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Resumen:

Las cycadas se encuentran entre las especies de plantas tropicales mas carismaticas. México es
particularmente rico en especies pertenecientes a los géneros Dioon, Ceratozamia y Zamia (Zamiaceae),
con un total de 50 especies descritas. Los altos niveles de endemismo presentes (mas del 90%) ubican a
nuestro pais como el segundo de los tres centros de diversidad del grupo a nivel mundial. En el presente
proyecto se propone un estudio taxondémico-sistematico de las especies mexicanas del género Zamia,
conforme a la aproximacion molecular denominada 'c4digos de barras de DNA' ('DNA barcoding’). En este
momento, el DNA barcoding se esta convirtiendo en un proyecto cientifico de escala internacional que
pretende establecer criterios objetivos para la identificacion de especies, tarea que no sélo tiene el
potencial de hacer avanzar enormemente la taxonomia y sistematica basica de los organismos, descritos y
aun por describirse, sino también las tareas propias de la biologia de la conservacién en grupos
amenazados.

La base fundamental del estudio propuesto en el presente proyecto es el conjunto de ejemplares vivos de
especies mexicanas que componen la Coleccién Nacional de Cycadas del Jardin Botanico "Francisco
Javier Clavijero" del Instituto de Ecologia, A. C. (Xalapa, Veracruz). A partir del trabajo de biologia
molecular con muestras de dichos ejemplares, se construira una base exhaustiva de secuencias de
nucleétidos -los 'DNA barcodes'- para el género Zamia. Esta base de datos servird de referencia para (a) la
circunscripcién y delimitacion finas de especies ya descritas en el género y (b) la identificacion de
entidades que pudieran representar especies adn no caracterizadas. Posteriormente, la base de datos
podréd ser usada por usuarios externos en un contexto de biologia de la conservacion -por ejemplo, en
situaciones de recuperacion de informacién de ejemplares de decomiso por la Procuraduria Federal de
Proteccion al Ambiente (PROFEPA) e instancias internacionales como el CITES (Convention on
International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora), a partir de saqueos ilegales. En
funcion de la simultaneidad de intereses taxonémico-sistematicos y de biologia de la conservacion, asi
como de la posible colaboracién con grupos de investigacién en otros paises, también interesados en
cycadas, el estudio aqui propuesto se enmarca de modo natural en el esfuerzo de comprensiéon exhaustiva
y uso racional de la biodiversidad del planeta que anima a los proyectos de cédigos de barras de DNA a
escala internacional
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informacién. En su caso, el usuario debera obtener del proveedor la informacion complementaria sobre la
autoria especifica de los datos.
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Resumen

México tiene indices muy altos de diversidad de especies en Cycadales, uno de los cuatro
grupos de gimnospermas no extintas al nivel de Orden. La sistematica del grupo ha
avanzado mucho recientemente, especialmente gracias al uso de secuencias nucleotidicas
que han generado gran cantidad de caracteres que se afiaden a un relativamente reducido
numero de atributos morfoldgicos, utilizados tradicionalmente para la clasificacion
intergenérica y/o interespecifica. En fechas recientes, el uso de caracteres de DNA, no
sOlo en cycadas sino de manera general, se ha extendido de la sistemdtica molecular a la
taxonomia per se, a partir de la observacion de que algunas regiones del genoma podrian
comportarse de manera practicamente invariante al interior de las poblaciones, al tiempo
que podrian variar entre especies. La investigacion bésica sobre los patrones de variacion
en estas regiones gendmicas, que en la literatura cientifica se han dado en llamar “cédigos
de barras de DNA” (“DNA barcodes”; Hebert et al. 2003), ha tenido un gran impulso en
la presente década. Se piensa que el establecimiento de c6digos de barras ‘universales’
seria un avance extraordinario para la taxonomia, pues podria automatizar la
identificacion de especies tanto en el campo como en colecciones bioldgicas, al tiempo
que tendria aplicaciones en una multitud de ambitos donde la sociedad seria la usuaria del
conocimiento taxondémico especializado (por ejemplo, las industrias forestal y pesquera,
las aduanas e instituciones médicas interesadas en diagnosticar especies de manera rapida
y confiable, etc.). Sin embargo, la construccién de bibliotecas de referencia de cédigos
de barras universales en especies vegetales, que permitan la generalizacion de esta
aproximacion, ha representado el mayor reto entre todos los grupos taxonémicos donde
se han hecho pruebas empiricas de laboratorio. Aunque ya se tienen propuestas robustas,
hasta la fecha no ha sido posible dilucidar, y por lo tanto llegar a un consenso
internacional, acerca de qué regiones gendmicas serian éptimas para una identificacion
correcta de un alto porcentaje de las especies bioldgicas reconocidas en multiples grupos
taxondmicos de plantas. El presente proyecto es el primer esfuerzo sistemético por
construir una biblioteca de referencia de cdigos de barras moleculares para las cycadas
mexicanas (Zamiaceae, Cycadales). Los resultados presentados, ademads, contribuyen a la
discusion general sobre la posibilidad de establecer regiones que se comporten como

codigos de barras universales confiables en plantas, o la necesidad de proponer



alternativas —por ejemplo, el uso de regiones adicionales ad hoc— para lograr altos

porcentajes de identificacion molecular exitosa en base a bibliotecas de referencia

robustas.

Palabras clave: Ceratozamia, Cédigo de barras de DNA, Dioon, México, Zamia.



Objetivo general

Generar una base exhaustiva de codigos de barras moleculares, representados por
secuencias selectas de DNA de cloroplasto, para las especies de Cycadas Mexicanas, a
partir de la Coleccion Nacional de Cycadas del Jardin Botdnico “Francisco Javier
Clavijero” del Instituto de Ecologia, A. C.

Objetivos particulares

1. Examinar la variabilidad nucleotidica en loci empleados como cédigos de
barras de DNA, provenientes de DNA de cloroplasto y nicleo.

2. Determinar la utilidad de los cédigos de barras moleculares para la
identificacion de especies en los géneros Ceratozamia, Dioon'y Zamia.

3. Reanalizar la circunscripcién de complejos de especies de Zamia,
propuestos previamente con criterios tradicionales, principalmente
morfolégicos.

4. En su caso, delimitar entidades taxondmicas (‘especies’) atin no
identificadas formalmente.

5. Colaborar y promover la recuperacién de informacion de ejemplares
provenientes de decomisos potenciales tanto por la Procuraduria Federal
de Protecciéon al Ambiente (PROFEPA) como de la CITES (Convention
on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora), a
partir de saqueos ilegales. Asimismo, rescatar informacién de ejemplares
antiguos del Jardin Boténico, de los cuales se han extraviado los datos

originales de colecta.

