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Resumen:
México no solo es un pais megadiverso, si no que varios de sus recursos naturales

como las plantas, tienen un impacto importante en la sociedad, desde cuestiones
culturales hasta medicinales. Sin embargo, existe un gran rezago en cuanto al
conocimiento de sus recursos biolégicos y aun mas de aquellos que tienen potencial
biotecnoldgico. La subfamilia Asclepiadoideae es un grupo taxonémico conocido por
sus usos tradicionales en cuestiones tanto culturales como medicinales; pero, a
pesar de esto, se desconocen muchos de los aspectos basicos de varias especies
que la conforman. Se sabe que Asclepias jalicana es una planta con usos magico-
religiosos, comestible e incluso con propiedades medicinales. No obstante, se
desconocen cuestiones basicas, enfocadas a la especie, siendo objeto de
suposiciones sobre su morfologia y su posicion taxonémica variable poco definida.
El objetivo de este trabajo es conocer las posibles variaciones morfolégicas vy
moleculares de poblaciones que se asumen como de esta especie, con una
distribucion discontinua en el pais, utilizando ejemplares de herbario y marcadores
moleculares del cloroplasto (trnC-rpoB, rpl16 y rbcLl). Este estudio constituye el
primer trabajo morfoldgico para Asclepias jalicana con fines exploratorios y con el
uso de muestras recolectadas de las pocas poblaciones silvestres que se pudieron
encontrar para realizar los analisis filogenéticos. Como resultado de este trabajo se
muestra la existencia de morfotipos foliares, asi como datos morfoldégicos en
estructuras florales que sugiere la sospecha de un posible taxén dentro de los
ejemplares de A. jaliscana. Asi mismo, el analisis filogenético mostro grupos no

monofiléticos, debido a posibles mutaciones del intrén rpl/16.



Abstract

Mexico is not only a megadiverse country, but several of its natural resources, such
as plants, have an important impact on society, from cultural to medicinal issues.
However, there is a great lag in the knowledge of its biological resources and even
more of those with biotechnological potential. The subfamily Asclepiadoideae is a
taxonomic group known for its traditional uses in both cultural and medicinal matters;
but, despite this, many of the basic aspects of several species that comprise it are
unknown. It is known that Asclepias jalicana is a plant with magical-religious uses,
edible and even with medicinal properties. However, basic issues are unknown,
focused on the species, being subject to assumptions about its morphology and its
variable taxonomic position poorly defined. The objective of this work is to know the
possible morphological and molecular variations of populations assumed to be of
this species, with a discontinuous distribution in the country, using herbarium
specimens and molecular markers of the chloroplast (trnC-rpoB, rpl16 and rbclL).
This study constitutes the first morphological work for A. jalicana with exploratory
purposes and with the use of samples collected from the few wild populations that
could be found to perform phylogenetic analyses. The results of this work show the
existence of foliar morphotypes, as well as morphological data in floral structures
that suggest the suspicion of a possible taxon within the specimens of A. jaliscana.
Likewise, the phylogenetic analysis showed non-monophyletic groups, due to

possible mutations in the rp/16 intron.
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I Introduccion

México es un pais megadiverso, considerado como el 5° lugar a nivel internacional
por albergar el 12% de la biodiversidad mundial, con 23,424 especies de plantas
aproximadamente, de las cuales, 22,126 pertenecen al grupo Magnoliophyta,
también conocido como angiospermas, las cuales se calculan pueden llegar a
superar las 25 000 especies (Villasefior y Ortiz, 2014; Villasenor, 2016). Esta
biodiversidad se debe principalmente a la geografia accidentada del pais, por la
presencia de dos regiones biogeograficas; la Neartica y la Neotropical, las cuales
tienen una zona de transicion llamada Zona de Transicion Mexicana, donde
convergen plantas provenientes de dichas regiones, ademas de los elementos
propios que pueden considerarse como endemismos (Miguez-Gutiérrez et al., 2013;
Morrone, 2019). Aunque, México tiene dicha riqueza natural, los esfuerzos por
conocer estos recursos bidticos se han visto opacados, a pesar de que en el Articulo
7 del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, adoptado en Rio de Janeiro, Brasil en
junio de 1992, que México firmo, se estipula como prioridad la identificaciéon de
especies que se encuentran en el pais, ademas, de que en general, se hace el
compromiso del cuidado de la biodiversidad y de dirigir su importancia para la
investigacion y la sociedad (Suprema Corte de Justicia de la Nacion [SCJN], 1993).
En el grupo taxondmico de las angiospermas, los estudios sobre diversidad de la
familia Apocynaceae han observado un creciente interés en afios recientes, que se
refleja en inventarios floristicos, actualizacion de bases de datos y en estudios
taxondémicos, principalmente, de la subfamilia Asclepiadoideae (Juarez-Jaimes et

al., 2007). Uno de los géneros de esta subfamilia, mayormente representado en
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México, es Asclepias L., un grupo de plantas que es peculiar por una modificacion
en la estructura floral y de la cual se conocen diversos usos medicinales en distintas
comunidades del pais (Fernandez et al., 2008). El presente trabajo tiene como
objeto de estudio una especie medicinal llamada Asclepias jaliscana B.L. Rob., en
la cual diversos autores (Juarez-Jaimes y Lozada, 2003; Gutiérrez-Cisneros et al.,
2014; Cervantes-Meza, 2018) han observado caracteristicas morfologicas que
sugieren la existencia de especies distintas o de la presencia de algunos fenbmenos
biogeograficos que la hacen morfolégicamente variable. Por ello, para contribuir con
el conocimiento que esclarezca estas observaciones, se presenta un analisis
morfométrico de ejemplares de herbario y un analisis filogenético de tres regiones
génicas, para poder determinar si dichas observaciones corresponden a un grupo
taxonoémico distinto o simplemente a una variacién morfoldgica relacionada con su

distribucién geografica.
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1.1 Marco teodrico
1.1.1 Plantas

El Reino Plantae abarca diferentes grupos como los helechos, briofitas,
gimnospermas y angiospermas; su diversidad conocida se estima en 364,300
especies clasificadas (Crang et al., 2019). Sin embargo, existen aproximadamente
2 millones de organismos de este reino que, en su mayoria, estan sin descubrir y
por ende sin un nombre cientifico; particularmente en plantas terrestres, se estima
que alrededor del mundo existen 500,000 especies (Corlett, 2016; Crang et al.,
2019). Se ha descrito que este desconocimiento se debe, principalmente, a la falta
de inversion para investigacion en regiones tropicales (Asia, Africa y Neotropico) y
a la falta de un interés genuino por la conservacion y el conocimiento de éstas,
debido a que, en el caso de las plantas, siempre se busca que sean Uutiles a
diferencia de lo que sucede con otros grupos, como el de los animales (Corlett,
2016). Particularmente, en el caso de las embriofitas o plantas terrestres (helechos,
briofitas, gimnospermas y angiospermas), tienen su origen evolutivo a partir de
algas verdes de la division de Streptophyta, en la que sus antepasados fueron
algunos de los primeros organismos fotosintéticos en invadir la tierra, a la par de los
holobiontes (Hoffmann, 1989; Vries & Arcibald, 2018). Algunas de las evidencias
que sustentan esta hipétesis son analisis filogenéticos, en los que se muestra que
ciertas algas embriofitas comparten genotipos que, en algun momento, se
consideraban exclusivos de las plantas terrestres (Vries & Arcibald, 2018). Al ser
tan diversa la morfologia y los ciclos de vida de las embriofitas se pueden definir de

forma general como organismos eucariontes que son autétrofos, debido a que
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generan su alimento a través de la fotosintesis, y que varios de estos organismos
se caracterizan por poseer una pigmentacion verde, debido a la clorofila (Crang et

al., 2019).

1.1.2 Cloroplastos

Los cloroplastos pertenecen a una familia de organelos llamada plastidos, con
capacidad fotosintética, que son propios de las cianobacterias, algas y plantas.
Dichas estructuras se caracterizan por estar compuestas, principalmente, por una
molécula llamada clorofila, la cual contribuye a la actividad metabdlica para la
conversion del didxido de carbono, agua y la energia solar, en carbohidratos, fuente
de alimento para estos organismos (Daniell et al., 2016; Crang et al., 2019). Se
considera que los primeros organismos eucariontes con la capacidad de realizar
fotosintesis aparecieron aproximadamente hace 1000 millones de afios, originados
de un proceso similar a la teoria de la endosimbiosis, donde una cianobacteria
endosimbionte fue huésped de una célula eucariota, la que posteriormente dio lugar
a distintos plastidos como cianelas, rodoplastos y cloroplastos. De estos organismos
fotosintéticos evolucionarian las primeras plantas terrestres durante el periodo del
Ordovicico (Lenton et al., 2012; Jensen & Leister, 2014). A pesar de que la funcién
mas conocida del cloroplasto es la fotosintesis, en realidad realiza diversos roles
dentro de las plantas, que van desde la fisiologia, el desarrollo y la sintesis de
aminoacidos, de nucleoétidos, de acidos grasos, de fitohormonas y de una gran
variedad de metabolitos, ademas de ayudar a la fijacién del nitrégeno (Daniell et al.,
2016). Los cloroplastos son estructuras celulares conformadas por tres membranas;

la interna, la externa y una tercera que se compone de un sistema de membranas
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tilacoides. Dentro del espacio entre los tilacoides y la membrana interna se
encuentra una sustancia acuosa denominada estroma. El conocimiento de la
arquitectura de esta biomembrana se sigue desarrollando gracias a los avances en

la microscopia y en la tomografia crioelectronicas (Staehelin, 1986; Kirchhoff, 2019).

El cloroplasto también se caracteriza por poseer sus propios cromosomas de
aspecto circular y ocasionalmente, de forma lineal (Oldenburg & Bendich, 2016;
Mower & Vickrey 2018), los cuales se encuentran empaquetados en estructuras
denominadas nucleoides. Dentro del cloroplasto, en el caso del género Arabidopsis
spp., se ha podido observar un aproximado de 1000-1700 copias de dicha estructura
(Zoschke et al., 2007; Morley et al., 2019). En el ADN de cloroplastos (ADNcp) se
presentan una serie de fragmentos similares llamados repeticiones invertidas (IR),
estos se dividen en dos regiones, una larga y una corta, la primera denominada
como LSC (por sus siglas en inglés Long Single Copy) y la corta conocida como
SSC (por sus siglas en inglés Short Single Copy), dichas regiones se caracterizan
por ser altamente conservadas con un tamafio de 20,000-25,000 pb (Daniell et al.,
2016; Morley et al., 2019). A pesar de que en ocasiones se da por hecho que el
ADN es conservado, se ha visto que ciertas regiones, al igual que en el ADN de la
mitocondria, es material que transfiere informacion genética a otros organelos; este
fendmeno se conoce como “transferencia genética endosimbidtica”, documentado
anteriormente con la transferencia de informacién del ADNcp al nucleo celular y mas
recientemente del ADNcp a la mitocondrial (Ku et al., 2015, Dobrogojski et al., 2020).
Algunos de los genes que se han transferido del ADNcp a la mitocondria y al nucleo

son infA, rpl22 y ndh (Dobrogojski et al., 2020).
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En la actualidad, el uso del ADNcp, con los avances en la secuenciacion de proxima
generacion y secuenciacion masiva, se ha ampliado a diversas utilidades dentro de
la investigacion basica y aplicada, en donde algunos genes o espaciadores
intergénicos son utilizados como marcadores moleculares (Daniell et al., 2016:

Dobrogojski et al., 2020).

1.1.3 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares, también conocidos como moléculas distintivas, son
diversos, van desde proteinas hasta material genético, con aplicaciones variadas;
estos suelen ser ampliamente utilizados en la medicina para detectar mutaciones y
enfermedades (Rashad & Al-Kazaz, 2015; Freeland, 2020; NCI, 2023). Sin
embargo, en la biologia, tienen otras funciones como determinar la diversidad
genética de las especies, explicar fendmenos de dispersion, la identificacion de
especies, explicar relaciones filogenéticas entre grupos intra e interespecificos,
determinar historias evolutivas pasadas y recientes, por mencionar algunas
(Freeland, 2020). Dichas aplicaciones corresponden principalmente a disciplinas
como la ecologia, biogeografia, evolucién y taxonomia (Rentaria, 2007; Freeland,
2020). Cabe destacar, que cada marcador molecular busca responder a ciertas
preguntas especificas de investigacion (Freeland, 2020). Los marcadores
moleculares van desde aloenzimas, isoenzimas, regiones de ADN nuclear (ADNn),
asi como microsatélites, ya sea STR (simple tandem repeats) o SSR (simple

sequence repeats), PCR-RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms),
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AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms), RAPDs (Randomly Amplified
Polymorphic DNA), SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), regiones de ADN
ribosomal (DNAr), por ejemplo, ITS1, ITS2, ADNr 16S y ADNr 18S. En el caso del
ADN mitocondrial (ADNmt) y el ADNcp, se ha realizado la secuenciacién parcial o
completa de su genoma; de igual forma, estan los ADN barcoding (codigos de
barras), que consideran regiones intergénicas, intrones y genes codificantes; un
ejemplo destacado es el gen COI (citocromo c oxidasa |) en animales, debido a que
es de los genes mas conservados dentro del ADNmt (Rentaria, 2007; Rashad & Al-

Kazaz, 2015; Freeland, 2020; Besse, 2021; Dong et al., 2021).

En el caso de plantas, tanto para estudios de ecologia y taxonomia molecular,
suelen utilizarse microsatélites, AFLPs, RAPDs, ADNmt y ADNcp (Besse, 2021),
prefiriendo el uso del ADNcp, dado que la informacién genética en plantas se
considera conservada debido a que gran parte de su informacion de sus genes se
mantienen sin cambios drasticos a escala evolutiva, a pesar de esto, muchas de sus
regiones geénicas y no codificantes tienen altas tasas de cambio en las secuencias
lo que los vuelve ideales para estudios ecolégicos y evolutivos (Freeland, 2020).
Otra caracteristica importante del ADNcp es la forma en que se transmite el material
genético, que generalmente, tiene una sucesion uniparental, es decir, que este
genoma se hereda de un solo progenitor; por ejemplo, en la mayoria de las
angiospermas esta informacion genética proviene de la parte materna, similar a
como ocurre en las mitocondrias, mientras que en las gimnospermas tienden a
heredarlo desde la parte paterna. Debido a esta caracteristica el ADNcp no tiene un

proceso de recombinacion de material genético como en el caso del nucleo
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(Freeland, 2020; Besse, 2021). Ademas, el ADNcp puede proporcionar informacién
diferente conforme al grupo de plantas, por ejemplo, en gimnospermas la
informacion almacenada en el ADNcp se asocia principalmente con la funcién
masculina y los patrones de dispersién de polen, mientras que en angiospermas
describen la historia evolutiva de la funcion femenina, respondiendo a los patrones
de dispersion de las semillas (Freeland, 2020; Besse et al., 2021). Por ello, al ADNcp
en la biologia evolutiva se le considera importante, debido a que poseen informacion
util para resolver incognitas sistematicas, como relaciones entre linajes a nivel de
division, familia, asi como por debajo del nivel de género, y por tal motivo, se utilizan

los llamados ADN Barcoding.

