que incluye
Ditaxis heterantha, D. simulans y sus parientes, es decir a las secciones “Pseudaphora” y
“Serophyton” de Ingram (1956). Pero considerando que las diferencias morfoldgicas entre
los integrantes de este clado no son sustanciales respecto a las del resto de los Ditaxis, seria
poco practico proponer un género distinto para reconocerlas.

Cuadro 7. Soportes para los diferentes grupos taxonomicos incluidos. Bootstrap/Jackknife
para Maxima Parsimonia (MP) y probabilidad posterior en el Anélisis Bayesiano (AB).

CLADOS MONOFILETICOS RECUPERADOS EN LOS ANALISIS

Argythamnia
Argythamnia s.l. S.S. Chiropetalum Ditaxis
MP AB MP | AB MP AB |MP| AB
ITS 100/100 | 100 81 86/86 ... | 100
trnL-F 56/- 96 ... | 100/99 100
COMBINADO 100/100 | 100 98/97 | 100 | 100/100 | 100

Incongruencias basadas en secuencias nucleares

Las reconstrucciones obtenidas a partir de ITS con parsimonia y probabilidad son
fuertemente incongruentes. De hecho, el resultado del andlisis Bayesiano es el que
introduce inconsistencias cuando lo comparamos con los demas cladogramas generados.
No obstante lo contradictorio de las relaciones inferidas, el soporte (Bootstrap /Jackknife y
probabilidad posterior) es alto en ambos arboles, lo que genera mas controversia. Sin
embargo, se ha demostrado que pueden reconstruirse hipdtesis filogenéticas distintas a
partir de un mismo conjunto de datos. De ahi la relevancia de incluir evidencias de
diferentes origenes al inferir la historia evolutiva de un grupo. En este caso, la informacion
proveniente de cloroplasto resulta contundente para aclarar las incoherencias. Considerando
que el andlisis de trnL-F incluye muchas mas terminales que el de ITS (55 vs 34); a pesar
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de ser menos variable, aporta suficiente informacién y estabilidad ya que las topologias
resultantes de MP y AB son esencialmente iguales. Ademas, cuando combinamos los datos
de ITS y trnL-F obtenemos una historia congruente con la de MP de ITS y la inferida con
trnL-F en ambos andlisis. Esta es la hipotesis mejor respaldada, por tanto es la que
rescatamos para realizar la mayoria de las conclusiones.

La reconstruccion del AB basada en ITS es la tnica que sustenta las especies de
Ditaxis en un grupo monofilético y a las de Chiropetalum en uno parafilético. En su
topologia las especies de Chiropetalum forman el primer linaje divergente, seguido por
Argythamnia s.s., mientras finalmente se anida un clado que incluye los representantes de
Ditaxis. Como se menciono anteriormente, este cladograma presenta probabilidades
posteriores de 95% en la mayoria de los clados y es fuertemente discordante con las demas
inferencias elaboradas. Sin embargo estos resultados probablemente se deban a que la
exploracion de la cadena de Markov Montecarlo haya quedado restringida a una isla de alta

probabilidad.

En cuanto a las demads filogenias logradas podemos decir que contienen tres clados
principales constituidos por las especies de: 1) Chiropetalum, 2) Argythamnia s.s. + sec.
“Pseudaphora” y sec. “Serophyton” de Ditaxis y 3) “Ditaxis nlcleo”. Considero preferible
tomar con mesura estos resultados hasta no tener mas evidencia que pruebe la monofilia de
Ditaxis y la parafilia de Chiropetalum. Por lo pronto he decidido mantener en mente estos
resultados pero seguir la tendencia mas frecuentemente recuperada, donde Ditaxis es un
grupo parafilético y Chiropetalum es natural.

Aunque existen variaciones entre las diferentes reconstrucciones, hay cierta
consistencia en cuanto al arreglo recuperado para Argythamnia s.s. Este linaje aparece mas
estrechamente relacionado con Ditaxis que con Chiropetalum, y resulta monofilético o
polifilético con algunas especies embebidas en un clado junto con especies de Ditaxis. La
topologia mas interesante en cuanto a este grupo es la de trnL-F, y tanto MP como AB
recuperan un arreglo similar. En estos casos Argythamnia s.s. forma parte de dos linajes:
uno mas relacionado con los Ditaxis de las secciones “Pseudaphora” y “Serophyton” y otro
en la politomia donde A. lundelli, A. sericea y A. wheeleri se relacionan con especies de
Ditaxis y una especie de Uruguay que presenta un arreglo de caracteres morfologicos
propios de ambos grupos. Las inferencias de MP y AB a partir de trnL-F presentan dos
variaciones en el arreglo de las especies pero con PP baja. Una de ellas implica que
“Argythamnia sp. Uruguay” es hermana de D. rhizantha, una especie nativa del mismo pais
descrita por Pax y Hoffm. (1912) dentro de la seccion Acaules. Un muestreo mas amplio y
mejor resuelto a nivel especifico podria dar indicios de si el taxa de Uruguay representa un
ancestro de los linajes Argythamnia s.s y Ditaxis, una especie intermedia a ambos grupos o
un taxa derivado que los unifica.
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Los linajes y sus nombres

