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Resumen

Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl., nombrado clavel antértico, es una especie
vegetal preferente de habitats hiumedos y frios. Es una de las dos especies de
angiospermas nativas de la Antartida. Su distribuciéon global abarca éareas
biogeogréficas disyuntas desde Sudamérica y la Antartida hasta los volcanes
mexicanos. Este estudio analiza la dinamica genética de dos poblaciones
mexicanas presentes en las zonas alpinas mediante el uso de marcadores
moleculares del cloroplasto (rpl32-trnL) y del nucleo (ITS), para comparaciones
genéticas se incluyeron poblaciones de Sudamérica y la Antartida (separadas por
un minimo de 3,000 km aprox.) previamente estudiadas. Se aplicaron andlisis
filogenéticos, pruebas de neutralidad y AMOVA. Los resultados revelaron bajos
niveles de diversidad genética en Meéxico, con haplotipos Unicos para cada
poblacion, lo que indica un aislamiento genético significativo. Eso se debe al limitado
flujo genético entre las poblaciones mexicanas debido a la orogenia reciente de los
volcanes pertenecientes a la Faja Volcanica Transmexicana, que actia como una
barrera geografica y/o una reciente colonizacion de la especie. Los niveles bajos de
diversidad genética ademas podrian estar relacionados con un cuello de botella
historico y tamafios poblacionales reducidos. Se sugiere que la colonizacion de los
volcanes mexicanos ocurrio por un evento de dispersion a larga distancia desde los
Altos Andes, ya que los haplotipos mexicanos estan estrechamente relacionados
con los de esta region. Los analisis mostraron diferencia significativa entre las
poblaciones mexicanas y las de Sudamérica-Antartida. Sin embargo, no existe
divergencia dentro de las poblaciones mexicanas, ni con respecto de las
poblaciones mas al sur. Este enfoque filogeografico aporta informacion clave acerca
de las conexiones entre Sudamérica y Norteamérica para la especie vegetal y

subraya a los ecosistemas alpinos como reservorios de informacion evolutiva.

Palabras clave: Diversidad genética, Estructura genética, Faja Volcénica

Transmexicana, Islas alpinas, Perla Antartica.
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1. Introduccién

El territorio mexicano, debido a su posicion biogeogréfica donde convergen las
regiones Neartica y Neotropical, es centro de diversificacion bioldgica resultado de
la compleja historia compartida entre las biotas y las areas que ocupan (Sierra-
Jiménez et al.,, 2014). La diversidad en México, no tiene una distribucion
homogénea, sino que existen patrones espaciales complejos en los paisajes, los
cuales presentan distinta composicion biologica incluso en regiones proximas entre
si (Llanes-Quevedo et al., 2024). A pesar de que el territorio mexicano se distingue
por tener climas predominantemente calidos y ecosistemas aridos, también se
encuentran biotas con caracteristicas templadas y frias en las zonas de mayor
altitud (Mastretta-Yanes et al., 2015). En los ambientes de alta montafia, la flora
alpina ocupa menos del 0.0001% del territorio nacional (Bryson et al., 2011;
Steinmann et al., 2021). El término “alpino” describe a cualquier vegetacion de baja
estatura por encima del limite arbéreo climatica de todo el mundo (Steinmann et al.,
2021). De acuerdo a la latitud, el limite arb6reo no es homogéneo en todo el mundo,
sino que se distribuye de manera discontinua y puntual (Steinmann et al., 2021;
Velazquez, 2021). En México la vegetacion alpina se encuentra entre el limite
superior de Pinus hartweggii (3,500 msnm) y el limite inferior a la zona rival sin
vegetacion (Miranda y Hernandez, 1963). Sin embargo, dentro de las montafias
elevadas y aisladas comunmente nombradas “islas alpinas”, “islas altitudinales” o
“islas cielo”, existe un mayor numero de endemismo que esta fuertemente
correlacionado con la altitud y débilmente correlacionado con la riqueza de las
especies, la temperatura, y area geogréfica (Velazquez, 2021).

Las islas alpinas mexicanas albergan especies endémicas, asi como también
algunas especies modelo de especiacion y evolucion, debido a que presentan una
distribucion global extensa y a su vez, sus poblaciones han sido moldeadas por la
topografia compleja, historia tecténica y la dinamica climatica (Steinmann et al.,
2021). En ocasiones, algunas especies establecidas en las altas cumbres de México
pertenecen a las mismas especies encontradas en los sistemas montafiosos de
Sudamérica (Mercedes, 2017).
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En general, se considera que la dispersion en organismos vegetales, a diferencia
de otros grupos, es relativamente baja y dependiente de numerosos factores
extrinsecos e intrinsecos (Cain et al., 2000). Se denomina dispersion, al conjunto
de comportamientos que resultan en movimiento de individuos desde su poblacién
de origen hacia una poblacion reproductora diferente (Buoro & Carlson, 2014). Los
eventos de dispersion a larga distancia (muchos kilometros) en las plantas, ya sea
de manera activa, o bien, pasiva, pueden llegar a ser poco frecuentes e
impredecibles. Estos eventos tienen un impacto directo en la composicién vegetal a
lo largo del tiempo y el espacio, el flujo genético y la expansiéon de las areas de
distribucion de las poblaciones, lo que explica su presencia en regiones remotas
debido a la baja permeabilidad de las barreras geograficas circundantes (Fasanella
et al., 2017; Di Musciano et al., 2023; Suetsugu et al., 2023).

La variabilidad espacial de los taxones involucra procesos a diferentes
escalas temporales, que les permite presentar una distribucion de tipo continua, en
donde los individuos abarcan la totalidad de su area de distribucion sin
fragmentarse, a diferencia de la distribucién discontinua, referida a aquellas que
presentan una divisibn espacial entre las poblaciones generando parches de
ausencia y presencia, entre mayor distancia, menor es el intercambio genético entre
ellas. Finalmente, las poblaciones disyuntas son poblaciones muy alejadas
geograficamente, donde el flujo genético se pierde drasticamente o es nulo (Bravo,
2003; Maciel et al., 2015).

Colobanthus Bartl. pertenece a la familia Caryophyllaceae y cuenta con 25
especies segun WFO (2022). La mayoria de las especies de este género se
encuentran distribuidas en el hemisferio sur (América del Sur, las islas
subantérticas, la Peninsula Antartica y el area de Australasia, que incluye Nueva
Zelanda, Australiay Tasmania), y solo una de las especies extiende sus poblaciones
hasta México (Calderon & Rzedowski, 2001; Lewis 2003). Colobanthus quitensis
(Kunth) Bartl. es la especie con distribucion mas amplia del género y es la Unica que
se expande hasta Norte América en las islas alpinas del territorio mexicano
(Calderon & Rzedowski, 2001; Lewis 2003). La distribucidon geogréfica de la especie

incluye la Peninsula Antartica (Convey et al., 2011), las Islas Shetland del Sur, las
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Islas Orkney del Sur, Georgia del Sur, las Islas Malvinas, las cordilleras del sur de
Chile y Argentina, las regiones de los Altos Andes de Chile, Argentina, Ecuador,
Bolivia, Colombia (Moore, 1970; Biersma et al., 2020). Su distribucién geogréfica se
considera disyunta, ya que incluye parches en los volcanes de México como el Pico
de Orizaba, Iztaccihuatl y Cofre de Perote (Calderén & Rzedowski, 2001), pero
ausente en las altas montafias Centroamericanas (Moore, 1970).

Las disyunciones bipolares y anfitropicales son comunes en muchos linajes
de plantas tropicales, debido a la similitud de sitios en ambos hemisferios
(Hemisferio Norte y Hemisferio Sur) y las caracteristicas fisicas de la Tierra (Raven,
1963). Simpson et al. (2017) retoman la definicion propuesta por Raven (1963) para
la flora disyunta anfitropical y la redefinen, como aquellas especies que no
Unicamente tienen su distribucion en ambos lados de los trépicos (Tropico de
Céancer y Tropico de Capricornio), sino que amplian esta clasificacion al sefialar que
también puede incluir poblaciones con distribucién en latitudes altas, ya sea en
Norteamérica o0 Sudamérica, y que pueden presentar ocurrencias en sitios con
distribucion mas templada. De acuerdo con su propuesta biorregional de
disyunciones vegetales, C. quitensis se clasifica dentro de la categoria de
“disyuncion bipolar”.