La idea de los ADN Barcoding surge por primera vez en el afio 2003 por Paul Hebert,
Mark Stoeckle y colaboradores, los cuales propusieron el utilizar un solo gen para
poder identificar a todos los seres vivos del mundo, con la finalidad de poder reducir
costos en la identificacidbn molecular de las especies. A raiz de esto se fundé el
CBOL (Consortium for the Barcoding Of Life) que es una iniciativa internacional con
sede en el Smithsonian Institution en Washintong, DC, la cual apoya esta postura
respecto a un gen universal, considerando en una primera instancia el uso del gen
COl (Citocromo c oxidasa subunidad |), el cual se encuentra en el genoma de las
mitocondrias (Hebert et al., 2003; Stoeckle, 2003). En 2009, el CBOL sugiere el uso
de un sistema multiple de genes como cddigo de barras de ADN para plantas, estos
genes son rbcL (ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa: 1400 pb) y matK (maturasa K:
600 a 800 pb) (CBOL, 2009). Esto se debe a que individualmente no son efectivos,

debido a que rbcL es mas conservado y matK presenta cierto grado de variacion
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genética (Nurhasanah et al., 2019; Orozco et al., 2019; Besse et al., 2021). Por ello,
se ha propuesto utilizarlos a niveles taxonémicos altos y a niveles intraespecificos.
Por otro lado, también se consideran efectivas las regiones intergénicas debido a

su alta tasa de mutaciones que proporcionan (Besse et al., 2021).

Asi mismo, existe un estudio que sugiere que el uso de matK en la familia
Apocynaceae es mas efectivo para estudios filogenéticos y de identificacion
molecular de especies, que utilizando solo marcadores moleculares de regiones
intergénicas como trnH-psbA'y trnL-F (Domingo & Duran, 2016). No obstante, Besse
et al., (2021) sugieren que el uso de rbcL y matK con la regidon nuclear ITS mejora
la efectividad en los analisis filogenéticos entre especies estrechamente cercanas y
sepueden detectar individuos hibridos con mayor facilidad, como en el género
Vanilla; de igual forma se sugiere que el uso de rbcL y matK son aceptables para
estudios intraespecificos y de especies cercanas. Domingo & Duran (2016) sugieren
que para la familia Apocynaceae podria mejorar la efectividad de matK con la ayuda
de las regiones intergénicas trnH-psbA y trnL-F. Como puede observarse, dichos
marcadores son variados cuando hablamos de estudios de identificacion y

taxonomia en plantas.

1.1.4 Filogenia

El origen de la clasificacion biolégica es tan antiguo que incluso, desde el aspecto
religioso, es un mandato de Dios hacia Adan, dandole la tarea de dar nombre a cada
ser vivo que habitaba dentro del jardin del Edén (Papavero et al., 2004), siguiendo

desde tiempos remotos con clasificaciones mas complejas como las realizadas por
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Platon y Aristoteles, dichas clasificaciones eran subjetivas, las cuales en esta época
no permitirian muchas posturas positivas (Andrew et al., 2021), en la actualidad la
clasificacion taxonomica de los seres vivos es manejada por la sistematica, la
cladistica y la biologia evolutiva (Wiley & Lieberman, 2011). En esta ultima, se
pueden notar dos tipos de procesos evolutivos, los cambios microevolutivos que
consisten en pequefios cambios en la informacion genética de las metapoblaciones
y, por ultimo, los macroevolutivos, los cuales son los cambios morfolégicos y
genéticos de los eventos de especiaciéon (Otero, 2020). La filogenia es la
herramienta de la biologia evolutiva que se enfoca en analizar dichos cambios, ya
sea con datos morfolégicos o moleculares (Wiley & Lieberman, 2011). En este
sentido, se podria decir, que esta disciplina de la biologia evolutiva se caracteriza
por tener una serie de postulados: 1) los arboles de la vida ligan a todos los seres
vivos, 2) dichas relaciones son el fruto de hipoétesis, 3) cualquier caracter es
potencialmente util para realizar un analisis filogenético, 4) la hipotesis de la
filogenia tiene una base légica que lo puede volver al resultado de un analisis a ser
candidato para entrar en la clasificacion bioldgica y 5) la relacion entre hipotesis

debe contar con evidencia clara (Wiley & Lieberman, 2011).

Una de las caracteristicas que presenta la filogenia es la presencia de los arboles
de la vida (Tree life), siendo la descripcion grafica de los eventos evolutivos
analizados. Estos arboles se caracterizan por tener nodos, nodos internos, ramas y

un taxon en el nodo terminal y poseen raiz (Xue, 2022) (Fig.1).
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Figura 1. Estructura de un arbol filogenético: raiz (Root), ramas (Branches), nodos terminales
(Tips), nodos internos (Internal nodes) y taxon (Taxon) (Xue, 2022).
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Figura 2. A) Red de relaciones (sin raiz); B, C, D y E) arboles enraizados con diferente topologia,
F) la longitud del tiempo (Xue, 2022).
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Figura 3. Cuadro verde representacion grafica de un grupo “monofilético”, cuadro rosa,
representacion de los grupos “polifilético y parafilético” (Besse et al., 2021).

Asi mismo, se puede diferenciar que los agrupamientos por relaciones filogenéticas
se pueden mostrar en diagramas conocidos como arboles (presentan raiz) y la
inclusion en el analisis de un grupo externo (Fig. 2 B, C, E y D F), pero también
redes de relaciones que no poseen raiz (Xue, 2022) (Fig. 2 A). En los arboles
filogenéticos se infieren los ancestros hipotéticos, asi como la longitud de las ramas
que pueden indicar la estimacion de cambios evolutivos. También es importante
resaltar que el cambio de disefio de un arbol filogenético no afecta su resultado,
siempre y cuando se respete la topologia dada por el analisis utilizado. Cabe
mencionar que, desde el aspecto filogenético, también se manejan varios conceptos
de especie, al igual que en otras ramas de la biologia; en este aspecto, la filogenia
considera un taxén (en este caso una especie) cuando dentro de un analisis forma
un grupo monofilético, descartando a los que no son monofiléticos (parafilético y

polifilético) (Wiley & Lieberman, 2011) (Fig. 3). Dentro de la sistematica filogenética
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se pueden utilizar tres métodos de analisis, basandose en modelos de probabilidad:
Maximun Likehood (Maxima Verosimilitud), Maximun Parsimony (Maxima
Parsimonia) y Bayesian Analysis (Analisis Bayesiano) (Wiley & Lieberman, 2011;

DeSalle et al., 2021).

La biologia, desde sus inicios, se dedica a la clasificacion de organismos
basandose, principalmente, en observaciones morfolégicas (Villalobos-Leiva vy
Benitez, 2020). Sin embargo, a lo largo del tiempo ha cambiado el estudio de dichos
caracteres; en la actualidad la morfometria es una herramienta de la ecologia y la
evolucion, que estudia la forma y el tamafo de caracteres mediante datos

cuantitativos (Luna, 2020).

1.1.5 Morfometria

El término “morfometria” proviene del griego “forma” y “mediciéon” y es considerada
una subrama de la estadistica, que se ocupa de los analisis de las formas de los
organismos, basandose principalmente, en los fundamentos de la estadistica
multivariada (Mitterdcker, 2021). Sus origenes se remontan en la aplicacion de
modelos multivariados en la psicologia; a pesar de ello, esta fue adoptada
rapidamente por la biologia, teniendo un gran auge en los modelos estadisticos en
la “fenética”, la cual tenia como finalidad clasificar a los taxones de acuerdo con a
patron comun por similitud (Wiley & Lieberman, 2011; Mitterocker, 2021). No
obstante, los primeros fenetistas tenian la idea de que podian llegar a una medida
de similitud general entre especies e incluso con grupos taxondmicos superiores, lo

cual nunca ocurrié. A pesar de estas limitaciones, la fenética dejé un legado positivo
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que se preserva aun en nuestros dias, son los analisis morfolégicos basados en

estadistica multivariada y geometria morfométrica (Wiley & Lieberman, 2011).

En la actualidad se manejan dos ramas de la morfometria; la geométrica y la
tradicional (Benitez y Puschel, 2014; Villalobos-Leiva y Benitez, 2020). La primera
se caracteriza por el uso de analisis multivariados y plano cartesiano, para poder
tener un modelo 2D 6 3D del caracter morfoldégico en cuestion, teniendo como
principal ventaja una descripcion mas precisa y certera de la forma biolégica que se
esté analizando, lo cual le permite hacer comparaciones mas detalladas (Luna,
2020; Mitterdcker, 2021). La morfometria tradicional, se caracteriza por el uso de
medidas lineales, angulos, recuentos, porciones y la aplicacion de diversos modelos
estadisticos, principalmente, analisis multivariados (Marcus, 1990; Adams et al.,
2004). Se puede decir que, de manera general, en la morfometria sobresalen
algunos analisis estadisticos como: el analisis de discriminantes (DA), el analisis de
componentes principales (PCA), el analisis de variables candnicas (CVA), el analisis
de matrices de distancias euclidianas (EDMA) y el analisis multivariante de varianza
(MANOVA) (Juene & Sattler, 1991; Lele & Richtsmejer, 2001; Benitez y Puschel,
2014; Mitterocker, 2021). Cabe resaltar que el estudio de la morfologia vegetal no
solo se limita al aspecto de la biologia evolutiva o ecologia, sino también a
disciplinas como la biologia del desarrollo, la genética y la fisiologia (Kaplan, 2001;

Mitterocker, 2021).
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1.1.6 Angiospermas

Las angiospermas o Magnoliophyta, también conocidas como plantas con flor
(Villaserfor y Ortiz, 2014), son un grupo de plantas que se estima que tienen
alrededor de 254,076 especies vegetales divididas en 5 clases, de las cuales el 4%
lo abarcan los grupos Ceratophyllum (6 ssp.), Chloranthales (70 spp.) y Magnoliids
(9000 spp.), mientras que el 96% pertenece a los grupos de Monocotyledonae
(70000 spp.), también conocido como monocotiledéneas y Eudicotyledonae
(175000 spp.), llamadas como eudicotiledéneas (Crang et al., 2019). Segun la
evidencia fosil, los registros mas antiguos de plantas con flor se remontan a
mediados del Cretacico (Herendeen et al., 2017). Para México se estiman 22,126

plantas angiospermas con 53 érdenes y 247 familias (Villasefor et al., 2016).
1.1.7 Apocynaceae

La familia Apocynaceae se ubica taxondmicamente en la Clase Magnoliopsida, el
Orden Gentianales y esta conformada por tres subfamilias reconocidas:
Asclepiadoideae, Peroplocoideae y Secamonoideae (Alvarado et al., 2020), con
alrededor de 4,500 especies, considerandolo uno de los grupos mas diversos en el
mundo. Su distribucion geografica es pantropical, es decir, se encuentran
representadas en las zonas tropicales de Africa, Asia y América (Endress et al.,
2018), y varias especies tienen importancia medicinal, econémica y cultural.
Morfolégicamente esta familia se caracteriza por poseer conductos laticiferos, por
donde se transporta un liquido lechoso llamado latex; ovario supero, bicarpelar, un

ginostegio representando la estructura reproductora femenina modificada, asi como
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la masculina reducida a polinios. Los frutos son foliculares y las semillas presentan
estructuras accesorias de dispersion en forma de pelos llamadas comas (Alvarado

et al., 2020).

En México, la familia Apocynaceae fue un grupo taxonémico casi abandonado,
hasta en afos recientes en los que se han realizado trabajos taxonémicos y de
biodiversidad y en el afio 2007, se estimaban 50 géneros y 385 especies (Juarez-
Jaimes et al., 2007). No obstante, actualmente este numero ha cambiado, pasando
de 50 géneros a 52 y, por supuesto, la cantidad de especies, considerandose hasta
el momento 418 especies de las cuales 214 son endémicas para México (Alvarado-

Cérdenas et al., 2020).

1.1.8 Género Asclepias L.

El género Asclepias L. le debe su nombre al dios griego de la medicina Asclepios,
este taxon es conocido comunmente como “algodoncillo” en el habla hispana y en
inglés como “milkweed” (Fishbein et al., 2011). Se describen, de forma general,
como plantas que van desde aspecto de hierbas, enredaderas o arbustos perennes,
poseen latex (savia lechosa); con las hojas opuestas, verticiladas o alternas; la
inflorescencia de forma de cimas interpeciolares o raramente terminales, en su
mayoria racemosas a umbeliformes (Sundell, 1993). Sin embargo, una de las
caracteristicas que distinguen a este género es su estructura floral, siendo incluso
peculiar entre las angiospermas debido a que posee los polinios y translator; otras
caracteristicas resaltantes de la flor es que son actinomorfas, pentameras, excepto

el gineceo; con los lobulos del caliz basalmente unidos, posee una corola sinpétala;
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estambres epipétalos, que surgen del tubo de la corola; los filamentos fusionados
en un anillo o tubo (columna) que rodea los ovarios, anteras coherentes o unidas en
un anillo (cabeza de antera) y adherentes a la cabeza del estigma engrosada que
forma el ginostegio central, cada antera con un apéndice hialino terminal y
margenes laterales, tipicamente corneos (alas de antera), formando los margenes
de cada par de anteras adyacentes; una hendidura que conduce a la superficie
estigmatica, poseen tipicamente una corona compuesta por capuchones y cuernos

(Sundell, 1984, 1993) (Fig. 4).

Este grupo vegetal tiene una amplia distribucién en América del Sur, América del
Norte y Africa, se estima que existen unas 72 especies representadas en México,
de las cuales 36 son endémicas y siete especies consideradas endémicas locales

para algunas regiones (Fishbein et al., 2011; Alvarado et al., 2020).
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Figura 4. Estructura floral del género Asclepias L. (Sundell, 1984).
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Figura 5. Inflorecencia de Asclepias L.: A: A. glaucescens, B: A. otaroides, C: A. linaria, y D: A.
curassavica.

1.1.9 Interacciones ecoldgicas

El género Asclepias L. es popularmente conocido por su asociacion simbiotica con
especies del orden de los lepidopteros, debido a que algunas especies de este
orden se ven favorecidas por este grupo de plantas, debido a que las flores de
algodoncillo son longevas y producen abundante néctar, que fluye de los nectarios
dentro de las camaras estigmaticas para llenar las capuchas que sirven como
reservorios, funcionan como resguardo para los huevecillos de los lepidépteros,

aprovechando la produccién de cardendlidos con propiedades toxicas que alejan a
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sus depredadores, el néctar también trae el beneficio de servir como liquido de
germinacion para los granos de polen (Wyatt & Broyles, 1994; Agrawal et al., 2008;
Luna & Dumroese, 2013). Algunas especien que se ha visto mayor interaccién con
lepidopteros son A. syriaca L., A. speciosa Torr., A. incarnata L., A. ovalifolia Decne.,
A. tuberosa L., y A. viridiflora Raf. (Luna & Dumroese, 2013). Siendo la especie mas
sobresaliente la asociacion simbidtica de lepiddpteros con A. syriaca (Fishbein et
al., 2011), la cual esta considerada en categoria de riesgo, dicha especie es un
elemento de sobrevivencia de Danaus plexippus L. (mariposa monarca), por lo que
ha sido considerada en programas de conservacion que incluyen su propagacion a

través de semillas (Agrawal et al., 2010; Luna & Dumroese, 2013).

Cabe mencionar que, otra de las caracteristicas que presenta este género es la
hibridacién natural entre especies, un proceso raro de ver en la naturaleza, incluso
en plantas. Para ilustrar esto, en A. syriaca y A. exaltata L., se han encontrado
poblaciones de forma natural F1 (filial 1) y F2 (entrecruzamiento), no obstante,
dichos hibridos tienden a tener bajas tasas de produccion de semillas, resultando

en escasos individuos F2 (Broyles, 2002).

Otras interacciones ecologicas de Asclepias son las relacionadas con micorrizas
arbusculares (HMA), principalmente con A. syriaca (Landis et al., 2004). Se han
realizado trabajos de inoculacion de raices de A. syriaca, A. latifolia, A.
purpurascens L., A. californica Greene., A. curassavica L., A. verticillata L., A.
linearis Scheele. y A. incarnata con HMA, notando algunos beneficios en el
crecimiento y produccion de metabolitos que ayudan como defensa ante

depredadores. Sin embargo, de manera contradictoria, se han descrito efectos
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neutrales o negativos al inocular con especies de HMA, por ejemplo, Glomus
etunicatum W.N. Becker & Gerd. en A. syriaca, en donde, aparentemente, actuaba
mas como parasito del desarrollo y produccién del latex (Vannette & Hunter. 2010;
Vannette et al., 2013). Por otra parte, se han descrito asociaciones simbidticas entre
hongos enddfitos como Alternaria alternata (Fr.) Keissl. y Penicillium chrysogenum
Thom. con Asclepias sinaica Bioss., observando beneficios en el desarrollo de las
raices (Fouda et al., 2015). También, se reportan estudios de interaccion con virus,
tal es el caso de Tymovirus en A. viridis, con caracteristicas asintomaticas en su

interaccion (Min et al., 2012).