Antecedentes

Formalmente, la aproximacion de ‘cédigos de barras de DNA’ o ‘DNA barcoding’ ha
sido definida como ‘““un nuevo sistema disefiado para proveer identificaciones rapidas de
especies, precisas y automatizadas, mediante el uso de regiones génicas cortas y
estandarizadas, usadas como etiquetas internas de especies” (Hebert y Gregory 2005:
852). Actualmente, el uso de dichos segmentos del genoma para hacer ‘taxonomia
molecular’ se esta convirtiendo en un proyecto cientifico de escala internacional, que

pretende establecer criterios objetivos para la identificacion de especies. Esta tarea no



sOlo tiene el potencial de hacer avanzar enormemente la taxonomia y sistematica bdsica
de los organismos, descritos y atin por describirse, sino también las tareas propias de la
biologia de la conservacion en grupos amenazados. Ademads de la puesta al servicio de la
informacién molecular para la delimitacién objetiva de unidades taxondmicas ya
reconocidas, el auxilio en el proceso cientifico de descubrimiento de nuevas especies
(‘species discovery’ sensu DeSalle 2006) es probablemente el objetivo més llamativo del
esfuerzo internacional por establecer y aplicar los c6digos de barras moleculares.

Dada su clara orientacion sistemdtico-taxondmica, muchos trabajos iniciales de
DNA barcoding se han orientado hacia el estudio de grupos distribuidos en las regiones
del planeta con mayores indices de diversidad bioldgica. Por esta razén, es de llamar la
atencion que algunos de los casos mads visibles relacionados con la delimitacién
taxondémica molecular, y el posible descubrimiento de entidades biolégicas no
reconocidas previamente al nivel de especie (por ejemplo, las asi llamadas especies
‘cripticas’ o ‘criptoespecies’), correspondan a estudios en grupos taxondémicos de
distribucion tropical, como Lepidoptera (Hebert et al. 2004; Hajibabaei et al. 2006),
Arachnida (Barrett y Hebert 2005) y algunos grupos de plantas, como las orquideas
(Lahaye et al. 2008). Desde el punto de vista de grupos de investigacién sobre
biodiversidad en paises como México, esta situacion es de especial interés. Entre las
conclusiones preliminares de estudios como los citados anteriormente, se ha afirmado que
“las especies cripticas son prevalecientes en las regiones tropicales, lo cual es, un asunto
critico en los esfuerzos por documentar la riqueza global de especies” (Hebert et al. 2004:
14812).

En este contexto, el presente proyecto es una contribucién a la iniciativa
internacional de cédigos de barras de DNA, empleando como grupo de estudio a las
cycadas que ocurren en México. A partir de un muestreo completo de material bioldgico,
proveniente de colectas de campo y de la Coleccién Nacional de Cycadas (Jardin
Boténico F. J. Clavijero, Xalapa, Veracruz, México), en este proyecto se realizaron
ensayos exploratorios con varias regiones codificantes y no-codificantes del genoma del
cloroplasto —a saber, rpoC1, rpoB, trnH-psbA, atpF-atpH, psbK-psbl, matK— asi como
con los espaciadores internos transcritos (I75) del genoma nuclear. Los resultados

obtenidos mediante el analisis de las matrices moleculares con el “sistema de



organizacion de atributos caracteristicos” (CAOS, implementado en el software del
mismo nombre; Sarkar et al. 2008) muestran que, en general el éxito de identificacion

molecular de las especies de cycadas mexicanos, es del 78%.

Grupos taxonomicos

De acuerdo con Stevenson (1992), el orden Cycadales incluye tres familias: Cycadaceae,
Stangeriaceae y Zamiaceae. La familia Zamiaceae contiene el mayor nimero de géneros
descritos —en orden alfabético, estos géneros son Ceratozamia, Chigua, Dioon,
Encephalartos, Lepidozamia, Macrozamia, Microcycas y Zamia (Norstog y Nicholls
1997). En México hay tres géneros con un total de 52 especies: Ceratozamia cuenta con
25 especies, de las cuales 24 son endémicas a México y una especie (Ceratozamia
hondurensis) endémica a Honduras; el género Dioon actualmente tiene 14 especies, de las
cuales 13 son endémicas a México, y una especies D. mejiae endémica a Honduras. El
género Zamia incluye 61 especies (Hill et al. 2007; Taylor et al. 2009) y representa uno
de los géneros del orden Cycadales mas complejos y dificiles de caracterizar, dada su alta
variacion morfoldgica, ecoldgica y genética (Norstog & Nicholls 1997; Gonzélez-
Astorga et al. 2006, Nicolalde-Morejon et al. 2009a). Varios tratamientos taxondmicos
regionales han sido propuestos; sin embargo, la insuficiente colecta de material botanico,
en particular de dreas de dificil acceso, ha representado una limitante para los avances
taxondémicos que el género requiere. En el presente estudio se estudiaron las especies del
género Zamia que se distribuyen en el territorio nacional (15), segun el dltimo
tratamiento taxondmico presentado por Nicolalde-Morejon et al. (2009a), el cual incluye
12 especies endémicas para México (Los nombres de la especies pueden ser consultados

en la Tabla 1).

Area Geogrdfica

La distribucion de las cycadas mexicanas estd asociada a las principales cadenas
montafiosas como la Sierra Madre Occidental (SMO), Sierra Madre Oriental (SMO),
Sierra Madre del Sur (SMS), Sierra Madre de Chiapas (SMCH) y la Sierra de Judarez (SJ);
ademads, algunas especies estan distribuidas ampliamente sobre la planicie costera del

