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Resumen. El género Zamia en Megaméxico cuenta con 22 especies descritas y una entidad en el estatus de species
dubium (Z. verschaffeltii). En las tltimas décadas, el género Zamia ha recibido atencion en tratamientos floristicos
regionales, y de manera sobresaliente en una monografia especializada. Ademas, algunas especies del género han sido
objeto de varios estudios recientes en citogenética, ecologia y genética de poblaciones. El objetivo de este trabajo es
presentar informacion actualizada sobre las especies de Zamia que se distribuyen en Megaméxico, con base en una
revision de ejemplares de herbario y trabajo de campo. Adicionalmente, se hace énfasis en los complejos de especies
que atn requieren investigacion para el esclarecimiento de sus limites taxondémicos. La discusion plantea la necesidad
de realizar investigacion en el aspecto poblacional con datos moleculares, mediante codigos de barras de ADN (DNA
barcoding). Se concluye que la creacion de una base de datos moleculares que funcione como “biblioteca de referencia
de codigos de barras” para todas las especies de Zamia en Megaméxico seria de utilidad en aspectos sistematicos,
dentro de los cuales destaca la automatizacion de la identificacion de especies, tanto en el campo como en colecciones
bioldgicas. Dicha base de datos daria servicio a multiples sectores sociales que son usuarios del conocimiento
taxondmico especializado —por ejemplo, la industria forestal, las aduanas e instancias conservacionistas interesadas
en diagnosticar especies de manera rapida y confiable, especialmente ante el trafico ilegal de ejemplares.
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Abstract. The genus Zamia in Megamexico includes 22 described species and one entity in the species dubium
category (Z. verschaffeltii). During the last 2 decades, the genus Zamia has received attention in regional floristic
treatments and, outstandingly, in a specialized monograph. Besides, some species in the genus have been the focus of
several recent cytogenetic, ecological and population genetic studies. The objective of this work is to present updated
information on the species of Zamia distributed in Megamexico, on the basis of a revision of herbarium specimens
and fieldwork data. In addition, we emphasize that research is needed in some species complexes, in order to clarify
their taxonomic limits. We discuss the need to conduct population-level research with molecular data, according to the
DNA barcoding approach. We conclude that the creation of a molecular database that functions as a ‘DNA barcodes
reference library’ for all Zamia species will be useful for systematic aspects, particularly automatization of species
identifications, both in the field and in biological collections. At the same time, such databases would be helpful for
multiple social sectors that employ specialized taxonomic knowledge —for instance, the forestry industry, customs and
conservationist bodies interested in the rapid and reliable diagnosis of species, particularly in the face of illegal trade
of specimens.
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Introduccion

El orden Cycadales consta de 3 familias: Cycadaceae,
Stangeriaceae y Zamiaceae (Stevenson, 1992). Zamiaceae
incluye, con ventaja, el mayor nimero de géneros descritos
en el orden, y en el Neotropico estan presentes 5 géneros:
Chigua D. W. Stev. y Microcycas (Miq.) A. DC., endémi-
cos de Colombia y Cuba, respectivamente; Ceratozamia
Brongn. y Dioon Lindl., endémicos de México, y Zamia L.

Zamia tiene 61 especies (Hill et al., 2007; Taylor et al.,
2009), distribuidas desde Georgia y Florida en Estados Uni-
dos, hasta Bolivia y el suroeste de Brasil (Balduzzi et al.,
1982; Sabato, 1990; Norstog y Nicholls, 1997; Stevenson,
2001a); es también, uno de los géneros del orden Cycada-
les mas dificiles de caracterizar (Norstog y Nicholls, 1997),
debido a que sus patrones de variaciéon morfoldgica, ecold-
gica, citologica (Marchant, 1968; Vovides, 1983; Moretti y
Sabato, 1984; Moretti, 1990; Moretti et al., 1991; Vovides y
Olivares 1996; Norstog y Nicholls, 1997; Nicolalde-More-
jon et al., 2009) y genética (Gonzalez-Astorga et al., 2006;
Limo6n, 2009) son muy complejos.

Historicamente, la primera monografia de Zamia incluy6
10 especies (Miquel, 1842). Posteriormente, se registraron
23 (Miquel, 1851; 1861) de las cuales, en la actualidad,
14 se consideran sinénimos (Hill et al., 2007). Mas ade-
lante, Schuster (1932) registrd 26 especies. Varios trabajos
taxonomicos (Stevenson, 1987; 1991a, b; 1993; 2001a, b;
2004; Sabato, 1990; Norstog y Nicholls, 1997; Nicolalde-
Morejon et al., 2008), asi como la tipificacion de nombres
validos (Stevenson y Sabato, 1986) han detectado errores
nomenclaturales en la revision de Schuster (1932), debidos
principalmente al insuficiente trabajo de campo, a la escasa
revision de las colecciones botanicas y a los relativamente
pocos ejemplares botanicos con estructuras reproductivas
que existen en los museos y herbarios. De hecho, los caracte-
res diagndsticos para identificar las especies de Zamia estan
basados principalmente en atributos foliares, los cuales son
muy variables. Esta circunstancia ha creado confusion en la
delimitacion y reconocimiento de las especies del género, lo
cual se refleja directamente en un niimero considerable de
sinonimias (Hill et al., 2007).