Las especies tipo de cada grupo taxonomico juegan un papel trascendental en la
clasificacion. Incluir estos taxa en los andlisis permite nombrar con certeza los diferentes
clados y dada la complejidad taxonémica que envuelve al grupo de estudio es
imprescindible aclarar firmemente este aspecto. Aunque no todas las inferencias elaboradas
en este trabajo incluyen las especies tipo de los tres linajes principales que nos conciernen,
si podemos decir con certeza qué nombre corresponde a cada clado debido a que se
incluyen en al menos una de las reconstrucciones. Todas las especies tipo estan presentes
en el analisis de trnL-F (Argythamnia candicans, Chiropetalum tricuspidatum y Ditaxis
fasciculata), mientras los demas cladogramas incluyen solamente A. candicans.

De acuerdo al Principio de Prioridad que establece el Codigo de Nomenclatura
Botanica (McNeill et al. 2005) Argythamnia P. Browne (1756) es el nombre que tiene
primacia y por tanto es correcto usarlo para denominar al grupo de estudio, es decir, al
linaje que incluye Argythamnia sensu stricto, Chiropetalum A. Juss. (1832) y Ditaxis Vahl
ex A. Juss., (1824). Sin embargo, segun las reconstrucciones de los analisis combinados (y
respetando el principio de prioridad) también Chiropetalum puede ser reconocido como
género, dado que se recupera como monofilético. El tnico grupo que no se sustenta como
independiente es Ditaxis, por lo que las especies que lo representan deberian nombrarse
bajo Argythamnia. De otro modo habria que proponer un nuevo nombre para un género que
incluya a Ditaxis cyanophylla, D. heterantha, D. mercurialina, D. pringlei y D. simulans,
mientras el clado nucleo que contiene las especies de Ditaxis conserva dicho nombre.

Las clasificaciones infragenéricas de Ditaxis

Argythamnia s.s. no cuenta con clasificaciones infragenéricas y la propuesta por
O’'Donell y Lourtieig (1942) para Chiropetalum es muy simple (ver la seccion de
Clasificaciones infragenéricas); dado que en este estudio no se incuye Aonikena queda
fuera de alcance realizar conclusiones al respecto. En cambio las tres clasificaciones
infragenéricas que hay para Ditaxis llegan al nivel seccion. Todas ellas se perfilan como
artificiales segliin los arboles obtenidos. Sin embargo de las siete secciones basadas en
caracteres morfologicos cldsicos y de estudios anatomicos finos (Ingram, 1956), dos se
rescatan en los presentes analisis (ver flechas rojas en los cladogramas). “Pseudaphora” es
una seccion esta representada por dos integrantes: D. heterantha y D. pringlei, estas
aparecen consistentemente como especies hermanas en todas las reconstrucciones. Ditaxis
cyanophylla, D. mercurialina y D. simulans son los integrantes de “Serophyton” incluidos
en los andlisis, mismos que resultan en un clado que a su vez se relaciona con
“Pseudaphora”. Las especies de estos dos grupos resultan a su vez mas cercanas a los
miembros de Argythamnia s.s. y son las especies que convierten en parafilético a Ditaxis en
la mayoria de los cladogramas. Estas especies también representan las secciones Aphora y
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Ditaxis de Miiller (1866), y Calycanthae y Serophyton de Pax y Hoffm. (1912), mismas
que se rescatan como grupos no naturales (parafiléticos).

Solamente la reconstruccion de trnL-F incluye representantes de las siete secciones
de Ingram, donde las especies de “Acaules”, “Compactae”, “Crassicaules”, “Ditaxis” y
“Sublignae” forman una politomia junto con algunas especies de Argythamnia s.s. Por otro
lado, en los analisis de ITS las especies ubicadas en las secciones “Compactae”, “Ditaxis”,
“Crassicaules” y “Sublignae” se encuentran en el clado que contiene la mayoria de las
especies de Ditaxis; al igual que sucede con los miembros de “Congestiflores”,
“Crassicaules” y “Ditaxis” presentes en el analisis combinado.