Golfo de México y la Peninsula de Yucatan. En lo que respecta, a la distribucion y los



tipos de vegetacion que cada género ocupa en México, es necesario presentar una
descripcion particularizada para cada género; Ceratozamia se distribuye principalmente
asociado al Bosque Mesofilo de Montafia, a la Selva Alta Perennifolia y algunas especies
asociadas a bosque de Pino-Encino; el rango altitudinal que ocupan las especies de este
género, fluctia entre 0-1800 m. En contraste el género Dioon, se distribuye
principalmente sobre ambientes xéricos, como por ejemplo el Valle de Tehuacan-
Cuicatlan, sin embargo, especies como D. rzedowskii 'y D. spinulosum se distribuyen
sobre ambientes himedos como la Selva Alta Perennifolia sobre la Cuenca Alta del Rio
Papaloapan. El rango actitudinal que este género ocupa va desde el nivel del mar (Dioon
edule, El Farallon, Veracruz), hasta los 2,100 m aproximadamente. Zamia se distribuye
en toda la region Neotropical, desde el sur de los estados de Georgia y Florida (Estados
Unidos) y las Antillas Mayores, hasta Bolivia en el subcontinente sudamericano (Norstog
y Nicholls 1997). En México, su distribucién incluye la planicie costera del Golfo, desde
el estado de Tamaulipas hasta la peninsula de Yucatdn. Del lado occidental, el género se
distribuye sobre la planicie costera del Océano Pacifico, desde Nayarit hasta Chiapas. Su
distribucion altitudinal fluctia entre 0-1000 m (Nicolalde-Morejon et al. 2009) y
generalmente estd asociada al Bosque Tropical Perennifolio, al Bosque de Encinos,

Bosque de Coniferas y acahuales en el caso particular de Z. loddigesii.

Técnicas y métodos

Colecta de material bioldgico v trabajo de campo

Estandarizacion de protocolos. La colecta de material biolégico fue dividida en dos
partes. La primera sirvi6 para estandarizar los protocolos de amplificacion y para la
evaluacion de la variacién de los loci propuestos como ‘cédigos de barras universales’.
Se emplearon tres individuos por cada especie de cycada mexicana conocida, y para
contrastar la utilidad de los loci ensayados dentro del orden Cycadales, se incluy6 un
individuo del mayor nimero de especies de Ceratozamia, Dioon 'y Zamia que se
distribuyen fuera del México, ademds se incluyd al menos un individuo por cada género
de cycada no mexicana, para de este manera garantizar un muestreo a nivel del orden (ver
Tabla 1). Conforme a la propuesta original, el material biolégico (tejido foliar)

correspondiente fue obtenido a partir de especimenes vivos albergados en la Coleccion



Nacional de Cycadas del Jardin Boténico F. J. Clavijero (JBC), del Instituto de Ecologia,
A. C., en Xalapa.

Estimacion de variabilidad nucleotidica en loci selectos, candidatos a ser ‘codigos de
barras’ en las cycadas mexicanas. En la segunda parte, la cual se desarroll6 en paralelo
al descubrimiento empirico de los niveles de variabilidad nucleotidica de los loci
seleccionados del consenso de Taipei (Pennisi 2007) para las muestras de la Coleccion
Nacional, se realizaron colectas en campo a nivel poblacional para las especies del género
Zamia, cubriendo la totalidad del rango de distribucion de la mayoria de las especies
(Tabla 2). Especificamente, con una parte importante del aporte econdmico de este
proyecto, se hicieron colectas a nivel poblacional de Zamia fischeri, en los municipios de
Ciudad Valles y El Naranjo, San Luis Potosi. Asimismo, se realiz6 una colecta de
materiales de Z. loddigesii en el municipio de Aldama, Tamaulipas, y en los municipios
de Tuxtepec y San Bartolomé Ayautla, Oaxaca. El material utilizado para las especies Z.
polymorpha, Z. lawsoniana y parte de Z. loddigesii fue colectado desde los especimenes
vivos albergados en la Coleccion Nacional de Cycadas del Jardin Botédnico F. J.
Clavijero. Para el resto de las especies, se utilizé material colectado durante los tltimos
cuatro aflos por el equipo de trabajo de cycadas del INECOL, mismo que se encuentra
resguardado en el Laboratorio de Genética de Poblaciones. Cabe mencionar que, para Z.
vazquezii, no fue posible colectar material a nivel poblacional, debido a que la poblacién
tipo de esta especie ya no existe (Mario Vazquez-Torres, com. pers.) y no se conocen

registros de otras poblaciones.

Trabajo de laboratorio

Extraccion de DNA genomico. Se realizaron extracciones de DNA genémico de todas las
especies de cycadas mexicanas. Este proceso fue dividido en dos partes, conforme a la

propuesta de colecta de material bioldgico:

a) La primera parte consistié en extraer DNA de tres individuos por especie, para la cual
se utilizé el material de plantas vivas depositadas en la Coleccién Nacional de Cycadas,

del Jardin Botdnico Francisco Javier Clavijero (JBC); para ello, se usé un disefio



experimental correspondiente para evaluar la variabilidad nucleotidica de todos los loci
propuestos como potenciales cédigos de barras de DNA en plantas (Pennisi 2007);

b) la segunda parte consistié en muestreos poblacionales (los nombres de las especies,
nimero de individuos colectados, poblaciones, y rango de distribucién de las especies se
presentan en la Tabla 2). Durante ésta fase, se extrajo DNA a nivel poblacional, con el
objeto de construir la biblioteca de referencia de cédigos de barras de Zamia para
Meéxico.

La extraccion del DNA se hizo con dos procedimientos de laboratorio: (1) un
método de extraccion basado en el protocolo propuesto por Doyle y Doyle (1987),
modificado especificamente para cycadas, y (2) el método indicado por el fabricante del
DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen). La inspeccion cualitativa de las muestras de DNA

extraidas se realiz6 mediante electroforesis en geles de agarosa.

Amplificacion de genes mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El
procedimiento molecular empleado de manera central fue la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés; Mullis y Faloona 1987), usando
las muestras del DNA correspondiente como templados de la reacciéon. Las reacciones de
amplificacion fueron realizadas con las combinaciones de primers adecuados para
amplificar los loci propuestos como cddigos de barras moleculares en plantas (Kress et al.
2005, Cowan et al. 2006, Pennisi 2007, Sass et al. 2007, Fazekas et al. 2008, Lahaye et al.
2008). Con base en las propuestas de loci que se podrian llegar a establecer como
‘cddigos de barras universales’, se llevaron a cabo ensayos exploratorios con regiones del
genoma del cloroplasto. Dichas regiones corresponden a las proteinas ribosomales rpoCl
y rpoB, a las regiones intergénicas trnH-psbA, atpF-atpH y psbl-psbK, y a las regiones
codificantes de la maturasa K (matK) y rbcL. Asimismo, se exploraron las regiones del
genoma nuclear que corresponden a los espaciadores intergénicos transcritos IS, ITS1 y
ITS2 (para més detalles, sobre estas regiones, consultar la Tabla 3). Los protocolos de
amplificacion por PCR empleados corresponden a trabajos previos sobre codigo de barras
moleculares en plantas (Tabla 4). Las amplificaciones de los genes antes mencionados

fueron visualizadas a través de electroforesis en geles de agarosa.
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Purificaciones de reacciones de PCR. Las amplificaciones se purificaron mediante el uso
de kits comerciales (QIAquick® PCR Purification Kit, Qiagen). Para el caso exclusivo
del locus trnH-psbA, fue necesario realizar la purificacion desde las bandas de
amplificacion observadas en el gel de agarosa, debido a que siempre se obtuvieron dos
moléculas de diferente peso (observables como dos bandas diferentes en los geles). Por
otra parte, las amplificaciones obtenidas para el resto de loci donde la amplificacién fue
exitosa, y que dieron como resultado productos especificos (es decir, una sola banda) del

peso molecular esperado, se limpiaron directamente desde la reaccion de amplificacion.