Sin embargo, en fechas recientes, el uso de caracteres
de DNA como sitios diagndstico, no solo en cicadas sino
en diversos grupos de gimnospermas y angiospermas, ha
unido la sistematica molecular con la taxonomia tradicio-
nal, evidenciando que algunas regiones del genoma podrian
comportarse de manera practicamente invariable al interior
de las poblaciones de una especie, al tiempo que podrian
variar entre especies. El estudio de los patrones de variacion
en estas regiones gendmicas, conocidos como codigos de
barras de ADN (Hebert y Gregory, 2005), es de gran utilidad
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en la delimitacion e identificacion de especies. Esta pers-
pectiva de analisis sustenta toda un area del conocimiento,
como es la taxonomia molecular, y pretende establecer cri-
terios moleculares en la identificacion de especies (véase la
pagina Bold Systems: www.boldsystems.org).

Por lo anterior, esta investigacion conjuga las 2 fuentes
de evidencia (i.e. morfolégica y molecular) con la finalidad
de definir atributos diagnosticos en la identificacion de las
especies endémicas del género Zamia (22) de Megaméxico
2, (Rzedowski, 1991), regiéon que agrupa los territorios de
Meéxico, Guatemala, Belice, El Salvador, y parte del norte
de Nicaragua. En este sentido, se hace uso del concepto de
Rzedowski simplemente como Megaméxico, dado que las
diferencias entre los limites geograficos entre Megaméxico
1 con respecto a Megaméxico 2, no afectan los aspectos bio-
geograficos de nuestros andlisis.

Con base en lo anterior, los objetivos de este trabajo
son: a) determinar cuantas y cuales especies de Zamia se
distribuyen en Megaméxico; b) presentar un panorama
histdrico-taxondmico del género haciendo énfasis en los
complejos de especies que se requiere estudiar con mayor
profundidad o detalle, y ¢) discutir la utilidad de los codigos
de barras de DNA para identificar y delimitar especies en el
género.

Materiales y métodos

Trabajo de herbario y de campo. Para la realizacion de esta
investigacion se reviso el material botanico disponible en
los siguientes herbarios: B, BM, CIB, CHIP, CICY, ECO-
SUR, ENCB, F, FCME, FLAS, FTG, HEM, IBUG, IEB,
K, LE, MEXU, MO, NY, SERO, U, UADY, UAMIZ, US,
W, WIS, XAL, XALU y ZEA. La informacion se comple-
mento con la consulta de las descripciones originales, asi
como de los tratamientos taxondmicos de todo el género.
De manera paralela, durante los ultimos 5 afos se realiza-
ron salidas de campo para recolectar material botanico y
evaluar los atributos diagnosticos (morfoldgicos) previa-
mente publicados para todas las especies.

Recoleccion de material biologico. Se recolectd tejido
foliar de todas la especies de Zamia conocidas para Mega-
méxico de acuerdo con Nicolalde-Morejon et al. (2009)
(Cuadro 1). La mayor parte del material se obtuvo de
plantas vivas cultivadas en el Jardin Botanico Francisco
Javier Clavijero del Instituto de Ecologia, A. C., en Jalapa,
Veracruz, y se realizaron recolecciones de campo para
completar el muestreo (e. g. Zamia variegata). El Centro
Botanico Montgomery (MBC) dono las muestras de

Z. prasina, Z. standleyi y Z. tuerckheimii. En el caso de Z.
onanreyesii, Z. oreillyi, Z. sandovallii y Z. monticola, espe-
cies de reciente descripcion, no fue posible recolectarlas,
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Cuadro 1. Especies, distribucion y tipos de vegetacion de Zamia en Megaméxico

Especie Pais Estado/Departamento Tipo de L
vegetacion
1 Z. cremnophila Meéxico Tabasco BTP
2 Z. fischeri México Hidalgo, Querétaro, San Luis Potosi BTsC, BMM,
BQ-BC
Z. furfuracea Meéxico Veracruz BTP
4 Z. herrerae El Salvador, ES: Sonsonate, M: Chiapas BTP, BTsC
Guatemala, México
5 Z. inermis México Veracruz BTC
6 Z. katzeriana México Chiapas, Tabasco, Veracruz BTP
7 Z. lacandona México Chiapas BTP
8 Z. loddigesii México Chiapas, Hidalgo, Oaxaca, Puebla, Tabasco, BTP
Tamaulipas, Veracruz
9 Z. monticola Guatemala Alta Verapaz BTP
10 Z. onanreyesii Honduras Cortés BTP
11 Z. oreillyi Honduras Atlantida BTP
12 Z. paucijuga México Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan, BTsC,
Nayarit, Oaxaca BTC,
BQ
13 Z. polymorpha Belice, B: Distrito Belice, Distrito Cayo; G: Peten; BTP,
Guatemala, M: Campeche, Chiapas, Quintana Roo, BTsC
México Tabasco, Yucatan
14 Z. prasina Belice Distrito Toledo BTP
15 Z. purpurea Meéxico Oaxaca, Veracruz BTP
16 Z. sandovallii Honduras Atlantida BTP
17 Z. soconuscensis México Chiapas BTsC
18 Z. spartea México Oaxaca BTP,
BTC
19 Z. standleyi Guatemala, G: Izabal; H: Atlantida, Santa Barbara BTP
Hond:
20 Z. tuerckheimii Gggtelrlrrl% a Alta Verapaz BTP
21 Z. variegata Guatemala, México  G: Alta Verapaz, [zabal; BTP
M: Chiapas
22 Z. vazquezii México Veracruz BTP

Tipos de vegetacion (sensu Rzedowski, 1978): BTP, bosque tropical perennifolio; BTsC, bosque tropical subcaducifolio; BMM, bosque
mesofilo de montafia; BQ, bosque de Quercus; BC, bosque de coniferas.

por lo que no se incluyen en el analisis.