La diversificacion de los taxones ha sido estudiada en las dltimas décadas
desde una perspectiva holistica entre variables histéricas y datos moleculares, lo
qgue ha permitido tener nueva informacion sobre el origen de taxones tropicales
montanos de todo el mundo. Es asi, como la filogeografia surge del estudio
simultdneo entre disciplinas microevolutivas y macroevolutivas. Considerar los
eventos orogénicos y climaticos facilita la obtencion de conclusiones para estudios
gue analicen la colonizacion y la evolucion In situ de las especies presentes en islas
y tierras altas de origen reciente, como la Faja Volcanica Transversal (Avise, 2000;
Mastretta-Yanes et al., 2015; Velasquez, 2021).
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2. Marco Tedrico

2.1. Antecedentes

Colobanthus quitensis ha sido considerada una especie de interés debido a las
condiciones ambientales extremas donde crece. Se incluyen trabajos desde
enfoques morfoldgicos, fisioldgicos, adaptaciones bioquimicas y algunos estudios
de diversidad genética, Unicamente de las poblaciones correspondientes al
hemisferio Sur (Bravo et al. 2007; Bascunan-Godoy et al. 2012; Navarrete-Gallegos
et al. 2012; Cuba-Diaz et al. 2017). La variabilidad genética y morfologica de
Colobanthus quitensis ha sido estudiada en relacion con su distribucion geografica
y las condiciones ambientales desde diferentes técnicas (AFLPs, iPBS) en donde
se han identificado diferencias en los niveles de diversidad genética entre
poblaciones sudamericanas y antéarticas. Sus hallazgos sugieren un gradiente de
diversidad genética creciente de norte a sur, con las poblaciones de América del
Sur presentando los niveles mas bajos. Esta diferenciacion genética también se
refleja en la identidad alélica de las poblaciones, lo que sugiere una adaptacion
diferencial en distintos ambientes (Acufia-Rodriguez et al., 2014). En esta misma
linea, se ha asociado la influencia el estrés abidtico y la adaptacion a condiciones
ambientales locales con la presencia de polimorfismo genético entre individuos
dentro de las poblaciones, aunque con una baja variabilidad genética entre ellas
(Androsiuk et al., 2015). De manera complementaria, Cuba-Diaz et al. (2017)
postulan que esta variabilidad genética se manifiesta también en caracteristicas
morfologicas, estableciendo una correspondencia entre la distribucion geogréfica y
los rasgos fenotipicos de C. quitensis, tanto a nivel externo como en su estructura

genética.

En conjunto, estos estudios sugieren que la adaptacion de Colobanthus quitensis
estd moldeada por gradientes ambientales y geograficos, influyendo en su

diversidad genética y en su expresion morfoldgica a diferentes escalas espaciales.
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2.2. Estudios filogeogréficos

La distribucion del género Colobanthus pareciera tener un origen Gondwanico a
partir de un evento de vicarianza. Sin embargo, la edad del género es mucho mas
reciente (1.87-3.23) ma (Biersma et al., 2020). Se acepta que la ruptura de
Godwana ocurrié hace 165 millones de afios (Rogers, 2007), dando origen a la
distribucion de especies del continente Antartico y el océano austral. Biersma et al.
(2020) utilizaron andlisis filogeograficos y de datacion molecular para evaluar la
historia demogréafica y la edad de C. quitensis en la Antartida. Los autores
concluyeron que la especie llegé posterior a la ultima Maxima Glaciacion,
representando una division temprana (<1 Ma) durante el Pleistoceno tardio,
mientras que los analisis indicaron que las poblaciones de la Antartida maritima en
la region norte y sur constaban de dos haplotipos diferentes, incluyendo la alta
probabilidad de derivar de dos diferentes eventos de dispersion. Encontraron la
mayor diversidad genética de la especie en las poblaciones pertenecientes a la

region de la Patagonia y los Altos Andes.

En general, las fluctuaciones climaticas inciden directamente en la extension,
la distribucion y la variacién genética para muchos grupos de especies. Amarilla et
al. (2015) estudiaron Munroa argentina, una graminea que sobrevividé al
levantamiento andino, reconstruyeron su historia evolutiva en base a su estructura
genética y distribucion. Se identificaron tres grupos de linajes divergentes, el tiempo
de division de los filogrupos fue asociado con el tiempo en el que ocurrieron
procesos de semi-aridificacion que dio origen a la Zona de Transicion
Sudamericana, el levantamiento final de los Andes y las glaciaciones del
cuaternario. Concluyendo que los eventos climaticos permitieron la fragmentacion
del habitat antiguo, aun cuando actualmente evidencian una distribucién
parcialmente continua, esta hipotesis fue sustentada por la ausencia de haplotipos

compartidos entre los tres linajes.

Lopez-Pérez et al. (2022) estudiaron la filogeografia de Tigridia durangensis,
una especie que presenta disyuncion entre las poblaciones presentes en la Zona de

las Transicion Mexicana y la Sierra Madre Oriental. Este estudio demostré que las
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poblaciones pertenecientes al estado de Michoacan presentan diferenciacion
genética significativa entre las poblaciones de Durango, tratandose de dos grupos
genéticos distintos. Se identificaron dos linajes intraespecificos, resultando un valor
de diversidad haplotipica alta que puede explicarse por la ausencia de flujo de genes
entre ambas y su aislamiento geogréfico, obteniendo una especiacion rapida para
T. durangensis por efecto de la topografia y la variacion climatica de la ZTM. Mas
tarde Lopez-Pérez et al. (2023) describieron las poblaciones de Michoacan como

una nueva especie, Tigridia azufrensis.

En contraste con los trabajos anteriormente descritos, las poblaciones de
Setchellanthus caeruleus no han divergido ecolégica, morfoldgica y genéticamente.
Por lo que a pesar de la separacion de sus poblaciones a causa de las cadenas
montafiosas de la Faja Volcénica Transversal y las grandes distancias entre las
poblaciones de las islas del desierto Chihuahuense y el Valle de Tehuacan-
Cuicatlan, y ademas de ser un linaje antiguo, no ha tenido influencia en su historia

evolutiva (Hernandez-Hernandez et al., 2013).

Para la historia evolutiva en otros grupos, como es el caso de Romerolagus
diazi, el conejo de las montafas, estudiada en la Sierra Nevada y Sierra
Chichinautzin, se encontré que las fluctuaciones climaticas del Plioceno incidieron
en la dinamica de estructura poblacional, se recuperaron cinco linajes provenientes
de 45 sitios muestreados, de los cuales, tres de ellos coinciden con el tiempo
geoldgico de la formacion de los dos campos volcanicos. Se encontrd una estructura
genética particularmente asociada a las regiones montafiosas y a la biologia
particular de la especie, interactuando para crear barreras de flujo de genes. Tales
barreras han generado la estructura genética en su area de distribucion, inclusive
diferenciaciones genéticas pequefias pero significativas entre regiones separadas
aproximadamente por 20 km. El tiempo de divergencia para los linajes fue
correlacionado con el levantamiento de algunos de los principales volcanes (Osuna
et al., 2020).
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2.3. Faja Volcéanica Transmexicana