Secuenciacién automatizada v andlisis de los datos moleculares

Secuenciacion. Las reacciones de secuenciacion se realizaron a partir de productos
purificados. Los primeros ensayos se realizaron en las instalaciones de secuenciacion
existentes en el Instituto de Ecologia, A. C., Xalapa. Una vez analizadas estas muestras
piloto y confirmada la identidad correcta de los amplificados, el mayor porcentaje de
muestras secuenciadas se realizé a través de la empresa Macrogen, ubicada en Corea del
Sur (http://www.macrogen.com) (Nimero de accesion al GenBank-National Center for

Biotecnology informacién-, pueden ser consultados en la Tabla 5).

Andlisis de datos. El empalme o ensamblaje de las secuencias directamente obtenidas de
los servicios de secuenciacion automatizada se realiz6 con el programa Sequencher v. 4.8
(Gene Code Corp., Ann Arbor, Michigan, EUA). La alineacion de las secuencias
ensambladas de cada gen por cada individuo y/o especie se efectué con el programa
Clustal X (Thompson et al. 1997) bajo el modo de alineamiento multiple, a través de la
interfase BioEdit 7.0.9 (Hall 1999). Todos los archivos de secuencias alineadas fueron
almacenados en formato NEXUS, y luego exportados al programa MacClade (Sinauer
Associates, Sunderland, Massachusetts, EUA) para los posteriores andlisis de caracteres.
Los andlisis computacionales para la identificacion de caracteres diagndsticos utiles para
constituir los cddigos de barras moleculares especie-especificos se realizaron con el
programa P-GNOME, que implementa la estrategia de identificacion de sitios diagndsticos
del recientemente publicado ‘“‘sistema de organizacién de atributos caracteristicos”

(“characteristic attribute organization system” o “CAOS”; Sarkar et al. 2008). Para llevar
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a cabo dichos andlisis, se sigui6 el instructivo de los programadores y la descripcion del

software en el articulo original.

Resultados obtenidos

Identificacion de variacion nucleotidica en los diferentes loci

Exito en la amplificacion en el grupo de estudio. De los loci ensayados para el genoma
del cloroplasto, psbl-psbK, atpF-atpH, rpoC1 y trnH-psbA amplificaron
satisfactoriamente con las especies de los tres géneros de cycadas mexicanas y en el resto
de géneros del orden. La pareja de primers matKKew present6 problemas de
amplifiacion para algunas especies de Zamia, pero amplificé de manera 6ptima
unicamente en Ceratozamia, en contraste, la pareja de primers matKKim, no permitieron
amplificaciones exitosas en ninguna especie del orden. Por otro lado, la amplificacién de
rpoB fue exitosa solamente con las especies del género Dioon. En cuanto a los loci
nucleares, se tuvo éxito con la amplificacion del fragmento completo de /TS (18S-26S)
solamente en Ceratozamia, no obstante, ensayos posteriores confirmaron una buena

amplificacion del fragmento /752 en Zamia (Tabla 1).

Estimacion de niveles de variacion nucleotidica.

En general, de los cuatro loci que amplificaron con todas las especies de cycadas
mexicanas, dos de ellos (rpoC1, trnH-psbA), no presentaron suficiente variacion
nucleotidica que permitiera la discriminacién entre especies. Sin embargo, los dos
espaciador intergénicos de cloroplasto psbI-psbK y atpF-atpH fueron las regiones que
mads aportaron con sitios variables para la identificacién molecular entre las especies
investigadas, bajo este escenario y considerando que no todos los loci amplificaron de
manera homogénea, la combinacion de loci 6ptimos para alcanzar el mayor porcentajes
de especies identificables, es diferente para cada género.

De los seis loci que amplificaron en Zamia, tres de ellos (rpoCl, trnH-psbA 'y
matK, éste ultimo con los primers de Kew) no presentaron suficiente variacion
nucleotidica que permita la discriminacién entre especies. Sin embargo, los espaciadores
intergénicos de cloroplasto psbI-psbK y atpF-atpH, asi como el espaciador interno

transcrito /752, perteneciente a los complejos ribosomales nucleares, fueron regiones que
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presentaron variacion para la identificacion entre las especies investigadas. Nuestros
andlisis de sitios diagnostico segiin CAOS muestran que el uso conjunto de los loci psbl-
psbK, atpF-atpH y ITS2 permite que el porcentaje de éxito de identificacion en Zamia se
incremente, con relacion al uso individual de cualquiera de estos loci, hasta llegar al 75%
(18/24), esto ultimo considerando todas las especies de Zamia analizadas. En contraste
en Ceratozamia, la combinacién de los loci psbl-psbK, atpF-atpH, matK e ITS, permiten
obtener un éxito de identificacion del 78% (18/23), para este género rpoC1 no contribuye
con sitios diagndsticos. Para el género Dioon, los espaciadores intergénicos psbl-psbK'y
atpF-atpH fueron los loci que mayor nimero de sitios diagndsticos aportaron al proceso
de identificacion de especies, con los cuales se obtuvo un 79% (11/14) de éxito, los loci
rpoC1 y rpoB, no aportan sitios diagndsticos para identificar entre especies del género
Dioon (ver Tabla 6).

En el contexto global de la variacién, observamos que el conjunto de loci
ensayados presenta suficiente variacion para discriminar entre los géneros de cycadas
mexicanas; sin embargo, a nivel de todo el orden, los loci de mayor éxito de
amplificacion no son suficientes para identificar molecularmente los géneros Chigua y
Lepidozamia (ver Tabla 7). Entre los loci ensayados, la regién no-codificante trnH-psbA
presenta cuatro ‘indeles’ que varian consistentemente entre géneros (Ceratozamia, Dioon
y Zamia). Esta inesperada variacion estructural podria ser de utilidad para propdsitos de

sistemadtica a nivel de género.