A pesar de la importancia ecolégica del género Asclepias, se puede sefalar, que
varias especies carecen de un programa de conservacién y, mas aun, existe
desconocimiento sobre su aspecto ecoldgico. Finalmente, cabe destacar los
problemas que en afos recientes enfrenta este grupo. Se han reportado
poblaciones afectadas por el crecimiento urbano y la fragmentacién de paisajes,
como el caso de Asclepias lanuginosa Nutt. que ha presentado una produccion nula
de semillas a pesar de producir flor y que a través de microsatélites se ha
determinado un alto porcentaje de clonalidad. Aun no se tiene evidencia de
endogamia y se han registrado cambios en las estrategias de reproduccién sexual
pasando a asexual, esto en poblaciones ubicadas en lllinois y Wisconsin en Estados
Unidos de América (Sun-Kin et al., 2015). Algunos otros retos que enfrentan el
genero y sus especies asociadas son el cambio climatico, debido a que algunas
modelaciones de sus probables areas de distribucion futura, se espera que durante

los siguientes anos A. syriaca, A. tuberosa, A. speciosa, A. purpurascens L., A.
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fascicularis Decne., y A. curassavica tengan un area de distribucion mas al norte del
continente americano, principalmente, en regiones de Canada y, aunado a esto, el

cambio del comportamiento de la migracion de D. plexippus (Lemoine, 2015).

1.1.10 Uso del género Asclepias L.

El género Asclepias L. es un grupo de plantas que tiene diversas aplicaciones
tradicionales en México; dentro del territorio nacional sobresalen al menos 17
especies que tienen algun uso en las comunidades de este Pais. Los usos van
desde medicinales hasta magico-religiosos, incluyendo el ambito alimenticio. Las
especies mencionadas son: A. linaria Cav., A. euphorbiifolia Engelm. ex A. Gray.,
A. glaucescens Kunth., A. notha W.D.Stevens., A. albicans S.Watson., A.
curassavica, A. glaberrima Sessé & Moc., A. hypoleuca (A.Gray) Woodson., A.
mexicana Cav., A. lynchiana Fishbein., A. oenotheroides Schltdl. & Cham., A. similis
Hemsl., A. subulata Decne., A. tuberosa, A. woodsoniana Standl. & Steyerm., A.
quinquedentata A.Gray. y A. contrayerba Sessé & Moc. (A. jaliscana) (Fernandez et

al., 2008) (Fig. 6).

Entre las especies comestibles conocidas de este género esta A. notha, de la cual
se extrae el latex para producir chicle en algunas regiones de México, como en la
Mixteca de Oaxaca y en Tlaxcala (Fernandez et al., 2008; Juarez-Cruz et al., 2016).
De otras especies de Asclepias se ha documentado el consumo de otras partes de
la planta, como en A. similis y A. oenotheroides se pueden consumir los frutos;
mientras que, el consumo de hojas se da en A. brachystephana, A. jaliscana, A.

euphorbiifolia, A. glablerrima, y A. quinquedentata (Fernandez et al., 2008). En
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cuanto a especies con propiedades medicinales, el conocimiento que existe no es
homogéneo como se puede observar en A. circinalis y A. melantha, que cuentan
con un reporte como plantas de uso medicinal en el estado de Oaxaca, en la
comunidad de San Pedro el Alto, pero se desconocen detalles sobre su aplicacién

como medicina tradicional (Pérez-Luis, 2023).

En el caso de A. glaucescens, la cual tiene una amplia distribucién desde el sur de
los Estados Unidos de América hasta Centro América (Juarez-Jaimes et al., 2022),
se conoce que, en algunas comunidades de México, la raiz de la planta es util para
tratar malestares estomacales y el latex para tratar heridas infectadas (Fernandez
et al., 2008). Desde hace décadas se conoce parte de la composicion bioquimica
del latex, principalmente, metabolitos secundarios llamados asclepainas vy
labrioformina, con posibles efectos terapéuticos (Tablero et al., 1991; Fonseca et
al., 1991). Sin embargo, a pesar de que A. glaucescens posee metabolitos de
interés farmacéutico, se puede notar una gran diferencia con otras especies con

respecto a su conocimiento y aplicacion.

A. curassavica es una especie ampliamente distribuida en el continente americano
(Juarez-Jaimes et al., 2022), considerada una planta con propiedades medicinal y
toxica; tradicionalmente utilizada como purgante, diurético, para tratar hemorragias,
fiebre, inflamacion, infecciones y mordeduras de serpiente, y que cuenta con
diversos estudios (Fernandez et al.,, 2008; Al-Snafi, 2015) por la presencia de
glucésidos cardendlidos, la corotoxigenina y la coroglaucigenina, que han
demostrado ser eficientes al tratar células cancerosas hepaticas y de pulmén,

inhibiendo su viabilidad y proliferacion (Ji et al., 2022). Otros de los compuestos
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metabdlicos que produce son asclepainas (asclepaina Cl y CIl), las cuales son
potenciales para tratar la inhibicion de células cancerosas (Liggieri et al., 2009; Al-
Snafi, 2015), asi como también se han hecho pruebas de los efectos
antiparasitarios, antinflamatorios, antinociceptivos y sedantes de extractos
etandlicos en ratones (Alonso-Castro et al., 2021). El registro de varias aplicaciones
en medicina hace que estas especies sean consideradas promesas dentro de la
farmacologia (Al-Snafi, 2015). Por ultimo, A. subulata que tiene una distribucion
desde Estados Unidos a México (Juarez-Jaimes et al., 2022), produce cardendlidos
con una alta actividad anti proliferativa en lineas celulares cancerosas (Bustamante-

Armenta, 2018).

Figura 6. Especies con alguna aplicacion antropogénica; A) A. glaucescens, B). A. nothay C) A.
curassavica.

1.1.11 Asclepias jaliscana B.L. Rob.

Asclepias jaliscana B.L. Rob., tiene como sinénimos a A. contrayerba Sessé & Moc.

y A. setosa Benth. (Fig. 7) y se diferencia del resto de las especies de Asclepias L.
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por presentar pubescencia hispida a setosa (muy raramente glabra) tanto en
laminas, tallo y bracteas; hojas con peciolos cortos de 0 a 4 mm, margen ondulado
y cérneo, textura coriacea, membranosa y con color glauca en el envés de la lamina,
asi como una venacién de color negro a rojizo; tallo rojizo (Calderén y Rzedowski,
2010). Esta especie tiene una fenologia que corresponde a los meses de junio a
septiembre y el desarrollo de sus frutos a partir del mes de septiembre (Juarez-
Jaimes y Lozada 2003). La especie cuenta con una serie de nombres comunes en
diferentes comunidades de México y Centro América. Sin embargo, el mas antiguo,
encontrado en la bibliografia, es el de “contrayerba” en la zona centro de México,
siendo utilizado en algunas comunidades, en afos recientes (Sessé y Moncifio,
1894; Ortiz y Espafia, 2000; Lépez y Rojas, 2006). Otros nombres comunes con los
que se le conoce en México son quiebramuela, hierba del inmortal, escoradilla,
atusivants (purépecha), polpoc (tzeltal), choriki (taraumara), panyat wamal (Tzeltal)
(Fernandez et al., 2008). En Guatemala se le conoce como sicaquina, jicana vy

jicaquina, mientras que en El Salvador le dicen isbcaco (Woodson, 1954).
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Figura 7. Ejemplar de Asclepias jaliscana del municipio de Ixtacuixtla, Tlaxcala.

1.1.12 Estado de conservacion de la especie

De acuerdo con la NOM-059-SEMARNAT-2010, A. jaliscana no se encuentra dentro
de su listado de especies en riesgo, por lo que puede considerarse como
preocupacion menor, lo mismo sucede con la IUNC (International Union for
Conservation of Nature; en espafiol: Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza), donde no es considerada como una especie en peligro. Sin embargo,
no existe un estudio que avale dicha certificacion (SEMARNAT, 2010; IUNC, 2024),
aunque se ha mencionado que sus poblaciones silvestres no son muy abundantes

y en algunas localidades se considera que ha desaparecido (Gutiérrez et al., 2014).
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1.1.13 Distribucion de Asclepias jaliscana

Asclepias jaliscana presenta una distribucion amplia correspondiente a mega
México Il (México a Centroamérica), que incluye las regiones biogeograficas
neartica, neotropical y la zona de transicion mexicana (Rzedowski, 1991; Luna-
Vega, 2008; Juarez-Jaimes et al., 2022). Algunos de los ejemplares de herbario
registrados estan relacionados con algunas comunidades vegetales representadas
por Quercurs spp, Clethra spp, Acacia spp, Bursera spp, Pinus spp, Juniperus spp,
Pherotrichus spp, Eriosema spp, Tripogandra spp, Bouteloua spp. y Lasianthaea
spp. El tipo de suelo de las localidades mencionadas son rocosos, volcanico,
asoleado, somero discontinuo, ladera riolitica y negro rocoso (IBUNAM, 2022). Las
poblaciones reportadas se encuentran ampliamente distribuidas en el estado
mexicano con excepcion de Baja California, Baja California Sur, Quintana Roo,
Yucatan y Campeche, también existen registros de la especie en Guatemala y El
Salvador, no obstante, dichos registros son limitados (Calderén y Rzedowski, 2010;
TROPICOS, 2022; GBIF, 2022). Recientemente se ha mencionado que A. jaliscana
tiene una distribucion potencial desde los Estados Unidos de América hasta Centro
América. Se puede encontrar a una elevacion de 4 a 2586 msnm, asi como en todos

los tipos de vegetacion del pais (Juarez-Jaimes et al., 2022).

1.1.14 Usos de Asclepias jaliscana (A. contrayerba, A. setosa)

El primer registro del uso A. contrayerba corresponde entre los afios 1787 y 1803
en el Valle de Malacatepec (actualmente en la zona de Valle de Bravo, Estado de

México), donde los indigenas locales la denominaban contrayerba de la cual
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utilizaban el polvo de la raiz para tratar malestares estomacales (Sessé & Mocifio,
1894; McVaugh, 2000). En afios mas recientes se han visto otros usos y otras
comunidades del pais donde utilizan esta especie. En Morelos se utiliza para curar
el espanto, tratar quemaduras, dolor de muelas e incluso intoxicaciones (se
desconoce parte utilizada de la planta) (Ortiz y Espaia, 2000). En el caso del estado
de Tlaxcala se reportan multiples usos de esta especie, asi como partes empleadas

de la planta (Tabla 1) (Aguilar-dJiménez, 1997; Lépez y Rojas, 2006).

Tabla 1 . Comunidades y usos de A. jaliscana en Tlaxcala.

Municipio/Localidad | Parte Usada Padecimiento Autor

Envenenamiento e
Intoxicacion: Por

Panotla, cualquier tipo de Aguilar-Jiménez
comunidad de Raiz. mordedura de 9 ’
. L 1997.
Temetzontla. reptiles, aracnidos, o
ingesta de hongos
VEeNnenosos.
Raiz. Envenenamiento e

intoxicacion: Por
cualquier picadura o

Ixtacuixtla, mordedura o ingesta Lépez y Rojas
comunidad de Flores. de hongos toxicos. ZO)(IJG 1as,
Jilotepec. Dolor de cabeza. )
Malestar estomacal.
Quemaduras.
Hojas. Dolor de muelas.

Ademas de las aplicaciones mencionadas anteriormente, se reportan otros efectos
relacionados a su uso como alimento, en donde las hojas se consumen como
quelites en el estado de Chihuahua, asi como para tratar el acné utilizando el latex
y, por ultimo, se ha reportado su uso desde el aspecto magico-religioso, macerando

la raiz para bafar a los nifios, ademas de tratar el mal de amores y maleficio
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(Fernandez et al.,, 2008). Sin embargo, a pesar de tener muchas utilidades por
algunas comunidades del pais, se conoce poco sobre sus propiedades quimicas,
las cuales se han reportado, para una poblacion de A. contrayerba,
especificamente, en una que se encuentra en la comunidad de Jilotepec del
municipio de Ixtacuixtla, Tlaxcala, indicando que la raiz la cual, esta compuesta por
taninos en un 7.10%, resinas 11.64%, glicésido 35.44%, alcaloides 46.06%

correspondientes con su peso total (Cardoso y Flores, 1998).

1.1.15 Discrepancias del taxén A. jaliscana

No hay prioridad sobre los dos nombres de la especie: Asclepias jaliscana y
Asclepias contrayerba, debido a que la descripcidn hecha por Robinson (1894), que
corresponde a A. jaliscana, y la descripcion de Sessé y Mocifio (1894), que hace
referencia a A. contrayerba, comparten el mismo afio de publicacién. Sin embargo,
hay evidencia que sugiere que Robinson fue el primero en publicar la descripcion
morfolégica y debido a esta cuestion, McVaugh (2000), sugiere que a través del
principio de prioridad debe llamarse A. jaliscana y no A. contrayerba. No obstante,
si se basa en la historia botanica en México, deberia darse prioridad al nombre de
A. contrayerba, dado que Martin Sessé y Lacasta entre los afios 1787-1803 dirigio
la expedicion, en la entonces Nueva Espafia donde se incluia a México, con el
apoyo de varios botanicos que fueron formados por la primera catedra botanica en
dicho territorio, como D. Mariano Mocifio. A pesar de sus esfuerzos, la publicacion
de sus resultados se vio detenida por la falta de dinero para su impresion y por la
desaparicion del primer tomo de la Flora de México (Ledn, 1895). Woodson (1954),

sefala que la especie deberia llamarse A. contrayerba debido a la relacion con su
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uso medicinal, ya que el nombre comun que le dan los indigenas es contrayerba; y
a su amplia distribucion, desde el norte de México hasta El Salvador. A. jaliscana
tiene otra sinonimia menos conocida y mas antigua que la descrita en la expedicidn
de Sessé, que es Asclepias setosa; Forssk (1775); Benth (1839), sin embargo,
puede confundirse la descripcion de A. setosa Forssk 1775, la cual corresponde a
“Flora Aegyptiaco-Arabica” (Flora egipcio-arabica), es decir, es una descripcion de
plantas que corresponden a una region del Medio Oriente, no obstante, A. setosa
Benth. 1839 realiza una descripcion que aparece en “Plantas Hartwegianas
Impirimis Mexicanas”, basada en un ejemplar de Asclepias de México. En la Fig. 8,

se resume parte de la historia de la especie A. jaliscana.

Juarez-Jaimes y Lozada (2003), da una descripcion en el “fasciculo 37 de la Flora
del Valle de Tehuacan-Cuicatlan”, consideran que la especie A. contrayerba tiene
caracteristicas morfolégicas diferentes a las de A. jaliscana y que posiblemente
sean otro grupo taxondémico, pero no da razon de esta conjetura. Cervantes-Meza
(2018) mencionan la existencia de un cambio gradual en la forma de las hojas desde
el norte de México al sur, pero, solo es una observacion superficial y no se presenta
un analisis como tal. Ademas, Gutiérrez et al., (2014), reportan, que una poblacién
de Guerrero que presentaba homocigosis los individuos particularmente tenia un
mayor tamafo en las hojas que las poblaciones de Tlaxcala y Jalisco, a pesar de
que en este ultimo estado una poblacion presentaba de igual forma homocigosis, a
pesar de esto es solo una observacion y no da datos de un analisis morfolégico que
respalde dicha diferencia. Asi mismo, no existe un consenso con respecto a la

morfologia de la lamina e inflorescencia de esta especie, debido a que en diferentes
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claves taxondmicas estas varian de acuerdo con el autor, esto se resumen en la

Tabla 2.