Las zonas montafiosas en México son regiones complejas divididas en cinco: Sierra
Madre Occidental, Sierra Madre Oriental, Faja Volcanica Transmexicana (FVTM),
Sierra Madre del Sur y Sierras de Chiapas y Guatemala y Mastretta-Yanes et al.
(2015) las describen como un mosaico de provincias geolégicas de distintas edades
y origenes. Dentro de ellas, se reconoce que la Faja Volcanica Transmexicana esta
constituida por cerca de 8000 estructuras volcanicas de mas de 1000 km de longitud
gue incluye varios picos importantes dentro de este sistema montafioso tan
dinamico y complejo. Algunos de los mas altos son: Pico de Orizaba (5,636m),
Popocatépetl (5,426m), Iztaccihuatl (5,230m), Nevado de Toluca (4,680m) y Cofre
de Perote (4,282m), que se han formado debido a la interaccion tecténica y la
actividad volcéanica. A lo largo de esta cadena montafiosa han ocurrido los cambios
geoldgicos mas recientes, ya que se ha ido formando en los dltimos 19 millones de
afos (Gamez et al.,, 2012). Diversos autores reconocen principalmente cuatro
episodios (1) Mioceno temprano a medio, (2) Mioceno tardio, (3) Mioceno tardio-
Plioceno temprano, y (4) Plioceno tardio y Pleistoceno. El episodio final de la
formacion del FVTM se caracterizé por la construccion de grandes estratovolcanes
(> 3,500 m) durante los ultimos 1,5 Ma, algunos de los cuales aln estan activos en
los que se ha dividido la evolucién histérica de la FVTM de forma no simultanea,
explicando la diferencia de sus distribuciones y la rigueza de endemismos (Gomez-
Tuena et al., 2007; Ferrari et al., 2012; Gamez et al., 2012; Mastretta-Yanes et al.,
2015).

2.4. Zonas alpinas

Las zonas alpinas son aquellos habitats situados por encima del limite arbéreo. En
las altas montafias abarcan desde los 4,000 m.s.n.m. en los trépicos y desde los
200-500 m.s.n.m. en regiones subarticas. Es un ecosistema presente en todos los
continentes, en regiones templadas y tropicales, que cubre aproximadamente el 3%
de la superficie del planeta (Kérner 1999, Kérner et al., 2011; Testolin et al., 2021).
Presentan condiciones ambientales extremas pero determinantes que proveen

estructura y funcién biética, como el clima, presencia de nieve y fuertes vientos. Se
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compone de pastizales subalpinos y alpinos, matorrales bajos, y praderas de
hierbas (Korner et al., 2011; Steinmann et al., 2021). Las especies vegetales que
pertenecen a las zonas alpinas requieren de adaptaciones especiales; formas de
vida, tamafio, adaptaciones morfo-fisiolégicas, que les permitan permanecer en

estas condiciones tan extremas (Meneses et al., 2015; Steinmann et al., 2021).

Los biomas alpinos en América se encuentran cercanos a las costas y recorren
las grandes cadenas montafiosas de norte a sur y este a oeste del continente, estan
presentes en montafias jovenes y antiguas, producto de la orogenia y la dinamica
alpina. Estas grandes cadenas son: Montafias Rocosas (Canada, Estados Unidos);
Tierras Altas mexicanas. Divididas en cinco: Sierra Madre Occidental, Sierra Madre
Oriental, Faja Volcanica Transmexicana, Sierra Madre del Sur, Tierras Altas
Chiapanecas hasta los limites nortefios de los sistemas montafiosos de América
Central (Guatemala) y la Cordillera de los Andes (Sudamérica) (Mastretta-Yanes et
al., 2015).

2.5. Flora alpina mexicana

La cobertura vegetal de las islas alpinas del centro de México se encuentra entre
los 3900 y los 4700 msnm, la estructura y la diversidad de especies es variable
conforme a la elevacion. La mayor parte de las especies se concentran en la Faja
Volcanica Transmexicana, la cual esta representada por 46 familias, 130 géneros y
237 especies de plantas vasculares; 12 especies de helechos, tres especies de
gimnospermas y 222 especies de angiospermas ubicadas en 39 familias. Las
familias mas diversas son Asteraceae (44 spp.), Poaceae (42) y Caryophyllaceae
(21) (Steinmann et al., 2021).

2.6. Flora subantartica

La Cordillera Andina presenta una notable diversidad de vegetacion a lo largo de
sus 7000 km, que abarca desde los Andes tropicales de Colombia y Venezuela
hasta los Andes templados de Chile y Argentina. La vegetacion de alta montafia de
los Andes se puede clasificar en cinco tipos de formaciones: 1) el Paramo, donde

predominan gramineas; 2) la Puna humeda, caracterizada por grandes graminales;
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3) la Puna seca, compuesta por extensos matorrales; 4) los desiertos y
semidesiertos de alta montafa; y 5) la vegetacion de alta montafia subantartica, que

incluye matorrales, asi como turberas (Galan et al., 2015).

2.7. Flora antartica

La mayor parte de la vegetacion antartica se concentra en los sitios rocosos de las
costas a lo largo de las Montafias Transantarticas, sitios que no se encuentran
cubiertos de hielo todo el afio. Solo hay dos especies de plantas vasculares
antarticas nativas: Deschampsia antartica (pasto antartico) y C. quitensis (clavel
antartico). Por el contrario, se reconocen cerca de 400 especies de flora liquénica
antarticos y alrededor de 133 especies de musgos y 27 especies de hepaticas
(Garcia & Pintado, 2011; Colesie et al., 2023).
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3. Planteamiento del Problemay Justificacion

El enfoque filogeogréafico puede ofrecer una mejor comprension de los factores
histéricos que conducen a la adaptacion local y de colonizacion, asi como la
estructura genética de Colobanthus quitensis por su amplia distribucion latitudinal,
altitudinal (0-4,200 msnm) y su presencia en ambientes extremos, la cual es
fundamental para la comprension de la historia evolutiva que ha contribuido al éxito
del establecimiento de esta especie en un amplio rango geografico (Cuba-Diaz
et al., 2017; Lépez & Bonasora, 2017). A pesar de que existen trabajos que han
estudiado la diversidad genética y la filogeografia de las poblaciones de la especie
en el hemisferio sur, aun existe desconocimiento sobre las poblaciones presentes

en las islas alpinas del territorio mexicano.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Analizar la estructura y diversidad genética de las poblaciones mexicanas de
Colobanthus quitensis mediante un analisis filogeogréfico comparativo con sus

poblaciones del hemisferio sur.

4.2. Objetivos particulares

e Cuantificar la variacion genética dentro y entre las poblaciones mexicanas de
Colobanthus quitensis usando un marcador de nucleo y un marcador de
cloroplasto para determinar patrones de variacion dentro y entre poblaciones.

e Evaluar la diferenciacién genética de las poblaciones mexicanas en relacion
con las poblaciones sudamericanas y antarticas para comprender las

relaciones evolutivas.
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5. Hipotesis

Las especies comparten un patron de relacion histérica que abarca procesos en
diversas escalas temporales y espaciales, asi como un intercambio genético que da
lugar a una diversidad tanto espacial como genética (Dominguez-Dominguez &
Vazquez-Dominguez, 2009). A través del levantamiento de las regiones
montafiosas dentro de la Faja Volcanica Transmexicana se modificd el clima,
habitats, que como consecuencia han modificado la biota, su distribucion, la
diversidad genética y la divergencia entre poblaciones. Las poblaciones con
ascendencia comun reciente son genéticamente mas similares de aquellas
poblaciones con ascendencia comun lejana (Schaal et al., 1998; Mastretta-Yanes
et al., 2015). Como resultado, se anticipa que la mayoria de las poblaciones
muestren un grado significativo de diferenciacion molecular y divergencia en
relacion con su distribucion geografica, asociada a la orogenia de la FVTM y

disyuncioén con las poblaciones sudamericanas y antarticas.
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6. Materiales y métodos
6.1. Especie de estudio

Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl.