Implicaciones taxonomicas

Complejo Zamia loddigesii. Este complejo de especies estd conformado por Z.
loddigesii, Z. polymorpha y Z. paucijuga, y se lo define en funcién de afinidades
morfolédgicas, en especial, de naturaleza foliar (hojas y foliolos). La falta de atributos
morfolégicos diagndsticos es la razén por la cual estas especies son catalogadas como las
de mayor dificultad para su identificacién taxonomica, tanto en ejemplares de herbario
como en colecciones vivas. Por lo anterior, su determinacion siempre ha estado asociada
convencionalmente a procedencias geogréficas; lo anterior, aunado a la complejidad
nomenclatural que representa Z. loddigesii —especie para la cual se han descrito un total

de 12 nombres afines y que actualmente representan sinonimias (Nicolalde-Morejon et al.

13



2009a) — aumenta la complejidad y su identificacion objetiva de estos tres taxa. Bajo este
contexto, uno de los objetivos de este proyecto fue el investigar posibles sitios
diagndsticos moleculares para estas especies, considerando en el universo de muestreo
todas las localidades posibles que abarquen el rango de distribucidn de éstas, y también
incluyendo en este andlisis las localidades tipo de las especies (nombres) actualmente
bajo el estatus de sinonimia de Z. loddigesii.

En el caso de Zamia loddigesii, especie que se distribuye a lo largo de Golfo de
Meéxico, desde Tamaulipas hasta Tabasco, entre 0-800 m de altitud, no se detectd
variacion nucleotidica suficiente para reconsiderar la circunscripcion de esta especie y sus
12 nombres afines. Sin embargo, es importante hacer notar que las especies Z.
lawsoniana Dyer (Tabasco) y Z. sylvatica Cham. (Tuxtepec-Oaxaca) muestran ligeras
variaciones morfolégicas con respecto a las poblaciones que se distribuyen en Veracruz y
Tamaulipas. En contraste, el andlisis con CAOS a nivel poblacional mostré que para Z.
polymorpha, especie que se distribuye en la Peninsula de Yucatéan y Z. loddigesii existen
sitios diagndsticos caracteristicos para cada una de las especies (ver Tabla 8). Con ayuda
de la descripcion de atributos morfolégicos, particularmente reproductivos (Nicolalde-
Morejon et al. 2009a), estas dos especies de Zamia pueden ser identificadas tanto

morfolégicamente como molecularmente.

Complejo Zamia furfuracea. Esta especie se distribuye sobre dunas costeras en la parte
centro-sur de Veracruz, y su variacién morfolégica y molecular a lo largo de su
distribucién no habia sido evaluada a detalle. Indicios preliminares de variacién
morfoldgica habian sugerido la posibilidad de la existencia de Z. sp. ‘jarocha’ (especie
putativa, propuesta originalmente en este proyecto), la cual seria evaluada en funcién de
los resultados que arrojara el andlisis molecular realizado en el presente trabajo sobre
codigos de barras moleculares para Zamia en México. Los resultados moleculares
basados en dos de los loci mds variables (psbK-psbl e ITS2) nos confirmaron la existencia
de una sola entidad taxondmica, Z. furfuracea, a la misma conclusion se llegd con un

estudio de genética de poblaciones con la misma especie con aloenzimas (Limén 2009).

Discusion y conclusiones
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Gracias a su cobertura poblacional detallada, la informacién molecular obtenida en el
presente estudio es, probablemente, suficiente para elaborar una biblioteca de referencia
de cédigos de barras de DNA para el género Zamia en México. En virtud de lo anterior,
consideramos que hemos cumplido el objetivo primario del proyecto. El estudio, a su
vez, proporciona una buena pauta para una investigacion posterior que se extendiese, con
el mismo grado de detalle en el muestreo, a los géneros Ceratozamia y Dioon.

En términos de la taxonomia alfa, la biblioteca de referencia de cédigos de barras
moleculares para el género Zamia abre la puerta para revisiones criticas de la
circunscripcién de especies del género presentes en nuestro pais, circunscripcion para la
cual recientemente se ha publicado un andlisis exhaustivo que sirve de base (Nicolalde-
Morejon et al. 2009a). Simultdneamente, dicha biblioteca molecular de referencia
taxondmica constituye la base para el objetivo primario de los cédigos de barras de DNA:
la identificacién automatizada, confiable, de cualquier ejemplar del género que se
presente, atn sin ninguna informacién taxondémica asociada. Estas identificaciones, por
supuesto, no sélo se restringirian al &mbito de investigacién basica —por ejemplo, a la
hora de ingresar un nuevo ejemplar en una coleccion viva— sino que podrian ampliarse a
contextos aplicados, y asi ser ttiles para diagnosticar la identidad taxonémica de plantas
decomisadas a saqueadores y/o traficantes. Del mismo modo, la biblioteca sera de gran
utilidad para la identificacion de ejemplares vivos, ya existentes en las colecciones de los
jardines boténicos, para los cuales sin embargo no se cuenta con datos de procedencia.

El andlisis critico de la contribucién cientifica potencial de nuestros datos, nos
permite afirmar que hemos detectado que las regiones del genoma que hasta el momento
han sido propuestas como los candidatos mds fuertes para ser ‘codigos de barras
universales’ en las plantas vasculares (ver, por ejemplo, Lahaye et al. 2008, Ford et al.
2009) y en especial, el articulo publicado por el grupo de investigadores del Consorcio
para los Codigos de Barras de la Vida (CBOL Plan Working Group 2009) en el cual
plantean que matK y rbcL deben ser los loci elegidos de manera universal como cddigos
de barras de DNA en plantas, en este contexto y contrario a nuestros resultados, dicho
planteamiento no necesariamente funciona de manera 6ptima para un importante
subgrupo de gimnospermas neotropicales como son las cycadas mexicanas. En los

articulos de investigacion original derivados del presente proyecto (Ver Nicolalde-
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Morején 2009c¢; Nicolade-Morejon et al. 2010), éste es uno de los puntos fuertes que
discutimos, argumentando que debe dejarse abierta la opcidén de desarrollar o emplear
cddigos de barras moleculares ad hoc para grupos en los cuales se tenga informacion
empirica detallada que apunta al uso de regiones alternativas, como es el caso de nuestros
taxa de estudio.