Cronologia de las sinonimias de A. jaliscana

Asclepias setosa

>

Asclepias setosa

| {
Asclepias Asclepias Asclepias
contrayerba Sesse contrayerba contrayerba Jiarez-
& Mocifio. 1894 Woodson. 1954 Jaimes. 2003
[ )
Asclepias jaliscana

Cervantez-Meza.

Fotssk. 1775 Benth. 1839
2019
Asclepias jaliscana Asclepias jaliscana McVaugh.
B. L. Rob. 1894 2000
Asclepias jaliscana Asclepias aliscana
M.F. Jones 1908 pias jal-
Rzedowki y
Asclepias Asclepias tapalpana Calderon. 2001
angustifolia M.F. Jones 1912
Schweigg. 1812 |
1
Figura 8.Cronologia de las sinonimias de A. jaliscana.
Tabla 2. Resumen de discrepancias en claves taxonémicas.
TABLA COMPARATIVA DE CLAVES TAXONOMICAS
. A . POSICION DE FORMA DE A
Especie CLAVE TAXONOMICA | ANO AUTOR INFLORECENCIA | INFLORECENCIA LAMINAS
A. setosa Fl‘lant_as_Hartwggianas 1839 Benth. Inter-pecioladas. Umbela. Oval y lanceolada-oval.
mprimis Mexicanas.
A Flora Mexicana. 1984 Sessé y Mocifio. Terminal erecta o Umbela. Cordada-oblonga.
contrayerba doblada.
Descriptions of New and
A. jaliscana Hitherto Imperfectly Knows | 1894 B.L. Rob. No se menciona. Umbela. Oval, ovada- oblonga.
Plants Collected in Mexico.
A The Birth Amerigan Species 1954 Woodson. Terminal. Corimbo. Ovada, oblanga-
contrayerba of Asclepias L. lanceolada.
A. jaliscana FIO:? fanerogé'm_ica del 2001 | Rzedowki y Calderon. Terminal y lateral. Cima. Lanceolda y ovada.
alle de México.
A Flora del Valle de Juarez-Jaimes y . . Ovada y angostamente
contrayerba Tehuacan-Cuicatlan. 2003 Lozada. Terminal Umbeliformes. ovada.
Sinopsis Del Género
Asclepias Oblonga, obovada,
A. jaliscana (Asclepiadoideae, 2018 Cervantes-Meza Terminal y lateral. No se menciona. angostamente eliptica, a
Apocynaceae) De Hidalgo, largamente ovada.
México.
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.2 Antecedentes

Cardoso y Flores (1998), documentan los metabolitos anti-fisioldgicos de la raiz de
A. jaliscana recolectada en San Marcos Jilotepec de Ixtacuixtla, Tlaxcala. Lopez y
Rojas (2006), en un estudio etnobotanico en la comunidad de San Marcos Jilotepec
de Ixtacuixtla, Tlaxcala, prueban, tres métodos de propagacion de la especie: por
semillas en sustrato (suelo del lugar de donde encontraban las poblaciones) bajo
condiciones controladas en un invernadero, propagacion de semillas en camaras
humedas y propagacion por esquejes (hojas) en agar-agua, teniendo mejores
resultados con la propagacion de semillas de sustrato, seguida del uso de las
camaras humedas, siendo la peor forma de propagar con agar-agua, debido a que
las plantulas que se llegaban a formar al momento de reincorporarlas con los otros
grupos en el invernadero terminaban muriendo, debido a que eran plantas muy

pequefas y fragiles.

En el aspecto etnobotanico se observé que el 88% de los encuestados conocen su
uso medicinal, ademas, en dicha comunidad utilizan casi toda la planta, solo
difiriendo las formas de empleo, la parte mas usada fue la raiz, ademas de que su
uso va dirigido para tratar dolores de cabeza, estomago y muelas, asi como

guemaduras e intoxicacion por hongos (Cardoso y Flores, 1998).

Dejando de lado los estudios relacionados con su uso y las posibles estrategias
para su conservacion, el tercer trabajo enfocado unicamente a la especie es el de
Gutiérrez et al., (2014), el cual tiene un enfoque de diversidad genética utilizando

aloenzimas, especificamente, isoenzimas. Como resultado se observé que A.
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Jaliscana tienen una mayor heterocigosis entre las poblaciones de Jalisco y Tlaxcala
y un mayor grado de homocigosis entre las poblaciones de Guerrero y Jalisco, lo
que puede deberse a un aislamiento de las poblaciones o endogamia; dichos
fendmenos pueden alterar el acervo genético de estas poblaciones, ademas de que
la poblaciéon de Guerrero, se observaron individuos de mayor tamafio en

comparacién con las poblaciones de Tlaxcala y Jalisco.

Otro trabajo que denota las diferencias morfoldgicas es una sinopsis del género
Asclepias en el estado de Hidalgo (Cervantes-Meza, 2018) donde menciona a A.
Jaliscana con un cambio en la forma de la hoja relacionado con su distribucion desde
el norte de México al sur, pasando de ser laminas lanceoladas a ovadas. Juarez-
Jaimes y Lozada (2003) mencionan que A. jaliscana y A. contrayerba que son
diferentes debido a ciertas variaciones morfolégicas; sin embargo, no hacen

referencias a las mismas, ni aun método que suponga esto.

En el aspecto molecular se han hecho trabajos con el género Asclepias L., en los
cuales, solo hay dos con analisis filogenéticos en los que se consideran entre las
muestras a la especie de Asclepias jaliscana representada por una sola secuencia
de un individuo en cada caso. Dichos trabajos utilizan diferentes marcadores
moleculares el primero de Fishbein et al., (2011), generan una hipotesis con
respecto a como el género Asclepias fue diversificandose entre los continentes de
Africa y América, dando como hipétesis que este grupo proviene de Africa y que
posteriormente colonizé a América del Norte, seguido de América del Sur, esto
utilizando las regiones intergénicas trnC-rpoB, trnS-trnG y el intron rpl16,

marcadores ubicados en el cloroplasto. Se observé que A. jaliscana, representada
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por una secuencia de un ejemplar del estado de Durango; esta relacionada con A.
Jorgeana. El estudio de Fishbein et al., (2017) incluye una secuencia de un ejemplar
del estado de Sonora y es un trabajo relacionado con la evolucién de tricomas
(pubescencias) y se realiza un analisis utilizando el genoma parcial del cloroplasto
de 103 especies de América del Norte, no obstante, A. jaliscana queda emparentada
en este estudio con A. otaroides, para ambos trabajos de investigacién se basaron

en el analisis filogenético de parsimonia y maxima verosimilitud.

Cabe destacar que el uso de los marcadores moleculares como el intrén rp/16 no
solo se han limitado en Asclepias, sino, que tiene amplias aplicaciones en la
filogenia de otras familias de plantas, como Poaceae y Cactaceae, siendo
adecuados para describir relaciones filogenéticas a nivel de familia y hasta género,
como es el caso de los trabajos de Butterworth et al., (2002) donde usa como
marcador molecular rp/16 para realizar un andlisis filogenético de parsimonia,
llegando a la delimitacion de tribu en Cactaceae. En la familia Poaceae se ha
regiones intergénicas (rps16-trnQ , trnC-rpoB , trnH-psbA 'y trnD-T) para analisis
parsimonia en la subfamilia Bambusoideae (Goh et al., 2010). Especificamente en
el género Chusquea (Poaceae); se observé que este marcador a pesar de poseer
mutaciones puntuales es posible establecer relaciones filogenéticas a nivel

intergenérico y intragenérico (Zhang, 2010).
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.3 Preguntas de Investigacion

¢, Cual es la posicion filogenética de las secuencias de A. jaliscana del norte, centro

y oriente de México?

¢ Cuales son las variaciones morfoldgicas que existen en los ejemplares de herbario

identificados como A. jaliscana, A. contrayerba y A. setosa?

1.4 Justificacion

El género Asclepias L. es un grupo taxonémico poco estudiado, a pesar de que
muchas de sus especies tienen importancia cultural y medicinal. Tal es el caso de
Asclepias jaliscana, que tiene un amplio uso en varias regiones del pais, que van
desde un uso medicinal, alimenticio y en algunas ocasiones comercial. Sin embargo,
algunos autores han mencionado que algunas poblaciones presentan
caracteristicas morfolégicas unicas, con respecto a su tamafio, forma de la hoja e
incluso de suponer que hay mas de un taxén en las colecciones cientificas de
herbario, por tal razén, el presente trabajo aportara informacion molecular y
morfométrica respecto a la posicidon taxonémica de Asclepias jaliscana, debido a la

variacion morfolégica observada en las colecciones cientificas de herbarios.
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1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Conocer la posicion filogenética de Asclepias jaliscana usando como fuente de
datos tres regiones génicas y explorar datos morfométricos para determinar

patrones variaciones dentro del taxon.

1.5.2 Objetivos especificos

1. Conocer la posicion filogenética de muestras de A. jaliscana obtenidas de
localidades del centro de México, con secuencias de cloroplasto: trnC-rpoB, rpl16'y

rbeL.

2. Analizar los caracteres morfolégicos de ejemplares de herbario identificados
como A. jaliscana, A. contrayerba y A. setosa para reevaluar la variacion reportada

de la especie.
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Il. Materiales y métodos

2.1 Seleccion de sitio de estudio

Los sitios de estudio se seleccionaron con base en la informacién disponible en
bases de datos publicas como TROPICOS, Global Biodiversity Information Facility,
Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad y datos abiertos
del Instituto de Biologia de la UNAM (TROPICOS, 2022; Global Biodiversity
Information Facility [GBIF], 2022; Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de
la Biodiversidad [CONABIO], 2022; Instituto de Biologia de la UNAM [IBUNAM],
2022). Se obtuvo informacion de las bases de datos de las paginas anteriormente
mencionadas, y se hizo una depuracion de las localidades donde se han reportado
poblaciones de A. jaliscana, para esta clarificacion se considerd importante la

informacién sobre la fecha, las coordenadas, el estado y la localidad.
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2.2 Sitios de estudio

El area de estudio incluye las localidades en las que se encuentran reportadas las
poblaciones de A. jaliscana, que corresponden con los estados de: Tlaxcala, Puebla,
Morelos, Estado de México, Hidalgo, Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Chiapas,
Sinaloa, Jalisco, Nayarit, Guanajuato, Querétaro, Durango, Sonora, Chihuahua,
Tamaulipas, Veracruz y Tabasco (TROPICOS, 2022; GBIF, 2022; CONABIO, 2022;
IBUNAM, 2022), siendo un total de 120 localidades registradas (TROPICOS, 2022;

GBIF, 2022; CONABIO, 2022; IBUNAM, 2022).

2.3 Recoleccion de las muestras

La recoleccion de muestras se llevd a cabo en la temporada de primavera-otofio,
entre los meses de abril a noviembre del 2022 (TROPICOS, 2022; GBIF, 2022;
CONABIO, 2022; IBUNAM, 2022). Se visitaron 22 localidades correspondientes a
los estados de Tlaxcala, Puebla, Hidalgo, Ciudad de México, Estado de México,
Chiapas (Véase en Anexo 1). En localidades reportadas con la presencia de A.
Jaliscana. Se obtuvo un total de tres muestras correspondientes a tres localidades;
Estado de México (Otumba) y Tlaxcala (Ixtacuixtla y Sanctorum). Ademas, se
agregdé una muestra de una poblacién, que corresponden con el estudio de
Gutiérrez et al. (2014), este material obtenido es del estado de Guerrero (Eduardo
Neri), Fig. 9. Para la recoleccion de muestras frescas en el centro de México, sélo
se considerd reunir material vegetal de tres individuos por localidad. ElI material
vegetal que se recolectdé fue de hojas, preferentemente, sanas para hacer la

extraccion de ADN; una vez obtenidas las muestras fueron almacenadas en bolsas
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herméticas con silica gel para poder transportarlas (Valadez y Kahl, 2000; Zaveska,

2019).

Otumba =
| Ixtacuixtla ==
| Eduardo Neri = &
| Sanctorum SIS
Estado COfEsg

Figura 9. Ubicacion geografica de las muestras de A. jaliscana.

2.4 Analisis de ADN

2.4.1 Diseno de primers

Para el disefio de los primers se consideraron las regiones trnC-rpoB y rpl16 ya
utilizados para el género Asclepias L. por Fishbein et al., (2011). Se hizo el redisefio
de los primers seguido de dos alineamientos ClustalW en el programa BioEdit
ver.7.7, uno con la region intergénica trnC-rpoB y otro con el intrén rpl16,
considerando en el alineamiento todas las secuencias individuales disponibles para
el género. Se seleccionaron las secuencias mas conservadas de las regiones trnC-
rpoB y rpl16 y posteriormente, se ajustaron las temperaturas medias de fusion de
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los primers en la pagina Integrated DNA Technologies (IDT). Se comprobd en

primer-BLAST, la unidn a las regiones seleccionadas en el ADN de cloroplastos en

el género Asclepias y subfamila Asclepiadoideae (Fig. 10). Finalmente se solicito su

sintesis en el IBT-UNAM (Instituto de Biotecnologia de la UNAM), los datos técnicos

de los primers disefiados se muestran en el Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de los primers rp/16 y trnC-rpoB.

Temperatura | Temperatur GC%

Region Forward Reverse Forward a Reverse | Forward

GC%
Reverse

GTGTGA
GGCTTCTATTTG o o
rpl16 CTCGT'I_'I_GGTTTT TCTAGATGTG 51°C 50.8°C 42.11%

40.91%

trnC- | CCAATCCGTTT | TGATGCAGTACG

o o o
rpoB | GAATACCCGA GAACTT 51.1°C 51°C | 47.62%

44.44%

Products on target templates
>MG678816.1 Asclepias jaliscana chloroplast

product length = 1194
Forward primer 1 GTGTGACTCGTTGGTTTTT 19

Template 88451 ...l 88433
Reverse primer 1 GGCTTCTATTTGTCTAGATGTG 22
Template 87258 ....ccicciiiiiicennnne 87279

03.1 Asclepias jaliscana voucher WS Fishbein 3657 ribosomal protein L16 (rpl16) gene, exon 2 and partial cds; chloroplast

product length = 1194
Forward primer 1 GTGTGACTCGTTGGTTTTT 19

Template 1 ccicsasssssssssssas 19
Reverse primer 1 GGCTTCTATTTGTCTAGATGTG 22
Template 1194 ..i.iiiiciiiiiiininaes 1173

Products on target templates
>MG678816.1 Asclepias jaliscana chloroplast

product length = 756
Forward primer 1 CCAATCCGTTTGAATACCCGA 21
Template 30047 .iiiiiiiiieieieeiaaan 3ee67

Reverse primer 1 TGATGCAGTACGGAACTT 18
Template 30802 ....ciiceicicinienns 30785

>GQ304352.1 Asclepias jaliscana trnC-rpoB intergenic spacer, partial sequence; chloroplast

product length = 756
Forward primer 1 CCAATCCGTTTGAATACCCGA 21

Template 422 i iiiiiiaesaeiaeeas 442
Reverse primer 1 TGATGCAGTACGGAACTT 18
Template 1177 el 1168

Figura 10. A) Tamafio conocido de rp/16 de A. jaliscana, B) Tamafio conocido de trnC-rpoB.
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2.4.3 Extraccion del ADN

La extraccion del ADN se realizé a partir de hojas recolectadas, las cuales fueron
sometidas a un proceso de deshidratacién durante 72 h a 40°C, en un horno de
secado marca Drying Oven. Una vez teniendo las hojas secas, se procedio a
macerarlas en un mortero hasta tener un polvo homogéneo. Posteriormente, se
utilizé el kit de extraccion: Plant/Seed DNA MicroPrep marca Zymo Research

siguiendo las instrucciones del fabricante (Zaveska, 2019).