Hierba perenne formando cojines laxos de algunos centimetros de diametro (menos
de 5 cm de alto). Tallo simple, corto. Hojas graminoides, laminas lineares a
triangulo-lineares, angostas, obtusas a subagudas, de 0.5 a 2.0 cm de longitud,
levemente acanaladas en la cara superior, presentandose imbricadas unas sobre
otras, apice mucronado, haz y envés glabro. Flores solitarias en el apice de escapos
delgados, tépalos ovado-oblongos, agudos, de unos 3 mm de largo, capsula ovoide,
mas o menos del mismo tamafio que los sépalos, valvas obtusas, semillas
reniformes, cafés, de 0.5 mm de ancho (Calderén & Rzedowski, 2001; Moore, 1970)
(Figura 1).

Tcm

Figura 1. Colobanthus quitensis.

6.2. Area de estudio

El presente estudio contemplé la zona de distribucion de las poblaciones mexicanas
registradas hasta ahora de Colobanthus quitensis, en los volcanes del Estado de

México y Puebla (Iztaccihuatl) y Veracruz (Cofre de Perote) (Figura 2). El volcan

22



Iztaccihuatl (1Z) 19°00'-19°13’N, 98° 35'-98° 40’'W, constituye parte del sur de la
Sierra Nevada. Se localiza en la Faja Volcanica Transmexicana con orientacion
centro-oriental, cuyo rango altitudinal comprende los 3,000-5,480 msnm (CONANP,
2013). La zona alpina del volcan tiene una extension de 38.58 km? (Steinmann et
al., 2021), en donde, el zacatonal, pastizal alpino y subalpino estan presentes en un
gradiente altitudinal de 3,500-4,350 m.s.n.m. Debido a su topografia y ubicacion, el
parque tiene una variedad de climas que van del templado hiumedo a los climas frio
y muy frio; la temperatura disminuye con la altura a razén de 0.68°C por cada 100
metros (CONANP, 2013).

El Cofre de Perote (CP), 19°28'-19°30’'N, 97°08’-97°10'W esta ubicado
dentro de la subprovincia fisiografica, denominada Lagos y Volcanes de Anahuac
de la Faja Volcanica Transmexicana (INEGI, 1988). Presenta una altitud de 4230
msnm y tiene un area alpina comparativamente pequefia de 1.57 km?. La estructura
de la vegetacion alpina de esta zona se presenta formando manchones en las partes
mas altas, a partir de los 4000— 4200 m.s.n.m. (CONANP, 2015; Steinmann et al.,
2021).

6.3. Muestreo

Se realizaron salidas a los volcanes Iztaccihuatl y Cofre de Perote durante los
meses de septiembre-diciembre 2023 para la colecta de ejemplares y muestras de
tejido de la Unica poblacién registrada de Colobanthus quitensis por sitio. Los
ejemplares de respaldo fueron depositados en los herbarios “Graciela Calderén y
Jerzy Rzedowski” (IEB) y “Herbario del Jardin Botanico Universitario BUAP”
(HUAP). Para la extraccion de ADN gendmico, se requirio del tejido de la hoja (0.80
mg aprox.) obtenida de 10 individuos al azar por poblacién que no presentaban
hepéticas, musgos, pastos, etc. en la superficie, ni individuos afectados por hongos,
virus, agallas, etc. El material colectado en campo se almaceno en sobres de papel

filtro. Los sobres se colocaron en bolsas zip con silica gel.

23



Cofre de Perote
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Figura 2. Ubicacién geografica de los estratovolcanes lIztaccihuatl y Cofre de Perote en un

modelo digital de elevacién en la porcion de la Faja Volcanica Transmexicana.

6.4. Extraccion, amplificacion y secuenciacion de ADN

La extraccion de ADN genomico total de los 20 individuos se realizé de acuerdo con
los protocolos convencionales con ligeras modificaciones (Cota-Sanchez et al.,
2006) y usando el DNeasy Plant Mini Kit Qiagen (GmbH, Hilden, Germany). La
cantidad y calidad del ADN se corroboré en geles de agarosa al 1% y con un
nanodrop. Se seleccionaron dos regiones espaciadoras intergénicas (Biersma et al.,
2020), una del cloroplasto rpl32-trnL (oligonucledétidos rpl32R, trnL; Shaw et al.,
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2007) y una nuclear ITS (oligonucleoétidos ITS-4, ITS-5; White et al., 1990). Todas
las regiones fueron amplificadas mediante reaccion de cadena de la polimerasa
(PCR). Los parametros para el espaciador intergénico rpl32-trnL fueron las mismas
condiciones empleadas en el trabajo de Shaw et al. (2007). EI Cuadro Anexo 1
muestra las condiciones de la PCR para el marcador nuclear ITS. Los productos
PCR fueron verificados en geles de agarosa al 0.8 % antes de purificarse. Se realizo

secuenciacion Sanger procesada en un secuenciador de ADN 310ABI.

6.5. Obtencidn, edicion y alineamiento de secuencias nucleotidicas

Todos los registros de Colobanthus quitensis en el hemisferio sur se descargaron
de la base de datos Nucleotide de la plataforma publica de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) utilizando los codigos de acceso

previamente publicados en el apéndice por Biersma et al. (2020) para el marcador
nuclear ITS y el marcador del cloroplasto (rpl32-trnL). Se obtuvieron un total de 290
secuencias provenientes de siete regiones geograficas (Altos Andes, Islas Shetland
Sur, Georgia del Sur, Islas Orkney Sur, la Patagonia, Islas Falkland) localizadas en
la Zona de Transicion Sudamericana, Region Andina, Region Antartica (Cuadro
Anexos 2) (Morrone, 2017; Morrone et al., 2022). De ellas, 261 secuencias
pertenecen a Colobanthus quitensis, 19 secuencias representan a siete especies
del género Colobanthus (C. subulantus, C. kerguelensis, C. apetalus, C. masonae,
C. strictus, C. hookeri, C. affinis) y se consideraron parte del grupo externo para los
analisis filogenéticos, se selecciond a la especie C. hookeri como grupo externo
funcional.

Las ediciones de secuencias obtenidas a partir de las poblaciones mexicanas

fueron realizadas mediante el programa Sequencher 4.1.4. (www.genecodes.com)

Todas las secuencias se alinearon con PhyDE 9971 (Muller et al., 2020) utilizando
la configuracion de MUSCLE (Edgar, 2004) con correcciones menores realizadas
manualmente. Se excluyeron las secciones cortas y parcialmente incompletas en
los extremos de cada alineacién. Los modelos de evolucion de las secuencias de
ADN se seleccionaron utilizando jModeltest 2.1.10 (Darriba et al., 2012) empleando

los célculos para el método AICc implementados. Se encontraron los siguientes
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modelos para los datos de las poblaciones mexicanas TIMlef para ITS, y TPM2uf
para rpl32-trnL, para los datos completos de todo el rango de distribucion se

encontré JC para ITS, y TPM1+I para rpl32-trnL.

6.6. Andlisis filogenéticos y genéticos de poblaciones

Los analisis filogenéticos se realizaron en el software Mr. Bayes (Ronquist et al.,
2012) con 10 x 108 generaciones, aplicando configuraciones predeterminadas y la
coincidencia mas cercana a los modelos de sustitucion identificados por JModelTest
por particion (poblaciones mexicanas ADNcp: nst = 6, tasas= equal; ITS: nst= 1,
tasas= equal) (poblaciones de todo el rango biogeografico ADNcp: nst= 6, tasas=
equal; ITS: nst= 6, tasas= equal), tomando muestras cada 1,0 x 10° generaciones y
omitiendo el primer 25% de los arboles como quemado. La convergencia se evalud
utilizando Tracer 1.7 (Rambaut et al., 2014) verificando que todas las estimaciones
de parametros posteriores excedieran los tamafios de muestra efectivos en >200.
Los analisis de maxima verosimilitud se realizaron utilizando RaxML-GUI 1.3.1
(1000 iteraciones) (Silvestro & Michalak, 2012).