De acuerdo con la evidencia aqui recopilada las secciones propuestas por Miiller
(1866) y Pax y Hoffm. (1912) representan grupos parafiléticos y de la propuesta de Ingram,
(1956) solamente “Pseudaphora” y “Serophyton” representan grupos naturales
cercanamente relacionados entre si. Sin embargo aqui es importante destacar tres aspectos:
1) que la propuesta de Miiller representa el primer intento por clasificar Argythamnia s.l. e
incluye muy pocas especies descritas hasta entonces, por lo que su sistema resulta
comprensiblemente artificial; 2) que las secciones de Ingram no fueron propuestas
formalmente y habria que usarlas con precaucion; y 3) que otras secciones podrian ser
avaladas mediante un muestreo mas amplio.

Consideraciones biogeograficas

La hipoétesis de Ingram (1967) de que Argythamnia s.s. aparecié en México y
posteriormente radidé a Las Antillas es respaldada por los datos moleculares. Aunque las
especies Antillanas de Argythamnia s.s. no se separan de las continentales, el taxa completo
se recupera mayormente junto con un clado norteamericano de Ditaxis.
Desafortunadamente la reconstruccion que mas terminales incluye carece de resolucion a
nivel profundo e impide hacer inferencias biogeograficas mas detalladas.

Al ser la Argythamnia sp. de Uruguay una especie intermedia entre Argythamnia s.s.
y Ditaxis, se condujo un analisis de MP excluyéndola. Los resultados de esta prueba no se
presentan pues son esencialmente iguales a los de matriz completa; Argythamnia s.S. se
recupera como parafilético y se concluye que la presencia de dicho taxa no obscurece sefial
alguna del marcador.

En cuanto a las especies de Ditaxis, encontramos un grupo de México y Estados
Unidos so6lidamente emparentado con Argythamnia s.S. Aunque estas especies se
caracterizan por tener inflorescencias largas, no hay suficientes cualidades morfologicas
que permitan su distincion. Por otro lado, resulta l6gico que las especies de Norteamérica
(excepto D. humilis) estén mas cercanas entre si que con las Sudamericanas y Antillanas.
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A pesar de la peculiar distribucion disyunta entre las montafias de México y de los
Andes, Chiropetalum resulta robustamente soportado como monofilético en la mayoria de
las reconstrucciones elaboradas. Este grupo se caracteriza por tener flores masculinas con
pétalos fuertemente lobados y de tres a cinco estambres; ademads la presencia de tricomas
estrellados en la mayoria de sus miembros es la autopomorfia mas divergente dentro de
Argythamnia s.l. Este conjunto de especies es primordialmente sudamericano y las dos
especies mexicanas parecen ser resultado de un evento de dispersion a gran distancia, ya
que se recuperan consistentemente como hermanas con valores relativamente altos de
soporte y PP.

Conclusiones y prospectiva

Muchos recursos y metodologias nos permiten construir hipodtesis filogenéticas. Las
evidencias aqui reunidas respaldan que las especies de Argythamnia, Chiropetalum y
Ditaxis forman un grupo natural. Aunque contamos con una primera historia evolutiva
sustentada, hay mas que trabajar en pro de una clasificacion mas precisa y detallada al
interior del grupo. Sin duda la inclusién de nuevas evidencias serd de gran ayuda, y campos
como la morfologia microscdpica y el conteo de cromosomas son fuentes de evidencia
potencialmente importante para el grupo.

En términos concretos, es deseable la inclusion de mas especies, principalmente de
aquellas raras y de ubicacion incierta como Aonikena patagonica o de las que presentan
caracteres intermedios (como la especie proveniente de Ururguay). Ademads, completar la
matriz de datos combinada mediante la obtencion de los fragmentos de ITS y trnL-F
faltantes en este muestreo, podria ser definitivo para eliminar las dudas que hasta ahora
continuan permeando.
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CAPITULO II. Los caracteres morfologicos de Argythamnia s.l. en el contexto
filogenético

INTRODUCCION

La clasificacion tiende a cambiar paulatinamente con el paso del tiempo por las
diversas evidencias acumuladas. La mayoria de las propuestas de la taxonomia tradicional
se basan en caracteres morfologicos y quimicos compartidos o Unicos en las diferentes
categorias y muchas de ellas permanecen vigentes. Sin embargo, en los ultimos afios y
principalmente debido al advenimiento de técnicas moleculares, se han suscitado cambios
notables. Aunque muchas categorias que agrupan organismos carecen de atributos
directamente perceptibles, este siempre sera un referente deseado. Es por ello que en el
presente apartado, se relacionan los caracteres morfologicos usados tradicionalmente para
diferenciar grupos dentro de Argythamnia sensu lato con las reconstrucciones basadas en
caracteres moleculares presentadas en el capitulo I. De esta manera, se pretende verificar su
utilidad.