2.4.3 Confirmacion de ADN total (ADNt)

Para determinar el éxito en la extraccién del ADNt se realizé la técnica de
electroforesis con geles de agarosa. Los geles fueron preparados al 1.2% de
agarosa estandar y buffer TAE 1X (Tris-acetato-EDTA). Se utilizé una camara de
electroforesis Mini-Sub Cell GT Systems (BioRad) a 70 V durante 120 min. Una vez
pasado el tiempo de la electroforesis, el gel de agarosa fue tefiido con bromuro de
etidio (5 ug/L) de 15 a 20 min en oscuridad. Posteriormente se prosiguio a revelar
el gel en un fotodocumentador marca UVP PhotoDoc-IT™ (Fisher Scientific). Una
vez confirmada la extraccion de ADN se prosiguio a realizar la amplificacion de las

regiones seleccionadas.

2.4.4 Amplificaciéon de regiones génicas

A partir del ADN total se amplificaron, mediante la técnica de PCR (Reacciéon en
Cadena de la Polimerasa), las regiones trnC-rpoB, rpl16 y rbcL. Los reactivos

utilizados para 50 pL de reaccion fueron: ADN 10 ng (1 pL), primers Fy R 20 uM (1
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ML de cada uno), dNTPs 10 uM (1 pL), 10x Taq buffer PCR (250 unidades) (5 L),
1.5 mM MgClz (1 pL), Taq polimerasa (5 unidades/ yL marca QIAGEN) (0.3 pL),
completando con H20 el volumen de reaccién (Valadez y Kahl, 2000). A
continuacion, se muestra el protocolo de temperaturas de la PCR para cada primer.
trnC-rpoB: desnaturalizacién, 4 min a 94°C, alineamiento, 1 min a 51°C y extension,
7 min a 72°C; rpl16: desnaturalizacion, 4 min a 94°C, alineamiento, 1 min a 51°C,
extension, 7 min a 72°C. En ambos casos, se amplificaron las regiones durante 35

ciclos, en un termociclador de gradiente marca T100 Thermal Cycler (BioRad).

2.4.5 Confirmacién de los amplicones

Para confirmar la amplificacién de las regiones trnC-rpoB'y rpl16 se realizaron geles
de agarosa al 1.2% con TAE (1X) en las mismas condiciones mencionadas para la
confirmacion de la extraccion de ADN (Valadez y Kahl, 2000). Se utilizé el marcador
de peso molecular GeneRuler 100 DNA Plus Ladder, con un peso de 3000 bp, para
estimar el tamafo de los amplicones. Una vez comprobado el tamafo y la presencia

de los fragmentos se llevo a cabo el proceso de purificacion (Kalendar et al., 2021).

2.4.6 Purificacion de productos de PCR

Los productos de la PCR fueron purificados utilizando el kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez realizado
este paso se repitié la comprobacién en un gel de agarosa para confirmar la

presencia de los fragmentos utilizando solo 1 ul del amplicén (Kalendar et al., 2021).
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2.4.7 Secuenciacion

Los productos purificados de PCR se guardaron en microtubos plasticos estériles y
se prepararon de acuerdo con las instrucciones del proveedor del servicio de
secuenciacion (IBT-UNAM). Las secuencias se obtuvieron mediante el método de
Sanger en un secuenciador automatico de DNA de 16 capilares (Applied

Biosystems, modelo 3130xl).

2.5 Analisis de datos moleculares

Los datos obtenidos de la secuenciacion fueron sometidos a distintos programas
bioinformaticos para poder ser analizados a través de uno de los modelos
matematicos ampliamente utilizados en la filogenia molecular, siendo este el analisis

Bayesiano, a continuacion, se explica mas detalle este proceso.

2.5.1 Analisis de similitud de secuencias

Una vez obtenidos los datos de la secuenciacion, se sometieron a un analisis de
similitud de secuencias en la Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), que es
una herramienta que permite confirmar que la amplificacion corresponde a la region
deseada, a través de la comparacion de las secuencias obtenidas del amplicon con

las secuencias depositadas en las bases de datos (Bromham, 2016).

2.5.2 Alineamiento de secuencias

Los datos moleculares correspondientes Fishbein et al., (2017), fueron bajados de

GenBank. El alineamiento de secuencias fue realizado en el programa BioEdit con
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el modulo Clustal W a 1000 bootstraps (Bromham, 2016), con especies del género
Asclepias L. y el grupo externo considerando otros géneros de la familia
Apocynaceae mencionados en el trabajo de Fishbein et al., (2011). Este
procedimiento se realizd tres veces: el primero con 120 regiones de cloroplastos
(tres del grupo externo y el resto de Asclepias) y una secuencia de la region trnC-
rpoB del trabajo de Fishbein et al., (2011). Junto a las cuatro muestras de este
estudio, una vez alineados, se recort6 el alineamiento para ajustarlo a la region trnC-
rpoB. En cuanto rpl/16 se pudo extraer el fragmento de la informacion del cloroplasto
desde GenBank y se hizo el alineamiento de igual forma que en trnC-rpoB. En el
caso de rbcL se hizo el mismo procedimiento que rp/16. Posteriormente en Mesquite
se realizdé una matriz para las 124 secuencias de cada regién y se hizo una edicién

de las etiquetas de cada fragmento de ADN (Maddison & Maddison, 2019).

2.5.3 Analisis filogenético

El analisis se realizé en el programa Mr. Bayes 3.2. a 3,000,000 de generaciones
(Fig. 11) y el modelo evolutivo general GTR (Huelsenbeck & Ronquist, 2001;
Ronquist et al.,, 2012; DeSalla et al., 2021), se analizaron las cuatro muestras
recolectadas para este estudio y se usaron las regiones rpl/16, trnC-rpoB 'y rbcL,
junto a muestras del genoma del cloroplasto de Asclepias de Fishbein et al., (2017),
se utilizd como grupo externo los géneros Calotropis, Pergularia y Gomphocarpus
los cuales ya han sido propuestos como grupo externo para Asclepias (Fishbein et
al., 2011). Una vez obtenido el resultado del analisis se visualiz6 el arbol filogenético

consenso en el programa FigTree ver 1.4.4. (Rambaut, 2007).
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Export NEXUS for MrBayes

Iv simplify names as required for MrBayes

MrBayes block:

begin mrbayes;
set autoclose=yes nowarn=yes;
Iset nst=8 rates=invgamma;
unlink statefreg={all) revmat={all) shape={all) pinvar={all};
prset applyto={all) ratepr=variable;

nchains=4 savebrlens=yes;
MIcmc,
sumt;

end]

Set Default Search String... |

-”? Cancel | Export

memeg ngen= 2000000 relburnin=yes burninfrac=0.25 printfreq=1000 samglefreg=1000

Figura 11. Indicaciones del documento exportado de Mesquite a Mr. Bayes 3.2.

2.6 Analisis morfolégico

2.6.1 Revision de ejemplares de herbario

Se revisé un total de 70 ejemplares de herbario de los cuales algunos tuvieron una

revision fisica y otros digital, los ejemplares de herbario corresponden a la

distribucion mostrada en la Fig. 12.
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@ Ejemplares de herbario

Figura 12. Distribucion geografica en México de los 70 ejemplares de herbario de A. jaliscana (A.

contrayerba y A. setosa) considerados para este estudio.

La revision de los ejemplares de herbario incluyé imagenes digitales obtenidas de
los herbarios internacionales y nacionales: Herbario de la Universidad de San Carlos
de Guatemala (USCG), Universidad de Guadalajara Herbario “Luz Maria Villarreal
de Puga” (IBUG), Herbarium of The Society of Natural History of Delaware (DOV),
Brown University Herbarium (BRU), University of Arizona Herbarium (ASU),
Herbiers Université de Lyon (LY), The Harvard University Herbaria (HARVARD),
New York Botanical Garden (NY), The Academy of Natural Sciences Philadelphia,
PA USA (PH) (NYBG, 2023). Para éstos se consideré que las imagenes digitales

tuvieran como minimo la informacién de la localidad y regla de referencia.
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Los ejemplares fisicos, fueron revisados principalmente de la coleccién de
Asclepiadaceae del Herbario Nacional del Instituto de Biologia de la UNAM (MEXU)
y del Herbario de la Universidad Autbnoma de Tlaxcala (TLXM). Los caracteres
considerados para esta revision fueron: hojas, inflorescencias, flores y frutos. En
cuanto a las laminas de las hojas, se tomo6 en cuenta forma de lamina, margen,
apice y base, asi como nueve variables cuantitativas continuas: largo intermedio
(LIH), largo izquierdo (LIZH), largo derecho (LDH), ancho de la apertura del apice
(AAA), ancho de la base (ABH), ancho intermedio (AINH), ancho superior con
respecto al 25% (ASH) del LIH y el ancho inferior con respecto al 25% (AIFH) del
LIH y el largo del peciolo (LP) Fig. 13 A. En cuanto a inflorescencias, se considero
la posicién de la inflorescencia y forma, en cuanto a las medidas cuantitativas
continuas se tomo en cuenta largo del pedunculo (LPI) y largo de pedicelos (LPDI)
Fig. 11 B. De las flores solo se consideraron caracteristicas cuantitativas continuas
del largo de la columna (CF), flor (LF), capuchdn (LCHF), cuerno (LCRF), largo del
pétalo (LPTF) y sépalo (LSPF), Fig. 14. Para la obtencion de los datos de todas
estas variables se utilizé un vernier marca SURTEX graduada en milimetros, y en
el caso de las estructuras florales se us6 el apoyo de un estereoscopio marca

ZEISS.
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Figura 13. Variables consideradas para el analisis morfométrico de los ejemplares de A. jaliscana.
A) Medidas de la lamina de la hoja utilizadas para el analisis morfométrico (Imagen tomada del
ejemplar Colector: Jesus Gonzalez Ortega, No. 48322 (MEXU); B) Medidas de la inflorescencia
consideradas para el analisis morfométrico (Imagen tomada del ejemplar No. 149714 (MEXU),
Colectores: James L. Revel, William J. Hess y Rober W. Kiger.

Figura 14. A) Variables medidas de las estructuras florales de los ejemplares de A. jaliscana
utilizadas para el analisis morfométrico (Imagen tomada del ejemplar Colectores: James L. Revel,
William J. Hess y Rober W. Kiger. No. 149714 (MEXU).
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2.6.2 Analisis estadistico de datos morfométricos

Los analisis estadisticos realizados fueron llevados a cabo en el programa R studio
(Leps & Smilauer, 2020). Para poder explorar las variables obtenidas de Asclepias
Jaliscana, se considero la falta de datos de las estructuras florales, debido a los
diferentes estados del ciclo reproductivo de la especie en los ejemplares de
herbario, teniendo datos completos de las estructuras foliares de 70 ejemplares, y
una moderada cantidad de informacion sobre las inflorescencias (50 ejemplares) y
muy poca de las estructuras florales (20 ejemplares). Para evitar sesgos se realizd
un analisis de componentes principales (PCA) con la informacion de las laminas de
70 ejemplares con tres pseudo réplicas de cada ejemplar (210 muestras) (Leps &
Smilauer, 2020). Con los resultados del PCA se realizé un Cluster de Ward el cual
tiene como funcién hacer agrupamientos de similitud de aspecto jerarquico
utilizando distancias euclidianas (Orléci, 1975; Ann et al., 2019). Las agrupaciones
producidas por el Cluster fueron utilizadas para realizar un analisis de varianza
correspondientes para probar si dichos grupos presentan diferencias significativas

(Orléci, 1975).

Para probar la normalidad de los datos de las laminas se usd la prueba de
Kolmogorov-Smirnov la cual es recomendada para bases de datos mayores a 60
muestras, los datos que no pasaron la prueba de normalidad fueron transformados
a logaritmo (Hassouna, 2023). En el caso de las inflorescencias fueron datos que
superaban las 60 observaciones, por lo que fue utilizada la prueba de Kolmogorov-
Smirnov, solamente en el caso de las estructuras florales fue utilizada la prueba de

Shapiro-Wilk. Todas las variables que presentaran normalidad en sus datos fueron
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analizadas por ANOVA de una via y post hoc de Tukey (ambas con p<0.05), el resto
que no cumplié con normalidad fueron analizadas por Kruskal Wallis y Dunn Test

(p=0.05) (Hassouna, 2023).
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lll Resultados

3.1 Resultados de datos moleculares

De las cuatro muestras obtenidas de ADN, se secuenciaron un total de 12
fragmentos amplificados por PCR (&rnC-rpoB, rpl16 y rbcl). Para trnC-rpoB el
fragmento analizado con la herramienta BLAST presentdé desde un 96 a un 97% de
cover, con un porcentaje de similitud desde 99.72% hasta el 100%, siendo constante
la aparicion de A. jaliscana en las 10 primeras de la lista de resultados de BLAST.
Las regiones con similitud de las muestras son del genoma del cloroplasto de
algunas Asclepias spp. (no se especifica region) y de la regién intergénica trnC-
rpoB. Para rpl16 mostré6 cover muy variados, al igual que sus porcentajes de
similitud, presentaron variacién de 17 hasta 72%; en cuanto a los porcentajes de
similitud fue del 93.80-99.31 %, el resultado en BLAST, no destacé A. jaliscana,
pero si otras especies del género Asclepias y géneros dentro de la subfamilia
Asclepiadaceae. Las regiones destacadas fueron genoma parcial de cloroplasto (no
se especifica ubicacion) y el intrén rp/16 (Tabla 3). En el caso de rbcL el analisis por
BLAST dio como resultado un cover del 92 al 97%, un porcentaje de similitud del

99.16 al 99.72% con especies del género Asclepias y géneros cercanos (Tabla 5).

En el analisis filogenético, se observan valores estadisticos de probabilidad con
valor de 0.90 al 1, lo que puede interpretarse que la relaciones filogenéticas
formadas tienen un soporte confiable, formando ramas especificas para ciertos
taxones como el caso de A. coulteri, A. leptopus, A. criptoceras, sin embargo, a
pesar de que las ramas estan sustentadas con valores altos de probabilidad A.

tuberosa y A. subulata tienden a no establecer clados unicos para su taxoén, por lo
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que a pesar de estar bien soportadas las ramas no se resuelven como grupos
monofiléticos (Fig.16). En particular el clado donde se encuentra A. jaliscana
(MG678816) esta soportada por un valor de 0.7734, considerando a A. ovata como
una especie con un mismo ancestro comun (Fig. 18). EMEX-O y GRO-EN estan
sustentadas por ramas finales de 1, la rama previa al nodo con un valor de 0.9884,
lo que sugiere que esta bien soportada su relacién filogenética, caso similar pasa
con TLAX-I. No obstante, el clado “A” y la muestra TLAX-S tienen un bajo soporte
en el nodo con un valor de 0.5373, lo que puede indicar que tiene un bajo nivel de

divergencia (Fig. 17).

Figura 15. Recoleccion de material bioldgico de A. jaliscana, en Tlaxcala, México. A) Ambiente de
poblacion de Ixtacuixtla, B) Ambiente de poblacion de Sanctorum, C) Extraccion de la raiz de A.
jaliscana (Otumba), D y C) observacion de nervadura (Sanctorum), F) Forma de lamina ovada y

tallo erecto (Ixtacuixtla), G) Forma angostamente ovada de la hoja y tallo decumbente (Ixtacuixtla),

H) Flores (Ixtacuixtla), 1) Deceso de la planta (Ixtacuixtla), J) Infeccion por artropodos (Ixtacuixtla),

K) Planta sin produccién de semillas (Ixtacuixtla).
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Tabla 4. Resultados de BLAST de las muestras recolectadas en campo de Asclepias jaliscana.