Para evaluar la variacion de Colobanthus quitensis en las poblaciones
mexicanas y segun la region biogeografica, se construyeron redes filogenéticas
TCS (Templeton et al., 1992) utilizando PopART (Leigh y Bryant, 2015). Se crearon
redes para un marcador por separado ITS, rpl32-trnL, y a partir de un conjunto de
datos combinado que contiene secuencias rpl32-trnL + ITS. Ademas, se llevaron a
cabo pruebas de neutralidad D de Tajima (Tajima, 1989) y Fs de Fu (Fu, 1997) en
el software Arlequin 3.5. (Excoffier & Lischer, 2010) para cada region por separado
y para el conjunto de datos combinados rpl32-trnL + ITS.

También se calcularon los indices de diversidad molecular para las
poblaciones mexicanas (lztaccihuatl y Cofre de Perote) y regiones biogeograficas
(Altos Andes, Patagonia, Georgia del Sur, Islas Shetland del Sur, México y
Peninsula Antartica). Las diferencias genéticas entre poblaciones fueron evaluadas
con dos criterios: 1) las poblaciones mexicanas fueron consideradas un solo grupo
por cada marcador molecular y los datos concatenados (AMOVA sin grupos

definidos), y 2) las poblaciones fueron separadas en dos grupos: México (Norte) y
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Sudamérica-Antartida (Sur) (AMOVA grupos definidos). Ademas, se calcularon los
valores de FST por pares para comparar las poblaciones mexicanas con las
poblaciones del hemisferio sur (Excoffier et al., 1992) con 10.000 permutaciones de
conjuntos de datos para evaluar la importancia. EI namero de sitios informativos
variables y de parsimonia, haplotipos, diversidad haplotipica, diversidad

nucleotidica se calcul6 utilizando DnaSp v6 (Rozas et al. 2017).
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7. Resultados
7.1. Diversidad genética

El muestreo genético final para las poblaciones mexicanas incluyo secuencias de
19 individuos agrupados en dos poblaciones. El marcador intergenético nuclear
mostré ligeramente menor diversidad (ITS, m= 0.00140) que el marcador del
cloroplasto (rpl32-trnL, = 0.00130). El alineamiento concatenado (1270 pb, ITS-
rpl32-trnL) fue el mas variable para las poblaciones mexicanas y entre regiones
biogeograficas. Para las poblaciones mexicanas de C. quitensis se identificaron 8
haplotipos totales (H) una diversidad haplotipica (Hd) de 0.789 y una diversidad
nucleotidica de 0.00134 con ocho sitios variables (V). La diversidad haplotipica entre
volcanes por marcadores (ITS, rpl32-trnL) vari6 de 0.583 a 0.222 para el
Iztaccihuatl; 0.533 a 0.200 para Cofre de Perote. Mientras que la diversidad
nucleotidica de 0.00061 a 0.00042 para el Iztaccihuatl, 0.00074 a 0.00061 para
Cofre de Perote (Cuadro 1).

7.2. Pruebas de neutralidad

Los indices D de Tajima y Fs fueron negativos, pero no significativos utilizando los
datos de la matriz nuclear para ambas poblaciones mexicanas. El estadistico D de
Tajima tuvo valores negativos utilizando las matrices de datos del cloroplasto y
datos concatenados, siendo significativo s6lo para la poblacion de Cofre de Perote.
También, Fs tuvo valores negativos significativos para ambas poblaciones,

Iztaccihuatl y Cofre de Perote (Cuadro 1).

28



Cuadro 1. Resumen de los indices de diversidad genética de las poblaciones mexicanas
de Colobanthus quitensis.

Marcador molecular n v Pl H Hd m D de Fs
Tajima
a) ITS 19 4 NA 4 0.626 0.00140 -0.38491 -0.75110

p=0.3809 p=0.2499

Iztaccihuatl 9 1 0 2 0222 0.00042 -1.0882 -0.26348
p=0.1966 p=0.1746

Cofre de Perote 10 2 0 2 0200 0.00074 -1.11173 -0.33931
p=0.1966 p=0.1527

-1.05045 -2.5190 *
b) rpl32-trnL 19 5 NA 6 0713 0.00130 p=0.1808 p=0.0190

Iztaccihuatl 9 2 0 3 0417 0.00061 -1.36240 -1.0811*
p=0.0872 p=0.0454

Cofre de Perote 10 2 0 3 0.378 0.00055 -1.40085* -1.16394*
p=0.0295 p=0.0363

c) Datos 19 8 NA 8 0.789 0.00134 -1.06429 -2.53139
concatenados p=0.1650 p=0.0540
Iztaccihuatl 9 3 0 4 0.583 0.00053 -1.51297 -1.89165**

p=0.0500 p=0.0070

Cofre de Perote 4 0 4 0533 0.00063 -1.56222* -1.96374*
10 p=0.0300 p=0.01200

n) numero de muestras; v) sitios variables; H) haplotipos; Hd) diversidad haplotipica; 1)
diversidad nucleotidica, NA, no adjunto. Pruebas de neutralidad D de Tajima y Fs.
*p < 0.05; *p < 0.01; *** p < 0.001.

Entre las diferentes regiones biogeograficas, los Altos Andes mostro la mayor

diversidad molecular seguida de México, Peninsula Antartica, Georgia del Sur, la
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Patagonia, utilizando la matriz de datos ITS (Cuadro 2). Para la matriz de datos
rpl32-trnL la mayor diversidad molecular la present6 la Patagonia, seguida de los
Altos Andes, Peninsula Antartica, Georgia del Sur, México (Cuadro 3). Por otra
parte, la matriz de datos concatenada mostré la mayor diversidad molecular para
los Altos Andes, seguida de México, la Patagonia, Peninsula Antartica y Georgia del
Sur (Cuadro 4). Las Islas Shetland mostré un nulo valor de diversidad molecular que
se mantuvo constante en las tres matrices de datos (ITS, rpl32-trnL, rpl32-trnL +
ITS.

Cuadro 2. Diversidad genética analizada por regiones geogréficas de la matriz ITS de
Colobanthus quitensis.

Regidn geografica n % H Hd 1T

Zona de Transiciéon
Mexicana

México 19 3 4 0.626 0.00140

Zona de Transiciéon
Sudamericana

Altos Andes 52 5 6 0.733 0.00285
Regiéon Andina

Patagonia 88 2 3 0.169 0.00032

Regidn Antartica

Islas Shetland 58 0 1 0.000 0.00000
Georgia Sur 22 1 2 0.368 0.00069
P. Antartica 38 1 2 0.508 0.00095

n) numero de muestras; v) sitios variables; H) haplotipos; Hd) diversidad haplotipica; 1)
diversidad nucleotidica.
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Cuadro 3. Diversidad genética analizada por regiones geogréficas de la matriz rpl32-trnL
de Colobanthus quitensis.

Regidn geografica n Vv H Hd m

Zona de Transiciéon
Mexicana

México 19 3 4 0.298 0.00051

Zona de Transiciéon
Sudamericana

Altos Andes 52 1 5 0.598 0.00126
Region Andina

Patagonia 75 15 17 0.681 0.00184

Regién Antértica

Islas Shetland 52 0 1 0.000 0.000
Georgia Sur 16 1 2 0.325 0.00052
P. Antartica 29 0 2 0.246 0.00040

n) numero de muestras; v) sitios variables; H) haplotipos; Hd) diversidad haplotipica; 1)
diversidad nucleotidica.
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Cuadro 4. Diversidad genética analizada por regiones geogréaficas de la matriz rpl32-trnL +
ITS de Colobanthus quitensis.

Regidn geografica n % H Hd 1\

Zona de Transiciéon
Mexicana

México 19 6 7 0.749 0.00092

Zona de Transicion
Sudamericana

Altos Andes 52 9 11 0.780 0.00199
Regiéon Andina

Patagonia 72 17 21 0.743 0.00118

Regidn Antartica

Islas Shetland 51 0 1 0.000 0.000
Georgia Sur 16 2 3 0.508 0.00048
P. Antartica 29 2 3 0.631 0.00065

n) niamero de muestras; v) sitios variables; H) haplotipos; Hd) diversidad haplotipica; )
diversidad nucleotidica.