METODOLOGIA

Se obtuvo el material bibliografico necesario por medio de una busqueda exhaustiva
en publicaciones especializadas, Floras y listados floristicos. Con especial énfasis en
conseguir los protdlogos para todas las especies del género. Ademas se analizaron
detalladamente especimenes de herbario para determinar la identidad de los taxones y con
base en las observaciones realizadas y las descripciones publicadas, construir la matriz de
caracteres. Se visitaron los siguientes herbarios: CICY, COL, ENCB, F, IEB, IBUG,
MEXU, MO, RSA, NY, POM, UCR y XAL.

Con base en la informacion recopilada se elabord una matriz de datos con los diez
principales caracteres morfologicos que distinguen Argythamnia s.s., Chiropetalum y
Ditaxis, y se ligd a las reconstrucciones obtenidas con Maxima Parsimonia y la evidencia
combinada de los fragmentos ITS y trnL-F. Para ello, se utiliz6 el programa Mesquite
(Maddison et al., 2001) y se realizé un andlisis de parsimonia para ver las diferentes formas
de mapear un cardcter en un arbol.
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RESULTADOS

Los caracteres morfoldgicos seleccionados y sus estados de caracter se muestran en
el Cuadro 8, mientras la matriz de datos codificada esta en el Cuadro 9. Dado que el
programa Mesquite no permite dos estados de cardcter para un mismo individuo, se asigno
el nimero consecutivo correspondiente a cada caracter para codificar los estados
polimdrficos (dicho nimero se indica entre paréntesis en el Cuadro 9).

Los caracteres mapeados muestran relacion con los clados encontrados por la
busqueda de Maxima Parsimonia, misma que arrojo un solo arbol mas parsimonioso. Cada
caracter puede ser mapeado de diversas formas (todas ellas igualmente parsimoniosas), es
por ello que el analisis en Mesquite arroja una gran cantidad de opciones (Cuadro 8), de
entre las cuales se eligid una para presentar enseguida.

Seglin los resultados obtenidos, los caracteres de las flores estaminadas son los mas
congruentes con la informacion molecular. Estos son los caracteres 5 (nimero de
estambres), 8 (Pétalos de las flores estaminadas), 9 (nimero de partes en las flores
estaminadas) y 10 (arreglo de los estambres). Otros atributos que parecen ser constantes son
6 (tricomas estrellados) y 7 (numero de estilos). El inico caracter que no se muestra en las
figuras es el 4 (presencia-ausencia de estaminodios plumosos o pubescentes). El mapeo
obtenido ofrece poca informacion y pareciera ser un atributo sin relevancia. Se sospecha
que se trata de un caracter variable y dado que ha sido poco reportado en la literatura, puede
estar parcialmente codificado en la matriz de datos.

Adicionalmente se presentan dos cladogramas de areas (Figura 14), uno basado en
el analisis combinado y otro en los tres arboles encontrados a partir de ITS (ambos con
Maxima Parsimonia). Los resultados muestran cada arbol con cuatro alternativas de mapeo
igualmente parsimoniosas.
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CAPITULDO IlII. El polen de Argythamnias.l.

INTRODUCCION

El estudio de polen ha tenido particular influencia en el desarrollo de las Ultimas
clasificaciones de la familia Euphorbiaceae (p.e. Webster, 1975, 1994). Aunque en las
especies del género Argythamnia P. Browne sensu lato no ha habido exploracion intesa, los
reportes de tres morfos diferentes dentro del género son reveladores.

Parece ser que Erdtman (1952) fue el primero en estudiar el polen de la familia,
mientras Ingram (1956) destaca por analizar 51 especies de Ditaxis, reportando polen
stephanocolpado y tricolpado (Cuadro 10). Punt (1962) realiz6é un extenso estudio sobre la
morfologia de polen de Euphorbiaceae con el afdn de ubicar relaciones entre grupos
taxonoémicos dentro de la familia y sus resultados son valiosos hasta la fecha. En su trabajo
incluyo seis especies de Ditaxis, una de Argythamnia y tres de Chiropetalum. Agrupo el
polen de estos taxones en la “Chiropetalum configuration” y considerd que las diferencias
polinicas son suficientes para reconocer a cada grupo a nivel genérico (Cuadro 11).