Nombre

Recolectada Estado Municioio del MAX TOTAL | QUERY PER. REGION
como: P marcador SCORE SCORE | COVER | IDENT ASIGANDA
. 96.52- Cloroplastos de

- 0,

A. jaliscana TLAXCALA IXTACUIXTLA rpl16 856-861 1252 2% 96.71% Asclepias y rpl16.
L 1203- 1203- o 96.45- Cloroplastos de

A. jaliscana TLAXCALA SANCTORUM rpl16 1208 1208 52-53% 97.08% Asclepias y rpl16.
. - 98.62- Cloroplastos de

- . 0,

A. jaliscana MEXICO OTUMBA rpl16 257-263 | 257-263 17% 99.31% Asclepias y rpl16.

. 93.80- Cloroplastos de
- - 0,

A. jaliscana GUERRERO EDUARDO NERI pl16 411-412 | 411-412 31% 93.82% Asclepias y rpl16.

tnC- Cloroplastos de
A. jaliscana TLAXCALA IXTACUIXTLA 008 1297 1297 97% 99.86% Asclepias y trnC-
P rpoB.

tnC- Cloroplastos de

A. jaliscana TLAXCALA SANCTORUM 100B 1295 1295 96% 99.72% Asclepias y trnC-
p rpoB.

) tnC- Cloroplastos de

A. jaliscana MEXICO OTUMBA 100B 1299 1299 96% 100% Asclepias y trnC-

p rpoB.
trnC- Cloroplastos de

A. jaliscana GUERRERO EDUARDO NERI rpoB 1303 1303 97% 100% Asclepias y trnC-

rpoB.

A. jaliscana | TLAXCALA IXTACUIXTLA rbel 643 643 97% | 09.16% | Cloroplastosde

Asclepias 'y rbcL

A. jaliscana | TLAXCALA SANCTORUM rbel 651 651 97% | 09.72% | Cloroplastosde

Asclepias 'y rbcL
A. jaliscana MEXICO OTUMBA rbel 630 630 94% | 09424, | Cloroplastosde
Asclepias 'y rbcL
A. jaliscana | GUERRERO | EDUARDO NERI rbel 647 647 96% | 09.16% | Cloroplastosde
Asclepias 'y rbcL
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prob P MG678914_1_Calotropis_procera_

1 —o MG678915_1_Pergularia_daemia_
i MG678833_1_Gomphocarpus_fruticosus_subsp__ fruticosus__
e 'IXIGG78834_1_Gomphocarpus_physocarpus_

“m s |
TLAX-I
GRO-EN
EMEX-O
MG678913_1_Asclepi
MG678857_1_Ascle
MG678910_1_Asclepi
MG678896_1_Asclepi
MG678895_1_Ascle
MG678898_1_Ascle
MG678875_1_Ascle
MG678894_1_Ascle
MG678892_1_Ascle
MG678891_1_Asclepi
MG678869_1_Asclepi
MG678887_1_Asclepias_pringlei_
MG678884_1_Ascle s_pellucida_
MG678883_1_Asclepias_ovata_
MGG78816 1 Asclepl s_jaliscana_
o : MG678882_1_Asclepias_otarioides_
2 e MG678846_1_Asclepias_circinalis_

MG678842_1_Ascle| s_auriculata_

MG678806_1_Asclepias_alticola_
MG678836_1_Ascle s_aff__ pringlei_
MG678822_1_Asclepias_nummularia_

MGG78873_1 Ascle as_macrotis_

s_zanthodacryon_

A schaffnerl
s_senecionifolia_
s_quinquedentata__
s_lemmonii__

0.5375

Jr 0«
MG678912_1_ Ascle
MG678885_1_Asclepi
MG678877_1_Asclepi
MG678864_1_Ascle
MG678858_1_Ascle|
MG678902_1_Ascle
MG678843_1_Ascle|
MG678876_1_Asclepi
MG678856_1_Asclepi
MGG78879 1_Asclepi
MG678851_1_Ascle
MG678911_1_Ascle|
MG678867_1_Ascle
MG678907_1_Ascle|
MG678906_1_Asclepi
MG678893_1_Asclepi
MGG7881 1_1_Ascle

s_incarnata_subsp___pulchra_
s_gentryi
s_subverticillata_
s_boliviensis_
s_mellodora_var___mellodora_
s_pilgeriana_
s_nhivea_
S_curassavica_
s_welshii_
s_labriformis__
s_variegata__
s_uncialis_
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Figura 16. Arbol filogenético del género Asclepias: Grupo externo (morado), especie identificada
como A. jaliscana (azul claro), muestras de este estudio (verde) y especies con mas de una
representacion (amarillo).
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MG678881_1_Asclepias_oenotheroides_
MG678840 1_Asclepias_asperula_subsp__capricornu_
MG678830_1_Asclepias_sullivantii_
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MG678880_1_Asclepias_notha_

MG678863_1 _Asclepias_incarnata_subsp__incarnata_
MG678838_1 Ascleplas_angustifolia_
MG678835_1_Asclepias_aff__aequicornu_
MG678845_1_Asclepias_californica_subsp__californica_
JN710460_1_Asclepias_cutleri_
MG678866_1_Asclepias_jorgeana_

MGG78862 1_Asclepias_hypoleuca_
MG678844_1_Asclepias_brachystephana_
MGG78837 1_Asclepias_aff__pringlei_

TLAX-S

TLAX-I

GRO-EN

EMEX-O
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Figura 17. Arbol filogenético del género Asclepias que muestra el clado A: muestras utilizadas en
este estudio (verde): TLAX-S (Tlaxcala-Sanctorum), TLAX-I (Tlaxcala-Ixtacuixtla), GRO-EN
(Guerrero-Eduardo Neri) y EMEX-O (E. México-Otumban).

EMEX-O
MG678913_1_Asclepias_zanthodacryon_
MG678857_1_Asclepias_fournieri_
MG678910_1_Asclepias_virletii_
MG678896_1_Asclepias_similis_
MG678895_1_Asclepias_scheryi_
MG678898_1_Asclepias_aff__notha_
MG678875_1_Asclepias_melantha_
MG678894_1_Asclepias_schaffheri_
MG678892_1_Asclepias_senecionifolia_
MG678891_1_Asclepias_quinquedentata_
MG678869_1_Asclepias_lemmonii_
MG678887_1_Asclepias_pringlei_
MG678884_1_Asclepias_pellucida_
MG678883_1_Asclepias_ovata_
MG678816_1_Asclepias_jaliscana_
MG678882_1_Asclepias_otarioides_
MG678846_1_Asclepias_circinalis_
MG678842_1_Asclepias_auriculata_
MGG78806 1_Asclepias_alticola_
MG678836_1_Asclepias_aff__pringlei_
MGG78822_1_Ascleplas_nummularla_

Figura 18. Arbol filogenético: posicion de la muestra MG678816 Asclepias jaliscana utilizada en el
trabajo de Fishbein et al., (2017).
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3.2 Resultados de datos morfométricos

El analisis de PCA muestra un valor 84.5% resultado del primer componente
principal (CP1) del 63.8% y segundo (CP2) del 20.7%, siendo que LP es la variable
que menos contribuye a la variabilidad de los datos de la estructura de la lamina,
mientras que LIH, LIZH, LDH y AINH, tienen una alta contribucion con respecto a
CP1, y para CP2 AAA, ASH y AIFH (Fig. 19). El analisis de Cluster de Ward formé
cuatro grupos: cluster color rojo (A), magenta (B), azul (C) y verde (D) (Fig. 20). Los
grupos formados se caracterizan de la siguiente forma, el A, se presenta
principalmente del Sur y Poniente de México en los estados de: Oaxaca, Guerrero,
México, Morelos, Jalisco, Aguascalientes (Fig. 21). Caracterizandose de laminas
foliares de un aparente mayor tamafo, con aspecto ovado. En el caso de B, se
presenta principalmente en el Poniente y Norponiente de México en los estados:
Jalisco, Nayarit y Sinaloa (Fig. 21). Caracterizado por poseer laminas foliares
oblongas. Mientras que C, tiene una amplia distribucion del norte México hasta
Guatemala, mostrando fenotipos que van de laminas lanceoladas a angostamente
ovadas, teniendo presencia en los estados: Sonora, Durango, Chihuahua, Sinaloa,
Puebla, San Luis Potosi, Oaxaca, Veracruz, Estado de México, Tlaxcala, Chiapas y
Guatemala (Fig. 21). En cuanto D, al igual que C, tiene una morfologia foliar que va
de angostamente ovada a lanceolada. Con una distribucién que va de Sonora,
Chihuahua, Durango, Nayarit, Jalisco, Michoacan, Guerrero, Puebla. Ciudad de
México, Veracruz y Chiapas (Fig. 21). Asi mismo, no se observa un patréon de

distribucidn geografica para C, D y A. Sin embargo, se ve una concentracién en el
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occidente de B entre los estados de Jalisco, Nayarit, y Sinaloa, pero su distribucién

es compartida por el resto de los clusteres (Fig. 22).

Variables - PCA
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Figura 19. Grafica de PCA de las variables de la lamina de A. jaliscana: Se muestra la correlacion
de variables del componente principal 1 (CP1) y componente principal 2 (CP2).
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Figura 20. Cluster por el método de Ward; se observan cuatro clusteres basados en la morfometria

de las hojas de A. jaliscana.
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Figura 21. Morfologia de laminas foliares por cluster de A. jaliscana.
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Figura 22

. Distribucién geografica por cluster de A. jaliscana.




El analisis de varianza por ANOVA presento en las variables de la lamina foliar
diferencias significativas, estos datos se resumen en la Tabla 5. Los resultados del

analisis post hoc Tukey de las laminas foliares se muestran en la Tabla6y 7.

Las variables LIH, LIZH y LDH (largo de hojas) presentaron diferencias significativas
en los grupos A y D con respecto a todas las combinaciones (Tabla 7); por lo que
se puede decir que las diferencias de tamafio de ambos grupos son marcas por la
longitud de la Iamina, caracterizandose A por tener medidas de laminas con un
aproximado 88.55 mm y en D 64.56 mm. Mientras que C y B no presentan
diferencias significativas (Tabla 6), y son las mas pequefas con respecto a su

longitud, con un tamafno aproximadamente 50.22 mm y 55.52 mm respectivamente.

Los valores mostrados de los anchos intermedios de la lamina (AINH) muestran
diferencias significativas (Tabla 7) en los grupos A y B con respecto a D y C, pero
las comparaciones A-B y D-C no muestran estas diferencias (Tabla 6). El primero
caracterizandose con medidas de 32.07 mm (A) y 30.90 mm (B), y la segunda de

21.42 mm (D) y 16.88 mm (C).

En cuanto los valores de los anchos superior de las laminas (AAA y ASH) los grupos
comparados D-C no muestran diferencias significativas para ambas variables (Tabla
6), siendo grupos similares en n AAA con una media de 6.10 mm (D) y 4.91 mm (C),
y ASH de 14.90 mm (D) y 11.48 mm (C). En cuanto a las comparaciones de Ay B

muestran diferencias significativas de forma homogénea con el resto de los grupos,
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siendo las mas anchas B con una medida de 19.14 mm (AAA) y 25.99 mm (ASH),

seguido de A con un valor de 9.04 mm (AAA) y 21.48 mm (ASH).

Para la variable AIFH perteneciente a los anchos inferiores de la hoja, muestra
diferencias significativas de forma homogénea todos los grupos (Tabla 7), siendo el
AIFH mas amplio de 33.63 mm (A), seguido de 27.29 mm (B), 21.42 mm (D) y 16.54
mm (C). En cuanto a la variable ABH no muestra diferencias significativas en la
comparacién B-D (Tabla 6), teniendo un ancho de 18.96 mm (B) y 11.48 mm (D),
en el resto hay diferencias en cuanto al tamafo de la base laminar, con un tamano
aproximado de 28.92 mm en A, en cuanto a C presenta la base mas corta de con

un valor de 11.48 mm (Tabla 7).

En cuanto al largo del peciolo (LP), A es totalmente distinto al resto de los grupos
(Tabla 7) con un largo aproximado de 4.95 mm, C de igual forma presenta
diferencias significativas con el resto de los grupos, caracterizandose por presentar
un valor de 2.72 mm (Tabla 7). Sin presentar diferencias significativas en la
combinacién B-D (Tabla 6) teniendo un peciolo con un valor de 3.50 mm (B), 3.49

mm (D).
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Tabla 5. Resumen de resultados de ANOVA, datos morfométricos de laminas de A. jaliscana: LIH

(largo intermedio), LIZH (largo izquierdo), LDH (largo derecho), AINH (ancho intermedio), AAA

(ancho de la apertura del apice), ABH (ancho de la base), ASH (ancho superior con respecto al
25% con respecto a LIH), AIFH (ancho inferior con respecto al 25% con respecto a LIH) y LP (largo
del peciolo). Nota: Significacion estadistica: ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05.

Variable Grados de Suma de Media F p-valor
libertad cuadrados | cuadratica (Pr(>F))
entre grupo | (Sum Sq) (Mean Sq)

LIH 3 4177 1.3925 67.85 <0.001***
LIZH 3 5.102 1.7007 73.02 <0.001***
LDH 3 5.431 1.8103 77.02 <0.001***
AINH 3 2.877 0.9590 36.10 <0.001***
AAA 3 4.765 1.5883 70.86 <0.001***
ABH 3 3.641 1.2137 54.14 <0.001***
ASH 3 2.392 0.7973 35.59 <0.001***
AIFH 3 6.902 2.301 33.848 <0.001***

LP 3 4.268 1.423 19.563 <0.001***

Tabla 6. Prueba post hoc Tukey, datos de variables de laminas de A. jaliscana sin diferencias

significativas: A (cluster rojo), B (cluster magenta), C (cluster azul) y D (cluster verde). LIH (largo
intermedio), LIZH (largo izquierdo), LDH (largo derecho), AINH (ancho intermedio), AAA (ancho de

respecto a LIH), y LP (largo del peciolo).

la apertura del apice), ABH (ancho de la base), ASH (ancho superior con respecto al 25% con

Comparacion de | Diferencia Limite Limite Valor p Variable
Grupos de Medias | Inferior Superior | Ajustado | Analizada

B-C 0.0933622 | -0.014848 | 0.2015721 | 0.115749 LIH

B-C 0.0927737 | -0.013433 | 0.1989808 | 0.1088801 LIZH
B-C 0.0985627 | -0.006821 0.203946 | 0.0754274 LDH
D-C 4.5429167 | -0.000147 | 9.0859804 | 0.0500106 AINH
A-B 1.1691667 | -3.373897 | 5.7122304 | 0.9068971 AINH
D-C 0.2175726 | -0.034422 | 0.4695676 | 0.1153475 AAA
D-B -0.139779 | -0.330263 | 0.0507043 | 0.2268274 ABH
D-C 3.6229167 | -0.295031 7.540864 | 0.0804656 ASH
D-B 0.0400205 | -0.163676 | 0.2437173 | 0.9555333 LP
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Tabla 7. Prueba de post hoc Tukey, resumen de comparacion de grupos con diferencias
significativas de los grupos de cluster de A. jaliscana: A (cluster rojo), B (cluster magenta), C
(cluster azul) y D (cluster verde). Variables: LIH (largo intermedio), LIZH (largo izquierdo), LDH

(largo derecho), AINH (ancho intermedio), AAA (ancho de la apertura del apice), ABH (ancho de la
base), ASH (ancho superior con respecto al 25% con respecto a LIH), AIFH (ancho inferior con
respecto al 25% con respecto a LIH) y LP (largo del peciolo).