7.3. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)

El AMOVA sin grupos definidos mostr6 valores significativos de estructura
poblacional de Colobanthus quitensis en México en las tres matrices de datos
(Cuadro 5). Los valores mas altos encontrados se encontraron a partir de los datos
concatenados. La Fst= 0.760, p<0.001, indica una alta diferenciacién entre grupos
genéticos. Las diferencias entre las poblaciones del Iztaccihuatl y el Cofre de Perote
explican el 76.01 % de la variacion genética, mientras que el 23.99 % de la variacion
fue explicada por las diferencias dentro de las poblaciones. Por su parte, el AMOVA
con grupos definidos mostro que las diferencias entre las poblaciones dentro de los
grupos y dentro de las poblaciones fueron la principal fuente de variacion (Fsc =
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0.7627, p < 0.01). La diferencia entre poblaciones dentro de los grupos (Fct =
0.5713, p < 0.05) explico el 44.65 % de la variacion.

Cuadro 5. Resultados del andlisis de varianza molecular (AMOVA).

Fuente de variacién df Suma de Componentes Porcentaje de indice de
cuadrados  de la varianza variacion fijaciéon
1. Sin grupos definidos
(datos concatenados)
Entre poblaciones
Dentro de poblaciones 1 9.791 1.00020 Va 76.01 Fst=0.760™
Total 17 5.367 0.31569 Vb 23.99
18 15.158 1.31588
(ITS)
Entre poblaciones
Dentro de poblaciones 1 4.985 0.49830 Va 65.36 Fst =0.653™
Total 17 4.489 0.26405 Vb 34.64
18 9.474 0.76235
(rpl32-trnL)
Entre poblaciones
Dentro de poblaciones 1 4.949 0.50013 Va 70.38 Fst=0.703™
Total 17 3.578 0.21046 Vb 29.62
18 8.526 0.71059
Gst=0.283
Nst =0.759
2. Entre grupos definidos
Entre grupos
Entre poblaciones dentro 1 142.761 3.19631 Va 44.65 Fcr =0.57132"
de los grupos 6 415.944 2.26341 Vb 31.62 Fsc
Dentro de poblaciones =0.76274™"
Total 233 395.706 1.69831 Vc 23.73
240 954.411 7.15804 Fst
=0.44654""

*p < 0.05; **p < 0.01; *** p < 0.001.

Todas las comparaciones por pares de Fst entre regiones biogeograficas fueron
significativas (Cuadro 6). Las poblaciones de las Islas Shetland y Georgia del Sur
se diferenciaron principalmente de las poblaciones de Meéxico. Los valores de
diferenciacion mas bajos fueron encontrados para los Altos Andes con respecto de
las poblaciones mexicanas pertenecientes a los volcanes Cofre de Perote e
Iztaccihuatl.
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Cuadro 6. Valores de FST por pares entre regiones geograficas.

Region geografica  Altos Patagonia  Georgia Sur  Islas Peninsula
Andes Shetland Sur  Antartica
México 0.65158 0.84040 0.88154 0.92188 0.87358
Iztaccihuatl 0.73164 0.88257 0.91718 0.95455 0.91336
Cofre de Perote 0.68754 0.88262 0.92349 0.96774 0.91962

7.4 Relaciones genealdgicas e hipoétesis filogenéticas

Las redes de haplotipos para las poblaciones mexicanas identificaron dos grupos
genéticos conectados entre si, entre uno y dos pasos mutacionales. No hubo ningin
haplotipo compartido entre las poblaciones, presentando asi Cofre de Perote e
Iztaccihuatl haplotipos exclusivos.

La matriz ITS para poblaciones mexicanas produjo dos haplotipos Unicos para
cada una de las poblaciones separados por un solo paso mutacional, Iztaccihuatl
(H1-H2) y Cofre de Perote (H3-H4), el H1 tuvo la frecuencia mas alta en los
individuos de lIztaccihuatl (47.36% del total) y H3 tuvo la frecuencia mas alta en los
individuos del Cofre de Perote (42.1% del total) (Figura 3, A), la matriz rpl32-trnL
para poblaciones mexicanas se encontraron tres haplotipos Unicos para cada una
de las poblaciones, Iztaccihuatl (H1-H3) y Cofre de Perote (H4-H6), el H4 tuvo la
frecuencia mas alta en los individuos de Cofre de Perote (42.1% del total) y H1 tuvo
la frecuencia mas alta en los individuos del Iztaccihuatl (36.8% del total) (Figura 3,
B). Finalmente, para la matriz concatenada rpl32-trnL+ITS para poblaciones
mexicanas se recuperaron ocho haplotipos Unicos para cada una de las
poblaciones, lIztaccihuatl (H1-H4) y Cofre de Perote (H5-H8), el H5 tuvo la
frecuencia mas alta en los individuos de Cofre de Perote (70% del total) y H1 tuvo
la frecuencia mas alta en los individuos del Iztaccihuatl (66.6% del total) (Figura 3,
Q).
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Figura 3. Red de haplotipos TCS para las poblaciones del Iztaccihuatl y Cofre de Perote,
A) ITS, B) rpl32-trL, C) rpl32-trnL + ITS.

Para las ocho diferentes regiones geograficas (México, Altos Andes, La Patagonia,
Islas Shetland Sur, Georgia del Sur, Islas Orkney Sur, Islas Falkland, Peninsula
Antértica), los 282 individuos analizados para ITS produjeron 11 haplotipos (Figura
4), los 245 individuos analizados para rpl32-trnL produjeron 20 haplotipos (Figura
5), mientras que para las regiones concatenadas rpl32-trnL + ITS, los 241 individuos
analizados produjeron 31 haplotipos (Figura 6). Los analisis de regiones
combinadas rpl32-trnL + ITS y rpl32-trnL revelaron que los especimenes
pertenecientes a las islas alpinas mexicanas presentan haplotipos Unicos no
compartidos con los especimenes del hemisferio sur, pero separados Unicamente
por dos pasos mutacionales de un haplotipo presente en la regién de los Altos
Andes. Sin embargo, la region ITS recuperé un haplotipo compartido entre los
individuos de los Altos Andes y las poblaciones de México, los cuales corresponden

Unicamente a individuos de la poblacién mexicana del Cofre de Perote.
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Figura 4. Red de haplotipos para poblaciones de México y Sudamérica-Antartida para el
marcador ITS.
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Figura 5. Red de haplotipos para poblaciones de México y Sudamérica-Antartida para el

marcador rpl32-trnL.

El andlisis de evidencia filogenética total (ADNcp + ADNnNr) Unicamente para las
poblaciones mexicanas incluyé 29 terminales. Las topologias fueron diferentes
entre el conjunto de datos provenientes del ADNnr y ADNcp. Los resultados de la
topologia proveniente del ADNcp muestra disimilitudes, no se aprecia estructura
filogeografica clara, controversialmente recupera a tres individuos de la especie de
Colobanthus apetalus dentro del mismo clado que las poblaciones mexicanas de C.

quitensis (Figura Anexa 1).
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Figura 6. Red de haplotipos para poblaciones de México y Sudamérica-Antartida para la
matriz concatenada rpl32-trnL+ITS.