Extraccion y amplificacion de DNA. La extraccion del
DNA se hizo con el método indicado por el fabricante
del DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen). La inspeccion
cualitativa de las muestras de DNA extraidas se realiz

mediante electroforesis en geles de agarosa. Las reaccio-
nes de amplificacién (PCR) se hicieron incluyendo todas
las combinaciones de primers propuestos en la segunda
Conferencia Internacional de Codigos de Barras de la Vida
(Pennisi, 2007) y con base en trabajos previos en plantas
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(Sass et al., 2007; Fazekas et al., 2008; Lahaye et al., 2008;
Hollingsworth et al., 2009). Dichas regiones del genoma
corresponden a las secuencias que codifican las proteinas
ribosomales rpoCl y rpoB, las intergénicas trnH-psbA,
atpF-atpH y psbl-psbK y la codificante de la maturasa K
(matK) y rbcL. También se exploraron las regiones del
genoma nuclear que corresponden a los espaciadores inter-
génicos transcritos I7S, ITS1 e ITS2 (para mas detalles,
sobre estas regiones, véase Sass et al., 2007). En todos los
casos donde se obtuvo una sola banda de amplificacion,
los PCR se purificaron mediante el uso de kits comercia-
les (QIAquick® PCR Purification Kit, Qiagen). Para el
caso exclusivo del locus t#rnH-psbA fue necesario purificar
desde las bandas de amplificacion observadas en el gel de
agarosa, debido a que siempre se obtuvieron 2 moléculas
de diferente peso (observables como 2 bandas diferentes en
los geles). El proceso de secuenciacion se realizo a través
de la empresa Macrogen (http://www.macrogen.com; para
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los niumeros de accesion de GenBank, véase Cuadro 2).
Andlisis de datos. El ensamblaje y edicion de las
secuencias se realizaron con el programa Sequencher v.
4.8 (Gene Code Corp., Ann Arbor, Michigan, EUA). La
alineacion de las secuencias se efectu6 con el programa
Clustal X (Thompson et al. 1997) bajo el modo de ali-
neamiento multiple, a través de la interfase BioEdit
7.0.9 (Hall, 1999). Todos los archivos de las secuen-
cias alineadas fueron almacenados en formato Nexus y
luego exportados al programa MacClade (Sinauer Asso-
ciates, Sunderland, Massachusetts, EUA). Los analisis
en computadora para la identificacién de caracteres
diagnosticos para constituir los cédigos de barras mole-
culares especie-especificos se realizaron con P-Gnome,
que implementa la estrategia de identificacion de sitios
diagnosticos, conocido como: Sistema de Organizacion
de Atributos Caracteristicos (Characteristic Attribute
Organization System o CAOS; Sarkar et al., 2008).

Cuadro 2. Numeros de accesiones de GenBank para los loci secuenciados en este estudio

Taxa psbl/K atpF/H rpoCl trnH-psbA matK N
Zamia cremnophila GU807217 GU807158 GU807296 GU807344 GU807352
Z. fischeri GU807218 GU807160 GU807299 GU807417 GU807354
Z. furfuracea GU807219 GU807161 GU807300 GU807418 GU807345 GU807355
Z. herrerae GU807220 GU807162 GU807301 GU807419 GU807346 GU807356
Z. inermis GU807221 GU807163 GU807302 GU807347

Z. katzeriana GU807222 GU807165 GU807304 GU807420 GU807358
Z. lacandona GU807223 GU807166 GU807305 GU807421 GU807359
Z. loddigesii GU807224 GU807167 GU807306 GU807422 GU807360
Z. paucijuga GU807225 GU807169 GU807308 GU807423 GU807348 GU807362
Z. polymorpha GU807226 GU807170 GU807309 GU807349 GU807363
Z. prasina GU807227 GU807171 GU807310 GU807364
Z. purpurea GU807228 GU807173 GU807312 GU807424 GU807350 GU807365
Z. soconuscensis GU807229 GU807174 GU807314 GU807425 GU807366
Z. spartea GU807231 GU807175 GU807315 GU807426 GU807351 GU807367
Z. standleyi GU807232 GU807176 GU807316 GU807368
Z. tuerckheimii GU807230 GU807177 GU807317 GU807369
Z. variegata GU807233 GU807178 GU807318 GU807427 GU807370
Z. vazquezii GU807234 GU807179 GU807319 GU807428 GU807371
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Resultados