Asimismo, nuestros datos indican que las sugerencias recientes acerca de un
‘limite intrinseco’ de aproximadamente 70% para los porcentajes de especies que es
posible discriminar exitosamente con codigos de barras moleculares (ver, por ejemplo,
Seberg y Petersen 2009) deben ser consideradas con detenimiento. Creemos que un
trabajo que estd por hacerse a este respecto (una especie de ‘meta-anélisis de DNA
barcoding’) deberia incluir la evaluacion del uso conjunto de matK y rbcL mas algunos
loci ad hoc en una amplia variedad de grupos taxonémicos, para corroborar qué tan
generalizable puede ser el ‘limite del 70%’ en estudios de c6digos de barras moleculares
en plantas. También, sin embargo, consideramos que con un muestreo igualmente
diverso, debe evaluarse la posible sobreestimacion de la diversidad de especies en
aquellos grupos donde claramente no se alcance un 100% de identificacién inequivoca,
como es nuestro caso. Para este efecto, recomendamos enfaticamente el uso de la
estrategia que nuestro grupo de investigacion recientemente puso en practica para la
descripcion de Dioon stevensonii (Nicolalde-Morejon et al. 2009b), en la cual se evalian
diferentes fuentes de evidencia siguiendo el concepto cladistico de ‘iluminacion
reciproca’. En tltima instancia, estrategias de ‘taxonomia integrativa’ como la
ejemplificada en la propuesta de dicha nueva especie de Dioon seran ttiles también para
contribuir a la discusion sobre las diferencias entre ‘DNA barcoding’ y ‘DNA taxonomy’,
recientemente discutidas en la literatura sobre aspectos conceptuales del ‘renacimiento
taxonémico’ (ver, por ejemplo, DeSalle 2005) que la iniciativa internacional de cédigos

de barras de DNA promete hacer realidad en el siglo XXI.
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Tabla 1. Especies, distribucion y éxito de amplificacion.

Genes
No Taxa Distribucion psbl/K | atpF/H | rpoC1 | trnH-psbA | matK | rpoB | ITS | ITS2
L | Cycas couttsiana Australia
2 | Bowenia serrulata Australia
3 | Chigua restrepoi Colombia
4 | Encephalartos natalensis Sur Africa
5 | Lepidozamia peroffskyana Australia
6 | Macrozamia fawcettii Australia
7 | Microcycas calocoma Cuba
8 | Stangeria eriopus Sur Africa
9 | Dioon angustifolium México
10 | Dioon argenteum México
L1 | Dioon califanoi México
12 | Dioon caputoi México
13 | Dioon edule México
14 | Dioon holmgrenii México
15 | Dioon mejiae Honduras
16 | Dioon merolae México
17 | Dioon purpusii México
18 | Dioon rzedowskii México
19 | Dioon sonorense México
20 | Dioon spinulosum México
21 | Dioon tomasellii México
22 | Dioon stevensonii México




23 | Ceratozamia alvarezii México
24 | Ceratozamia becerrae México
25 | Ceratozamia chimalapensis | México
26 | Ceratozamia decumbens México
27 | Ceratozamia euryphyllidia | México
28 | Ceratozamia hildae México
29 | Ceratozamia huastecorum México
30 | Ceratozamia kuesteriana México
31 | Ceratozamia latifolia México
32 | Ceratozamia matudae México
33 | Ceratozamia mexicana México
34 | Ceratozamia microstrobila | México
35 | Ceratozamia miqueliana México
36 | Ceratozamia mirandae México
37 | Ceratozamia mixeorum México
38 | Ceratozamia morettii México
39 | Ceratozamia norstogii México
40 | Ceratozamia robusta México
41 | Ceratozamia sabatoi México
42 | Ceratozamia vovidesii México
43 | Ceratozamia whitelockiana | México
44 | Ceratozamia zaragozae México
45 | Ceratozamia zoquorum México
46 | Zamia cremnophila México
47 | Zamia cunaria Panam4
48 | Zamia elegantissima Panama




49 | Zamia fischeri México
50 | Zamia furfuracea México
51 | Zamia herrerae México
52 | Zamia inermis México
53 | Zamia integrifolia USA

54 | Zamia katzeriana México
55 | Zamia lacandona México
56 | Zamia loddigesii México
57 | Zamia manicata Colombia
58 | Zamia paucijuga México
59 | Zamia polymorpha México
60 | Zamia prasina Belice

61 | Zamia pseudoparasitica Panama
62 | Zamia purpurea México
03 | Zamia pygmea Cuba

64 | Zamia soconuscensis México
65 | Zamia spartea México
66 | Zamia standleyi Honduras
07 | Zamia tuerckheimii Guatemala
68 | Zamia variegata México
69 | Zamia vazquezii México




Tabla 2. Relacién de individuos por poblacion por especie estudiados en el presente
trabajo, en relacion con su distribucion geografica del género Zamia en México

Especie

No. individuos
colectados

No. poblaciones

Distribucion
(# pob)

Z. paucijuga

127

13

Nayarit (1)

Jalisco (4)

Michoacan (1)

Guerrero (4)

Oaxaca (3)

Z. herrerae

20

Chiapas
Localidad 1
Localidad 2

Z. soconuscensis

20

Chiapas
Localidad 1
Localidad 2

Z. loddigesii

60

11

Veracruz
Localidad 1
Localidad 2

Tamaulipas

Oaxaca

Tabasco

Z. fischeri

20

San Luis Potosi
Localidad 1
Localidad 2

Z. vazquezii

Veracruz

Z. inermis

10

Veracruz

Z. furfuracea

27

Veracruz

Lacalidad 1
Localidad 2
Localidad 3

Z. katzeriana

20

Chiapas
Localidad 1
Localidad 2

Veracruz

Z. spartea

20

Oaxaca
Localidad 1
Localidad 1

Z. purpurea

20

Veracruz

Oaxaca

Z. cremnophila

10

Tabasco

Z. lacandona

20

Chiapas
Localidad 1
Localidad 2




Localidad 3

Z. polymorpha

50

11

Yucatan

Campeche

Quintana Roo

Chiapas

Tabasco

Chiapas

Z. variegata

10

Chiapas




Tabla 3. Resumen de loci y primers utilizados

GEN PRIMER DIRECCION SECUENCIA 5°-3
rpoB 2 f ATGCAACGTCAAGCAGTTCC
3 r CCGTATGTGAAAAGAAGTATA
rpoCl 1 f GTGGATACACTTCTTGATAATGG
4 r CCATAAGCATATCTTGAGTTGG
matKKew F Equisetum f ATACCCCATTTTATTCATCC
R Equisetum r GTACTTTTATGTTTACGAGC
matKKim 3F f CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG
IF r AATATCCAAATACCAAATCC
trnH-psbA H f CGCGCATGGTGGATTCACAATCC
F r GTTATGCATGAACGTAATGCTC
atpF-atpH F f ACTCGCACACACTCCCTTTCC
H r GCTTTTTATGGAAGCTTTAACAAT
psbl-psbK K f TTAGCCTTTGTTTGGCAA G
I r AGA GTTTGAGAGTAAGCAT
ITS* S5a f CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG
4 rev TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS1 1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
2 r GCTGCGTTCTTCATGGATGC
ITS2 3 f GCATCGATGAAGAACGCAGC
4 rev r TCCTCCGCTTATTGATATGC