Avanzar en el conocimiento del polen que presentan los integrantes de
Argythamnia sensu lato, verificar la consistencia de los caracteres polinicos y corroborar si
representan a los grupos dentro del género es un aspecto importante a trabajar. Sobre todo
dada la incertidumbre de a la identidad taxondmica del material que Punt, Ingram y
Nowicke et al. estudiaron; ademas solo una pequefia parte de las 88 especies del grupo han
sido analizadas.

Varios equipos de investigacion se han dado a la tarea de revisar detalladamente el
polen de diferentes grupos de Euphorbiaceae. En particular el equipo de Nowicke trabaja
con la subfamilia Acalyphoideae, la méas grande de Euphorbiaceae (20 tribus y 115 géneros
sensu Webster, 1994) y sus resultados se han dado a conocer mediante una serie de
articulos complementarios (Nowicke et al., 1998, 1999; Nowicke y Takahashi, 2002). Las
subfamilias Crotonoideae y Oldfieldiodeae fueron trabajadas por Simpson y Levin (1994).
De igual manera, se han realizado esfuerzos por conocer la palinologia en Euphorbioideae y
Phyllantoideae, y aunque en estos grupos parece no haber un estudio global en proceso, se
sigue avanzando en el conocimiento del polen de las Euphorbiaceae en general.

Se sabe que el polen de las subfamilias Crotonoideae y Oldfieldioideae es distintivo
pero generalmente uniforme (Simpson y Levin, 1994), sin embargo, el de los géneros de
Acalyphoideae es marcadamente diverso en morfologia y estructura de la exina (Takahashi
et al., 1995; Femaindez-Gonzalez y Lobreau-Callen, 1996). De los 11 géneros
pertenecientes a la tribu Chrozophoreae, subfamilia Acalyphoideae, cinco pertenecen a la
subtribu Ditaxinae: Caperonia, Philyra, Ditaxis, Argythamnia, y Chiropetalum. Segin
recientes estudios, el polen de Chiropetalum es claramente distinto al de los otros cuatro
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géneros, lo que tiene implicaciones sistematicas. En cambio, el polen de Caperonia,
Philyra, Ditaxis y Argythamnia tiene exina robusta, columela prominente y gruesa y tectum
casi completo. Ditaxis y Argythamnia también comparten las aperturas simples, tecta
suprareticulada o una derivacion de tectum de grosor irregular. Estas caracteristicas no
estan en Caperonia ni en Philyra.

Los estudios de polen de Nowicke et al. (1999) sugieren que la subtribu Ditaxinae
no es monofilética, y el elemento mas distante de los demas es Chiropetalum. Aunque
Chiropetalum es considerado muy cercano a Argythamnia, la morfologia del polen sugiere
lo opuesto. Tiene polen con el tectum finamente reticulado e incompleto, al contrario del de
Argythamnia y Ditaxis, (suprareticulado y completo o casi completo), columela reducida o
muy pequefa, versus columela prominente y elongada en Argythamnia. Ademas las
aberturas son muy distintas, en Chiropetalum es 3 colpado y consistentemente operculado,
mientras que en Argythamnia y Ditaxis es 3 6 4colpado y nunca operculado. Estos autores
argumentan que los estudios del polen no sustentan la relacion cercana entre Chiropetalum,
Argythamnia y Ditaxis. Sin duda se requiere un mejor entendimiento de la taxonomia del
grupo y sus caracteristicas macro y micromorfoldgicas.