Morfologia y grupos afines

Las especies de Zamia son dioicas, entomdfilas y de larga
vida, con distribucion restringida al Neotropico. Zamia
tiene una amplia diversidad de formas y preferencias eco-
logicas: por ejemplo, mientras que la especie endémica
colombiana Z. wallisii A. Braun posee foliolos fuerte-
mente acanalados de hasta 15 cm. de ancho con nervaduras
conspicuas, Z. spartea A. DC —endémica de Oaxaca,
México— tiene foliolos de hasta 1 cm de ancho, total-
mente lisos. El género también incluye especies con tallos
arboreos; por ejemplo, Z. obligua A. Braun (Colombia y
Panama) que llega a medir hasta 5 m de alto (Stevenson,
2004); en contraste, Z. paucijuga Wieland —también endé-
mica de México (de Nayarit a Oaxaca)— y Z. amazonum
D. W. Stev. —proveniente de la Amazonia de Colombia,
Ecuador, Pert y Brasil— poseen tallos subterraneos. Ade-
mas, Z. pseudoparasitica Yates in Seem. —endémica de
Panama, es la tnica especie epifita del orden (Stevenson,
1993).

Las especies de Zamia se encuentran en ambientes
muy contrastantes, como es el caso de Z. gentryi Dodson,
endémica de Ecuador (Nicolalde-Morejon, 2007), que se
distribuye en bosques humedos premontanos (Holdridge,
1978), con lluvias hasta de 6 500 mm en promedio al afio;
Z. encephalartoides D. W. Stev., endémica de Colombia,
crece en habitats xéricos (Stevenson, 2004), mientras que
Z. roezlii Linden, de la cual se conocen poblaciones del
bosque humedo tropical y en manglares, se distribuye
sobre la planicie costera de Ecuador y Colombia.

Altitudinalmente, Zamia se distribuye desde el nivel
del mar, sobre dunas costeras (Z. furfuracea L. f., México)
hasta los 2 700 m, como ocurre con Z. montana A. Braun,
especie endémica de bosques humedos premontanos en
Antioquia, Colombia (Stevenson, 2001a).

Tomando en cuenta la morfologia, especialmente
habito, hojas y foliolos, de multiples ejemplares del género
Zamia (Vovides et al., 2007), y considerando que en Mega-
méxico existen varios complejos de especies, los cuales
son de dificil identificacion; por ejemplo, en el noreste de
Meéxico (Tamaulipas, San Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo
y norte de Veracruz) existen 2 especies de apariencia simi-
lar: Z. fischeri Miq. y Z. vazquezii D. W. Stev., Sabato, A.
Moretti y De Luca. Este par de especies, aqui denominado
“complejo Zamia fischeri”, incluye plantas generalmente
pequeiias con foliolos papiraceos, dentaciones sobre los
bordes de los foliolos y tallos subterraneos. Otros carac-
teres diagnosticos son atributos asociados a estructuras
reproductivas femeninas (Nicolalde-Morejon et al., 2009).
Por otro lado, en el sureste de México (Veracruz, Oaxaca,
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Tabasco y Chiapas) se encuentra el complejo Zamia kat-
zeriana, que incluye a Z. katzeriana (Regel) Retting, Z.
cremnophila Vovides, Schutzman et Dehgan, Z. lacandona
Schutzman et Vovides y Z. purpurea Vovides, J. D. Rees
et Vazq. Torres, las cuales se caracterizan por sus folio-
los anchos (3-11 cm) y coriaceos, y tallos subterraneos
(Nicolalde-Morejon et al., 2008). Aunque Z. purpurea
pertenece a este grupo, sus foliolos acanalados con ner-
vaduras conspicuas —atributo unico entre las especies en
Megaméxico— la asemejan mas al complejo basado en Z.
skinneri Warsz. ex A. Dietrich, que se distribuye en Costa
Rica, Panama, Colombia y Ecuador.

El complejo Zamia loddigesii (Z. loddigesii Miq.,
Z. paucijuga 'y Z. polymorpha D. W. Stev., A. Moretti y
Vazq. Torres) incluye las especies de mayor distribucion
en Megaméxico (Fig. 1), son también las que tienen los
numeros cromosdmicos mas altos (Moretti, 1990), y mor-
fologicamente son los taxa que presentan mas dificultad
para identificarse. Entre los atributos fenotipicos de este
complejo estan los foliolos coridceos, linear-lanceolados
a oblanceolados y con tallos subterraneos. Sin embargo,
desde la misma perspectiva morfoldgico-vegetativa, Z.
spartea —endémica del istmo de Tehuantepec, Oaxaca,
Meéxico— y Z. prasina W. Bull —endémica de Belice—,
deberian ser incluidas en este complejo, para posteriores
estudios taxonémico y evolutivos. Si bien, entre especies
del grupo compuesto por Z. tuerckheimii Donn. Sm. (Gua-
temala), Z. soconuscensis Schutzman, Vovides y Dehgan
(Chiapas, México) y Z. inermis Vovides, J. D. Rees et Vazq.
Torres (Veracruz, México) no existen problemas para su
identificacion, éstas comparten caracteres, como los tallos
epigeos y los foliolos con los bordes enteros; no obstante,
debido a la presencia de foliolos linear-lanceolados, coria-
ceos y bordes enteros, los ejemplares de herbario de Z.
inermis (usualmente carentes de estructuras reproductivas)
podrian confundirse con ejemplares de Z. encephalartoi-
des. Ademas es necesario considerar a Z. onanreyesii C.
Nelson et G. Sandoval, especie que también tiene tallos
aéreos de hasta 2 m de alto, pero que a diferencia de las
anteriores posee foliolos subcoriaceos y margenes serrula-
dos sobre el tercio distal.