La evidencia filogenética total y la topologia del ADNnr mostraron relaciones
similares de estructura genética en donde se recuperd un solo clado para las
poblaciones mexicanas representado como una politomia con un subclado que
agrupa a todos los individuos de la poblacién perteneciente al Iztaccihuatl, el clado
mantiene probabilidades posteriores (PP) y valores de soporte bootstrap (BS)
mayores al 95% en ambos conjuntos de datos (Figura 7; Figura Anexa 2). El analisis
de evidencia total de las poblaciones mexicanas y las regiones biogeograficas del
sur incluyé 251 terminales. Las topologias no mostraron incongruencias
significativas para las poblaciones mexicanas respecto al resto de las poblaciones
de otras regiones biogeograficas (Figura 8; Figuras Anexas 3, 4). Los haplotipos
mexicanos se asociaron al clado que contiene muestras de individuos de la region
muestreada mas al norte de los Altos Andes con un valor de PP del 99% pero sin

apoyo BS.
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Figura 7. Filograma bayesiano de evidencia total (ITS, rpl32-trnL) para las poblaciones
mexicanas de Colobanthus quitensis. Las probabilidades posteriores (PP) y los valores de
soporte bootstrap (BS) de los analisis RaxML se dan en cada nodo. Solo se muestran PP

> 0,9y BS > 70. A) Colobanthus quitensis proveniente del Cofre de Perote, B) Colobanthus
quitensis proveniente del Iztaccihuatl.
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Figura 8. Filogenia de evidencia total basada en Inferencia Bayesiana (IB) rango
biogeografico completo de Colobanthus quitensis. Valores de probabilidades posteriores y
bootstrap se muestran en los nodos.
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8. Discusion
8.1. Diversidad genética

Las poblaciones mexicanas de Colobanthus quitensis presentaron un valor bajo de
n (0.00134), en contraste con el valor alto de Hd (0.789). En general, se observd
qgue la diversidad genética de la especie en México es baja. Este bajo nivel de
variacion genética se ha asociado con especies colonizadoras endogamicas,
especies con tamafos poblacionales pequefios o aquellas con una distribucion
geografica restringida (Aguirre-Planter et al., 2000). Las observaciones de campo
realizadas en las poblaciones muestreadas en este estudio confirman que estas son
de tamafio reducido. Ademas, se sabe que C. quitensis presenta caracteristicas de
endogamia, ya que puede producir flores casmégamas (flores abiertas) y
cleistogamas (flores cerradas), lo que implica una alta probabilidad de
autofecundacién. Esta caracteristica es una adaptacién a los ambientes extremos
en los que habita. Aunque se ha observado que puede ocurrir polinizacion cruzada,
la especie tiende a ser mayormente endogamica debido a la baja disponibilidad de
polinizadores en ambientes tan inhdspitos como la Antartida y sitios de gran altitud
(Gielwanowska et al., 2011; Gielwanowska et al., 2012).

Aunque aun no se ha documentado completamente quiénes son los
polinizadores de Colobanthus quitensis, Arredondo-Amezcua (2019) registré la
presencia de Diptera y una especie de Acari como polinizadores de Arenaria
bryoides, una especie altamontana perteneciente a la misma familia
(Caryophyllaceae), que se distribuye tanto en el Cofre de Perote como en el
Iztaccihuatl. Durante el muestreo de campo, se encontraron acaros dentro de las
estructuras reproductivas de C. quitensis, lo que sugiere que podrian desempeniar
un papel en su polinizacion, especialmente cuando la especie no recurre a la
endogamia.

Es probable que las poblaciones mexicanas hayan atravesado un cuello de
botella genético antiguo. Considerando la relacion de la diversidad nucleotidica
observada (0.00055; Cuadro 1) para la poblacién de Cofre de Perote y una tasa de
sustitucion de 0.8x107° sustituciones/sitio/afio para la region intergénica rpl32—trnL

(Yamane y Kawahara, 2010), se estimé un tiempo maximo de aproximadamente

41



343,750 afios para la acumulacién de dicha variacién. Este valor representa un
limite superior para un posible evento de cuello de botella o expansion poblacional,
bajo el supuesto de un modelo neutro de evolucion molecular. Dado que este rango
se encuentra dentro del intervalo estimado para la edad de Colobanthus quitensis
(0.181-0.666 Ma), los datos son consistentes con un evento demografico ocurrido
en la mitad o en la fase inicial de la historia evolutiva de la especie. El estudio de
Mastretta-Yanes et al. (2015) menciona que las fluctuaciones climéticas del
Pleistoceno y el vulcanismo reciente han jugado papeles clave en la diversificacion
y persistencia de la biodiversidad en las tierras altas de México. Especificamente,
se describe un escenario en el que poblaciones de flora alpina pudieron haber
experimentado dinamicas de "islas en el cielo”, en las cuales persistieron en refugios
de alta elevacién a lo largo de mudltiples ciclos glaciares e interglaciares. Esto
sugiere que eventos de cuello de botella pudieron haber ocurrido debido a la
reduccion de habitats disponibles durante los periodos interglaciares calidos, lo que
provoco una reduccion en la diversidad genética y un aumento en la diferenciacion
entre las poblaciones debido a la deriva genética, fijando alelos distintos en cada
poblacion, los cuales se han mantenido debido al limitado flujo genético. Ademas,
los tamafios pequefios de las poblaciones podrian haber favorecido la endogamia,
siendo mas severos en la poblacién de CP. Este supuesto esté respaldado por los
resultados de las pruebas de neutralidad, que muestran valores negativos
significativos, asi como, los bajos niveles de variabilidad genética y altos valores de
diferenciacion entre poblaciones.

Por otra parte, los cuellos de botella son un fendmeno comuinmente
observado tras procesos de colonizacién rapida (Nei et al., 1975; Dlugosch et al.,
2015; Liu et al., 2018). La expansion hacia nuevas areas geograficas a menudo
conduce a una propagacion reducida de la diversidad genética de la poblacién
original. En estos casos, la poblaciéon fundadora refleja solo una fraccion de la
diversidad genética existente en la poblacidon original, lo que resulta en una
reduccion de la diversidad genética. Este efecto se ve amplificado por factores como
la endogamia, la deriva genética y los cuellos de botella (Hernandez-Espinosa et

al., 2020), por lo que un cuello genético podria deberse simplemente a una
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caracteristica inherente a un proceso de expansion y establecimiento en una nueva
area geografica.

Los valores de diversidad genética registrados en este estudio por regiones
geograficas son ligeramente diferentes a los reportados por Biersma et al. (2020),
lo que podria deberse a la omisién de la region intergénica del cloroplasto ndhF-
rpl32. No obstante, los Altos Andes y la Patagonia siguen siendo regiones con
valores altos de diversidad genética. La diversidad genética analizada por regiones
biogeogréficas encontrd valores relativamente altos para la Hd en México, para los

datos de las matrices de ITS y los concatenados.

8.2 Estructura genética

Los resultados de la AMOVA bajo un modelo de grupos definidos y sin grupos
definidos evidenciaron diferenciacion genética significativa. Entre las poblaciones
de 1Z y CP, el valor Fst (0.760) mostro niveles bajos de flujo genético y, debido a
gue la herencia del plastoma es matrilineal los valores de Fst (0.703) del cloroplasto
muestran ser ligeramente mayores en contraste con los datos de Fst nucleares
(0.653) provenientes de herencia biparental, por lo que se puede interpretar que la
dispersién por polen es mas eficiente que la dispersion por semillas para la especie.
El polen en especies de alta montafia puede dispersarse mas eficiente a través del
viento a larga distancia sin necesidad de que el entorno inmediato sea ideal para la
germinacion, a diferencia de las semillas que enfrenta condiciones mas rigurosas
para germinar en sitios de temperaturas muy bajas, suelos rocosos o con baja
humedad (Cain et al., 2000).

Los valores de Nst (0.759) > Gst (0.283) indican estructura filogeogréfica, sin
embargo, los valores de Gst son muy bajos comparados con la Fst. Pons & Petit
(1996) explican que la presencia de haplotipos estrechamente relacionados puede
llevar a valores altos de Nst, incluso si Gst permanece bajo debido a frecuencias
alélicas similares. Esto indica que, aunque las poblaciones pueden compartir alelos,
la historia evolutiva de estos alelos es diferente.