Comparacién | Diferencia| Limite Limite Valor p | Variable
de Grupos |de Medias| Inferior | Superior | Ajustado | Analizada

A-C 0.549647 0.441437 | 0.6578569 | 4.823E-10 LIH

D-C 0.2518169 | 0.1436069 | 0.3600268 | 1.552E-07 LIH

A-B 0.4562848 | 0.3480748 | 0.5644947 | 4.823E-10 LIH

D-B 0.1584547 | 0.0502447 | 0.2666646 | 0.0013099 LIH

D-A -0.29783 -0.40604 -0.18962 | 1.433E-09 LIH

A-C 0.5601503 | 0.4539432 | 0.6663575 | 4.823E-10 LIZH
D-C 0.2332954 | 0.1270883 | 0.3395026 | 6.94E-07 LIZH
A-B 0.4673766 | 0.3611695 | 0.5735838 | 4.823E-10 LIZH
D-B 0.1405218 | 0.0343146 | 0.2467289 | 0.0044571 LIZH
D-A -0.326855 | -0.433062 | -0.220648 | 4.991E-10 LIZH
A-C 0.5722308 | 0.4668474 | 0.6776141 | 4.823E-10 LDH
D-C 0.2402599 | 0.1348766 | 0.3456433 | 2.679E-07 LDH
A-B 0.4736681 | 0.3682847 | 0.5790515 | 4.823E-10 LDH
D-B 0.1416973 | 0.0363139 | 0.2470807 | 0.0037215 LDH
D-A -0.331971 | -0.437354 | -0.226587 | 4.891E-10 LDH
B-C 14.025833 | 9.4827696 | 18.568897 | 4.972E-10 AINH
A-C 15.195 10.651936 | 19.738064 | 4.829E-10 AINH
D-B -90.482917 | -14.02598 | -4.939853 | 2.366E-06 AINH
D-A -10.65208 | -15.19515 | -6.10902 | 1.266E-07 AINH
B-C 1.3081858 | 1.0561908 | 1.5601808 | 4.823E-10 AAA
A-C 0.5721978 | 0.3202028 | 0.8241928 | 2.978E-07 AAA
A-B -0.735988 | -0.987983 | -0.483993 | 6.013E-10 AAA
D-B -1.090613 | -1.342608 | -0.838618 | 4.823E-10 AAA
D-A -0.354625 | -0.60662 -0.10263 | 0.0021721 AAA
B-C 0.4967675 | 0.3062838 | 0.6872512 | 6.002E-09 ABH
A-C 0.916088 | 0.7256043 | 1.1065717 | 4.823E-10 ABH
D-C 0.3569881 | 0.1665045 | 0.5474718 | 2.371E-05 ABH
A-B 0.4193205 | 0.2288369 | 0.6098042 | 6.577E-07 ABH
D-A -0.5591 -0.749584 | -0.368616 | 5.816E-10 ABH
B-C 14.095417 | 10.177469 | 18.013364 | 4.824E-10 ASH
A-C 9.9920833 | 6.074136 | 13.910031 | 1.153E-08 ASH
A-B -4.103333 | -8.021281 | -0.185386 | 0.0364147 ASH
D-B -10.4725 | -14.39045 | -6.554553 | 2.99E-09 ASH
D-A -6.369167 | -10.28711 | -2.451219 | 0.000291 ASH
B-C 0.4926729 | 0.2957428 | 0.689603 | 2.024E-08 AIFH
A-C 0.7191029 | 0.5221728 | 0.916033 | 4.824E-10 AIFH
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D-C 0.2523922 | 0.0554621 | 0.4493223 | 0.0062711 AlIFH
A-B 0.22643 | 0.0294999 | 0.4233601 | 0.0175127 AlIFH
D-B -0.240281 | -0.437211 | -0.043351 | 0.0102418 AlIFH
D-A -0.466711 | -0.663641 | -0.269781 | 9.438E-08 AlIFH
B-C 0.2462451 | 0.0425483 | 0.4499419 | 0.0111795 LP
A-C 0.5934722 | 0.3897755 | 0.797169 | 6.123E-10 LP
D-C 0.2862656 | 0.0825689 | 0.4899624 | 0.0022088 LP
A-B 0.3472271 | 0.1435304 | 0.5509239 | 0.0001342 LP
D-A -0.307207 | -0.510903 | -0.10351 | 0.0008797 LP

El analisis de ANOVA de las variables de las estructuras florales presento
diferencias significativas en LCHF, CF y LSPF y no significativa en la variable LF,

dichos valores se visualizan en la Tabla 8.

La prueba de post hoc Tukey en la variable LF, no hay ninguna diferencia
significativa (Tabla 9). Teniendo tamanos similares en esta estructura (A (3.03 mm),

B (3.28 mm), C (2.77 mm) y D (3.24 mm)).

En el caso de B, muestras variables con diferencias significativas de forma
homogénea, teniendo las estructuras florales mas largas (4.80 mm (LCHF), 1.53

mm (CF), y 8.43 mm (LSPF)), y diferentes al resto de los grupos (Tabla 10).

Particularmente en la variable LCHF los grupos A (3.16 mm), C (2.85 mm) y D (3.49
mm) no muestran diferencias significativas (Tabla 9). En CF igual los grupos A (1.08

mm), C (1.04 mm) y D (0.93 mm) no presentan diferencias significativas.

En LSPF al igual que B, A presenta diferencias significativas con respecto de los
grupos, teniendo un tamafio de 6.38 mm. Sin embargo, D-C no presentan
diferencias significativas teniendo las medidas de sépalos mas pequefias de 4.10

mm (D) y 4.92 mm (C).
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Para las variables no normales, la prueba de Kruskal-Wallis y Dunn Test la variable
LCRF no presento diferencias significativas (Tabla 11), en el caso de LPTF el grupo
D presentaron diferencias significativas de forma homogénea con el resto de los

grupos (Tabla 11).

Tabla 8. Resultados de analisis de ANOVA de las variables de las estructuras florares: LCHF (largo
del capuchén), CF (columna de flor), LF (largo de flor) y LSPF (largo del sépalo).

Grados
de Suma de Media value
Variables | libertad |cuadrados |cuadratica F f Pr(>F))
entre (Sum Sq) | (Mean Sq)
grupo
LCHF 3 18.186 6.062 13.748 <0.001***
CF 3 1.48 0.493 4.995 0.006
LF 3 1.141 0.38 2.365 0.089
LSPF 3 93.315 31.105 53.947 <0.001***

Tabla 9. Resumen de datos no significativos de post hoc TUKEY de estructuras florales A. jaliscan:
A (cluster rojo), B (cluster magenta), C (cluster azul) y D (cluster verde). Variables: LCHF
(capuchodn), CF (largo de columna), LF (largo de flor).

Comparacion | Diferencia Limite Limite Valor p Variable
de Grupos de Medias | Inferior Superior | Ajustado | Analizada
A-C 0.2633333 | -0.584782 | 1.1114483 | 0.8344113 LCHF
D-C 0.4766667 | -0.371448 | 1.3247816 | 0.4362023 LCHF
D-A 0.2133333 | -0.634782 | 1.0614483 | 0.9033601 LCHF
A-C 0.0755556 | -0.325862 | 0.4769732 | 0.9561208 CF
D-C 0.0255556 | -0.375862 | 0.4269732 | 0.9981368 CF
D-A -0.05 -0.451418 | 0.3514176 | 0.9865152 CF
B-C 0.4377778 | -0.074337 | 0.9498924 | 0.1155142 LF
A-C 0.1844444 | -0.32767 | 0.6965591 | 0.7640461 LF
D-C 0.4077778 | -0.104337 | 0.9198924 | 0.1571587 LF
A-B -0.253333 | -0.765448 | 0.2587813 | 0.5448957 LF
D-B -0.03 -0.542115 | 0.4821146 | 0.9985457 LF
D-A 0.2233333 | -0.288781 0.735448 | 0.6426299 LF
D-C -0.931111 | -1.900938 | 0.0387156 | 0.0635652 LSPF
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Tabla 10. Prueba de post hoc Tukey, resumen de comparacion de grupos con diferencias
significativas de los grupos de cluster de A. jaliscana: A (cluster rojo), B (cluster magenta), C
(cluster azul) y D (cluster verde). Variables: LCHF (capuchoén), CF (largo de columna), LF (largo de

flor).
Comparacién Diferenf:ia Limi.te Limit_e \_Ialor o) X::ﬁzbalz
de Grupos | de Medias | Inferior Superior | Ajustado a
B-C 1.8411111 | 0.99299617 | 2.68922605 | 8.8302E-06 LCHF
A-B -1.5777778 | -2.4258927 | -0.7296628 | 0.00010014 LCHF
D-B -1.3644444 | -2.2125594 | -0.5163295 | 0.00069868 LCHF
B-C 0.4977778 | 0.09636013 | 0.89919542 | 0.0103964 CF
A-B -0.4222222 | -0.8236399 | -0.0208046 | 0.03624934 CF
D-B -0.4722222 | -0.8736399 | -0.0708046 | 0.01606572 CF
B-C 3.3633333 | 2.39350667 4.33316 6.0236E-10 LSPF
A-C 1.2744444 | 0.30461778 | 2.24427111 | 0.00618019 LSPF
A-B -2.0888889 | -3.0587156 | -1.1190622 | 1.0081E-05 LSPF
D-B -4.2944444 | -5.2642711 | -3.3246178 | 1.4192E-12 LSPF
D-A -2.2055556 | -3.1753822 | -1.2357289 | 3.9447E-06 LSPF

Tabla 11. Resumen de analisis de Kruskal-Wallis y Dunn Test de estructuras florales: largo del
pétalo (LPTF) y largo del cuerno (LCRF). Grupos: A (cluster rojo), B (cluster magenta), C (cluster
azul) y D (cluster verde). LPTF: chi-cuadrado = 24.257, p = 2.21 x 107% ; LCRF: chi-cuadrado =
1.815, p=0.6117.

Comparacion de Diferencia critica I_)lfe:r_e necia Variable
grupos significativa
C-B 1.27 No LPTF
C-A 0.83 No LPTF
C-D 3.49 Si LPTF
B-A 2.1 No LPTF
B-D 4.75 Si LPTF
A-D 2.66 Si LPTF
C-B 0.36 No LCRF
C-A 1.07 No LCRF
C-D 1.12 No LCRF
B-A 0.72 No LCRF
B-D 0.76 No LCRF
A-D 0.04 No LCRF

Los datos de la variable LPDI de la inflorescencia presento en ANOVA diferencias
significativas, el resumen de los datos se observa en la Tabla 12. No obstante, la
prueba de post hoc Tukey con respecto a esta variable no es homogénea,

presentando diferencias significativas (Tabla 14) solo en B (15,91 mm) con respecto
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a los grupos C (12.51 mm) y D (12.92 mm), y no muestra diferencia significativa
(Tabla 13) con A (14.32 mm). En cuento de LPI en la prueba de Kruskal-Wallis y

Dunn Test solo D es diferente a los grupos C y B (Tabla 15).

Tabla 12. Prueba de ANOVA de la variable del largo del pedicelo (LPDI).

Grados de | Suma de Media _valor
Variables libertad cuadrados | cuadratica F 6’r(> F))
entre grupo | (Sum Sq) | (Mean-Sq)
LPDI 3 182.972 60.091 5.352 0.002

Tabla 13. Resumen de analisis de post hoc Tukey de la variable de inflorescencia LPDI (largo de
pedicelos) de A. jaliscana sin diferencias significativas: A (cluster rojo), B (cluster magenta), C
(cluster azul) y D (cluster verde).

Comparacion | Diferencia| Limite Limite Valor p | Variable
de Grupos |de Medias| Inferior | Superior | Ajustado | Analizada
A-C 1.6971429 | -1.036418 | 4.4307038 | 0.3683684 LPDI
D-C 0.2090476 | -2.524513 | 2.9426086 | 0.9971165 LPDI
A-B -1.993333 | -4.726894 | 0.7402276 | 0.2307031 LPDI
D-A -1.488095 | -4.221656 | 1.2454657 | 0.4855969 LPDI

Tabla 14. Resumen de analisis de post hoc Tukey de la variable de inflorescencia LPDI (largo de
pedicelos) de A. jaliscana con diferencias significativas: A (cluster rojo), B (cluster magenta), C
(cluster azul) y D (cluster verde).

Comparacion | Diferencia| Limite Limite Valor p | Variable
de Grupos |de Medias| Inferior | Superior | Ajustado | Analizada
B-C 3.6904762 | 0.9569152 | 6.4240372 | 0.0036476 LPDI
D-B -3.481429 | -6.21499 | -0.747868 | 0.0068162 LPDI

Tabla 15. Resumen de analisis de Kruskal-Wallis y Dunn Test de la variable de la inflorescencia
LPI: Estadistico chi-cuadrado = 11.615, p = 0.0088. A (cluster rojo), B (cluster magenta), C (cluster
azul) y D (cluster verde).

x . . . Diferencia
Comparacion de grupos Diferencia critica C e
significativa
C-B 19.86 No
C-A 19.86 No
C-D 19.86 Si
B-A 19.86 No
B-D 19.86 Si
A-D 19.86 No
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IV Discusion

4.1 Datos moleculares

En el presente trabajo la variacion genética sugiere la existencia de cambios
puntuales, mutaciones como insercion y delecion, que van incluso a la desaparicion
completa de la region rpl16, similar como se reporta en Poaceae y Cactaceae
(Kelchner & Clark, 1997; Butterworth et al., 2002; Butterworth et al., 2007). Un factor
que puede determinar dichas mutaciones es la endogamia en plantas que consiste
en entrecruzamiento entre individuos de una especie que estan estrechamente
relacionados, este fendmeno puede provocar la homocigosis, esto ocurre
principalmente en plantas que poseen procesos de autofecundacién y clonacion
(Meloni et al., 2013; Achrem et al., 2023), Particularmente el género Asclepias suele
tener algunas especies que presentan autogamia y clonalidad (Howard & Barrows,
2014; Sun-Kin et al., 2015). La muestra de Guerrero proviene de material utilizado
por Gutiérrez et al., (2014), en este trabajo de aloenzimas (isoenzimas),
determinaron, en comparaciéon con otras poblaciones de A. jaliscana, que la
poblacién de Guerrero presentaba homocigosis (Gutiérrez et al., 2014). Asi mismo,
hay que recordar que los fendmenos de endogamia en plantas pueden reducir la
diversidad genética, y la heterocigosis de éstas (Achrem et al., 2023). Sin embargo,
muchas de éstas terminan en regiones no codificantes y pueden incluso alterar la
expresion genética y por ende cambios metabdlicos y fenotipicos (Charlesworth &
Willis, 2009; Achrem et al., 2023). Estas alteraciones en el intrén rp/16 es un posible
indicador de endogamia, siendo una dificultad para poder establecer grupos
monofiléticos en el analisis filogenético.
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4.2 Datos morfométricos

Los analisis estadisticos sugieren la existencia de diferencias significativas

morfolégicas dentro de los ejemplares descritos como Asclepias jaliscana.

En las estructuras foliar, a través de las agrupaciones formadas por el Cluster de
Ward se aprecian limbos con caracteristicas distintas (Figura 21), los analisis de
ANOVA-Tukey con respecto a las variables y agrupaciones, presentan diferencias
significativas (Tabla 5, 6, y 7) Destacando la agrupacién A que presenta la mayor
homogeneidad en las diferencias significativas con respecto a la prueba post hoc
Tukey, seguido de D y finalmente B y C. Las variaciones del limbo foliar pueden
indicar distintos fendmenos dependiendo del taxén. Si bien hay evidencia dentro de
la botanica, de que se pueden delimitar especies por un caracter vegetativo, no es
recomendable para todos los grupos taxondmicos, y menos si se trata de especies
con una amplia distribucion geografica, debido a que las hojas suelen estar sujetas
a cambios en la altitud, microclimas, e incluso recepcion de la luz solar (Mitchell et
al., 1999), este ultimo, suele estar estrechamente relacionado a cuestiones
fisioldgicas de como absorben, interceptan y reflejan las diferentes ondas de la luz
(Ellsworth & Reich, 1993), por lo cual, es dificil determinar a la estructura foliar como
un caracter diagnostico a nivel taxonomico, en el caso del género Asclepias las
variaciones en hojas no son un caracter para diferenciar especies, como si lo son
las estructuras florares (Chavez-Hernandez et al, 2023; Alvarado-Cardenas e Islas-

Hernandez, 2024).