Las especies Z. oreillyi C. Nelson, Z. sandovallii C.
Nelson y Z. standleyi Schutzman, de reciente descripcion,
se caracterizan por tener foliolos lisos, subcoriaceos, bor-
des serrulados a dentados y tallos subterraneos, todas se
distribuyen en una misma region (Honduras y Guatemala).
Como la identificacion y delimitacion de estas especies con
base en caracteres morfologicos vegetativos y reproducti-
vos no es problematica, no existen dificultades taxonémicas
asociadas a este grupo. Finalmente, Z. variegata Warsz. y
Z. furfuracea son especies faciles de caracterizar e identifi-
car. Zamia variegata tiene foliolos variegados por el haz,
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atributo unico dentro del género Zamia; en tanto que Z.
Sfurfuracea presenta tallos aéreos generalmente bifurcados,
foliolos coriaceos abovados a oblanceolados con indu-
mento amarillento. Esta ultima crece sobre dunas costeras
en la region centro-sur del estado de Veracruz.

Megameéxico, diversidad y endemismo

Considerando las 22 especies de Zamia conocidas actual-
mente para Megaméxico (Nicolalde-Morejon et al., 2009),
Meéxico cuenta con 12 especies endémicas —la mayor
diversidad para la region— seguido por Honduras con 3,
Guatemala con 2, y Belice con 1 (Cuadrol). En Mega-
méxico se encuentran 2 centros de mayor diversidad (Fig.
1), el primero, ubicado en el sureste de México (sur de
Veracruz, Tabasco, sureste de Oaxaca y norte de Chia-
pas), con 7 especies, todas simpatricas (Z. cremnophila,
Z. katzeriana, Z. lacandona, Z. loddigesii, Z. purpurea, Z.
polymorpha y Z. spartea), y el segundo, entre Guatemala
(Alta Verapaz e Izabal) y Honduras (Atlantida, Cortés y
Santa Barbara), con 7 especies (Z. monticola Chamb., Z.
onanreyesii, Z. oreillyi, Z. sandovallii, Z. standleyi, Z.
tuerckheimii y Z. variegata). Estos sitios tienen un clima
calido htimedo donde la temperatura promedio anual
es de 25° C y la precipitacion de 3 000 a 4 000 mm por
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afio (Toledo, 1982); ambos comparten tipos similares de
vegetacion, particularmente bosque tropical perennifolio
(Rzedowski, 1978).

Estos datos de acumulacion de diversidad de Zamia
contrastan con los de areas como la planicie costera del
Pacifico, donde se registran unicamente 3 especies (Z.
herrerae Calderon y Standl., Z. paucijuga y Z. soconus-
censis) a lo largo de aproximadamente 2 000 km desde
Nayarit (México) hasta El Salvador. Esta amplia zona esta
asociada a diferentes tipos de vegetacion, como bosque
tropical perennifolio, bosque tropical subcaducifolio, bos-
que de coniferas y de Quercus (Rzedowski, 1978). Algo
similar pasa en la peninsula de Yucatan (México), el Petén
en Guatemala y parte de Belice, donde se distribuye unica-
mente Z. polymorpha (Fig. 1).

Intensidad de las recolecciones botanicas. En términos
de recolecciones botanicas realizadas hasta la fecha, los
2 sitios de alta concentracion de riqueza de especies estan
poco representados. Por ejemplo, sélo hay 8 para Z. crem-
nophila, de la primera region, y 6 para Z. tuerckheimii de
la segunda. En contraste, las especies mas recolectadas
son Z. polymorpha (ca. 100 recolecciones), Z. paucijuga
(ca. 114) y Z. loddigesii (ca. 80), todas de amplia distri-
bucion (Cuadros 3 y 4). A la vez, debe notarse que so6lo

Cuadro 3. Numero de colectas botanicas de Zamia en Megaméxico depositadas en herbarios de México

Herbarios en México

& “ N N
Z. cremnophila 1 2 2 1 1
Z. fischeri 1 6 16
Z. furfuracea 23
Z. herrerae 1 1 1 4 5
Z. inermis 11
Z. katzeriana 1 3 1 19
Z. lacandona 1 1 1 2 19
Z. loddigesii 4 1 1 1 12 56 1
Z. paucijuga 1 12 10 8 1 3 74 7
Z. polymorpha 2 4 40
Z. purpurea 4 1 1 9
Z. sandovallii
Z. soconuscensis 1 1 1 7
Z. spartea 2 1 1 1 19
Z. variegata 1 15
Z. vazquezii 2 2

Nota: Z. monticola, Z. onanreyesii, Z. oreillyi, Z. prasina, Z. standleyi 'y Z. tuerckheimii no constan en este cuadro, debido a que
ninguno de los herbarios de México que se revisaron cuenta con alglin registro para las especies sefialadas.
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Cuadro 4. Numero de colectas botanicas de Zamia en Megaméxico depositadas en herbarios extranjeros