Cuadro 10. Polen de las secciones de Argythamnia
subg. Ditaxis (Ingram, 1956)
seccion polen

Compactae tricolpado

Pseudaphora stephano-colpado

Ditaxis tricolpado

Congestiflores tricolpado o stephano-colpado
Serophyton tricolpado

Crassicaules stephano-colpado
Sublignae tricolpado

Acaules tricolpado
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Cuadro 11. Polen de los subgéneros de Argythamnia s.1. (Punt, 1962)

Polen Ditaxis Argythamnia Chiropetalum
forma oblato a suboblato oblato a esferoidal esferoidal a esferoidal
prolato

ndmero de tres, un lobulo mas cuatro, lobulos de igual | tres, l6bulos de igual

colpos pequefio que los otros | tamafo tamano

membrana del |sin rupturas sin rupturas sin rupturas

colpo

longitud del largo y no muy estrecho |largo y no muy estrecho

colpo estrecho

opérculo ausente ausente presente

) presente, psilado, no presente, psilado, no presente o ausente,

téctum . . : .,

reticulado reticulado con reticulacion fina

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras de flores estaminadas de ejemplares depositados en los
herbarios IEB y NY. Se procuré tomar botones para evitar el riesgo de contaminacion con
polen externo, sin embargo no siempre fue posible, y en algunas ocasiones se usaron las
anteras de flores abiertas, prefiriendo las que no habian sufrido antesis. Las especies
incluidas fueron seleccionadas de acuerdo a 1) disponibilidad de material, 2)
desconocimiento del polen, y 3) representatividad dentro del género y subgénero a que
pertenecen.

Las flores fueron remojadas con detergente y glicerina para hacer disecciones bajo
el estereoscopio y separar las anteras. En el caso de las especies con flores muy pequefias y
material escaso se incluyo el androceo completo o incluso la flor. Una vez obtenidas las
muestras se procesaron en laboratorio, de acuerdo al protocolo de acetdlisis propuesto de
Erdtman (1952, 1966).

Obtenidas las suspensiones con polen, se procedid a dividir las muestras en dos
tubos. A uno se le agreg6 glicerina y fue usado para elaborar laminillas, el otro se conserva
en refrigeracion para posteriores observaciones en el microscopio electronico. Las
laminillas se observaron en un microscopio optico (10 X) y se tomaron mediciones (40 X)
de hasta 20 granos de polen (aunque tal cantidad de granos no estuvo disponible en todas
las laminillas); posteriormente se hicieron observaciones del tectum con aceite de imersion
(100 X); y las fotografias se tomaron en un microscopio de contraste de luz con diferentes
objetivos (principalmente 40 y 100 X).
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RESULTADOS

A continuacion se presentan descripciones del polen de las especies estudiadas,
ademas de actualizaciones a las descripciones del polen de Argythamnia s.s., y Ditaxis
segun las observaciones realizadas, y se reproduce la descripcion de Chiropetalum
(Nowicke et al., 1999). Los datos de los ejemplares de respaldo de las muestras
acetolizadas y el herbario donde se encuentran depositadas se presentan entre paréntesis.

Argythamnia P. Browne

Polen suboblato a subprolato en vista ecuatorial; P E D (26.0-50.7) (23.2-41.6)
mm; (3) 4-colpado colpos de 19.4—40.3 mm long, margo ausente opérculo ausente; tectum
casi completo (suprareticulado) o rara vez pareciendo punctato. Exina en seccion delgada
de ca. 1.7-2.6 mm de grosor; aperturas de la endexina variables, a veces muy delgadas
(reducidas o pérdidas con la acet6lisis?); endexina no apertural delgada pero consistente,
finamente granular. La capa interna (foot layer) irregular pero bien desarrollada; columela
prominente; forma y tamafio variable, la parte mas larga del tectum al menos como la parte
mas gruesa, tectum casi continuo de grosor irregular y superficie psilada.

Argythamnia lottiae J.W. Ingram (Y. Ramirez-Amezcua et al. 807, IEB)

Polen esferoidal a prolato esferoidal en vista ecuatorial, de 32.5 a 45 p de largo; en vista
polar de 32.5 a 37.5 p de didmetro; 3-colpado, colpos de igual tamafio 12.5 p de largo;
opérculo ausente; tectum microreticulado.

Argythamnia sericea Griseb.( D.S. Correll & G.R. Proctor 48837, NY)

Polen suboblato a subprolato en vista ecuatorial, de 27.5 a 45 p de largo y de 20 a 37.5 p de
ancho; en vista polar de 35 a 40 p de diametro; 3-colpado colpos de 7.5 a 12.5 p de largo;
opérculo ausente; tectum microreticulado.

Chiropetalum A. Juss.

Polen prolato esferoidal en vista ecuatorial P E D (24.7-31.2) _ (19.4-32.5) mm; 3-
colpado, colpos de 13.0-20.8 mm long, margo ausente, opérculo fusiforme presente;
finamente reticulado. En seccion delgada, la exina es mesocolpada, ca. 1.4-1.8 mm de
grosor; la apertura de la endexina delgada, la endexina no apertural muy delgada, irregular,
la capa interna (foot layer) es delgada e irregular, a veces es dificil distinguir su separacion
con la endexina. La columela corta a diminuta, tectum discontinuo, muri triangular en
seccion transversal.