Tabla 4. Genes y protocolos

Gene Protocolos
rpoB www.kew.org/barcoding
rpoCl www.kew.org/barcoding
matK www.kew.org/barcoding
matK www.kew.org/barcoding
trnH-psbA Shaw et al. 2005
atpF-atpH Lahaye et al. 2008
psbK-psbl Lahaye et al. 2008
nrlTS Sass et al. 2007




Tabla S. Especies y nimeros de accesion al GenBank.

Taxa psbl/K atpF/H rpoCl trnH-psbA matK rpoB ITS ITS2
Cycas couttsiana GUS807180 [GU80O7114 |GU80D7251
Bowenia serrulata GUS807181 |GUBO7115 |GUB0D7252
Chigua restrepoi GUS807182 |GU80O7116 |GU80D7253 |GUBN7394
Encephalartos natalensis GUS807183 |GUB0O7117 |GUB0D7254 GU807320
Lepidozamia peroffskyana GU807184 |GU8O7118 |GU80D7255
Macrozamia fawcettii GUS807185 |GU80O7119 |GUB0D7256
Microcycas calocoma GUS807186 |GU8S0O7120 |GUSO7257
Stangeria eriopus GUS807187 GUS807258
Dioon angustifolium GUS807188 |GU80O7121 |GU80N7259 |GU80O7405 GU807240
Dioon argenteum GUS807122 |GU807260 |GUB0N7406 GUS807241
Dioon califanoi GU807189 |GU8S07123 |GU8BN7261 GU807242
Dioon caputoi GU807190 |GU807124 |GUB07262 |GUN7407 GU807243
Dioon edule GUS807125 |GUS807263 |GUSN7408 GU807244
Dioon holmgrenii GUS807126 |GU80D7264 |GU80D7409 GU807245
Dioon mejiae GU807127 |GURD7265 |GUBD7410
Dioon merolae GUS807191 |GUS807128 |GUS0D7266 |GUSO7411 GU807246
Dioon purpusii GUS807129 |GU807267 |GU80D7412 GUS807247
Dioon rzedowskii GUS807130 |GU807268
Dioon sonorense GU807192 |GU807131 |GUBN7269 |GUBN7413
Dioon spinulosum GUS807193 |GUS807132 |GUB0D7270 |GUB0D7414 GUS807248
Dioon tomasellii GU807194 |GU8S07133 |GUBN7271 |GUBN7416 GU807250
Dioon stevensonii GU807195 |GU807134 |GURN7272 |GUBN7415 GU807249
Ceratozamia alvarezii GUS807196 |GUS0O7135 |GU8N7273 |GUSD7395 |GUSN7321 GUS807372
Ceratozamia becerrae GUS807136 |GU807274 |GU80D7396 |GU8N7322 GU807373
Ceratozamia chimalapensis | GU807197 |GU807137 | GUBO7275 GUS807323 GU807374




Ceratozamia decumbens GU807198 |GUBD7138 |GUBN7276 GU807324 GU807375

Ceratozamia euryphyllidia GUS807139 |GU807277 |GU807397 |GU807325 GU807376

Ceratozamia hildae GU807199 |GUBD7140 |GUSN7278 |GUS0N7398 | GU8B0D7326 GUS807377

Ceratozamia huastecorum | GU807200 |GU807141 |GUB07279 |GUSD7399 |GUS0D7327 GU807378

Ceratozamia kuesteriana GU807201 |GU807142 |GU807280 GUS807328 GUS807379

Ceratozamia latifolia GU807202 |GU807143 |GU807281 |GU80D7400 |GUB07329 GUS807380

Ceratozamia matudae GU807203 |GU8S07144 |GU807282 |GU807401 |GUB07330 GUS807381

Ceratozamia mexicana GU807204 |GUS07145 |GU807283 |GU8N7402 |GU807331 GU807382

Ceratozamia microstrobila | GU807205 |GU807146 |GU8SD7284 GUS807332 GU807383

Ceratozamia miqueliana GU807206 |GU8S07147 |GU807285 GU807333 GU807384

Ceratozamia mirandae GU807207 |GU807148 |GU807286 GUS807334 GU807385

Ceratozamia mixeorum GUS807208 |GU807149 |GU807287 GU807335 GU807386

Ceratozamia morettii GU807209 |GU807150 |GU807288 |GU80D7403 |GUBN7336 GUS807387

Ceratozamia norstogii GU807210 |GUBO7151 |GUBD7289 GU807337 GU807388
Ceratozamia robusta GU807211 |GU807152 |GU807290 GUS807338 GUS807389

Ceratozamia sabatoi GU807212 |GU807153 |GU8S07291 GU807339 GU807390

Ceratozamia vovidesii GU807213 |GUBD7154 |GU8BN7292 |GUSD7404 |GU8S0O7340 GU807391

Ceratozamia whitelockiana | GU807214 |GUB07155 |GU8B07293 GU807341

Ceratozamia zaragozae GU807215 |GU807156 |GU807294 GU807342 GU807392

Ceratozamia zoquorum GU807216 |GU8S07157 |GU807295 GU807343 GU807393

Zamia cremnophila GU807217 |GUBD7158 |GU8BN7296 GU807344 GUS807352
Zamia cunaria GUS807235 |GU807159 |GU807297 GU807353
Zamia elegantissima GUS807298

Zamia fischeri GU807218 |GUBD7160 |GUBN7299 |GUSO7417 GU807354
Zamia furfuracea GU807219 |GUBD7161 |GUSD7300 |GUSD7418 |GUS0O7345 GUS807355
Zamia herrerae GU807220 |GU807162 |GU80D7301 |GU807419 |GUBD7346 GU807356
Zamia inermis GU807221 |GU807163 |GU807302 GUS807347