Herbarios
fxa CR F FLAS FIG K LE MICH MO NY OX TEFH U US W
Z. cremnophila 1
Z. fischeri 1 1 1
Z. furfuracea 2 4
Z. herrerae 1 1 1
Z. inermis 1
Z. katzeriana 1 2 1
Z. lacandona 1 1
Z. loddigesii 1 3 3 1 3
Z. monticola 1 2
Z. onanreyesii 1 3
Z. oreillyi 1 2
Z. paucijuga 2 2
Z. polymorpha 3 1 15 6 3
Z. prasina 1 2
Z. purpurea 1 2
Z. sandovallii 4
Z. soconuscensis 1 1 1
Z. spartea 1
Z. standleyi 3 1 1 2 2 1
Z. tuerckheimii 1 2 1 2
Z. variegata 2 1
Z. vazquezii 1 1 2 1

una pequeia parte de su distribucion converge con las
areas de alta riqueza, como sucede con Z. loddigesii y Z.
polymorpha (Fig. 1). Es posible que este patron se deba al
hecho de que las especies menos colectadas tienen areas
de distribucion muy restringidas y en muchos casos sélo
se conocen de la localidad tipo, y a que las especies de
amplia distribucioén, como Z. loddigesii, Z. paucijuga 'y Z.
polymorpha se encuentran en areas de facil acceso e histo-
ricamente han sido recolectadas con amplitud.

Codigos de barras genéticos para Zamia en Megaméxico

Exito en la amplificacién en el grupo de estudio. De los
loci ensayados para el genoma del cloroplasto, 5 amplifica-
ron satisfactoriamente en Zamia: rpoC1, rbcL, trnH-psbA,
atpF-atpH y psbl-psbK. La pareja de primers matK pre-
sentd problemas de amplificacion para algunas especies,

mientras que en los primers para el locus 7poB no hubo
amplificacion alguna. En cuanto a los loci nucleares, si
bien no se tuvo éxito con la amplificacion del fragmento
completo de /7S (18S-26S), posteriores ensayos confirma-
ron una buena amplificacion del fragmento /752.

Sitios diagnosticos moleculares en Zamia. De los 8 loci
que amplificaron en Zamia, rbcL y trnH-psbA no presen-
tan sitios diagnosticos que permita la discriminacion entre
especies. Los andlisis de sitios diagnostico segun CAOS
(Sarkar et al., 2008) muestran que los espaciadores inter-
génicos de cloroplasto psbl-psbK y atpF-atpH son las
regiones que presentaron mayor numero de sitios diag-
nostico, lo cual permite discriminar el 50% (9/18) de las
especies aqui analizadas; en tanto, que la adicion del espa-
ciador interno transcrito /752 incrementa el porcentaje de
identificacion al 67% (12/18), finalmente con la inclusion
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Figura 1. Distribucion de: A). Zamia cremnophila, Z. katzeriana, Z. lacandona, Z. purpurea, Z. spartea; B). Z. monticola, Z. onareyesii,
Z. oreillyi, Z. sandovallii, Z. standleyi, Z. tuerckheimii, Z. variegata; C). Z. paucijuga; D). Z. loddigesii; E). Z. polymorpha; F). Z.

herrerae; G). Z. soconuscensis; H). Area inexplorada para Zamia.

de rpoC1 y matK Kew (so6lo considerando las especies de
Zamia en las que se obtuvo buena amplificacion y secuen-
cias), se llega al 72% (13/18) de éxito de identificacion de
las especies de Zamia en Megaméxico. (Cuadros 5y 6).

Discusion

Perspectivas del género Zamia en Megaméxico. Con-
siderando la historia nomenclatural y la complejidad
morfolédgica de las especies de Zamia, el complejo Zamia
loddigesii es claramente sobresaliente. Se trata de un grupo
que requiere de una investigacion detallada que permita
aclarar su circunscripcion taxonémica y nomenclatural,
como se detalla a continuacion. Z. loddigesii es sin duda
la especie mas compleja desde el punto de vista nomen-

clatural, con un total de 12 nombres afines y con varias
sinonimias (Nicolalde-Morejon et al., 2009). A pesar de
ser una especie colectada ampliamente a lo largo del golfo
de México, desde el siglo XIX hasta hoy, se desconocia
la existencia de algiin ejemplar de herbario que pudiera
fungir como tipo nomenclatural, por lo que Stevenson y
Sabato (1986) habian lectotipificado el protdlogo. Sin
embargo, en investigaciones recientes se muestra un ejem-
plar (i.e. van Houtte 3374 [U]]) que fue colectado previo a
la descripcion de la especie, y que concuerda con los atri-
butos morfoldgicos descritos por Miquel en 1843. Por esta
razén, dicho ejemplar ha sido considerado para su designa-
cion como lectotipo de esta especie (Nicolalde-Morejon et
al., 2009, Cuadro 7).