Limitando su interpretacion de los datos a morfotipos en los ejemplares de A.

jaliscana, esto se respalda, debido a que el uso del Cluster de Ward y métodos
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similares de cluster por jerarquia a través de analisis de varianza, son usados
frecuentemente para determinar estas agrupaciones en laminas foliares, como el
caso del trabajo de Salvafia et al., (2019) que se enfocan en la especie Vitex
negundo y han establecido morfotipos basados en el uso de datos cualitativos,
utilizando 10 individuos de diferentes germoplasmas. También se ha visto el uso de
Cluster de Ward para diferenciar rasgos foliares entre hibridos del género Quercus
(Gailing et al., 2012), en el aspecto taxondmico se ha utilizado para explorar el
complejo de Salix retusa (Saliceae) estableciendo 14 caracteristicas morfolégicas
en este grupo (Kosinski et al., 2017), o fomentar la conservacion de germoplasmas
de plantas medicinales y con importancia ecoldgica, como el caso de Elaeagnus
angustifolia (Elaeagnaceae) en el cual se han visto diferencias morfologicas en
laminas foliares y frutos, mostrando la diversidad morfolégica en esta especie

(Khadivi, 2018).

Por lo que la informacion recogida hasta el momento sugiere que al menos dentro
de las hojas de A. jaliscana hay morfotipos bien diferenciados. Asi mismo,
descartamos un posible patron foliar como lo menciona Cervantes, (2018) que
reporta la existencia de un cambio gradual con respecto a las laminas lanceoladas
y ovadas. Teniendo como posible patron de distribucion el grupo B, que tiene una

concentracion en el poniente de México (Figura 22).

En cuanto a las estructuras florales a pesar de ser una muestra reducida se ha
observado diferencias significativas (Tabla 8 y 9), que pueden indicar que la
agrupacion B es otro taxon distinto al resto de A, C, y D. Dado que la columna floral

(CF), el largo del capuchon (LCHF), y el largo de sépalos (LSPF) presentan un
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mayor tamafo a diferencia del resto de los grupos. Debido que una forma de
diferenciar especies dentro del género son las estructuras de las flores, como el
caso de los trabajos de Chavez-Hernandez et al, (2023), en donde describieron dos
nuevas especies en México, A. sauronii y A. graogramanii, la primera con una
distribucion geografica dentro de los estados de Nuevo Ledn y Coahuila, que tenian
un fenotipo similar a la hoja de A. otarioides, pero que presentaban una corola de
color distinto con formas de cuernos digitados y curvos. El segundo es A.
graogramanii, con similitudes morfoldgicas a A. glaucescens, pero distribuida en los
Estados de Jalisco y Nayarit, pero diferente en el color de flores y la posicién del
ginostegio y capuchones cilindricos oblongos. Otro ejemplo reciente de una nueva
especie para este género es A. gordaensis, la cual es morfolégicamente similar a A.
pringlei en caracteres vegetativas, pero con una diferencia en el tamano de la flor y
con cambios en la forma del capuchén y cuernos (Alvarado-Cardenas y lIslas-

Hernandez, 2024).

En las inflorescencias no hubo diferencias significativas en el LPI pero si en la
estructura LPDI principalmente en CM y CR siendo las mas largas con respecto a
CV y CA, de acuerdo con Willson & Priece, (1976), los diferentes tamanos de las
inflorescencias pueden variar dentro de especies de Asclepias, estando asociadas
a las inflorescencias de mayor tamafio a la formacion de frutos mas pequefios, asi
como una presencia mas constante de polinizadores. En el caso de Arabidopsis
thaliana y Antirrhinum majusse, los diferentes tamafios y formas de inflorescencias
se deben a variaciones de los genes LFY, AP1y TFL1 (Benlloch et al., 2007). En

pastos, han sido utilizadas en modelos evolutivos con analisis Bayesianos,
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observando patrones en los tamafnos de las inflorescencias que estan asociados a

procesos fisiologicos como la fotosintesis (Kirchoff & Clalen-Bockhoff, 2013).

V Conclusion

El analisis filogenético de A. jaliscana no presentan grupos monofiléticos dentro del

género, debido a posibles mutaciones en el intrén rp/16.

Los analisis estadisticos aplicados a los ejemplares de herbario descritos como
Asclepias jaliscana (A. contrayerba y A. setosa) muestran la existencia de
morfotipos en laminas foliares: oblongas, lanceoladas, ovadas y angostamente
ovadas. Pero no tienen alguna relacion con las sinonimias de esta especie. Asi
mismo, las agrupaciones A y B presenta diferencias significativas en algunas

variables de las flores que pueden suponer la existencia de otro taxon.

VI Perspectivas

Analisis morfométrico con ejemplares que compartan caracteristicas del grupo Ay
B: Para tener una percepcion mas amplia de lo que ocurre con los ejemplares que
presentan laminas oblongas y ovadas de mayor tamafo, es necesario revisar de
manera detallada estructuras florales silvestres, para determinar o descartar la
existencia de otra especie. Debido a que el material de herbario no es lo
suficientemente informativo debido al deterioro y ausencia de las estructuras florales

de algunos ejemplares.

Analisis filogenético de morfotipos: Se recomienda realizar un analisis filogenético

que considere los morfotipos propuestos en esta tesis, para determinar si las
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variaciones morfologicas se deben a taxones distintos o simplemente a variaciones

morfoldgicas.
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VIl Anexos

Anexo 1

Tabla 11. Localidades visitadas para buscar material vegetal de A. jaliscana.

Num. Especies
Num. Fecha Entidad Federativa Municipio Localidad/Referencia Asclepias de
jaliscana | Asclepias
20 10/22/22 Chiapas Teopisca Orilla del municipio 0 1
19 10/22/22 Chiapas Chanal Orilla del municipio 0 0
18 10/23/22 Chiapas San Cristobal de las Casas Orilla del municipio 0 0
17 01/10/2022 Hidalgo Almoloya La Coronilla 0 1
16 19/09/2022 Hidalgo Apan Cerro aldefios a Apan 0 0
15 10/09/2022 Tlaxcala Cuaxomulco Cerro la Cuatlapanga 0 2
14 21/08/2022 | Ciudad de Meéxico Milpa Alta Volcan Cerro de San Miguel 0 0
13 19/08/2022 Tlaxcala Aclangatepec Cerros aledafios al lago de 0 2
Aclangatepec
12 11/08/2022 Tlaxcala Santorum Orilla de Santorum 4 4
11 11/08/2022 Tlaxcala Espaiiita Alvaro Obregoén 0 4
10 29/07/2022 Puebla Chignaguapan Villa Cuauhtémoc 0 0
9 29/07/2022 Tlaxcala Tlaxco La Herradura 0 2
8 24/07/2022 Tlaxcala Yahuguemecan Atlihuetzia (2) 0 0
7 19/07/2022 Tlaxcala Panotla San Tadeo Huilapan 0] 5
6 17/07/2022 Puebla Tehuacan Qrilla de Tehuacan 0 0
Cerro entre Santa Maria
5 14/07/2022 Puebla Ocoyucan Malacatepec y San José 0 3
Zetina
4 11/07/2022 Tlaxcala xtacuixtia La Trinidad Tenexyacan 0 0
cerros a la orilla de muncipio
05/07/2022 - Parque Estatal Flor del
3 22/09/22 Puebla Amozoc Bosque (2) 0 1
2 26/06/2022 Tlaxcala Ixtacuixtla San Marcos Jilotepec (3) 5a18 4
1 26/09/2021 | Estado de México Otumban - 3 3
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Anexo 2

Tabla 12. Observaciones de las poblaciones encontradas de A. jaliscana.

Muestras de este estudio
Poblacién | Estado | Municipio/Localidad | Nimero de Observaciones
individuos
1 Tlaxcala Ixtacuixtla-San 20 Entre terrenos de cultivo, las hojas
Marco Jilotepec tenian nervadura atenuada de color
rojo, muerte antes de alcanzar el
ciclo reproductivo, no se observod la
formacién de frutos, infecciones por
artrépodos y extraccion de
ejemplares para uso medicinal.
2 Tlaxcala Sanctorum-a las 4 Entre terrenos de cultivo, las hojas
afueras del tenian nervadura atenuada de color
municipio rojo.
3 Estado Otumba-periferia 5 Extraccion de ejemplares para uso
de medicinal.
México
4 Guerrero Eduardo Neri - Homocigosis (Gutiérrez et al., 2014)
Anexo 3
Tabla 13. Ejemplares.
CODIGO DE ESTATUS DE . NOMBRE DE
NUMERO HERBARIO HERBARIO EJEMPLAR REVISION REGISTRO ESTADO
1 629528 MEXU ELIPLAT | FISICA | A CONTRAYERBA | CHIHUAHUA
2 67435 MEXU ELIPLAR | FISICA | A.CONTRAYERBA | MORELOS
3 438141 MEXU EJC%MMPL!J-QR FISICA | A. CONTRAYERBA | JALISCO
4 261700 MEXU ELIPLAR | FISICA | A CONTRAYERBA | VERACRUZ
EJEMPLAR
5 1014723 MEXU COMUN FISICA A. JALISCANA NAYARIT
6 829054 MEXU Eé%MMPl!J-,ﬁ‘R FISICA | A. CONTRAYERBA | NAYARIT
7 890341 MEXU ELIPLAR | FISICA | A.CONTRAYERBA | PUEBLA
EJEMPLAR A.
8 331513 MEXU COMUN FISICA EUPHORBIAEFOLIA CHIHUAHUA
EJEMPLAR
9 898232 MEXU COMUN FISICA A. JALISCANA SONORA
10 839844 MEXU EJCEOMM%QR FISICA | A. CONTRAYERBA | OAXACA
EJEMPLAR AGUAS
1" 51859 MEXU COMUN FISICA A. CONTRAYERBA CALIENTES
12 938130 MEXU EJCEOMMPL,'J-QR FISICA | A. CONTRAYERBA | MORELOS
EJEMPLAR CIUDAD DE
13 445256 MEXU COMUN FISICA A. CONTRAYERBA MEXICO
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EJEMPLAR

14 768398 MEXU T FISICA A. JALISCANA SONORA
EJEMPLAR

15 564465 MEXU it FISICA A. JALISCANA OAXACA
EJEMPLAR

16 1427558 MEXU it FISICA A. JALISCANA JALISCO

17 1209241 MEXU E‘(’:EOMMPL%QR FISICA | A. GLAUSCESCENS | GUERRO
EJEMPLAR

18 926279 MEXU it FISICA A. JALISCANA CHIAPAS
EJEMPLAR

19 763290 MEXU it FISICA A. JALISCANA CHIAPAS

20 744623 MEXU E‘(’:EOMMPL%QR FISICA | A. CONTRAYERBA | CHIAPAS

21 1375133 MEXU E‘(’:EOMMPL%QR FISICA | A AURICULATA | CHIAPAS

22 552053 MEXU E‘(’:EOMMPL,'J-QR FISICA | A. CONTRAYERBA | NAYARIT

23 1443906 MEXU E‘(’:EOMMPL%QR FISICA | A. CONTRAYERBA | CHIAPAS
EJEMPLAR

24 1502820 MEXU it FISICA A. JALISCANA JALISCO

25 762586 MEXU EéEOMMPL!J-,ﬁ‘R FISICA | A. CONTRAYERBA | JALISCO
EJEMPLAR

2 24996 MEXU T FISICA A. SETOSA JALISCO

27 156351 MEXU EéEOMMP&ﬁ‘R FISICA | A. CONTRAYERBA | CHIHUAHUA

28 577285 MEXU Eé%MMPL!J-,ﬁ‘R FISICA A JALISCANA | CHIHUAHUA

29 149714 MEXU Eé%MMPL!J‘,ﬁ‘R FISICA | A. CONTRAYERBA | DURANGO

30 1494368 MEXU Eé%MMPL!J‘,ﬁ‘R FISICA A. JALISCANA | DURANGO

31 344956 MEXU EJC%MMPL!J-Q‘R FISICA | A. CONTRAYERBA | GUERRO

32 1032463 MEXU EJC%MMPL!J'QR FISICA | A. CONTRAYERBA | GUERRO

33 859441 MEXU EJCEOMMPL!J'QR FISICA A. JALISCANA GUERRO
EJEMPLAR ESTADO DE

34 272053 MEXU T FISICA | A CONTRAYERBA | E51ADO T
EJEMPLAR ESTADO DE

35 1489146 MEXU AWATS FISICA A. JALISCANA Haves

36 1032392 MEXU Eé%MMPl!J',ﬁ‘R FISICA | A. CONTRAYERBA | GUERRO
EJEMPLAR SANLUIS

37 1161711 MEXU T FISICA A. JALISCANA b

38 551788 MEXU Eé%MMPl!J',ﬁ‘R FISICA | A. CONTRAYERBA | VERACRUZ
EJEMPLAR

39 1014390 MEXU AT FISICA A. JALISCANA NAYARIT
EJEMPLAR

40 23919 MEXU EMPLA FISICA A. SETOSA JALISCO
EJEMPLAR

41 23922 MEXU P FISICA A. JALISCANA JALISCO
EJEMPLAR

USADO
42 23925 MEXU AT FISICA A. SETOSA PUEBLA
TAXONOMICA
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EJEMPLAR

43 23920 MEXU AATe FISICA A SETOSA | MICHOACAN
44 48322 MEXU EJCEOMMPL,'J-QR FISICA A. SETOSA SINALOA
45 5834 TLXM E‘(’:EOMMPL,'J-QR FISICA | A. CONTRAYERBA | TLAXCALA
46 1337 USCG EEIERR | DiGITAL A. SETOSA GUATEMALA
47 193635 ASU E‘(’:EOMMPL%QR DIGITAL |  A. JALISCANA SONORA
48 102991 DOV EJ ET'\I"P%AR DIGITAL |  A. JALISCANA JALISCO
49 11019 LY EEEAR | DiGITAL A. SETOSA JALISCO
50 4641 NY FIEIELAR | DiGimAL A. SETOSA A o
51 211127 IBUG E‘(’:EOMMPL,'J-QR DIGITAL |  A. JALISCANA JALISCO
52 26922 HARVARD | SVEMFELAR | pigimar A. SETOSA JALISCO
53 46404 BRU EIETELAR | DIGITAL | A. JALISCANA JALISCO
54 217501 IBUG Eé%MMPL!J-,ﬁ‘R DIGITAL |  A. JALISCANA JALISCO
55 106071 F EIEIELAR | DIGITAL | A. JALISCANA JALISCO
56 1046270 PH EIETELAR | DIGITAL | A. JALISCANA JALISCO
57 4804 NY EIEMPLAR | DiGiTAL A. SETOSA JALISCO
58 4650 NY EIEPLAR | DiGiTAL A. SETOSA JALISCO
59 589508 MEXU BEEAY | DiGITAL ASCLEPIAS SINALOA
60 552051 MEXU BN | DiGITAL ASCLEPIAS NAYARIT
61 474192 MEXU ELIPLAT | DIGITAL | A JALISCANA OAXACA
62 543400 MEXU BT | DIGITAL | A JALISCANA VERACRUZ
63 1347077 MEXU ELIPLAT | DIGITAL | A JALISCANA | MICHOACAN
64 1347055 MEXU ELIPLAT | DIGITAL | A JALISCANA | MICHOACAN
65 1347059 MEXU ELIFLAR | DIGITAL | A.JALISCANA | GUANAIUATO
66 460008 MEXU ELIPLAT | DIGITAL | A. JALISCANA JALISCO
67 937483 F EEMPLAR | DIGITAL | A. CONTRAYERBA | 1200 OF
68 461398 MEXU Eé:EOI\/II\/lIDlIJﬁR DIGITAL A. JALISCANA JALISCO
69 140355 GA Eé:EOI\/II\/lIDlIJﬁR DIGITAL A. CONTRAYERBA CHIAPAS
70 1367123 MEXU Eé:EOI\/II\/lIDlIJﬁR DIGITAL A. JALISCANA MICHOACAN
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