Zamia integrifolia GU807239 |GUB07164 |GUBD7303 GU807357
Zamia katzeriana GU807222 |GUBO7165 |GUBD7304 |GUBD7420 GU807358
Zamia lacandona GU807223 |GUBD7166 |GUSD7305 |GUSD7421 GU807359
Zamia loddigesii GU807224 |GUBD7167 |GUBD7306 |GULD7422 GU807360
Zamia manicata GU807236 |GUBD7168 |GUSO7307 GU807361
Zamia paucijuga GUB07225 |GUBD7169 |GUBD7308 |GUBN7423 |GUSN7348 GU807362
Zamia polymorpha GU807226 |GUBD7170 |GUBD7309 GU807349 GU807363
Zamia prasina GU807227 |GURO7171 |GUBO7310 GUS07364
Zamia pseudoparasitica GU807237 |GU8O7172 |GUSO7311

Zamia purpurea GU807228 |GUBD7173 |GUSD7312 |GUS0D7424 |GUSO7350 GU807365
Zamia pygmea GUB07238 GU807313

Zamia soconuscensis GU807229 |GUBD7174 |GUSO7314 |GUS0D7425 GU807366
Zamia spartea GU807231 |GUBO7175 |GUBD7315 |GUBD7426 |GUSO7351 GU807367
Zamia standleyi GU807232 |GUBD7176 |GUBD7316 GU807368
Zamia tuerckheimii GU807230 |GUBD7177 |GUS0O7317 GU807369
Zamia variegata GUB07233 |GUBD7178 |GUBD7318 |GUSN7427 GU807370
Zamia vazquezii GU807234 |GUBD7179 |GUBD7319 |GUBN7428 GU807371
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Tabla 6. Resumen de todos los sitios diagndsticos encontrados para los diferentes loci utilizados con las cycadas mexicanas

Combinacién de Loci Ceratozamia Brongn. | Dioon Lindl. Zamia L.
psbK-psbl 4/23 8/14 12/24
psbK-psbl + atpF-atpH 9/23 11/14 15/24
psbK-psbl + atpF-atpH + rpoCl 9/23 11/14 16/24
psbK-psbl + atpF-atpH + rpoC1+ rpoB - 11/14 -
psbK-psbl + atpF-atpH + rpoCl+ matK 12/23 - -
psbK-psbl + atpF-atpH + rpoC1+ matK+ITS 18/23 - -
psbK-psbl + atpF-atpH + rpoCI1+ ITS2 - - 18/24

Nota: Tomado de Nicolalde-Morejon et al. 2010 (Cladistics)
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Tabla 7. Sitios diagndsticos a nivel del orden Cycadales

No. Especies representativas de cada género del orden psbK-psbl | atpF-atpH | rpoCl1
Cycadales

1 Bowenia serrulata (W. Bull) Chamb. 19 0 1
2 Ceratozamia latifolia Miq. 7 0 0
3 Chigua restrepoi D. W. Stev. 0 0 0
4 Cycas couttsiana K. D. Hill 46 43 9
5 Dioon caputoi De Luca, Sabato & Vazq. Torres 7 0 1
6 Encephalartos natalensis R.A. Dyer & 1. Verd. 16 3 1
7 Lepidozamia peroffskyana Regel 0 0 0
8 Macrozamia fawcettii C. Moore 28 12 1
9 Microcycas calocoma (Miq.) A. DC. 0 19 0
10 | Stangeria eriopus (Kunze) Baill 54 — 10
11 | Zamia soconuscensis Schutzman, Vovides & Deghan 1 3 1

Nota: Tomada de Nicolalde-Morején et al. 2010 (Cladistics)
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Tabla 8. Sitios diagndsticos con psbK-psbl, rpoC1 y atpF-atpH, para Zamia en México

Taxa

psbI-psbK
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Tabla 9. Sitios diagnosticos con ITS2 y matK, para Zamia en México

Taxa

ITS 2

matK
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Table 10. Especies, nimero de poblaciones, distribuciéon y niimero de secuencias obtenidas para este estudio

Distribution No. de secuencias por poblacion
No. Species No. of populations | Estados/Departamento ITS2 psbK-psbl
1 | Z paucijuga 13 1_Nayarit-México 3 9
2_Jalisco-México 3 9
3_Jalisco-México 3 10
4_Jalisco-México 3 9
5_Jalisco-México 3 10
6_Michoacan-México 3 10
7_Guerrero-México 3 5
8_Guerrero-México 3 10
9_Guerrero-Mé&xico 3 9
10_Guerrero-México 3 8
11_Oaxaca-México 3 8
12_0Oaxaca-México 3 10
13_0Oaxaca-México 3 10
2 | Z. soconuscensis 1 1_Chiapas-México 3 10
3 | Z loddigesii 7 1_Tabasco-México 10
2_Tamaulipas-México 3 10
3_Veracruz-México 4
4_Veracruz-Mé&xico 3
5_Veracruz-México 3
6_Veracuz-México 2
7_Oaxaca-México 4
4 | Z fischeri 2 1_San Luis Potosi-México 3 10
2_San Luis Potosi-México 8
5 | Z. vazquezii 1 1_Veracruz-México 1 9
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Z. inermis

1_Veracruz-México

Z. furfuracea

O\ | —

1_Veracruz-México

2 _Veracruz-México

3_Veracruz-México

4_Veracruz-México

5_Veracruz-México

6_Veracruz-México

Z_katzeriana

1_Chiapas-México

2_Chiapas-México

3_Chiapas-México

4_Veracruz-México

Z. spartea

1_Oaxaca-México

2 _Oaxaca-México

3 _Oaxaca-México

10

Z. purpurea

1_Veracruz-México

2 _Oaxaca-México

11

Z. cremnophila

1_Tabasco-México

12

Z. lacandona

1_Chiapas-México

2_Chiapas-México

13

Z. polymorpha

11

1_Yucatan-México

2 Yucatan-México

3_Yucatan-México

4_Campeche-México

5_Campeche-México

6_Quintana Roo-México

7_Quintana Roo-México

8_Quintana Roo-México

9_Quintana Roo-México

— | — — — | —
.—u—u—‘m.hua-b-bw»—‘moo OOUJ\O\O-&I\)\]\]OO\IOOOOOO
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10_Chiapas-México 3
11_Tabasco-México 4
14 | Z. variegata 1_Chiapas-México 9
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