En contraste, aunque taxondmicamente no han expe-
rimentado cambio alguno, Z. paucijuga y Z. polymorpha,
junto a Z. loddigesii, son las especies catalogadas como
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Cuadro 5. Sitios diagnosticos con psbK-psbl, rpoC1 'y atpF-atpH, para Zamia en Megaméxico

psbl-psbK

Taxa

44 53 123 208 232 331

420 448 521 577 74 458 54

rpoCl atpF-atpH

186 270 353 456 472

Z. cremnophila T T A A C

Z. fischeri T T A A C T

Z. furfuracea T T A A C T T
Z. herrerae T T A A C T T
Z. inermis T T A A C T T
Z. katzeriana T T A A C T T
Z.lacandona T T A A C T T
Z. loddigesii T T A G C T G
Z. paucijuga T T A A C T T
Z. polymorpha C T G A C C T
Z. prasina T C A A C T T
Z. purpurea T T A A C T T
Z. soconuscensis T T A A C T T
Z. spartea T T A A C T T
Z. standleyi T T A A A T T
Z. tuerckheimii T T A A C T T
Z. variegata T T A A C T T
Z. vazquezii T T A A C T T

T C — C C G T G
T C T A C T G T G
T C T T — C C G T G
T C T T — C C G G G
T T T T — C C G T G
T C T T — C C G T G
T C C T — A C G T G
T C T T — C C G T G
T C T T — C C G T G
T C T T — C C G T G
T C T T — C C A T G
T C T T — C C G T G
T C T € — C C G T T

C T T — C C G T G
G C T T — C C G T G
T C T T — C C G T G
T C T T — C C G T G
T C T T — C C G T G

de mayor dificultad para su identificacién taxondmica, lo
que basicamente se debe a que las 3 tienen patrones de
variacion morfoldgica muy similares que complican su
identificacion con ejemplares de herbario o en colecciones
vivas. Esta situacion se agudiza con la ausencia de estruc-
turas femeninas, razoén por la que convencionalmente, la
identificacion de ejemplares pertenecientes a esta especie
siempre ha estado asociada a su procedencia geografica;
en este contexto, el analisis con CAOS mostrd que para Z.
polymorpha, especie que se distribuye en la peninsula de
Yucatan y Z. loddigesii, existen sitios diagnosticos caracte-
risticos para cada una (Cuadro 5), por lo que ambas pueden
identificarse de manera morfoldgica y molecular; no obs-
tante, en Z. paucijuga no se encontraron sitios diagndsticos
con los loci aqui empleados. En este sentido, se considera

que este complejo de especies, al igual que las especies que
no presentan sitios diagndsticos (Cuadros 5 y 6) requiere
mas investigacion en el aspecto poblacional, para evaluar
detalladamente la variacion morfologica y nucleotidica
y con ello esclarecer su identificacion tanto morfologica
como molecular.

Es también predecible que los estudios de filogeografia
con datos moleculares (Avise, 2000) abran nuevas pers-
pectivas acerca de los patrones y procesos poblacionales
que pudieran explicar la distribucion espacial de la diversi-
dad genética y fenotipica actual, no s6lo de los complejos
sino de todas las especies de Zamia en Megaméxico. En
realidad, dichos estudios ya estan coexistiendo con los tra-
bajos de codigos de barras para algunos taxa animales (e.g.
Linares et al., 2009). Dicha convergencia podria darse
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Cuadro 6. Sitios diagnosticos con /752 y matK, para Zamia en Megaméxico

ITS 2

Taxa

Co
w
w

248

(9%}
Co
w

matK

387

“w
o
Co
N
S
“w
N
“w
~
(=N

495

Z. cremnophila
Z. fischeri

Z. furfuracea
Z.herrerae

Z. inermes

Z. katzeriana
Z. lacandona
Z. loddigesii
Z. paucijuga
Z. polymorpha
Z. prasina

Z. purpurea

Z. soconuscensis
Z. spartea

Z. standleyi

Z. tuerckheimii

Z.variegata

N o000 00aE 00
OB OO0 000a0n
H 9 A4 A3 394943393 +494+3+-3+3+3 3+
DO 000000000000 00

Z.vazquezii

ol ol oo e el e e e N e I e Ne)
H 43 H 43 3 43 3 39 3 3 39 3 9 3 9 » =34
QO Qo o000 » o
N o000 0000n0an
G T T T s T T T T I R B I R I
Qo000 -o0aan

también en especies vegetales como las cicadas de Mega-
méxico. En cualquier caso, las investigaciones basadas
directamente en informacion molecular permitirdn seguir
estudiando la variacion bioldgica en general, entre y den-
tro de especies, para resolver interrogantes biogeogréaficas,
taxondmicas, sistematicas y de biologia evolutiva en las
cicadas de Megaméxico.

Finalmente, haciendo uso de los registros actuales
de recolecciones botanicas para este grupo, y tomando
en cuenta la similitud de los tipos de vegetacion que
coinciden con las zona de concentracion de riqueza y ende-
mismos para el género, se considera que son necesarias
mas exploraciones botanicas, principalmente en regiones
como Montes Azules (Chiapas, México), Alta Verapaz e
Izabal en Guatemala, el sureste de Honduras y el noreste
de Nicaragua.

Taxonomia alfa y codigos de barras moleculares en
Zamia. Como ya se menciond, Megaméxico es una region
biogeografica con altos niveles de diversidad y endemismo
de Zamiaceae, superada unicamente por Australia (Hill et
al., 2007; véase Cuadro 8). En esta familia, y en particular

en Zamia, los avances en citogenética, ecologia y genética
de poblaciones (e. g., Vovides et al., 2007) estan en vias de
ser complementados con el uso de caracteres moleculares,
semejantes a los ya utilizados en la inferencia filogenética
entre los géneros de cicadas (Treutlein y Wink 2002; Hill
et al., 2003; Bogler y Francisco-Ortega 2004; Rai et al.,
2003; Chaw et al., 2005; Zgurski et al., 2008). De hecho,
ya se han iniciado trabajos de sistematica molecular, ana-
lisis filogenéticos y de genética de poblaciones en 3 de
los géneros de Zamiaceae del Neotropico (Ceratozamia
Brongn.; Gonzalez y Vovides, 2002; Dioon Lindl.; Bogler
y Francisco-Ortega, 2004, Gonzalez et al., 2008; Zamia,
Caputo et al., 2004; Gonzalez-Astorga et al., 2006; Limon,
2009).