Chiropetalum berterianum Schitdl. (R. L. Landrum 10059, NY)

Polen prolato esferoidal en vista ecuatorial, de 20 a 25 p de diametro en vista polar; 3-
colpado, colpos de igual tamafio, opérculo fusiforme presente; tectum microreticulado.
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Ditaxis Vahl ex A. Juss.

Polen oblato a suboblato, rara vez subprolato en vista ecuatorial. P E D (17.5-44.2)
(27.2-67.6) mm; 3 6 (4)-colpado, colpos de 13.0-38.8 mm long, los margenes a veces
irregulares o difusos, colpos no equidistantes y un mesosolpio mas pequefio que los demas,
tectum casi completo, punctato a suprareticulado, superficie psilada. En la seccion mas
delgada, la exina de ca. 1.8-3.1 mm de grosor; la endexina apertural mayormente delgada o
pobremente desarrollada (reducida o perdida en la acet6lisis?), la endexina no apertural
granular, muy delgada, la capa interna (foot layer) bien desarrollada pero irregular,
columela prominente , tectum grueso con diametro variable, casi continuo.

Ditaxis brandegeei (Millsp.) Rose y Standl. (Mediciones realizadas en la variedad tipica
(M. Fishbein, IEB) y la var. intonsa (Rebman 9610, IEB)).

Polen peroblato a suboblato en vista ecuatorial, de 45 - 70 p de largo y de 17.5 —42.5u de
ancho; en vista polar de 35 a 37.5 p de didmetro; 4-colpado, colpos de 12.5 a 15 p de largo;
opérculo ausente; tectum microreticulado.

Ditaxis claryana (Jeps.) G. L. Webster (L. R. Landrum 9687, NY)

Polen oblato esferoidal a suboblato en vista ecuatorial, de 40.5 a 42.5 p de largo y de 30 a
32.5 p de ancho; en vista polar de 30 a 42.5 p de didmetro; 3-colpado, colpos de tamafo
desigual; opérculo ausente; tectum microreticulado.

Ditaxis guatemalensis (Miill. Arg.) Pax y K. Hoffm. (Y. Ramirez-Amezcua et al. 345,
IEB)

Polen peroblato a suboblato en vista ecuatorial, de 47.5 a 70 p de largo y de 25 a 45 p de
ancho; en vista polar de 35 a 37.5 p de didmetro; 4-colpado, colpos de 12.5 a 15 p de largo;
opérculo ausente; tectum microreticulado.

Ditaxis lanceolata (Benth.) Pax y K. Hoffm. (Y. Ramirez-Amezcua et al. 1506, IEB)

Polen oblato a suboblato en vista ecuatorial, de 30.5 a 42 p de largo(;?); en vista polar de
22.5 - 35 p de diametro; 3-colpado, colpos de tamafio desigual; opérculo ausente; tectum
microreticulado.

Ditaxis polygama (Jacq.) Wheeler (R.A. Howard 18661, NY)

Polen oblato a suboblato en vista ecuatorial, de 42.5 a 50 p de largo y de 35 — 50 p de
ancho; en vista polar de 35 a 45 p de didmetro; 3-colpado, colpos de tamano desigual;
opérculo ausente; tectum microreticulado.

Ditaxis pringlei (Greenm.) Pax y K. Hoffm. (Y. Ramirez-Amezcua et al. 656, IEB)

Polen peroblato a suboblato en vista ecuatorial, de 40 a 50 p de largo y de 27.5 a 42.5 pn de
ancho; en vista polar de 45 - 62.5 p de didmetro; 4-colpado, colpos de 10 a 12.5 p de largo;
opérculo ausente; tectum microreticulado.
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Ditaxis pringlei Chiropetalum berterianum
Ditaxis claryana Argythamnia lottiae

Ditaxis guatemalensis

Argythamnia sericea

Figura 16. Fotografias del polen de algunas especies estudiadas mostrando ntimero de
aberturas y proporcion de los colpos.
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DISCUSION

Aunque los datos obtenidos se restringen solamente a nueve especies, se consideran
relevantes porque corroboran tres tipos polinicos dentro de Argythamnia s.I. Ademas se
reporta por vez primera la presencia de polen tricolpado en Argythamnia s.s. El polen con
tres y cuatro aberturas en Ditaxis y Argythamnia s.S. puede tomarse como evidencia de la
cercana relacion que hay entre estos dos grupos. Debemos tomar en cuenta que pocas
especies han sido estudiadas, y debido a la incertidumbre de la identidad de las especies
reportadas en la literatura, no puede asegurarse la presencia de polen con cuatro colpos en
Argythamnia s.s. (como se ha reportado), ya que las dos especies analizadas de este grupo
presentaron polen tricolpado. En el caso de Ditaxis corroboramos la ocurrencia de polen
con tres y cuatro aberturas como lo menciona la lieteratura.