Entre las lineas de investigacion actuales, que abor-
dan el estudio de la diversidad bioldgica mediante el uso
de datos gendmicos y con herramientas bioinformaticas,
se encuentran los codigos de barras de ADN (Hebert et
al., 2003a). Para nuestros propoésitos, se puede afirmar
que son una herramienta con grandes posibilidades, que
complementa, pero no excluye el trabajo de la taxonomia
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Cuadro 8. Diversidad y endemismos de cicadas en Megaméxico

, Especies
Géneros de . . .
, Especies descritas endémicas de
cicadas L.
Megameéxico 2
Ceratozamia 25 25
Dioon 14 14
Zamia 61 22
Total 100 61

tradicional, especialmente en lo que atafie a la identifi-
cacion de ejemplares ya asignados a un binominal latino
valido, es decir, a una hipdtesis taxondémica bien fincada
en analisis previos de caracteres morfoldgicos. Aunque es
un tema que no esta exento de controversia, los codi-
gos de barras moleculares pueden ser un auxiliar en el
descubrimiento de nuevas especies, ademas del papel que
desempeian en el campo de la identificacion (Tautz et al.,
2003; Seberg et al., 2003; DeSalle, 2006, 2007).

El uso de los codigos de barras en plantas, particu-
larmente en especies del Neotropico atrae mucho interés
debido a la alta diversidad bioldgica que existe en esta
region del planeta. Sin embargo, dada la complejidad invo-
lucrada en la seleccion de regiones del genoma que podrian
funcionar como codigos de barras en plantas, y haciendo
un analisis critico de nuestros datos, solo se encontrd un
72% de éxito en la identificacion de las especies de Zamia
con la combinacion de 4 loci (psbK-psbl, atpF-atpH, ITS2
y matK). En este sentido, Seberg y Petersen (2009) encon-
traron que la combinacién Optima en la identificacion de
las especies de Crocus, con el mismo ntimero de loci que
en Zamia, fue del 92% (79/86 spp); lo cual significa que
para los resultados del presente estudio es necesaria la
busqueda de otros loci. Dado este contraste entre grupos
taxonomicos filogenéticamente distintos, se puede afirmar
que hasta el momento las regiones del genoma que pare-
cen ser las mejores candidatas para ser codigos de barras
universales en las plantas vasculares (véase, por ejemplo,
Lahaye et al., 2008; Ford et al., 2009) no necesariamente
funcionan de manera dptima para un subgrupo importante
de gimnospermas neotropicales, ni coinciden exactamente
con la reciente propuesta de considerar los genes matK
y rbcL como codigos de barras universales en plantas
(Hollingsworth et al, 2009).

Se considera que la identificacion de especies del
género Zamia en Megaméxico con los codigos de barras
moleculares serda de gran utilidad para la corroboracion y
reforzamiento de las hipotesis individuales correspondien-
tes a las 22 especies de esta region, propuestas en el ultimo

Nicolalde-Morejon et al.- Zamia en Megamexico

tratamiento taxonomico (Nicolalde-Morejon et al., 2009);
sin embargo, esto tendria que ser considerado en paralelo
con aquellos aspectos que la taxonomia tradicional atin no
ha logrado solucionar, en especial al momento de identifi-
car taxa que tengan una amplia variacién morfologica entre
y dentro de especies y que a su vez presentan una amplia
distribucion geografica, como es el caso de Z. loddigesii, Z.
paucijuga 'y Z. polymorpha (Fig. 1).

En resumen, la posibilidad de contar con atributos
diagnosticos moleculares, los cuales funcionarian de
manera analoga a los caracteres morfoldgicos para la des-
cripcion de las especies, contribuira a establecer los limites
entre éstas, y en casos excepcionales al descubrimiento de
“especies cripticas”. En tltima instancia, se considera que
el estudio de la identificacion y la delimitacion de especies
usando el ADN como una nueva fuente de datos tiene su
marco conceptual en la “taxonomia integrativa” y el “cir-
culo taxondmico” propuestos por DeSalle et al. (2005).

También es importante enfatizar que un objetivo
ulterior para la creacion de una biblioteca molecular de
referencia hecha de secuencias de nucleotidos para los loci
con mayor variabilidad —los cdodigos de barras de DNA,
en sentido estricto— para el género Zamia y los otros
géneros de cicadas en Megaméxico es su aprovechamiento
por usuarios externos. Un buen ejemplo de utilizacion de
la base de referencias de codigos de barras de ADN es la
recuperacion de informacion de ejemplares de decomiso
por instancias nacionales o internacionales (como las que
se indican en la Convencion sobre el Comercio Internacio-
nal de Fauna y Flora Silvestres en Peligro de Extincion,
o CITES, por sus siglas en inglés) a partir de saqueos
ilegales.
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