El polen de Chiropetalum es distinto al de Argythamnia s.s. y Ditaxis, aunque
algunos caracteres resultaron dificiles de observar, tiene tres aberturas y un poro, y el
tamafio de los granos es considerablemente menor que en los otros dos grupos. En cuanto a
la estructura del tectum, se argumenta que es distinta en Chiropetalum, y para Nowicke et
al. (1999) es un indicio de que este grupo no es hermano de Argythamnia s.1. y Ditaxis. Este
caracter no fue suficientemente estudiado en este trabajo, sin embargo representa un
aspecto importante a explorar.

Es deseable seguir avanzando en el conocimiento palinologico de estos grupos
taxondmicos, ya que resulta muy interesante y puede aportar mucho para la correcta
circunscripcion de los taxa.
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CONCLUSIONES GENERALES

El linaje formado por Argythamnia, Chiropetalum y Ditaxis representa un grupo
natural y aunque esto se ha sugerido histéricamente, no habia ningln trabajo que pusiera a
prueba dichas relaciones. Las evidencias moleculares utilizadas (ITS y trnL-F) se integran
adecuadamente y son suficientemente variables, lo que resulta en hipotesis filogenéticas
con buena resolucion y soporte. Los resultados obtenidos en este estudio respaldan la
monofilia de Argythamnia sensu lato. Ademas del analisis de datos moleculares, se
pusieron a prueba algunos caracteres morfologicos tradicionalmente usados para distinguir
a estos grupos, probando su utilidad y complementariedad. De acuerdo a los analisis de
Maiaxima Parsimonia y Probabilidad generados para esta tesis, el clado que forman los tres
grupos es robusto y consistente.

En la mayoria de los cladogramas encontramos cuatro grupos monofiléticos al
interior de Argythamnia senus lato, donde Chiropetalum es el primer linaje en divergir; en
la mayoria de las reconstrucciones se recupera como independiente, por lo que su
reconocimiento a nivel genérico esta apoyado. Las especies de Argythamnia s.s. se ubican
en un solo grupo o anidadas en el clado que incluye también especies de Ditaxis, mientras
Ditaxis se arregla como polifilético en todas menos una reconstruccion. Aunque sus
especies tienden a formar dos grupos, su relacion con Argythamnia s.S. no esta
completamente resuelta.

Adicionalmente se puso a prueba la utilidad de los atributos morfologicos
empleados tradicionalmente para diferenciar estos grupos. El mapeo de caracteres en el
arbol de MP a partir de datos moleculares (ITS + trnL-F) muestra concordancia entre los
caracteres evaluados y algunos clados recuperados, por lo que se confirma su validéz.
Ademas, la evidencia polinica corrobora la cercana relacion que hay entre Ditaxis y
Argythamnia sensu stricto, pues ambos grupos presentan granos con tres y cuatro aberturas,
mientras Chiropetalum, con granos tri-aperturados y porados presenta el polen mas
divergente dentro del grupo.

De esta forma considero las siguientes dos opciones principales para reconocer los
clados recuperados. 1) Reconocer dos géneros: Chiropetalum y Argythamnia (incluyendo a
Ditaxis) o 2) cuatro grupos taxondmicos independientes a nivel genérico o dentro de
Argythamnia P. Browne: Argythamnia s.s., Chiropetalum, Ditaxis y uno mas que habria
que proponer integrado por Ditaxis cyanophylla, D. heterantha, D. mercurialina, D.
pringlei y D. simulans.

Aunque el soporte de las reconstrucciones obtenidas es bueno y las diferentes
hipotesis son suficientemente consistentes, se deben evaluar algunas especies como
Aonikena patagonica y una especie de Uruguay que presenta caracteres intermedios entre
Argythamnia y Ditaxis. Completar la matriz de datos combinada y obtener mas datos
morfologicos puede ayudar a respaldar y resolver mas a detalle las relaciones entre Ditaxis
y Argythamnia sensu stricto.
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