Los resultados obtenidos en este estudio difieren con los reportados para las
especies herbaceas de alta montafia Draba nivicola y Draba jorullensis en las zonas
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alpinas de México por Velasquez (2021). En su investigacion, a diferencia de los
resultados esperados, no se observo una estructura filogeogréafica definida, la
diversidad genética dentro de las poblaciones fue mayor que la diferenciacion entre
las poblaciones ubicadas entre los distintos volcanes: Nevado de Toluca, Tlaloc,
Pico de Orizaba, Iztaccihuatl y Cofre de Perote. Los altos valores de diversidad
genética de D. nivicola y D. jorullensis, pueden estar representados por el flujo
genético entre las poblaciones presentes en los diferentes volcanes. El flujo
genético representa el movimiento de gametos de una poblacion a otra,
introduciendo nuevos alelos a la poblacién receptora, como resultado aumenta la
variabilidad genética interna, se contrarrestan los efectos de deriva genética y
disminuye la diferenciacion entre poblaciones (Slatkin 1985; Manel et al., 2003). No
obstante, los resultados encontrados para C. quitensis coinciden a lo registrado en
la Faja Volcdnica Transmexicana para otras especies herbidceas como T.
durangensis, Nolina parviflora, Lycianthes moziniana y especies lefiosas como
Abies en donde los sistemas montafiosos de la FVTM han funcionado como barrera
geografica, permitiendo la diferenciacion de las poblaciones y en algunos casos su
divergencia (Aguirre-Planter et al., 2000; Ruiz-Sanchez & Specht 2013; Anguiano-
Constante et al. 2021; Lépez-Pérez et al., 2022).

8.3 Filogeografia

Los niveles de diferenciacion interpoblacional por pares registraron valores mas
altos en las Islas y peninsula antarticas con respecto de las poblaciones mexicanas,
aunque en todas las regiones biogeograficas se observaron valores relativamente
altos. Sin embargo, las poblaciones de México, particularmente la poblacion de CP,
parecen estar mas conectadas con las del altiplano de los Andes (separadas por un
minimo de 3000 km aprox.), como se evidencia en la filogenia (Figura 7, A; Figuras
Anexas 3, 4) y en la red de haplotipos (Figura 3). Segun lo planteado por Biersma
et al. (2020), es muy probable que el origen de Colobanthus quitensis se encuentre
en esta region biogeogréfica, lo que sugiere que la especie se disperso en diferentes
direcciones, desde los Andes centrales hacia el sur y hacia el norte hasta el Cofre
de Perote, posteriormente, es posible que haya ocurrido una nueva dispersiéon con

la formacién de nuevas montafias hacia el volcan lIztaccihuatl, debido a que se
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crearon nuevos habitats disponibles que permitieron su colonizacion, o bien, el
surgimiento de nuevas estructuras volcanicas pudo haber dividido a la poblacion.

La edad de formacion del volcan 1Z (0.9-0.08 Ma; Nixon, et al.1989) es mas
reciente a la formacion del CP (0.5-1.6 Ma; Carrasco-Nufiez et al., 2010), por lo que
pudo haber funcionado como una barrera geogréfica, limitando su distribucion y
restringiendo el flujo genético entre ambos volcanes, como se ha registrado para
otros grupos como el teporingo (R. diazi), y la salamandra en los bosques montanos
Pseudoeurycea leprosa en donde la formacion de las estructuras volcénicas de la
FVTM han generado barreras geograficas y habitats montafiosos aislados (Parra-
Olea et al., 2012; Osuna et al., 2020).

Es probable que antes de la formacion del Iztaccihuatl (o de su desarrollo
completo como una barrera geografica) las condiciones climaticas y topograficas
pudieron haber sido suficientes para que el Cofre de Perote estableciera conexiones
continuas de especies vegetales y animales, adaptadas a altitudes elevadas, con
otras areas montafiosas cercanas, el Pico de Orizaba (en donde también hay
registros de presencia de Colobanthus quitensis) y Sierra Negra, entre otras. El
Cofre de Perote se considera un volcan antiguo de la Faja Volcanica
Transmexicana, sin embargo, la orografia y con ello la formacién del Iztaccihuatl y
otras estructuras volcanicas pudo haber fragmentado habitats y aislado
poblaciones, al igual que las condiciones climaticas (Carrasco-Nufiez et al., 2010;
Mastretta-Yanes et al., 2015), pese a que la orogenia volcanica pudo influir
considerablemente en la estructura de la especie otros factores como los eventos
climaticos pudieron tener un papel importante. Durante el Pleistoceno las
glaciaciones hicieron que las especies de climas frios tuvieran una distribucion mas
amplia y continua en regiones montafiosas de México, se sabe que, con el final de
las glaciaciones, los cambios climaticos y la aridez crecieron, aislando ecosistemas
de montafia como los bosques de pino-encino o zacatonales alpinos (Mastretta-
Yanes et al., 2015).

Los Andes han funcionado como un corredor climatico frio que ha facilitado
la dispersion de especies desde América Sur hacia areas mas tropicales (Tribble et
al., 2024). Colobanthus quitensis podria haberse dispersado mediante un vector
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bi6tico, como las aves, que son conocidos dispersores importantes de plantas en el
hemisferio sur hacia el tropico (Winckworth et al., 2002) permitiendo una dispersion
a larga distancia como sus contrapartes en la Antértida. Aunque el origen de la
especie es mucho mas reciente al surgimiento del Istmo de Panam@, su distribucién
no parece explicar la colonizacion de las islas alpinas mexicanas por un efecto
“trampolin” entre las areas montafosas de los Andes y las montafias
centroamericanas (Alban et al., 2022). Por lo que, emplear otro vector parece ser la
explicacion de su llegada y establecimiento a los sistemas alpinos en México.
Existen modelos de especies vegetales en los que el origen de algunas de ellas se
encuentra en América del Norte y luego se dispersaron hacia el Sur, aun cuando la
diversificacion no ocurrio en el sitio de origen, sino en las nuevas regiones
colonizadas (Von Hagen y Kadereit, 2001; Hughes y Eastwood, 2006).

Autores como Wen e Ickert-Bond (2009) argumentan que la colonizacion en
direccién a América del Norte a América del Sur suele ser mas frecuente (65%) para
especies vegetales que presentan algun tipo de disyuncion anfitropical en el
continente, que en sentido inverso. Sin embargo, los resultados filogenéticos de este
estudio confirman que la direccion de la dispersion de Colobanthus quitensis es de
sur a norte para las poblaciones mexicanas.

Las redes de haplotipos de Colobanthus quitensis para las poblaciones
mexicanas formaron dos grupos separados por 1-2 pasos mutacionales, mismos
grupos que se mantienen en la filogenia de evidencia total (Figura 7), aunque como
parte de un mismo clado formando un subclado. A pesar de que la topologia
proveniente del ADNcp para poblaciones mexicanas muestra disimilitudes, los
resultados provenientes de las redes genealdgicas (Figura 3) y la topologia del
ADNcp y ADNnr que contempla las poblaciones de todo el rango biogeografico
(Figuras Anexas 3, 4) sostiene esta estructura. La especie de C. apetalus dentro del
mismo clado que las poblaciones de C. quitensis se ha registrado dentro de otras
topologias para marcadores intergénicos del cloroplasto (trnQ-rpsl16; atpB-rbcl)
(Alban et al., 2022), ya que se conoce que muchas especies del género Colobanthus

no son monofiléticas, muy probablemente debido a una rapida radiacion del género.
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Una hipétesis coman para la alta biodiversidad y endemismo para los
sistemas montafiosos es la diversidad impulsada por la elevacién, ya que los
sistemas montafiosos atraviesan procesos geoldégicos que promueven el
aislamiento que resulta en diferenciacion y especiacion. Colobanthus quitensis es
una especie joven (0,181~0,666 Ma) por lo que su llegada a las islas alpinas
mexicanas debid ser por un evento reciente de dispersion pasiva a larga distancia.

Es una planta pequefia de no més de 5 cm que habita mayormente suelos
inundados y zonas frias (Moore, 1970). Se hipotetiza que la probabilidad de
dispersion pasiva para Colobanthus quitensis por medio de aves migratorias a
través del tracto digestivo es mas alta, en contraste por adhesién de semillas al
plumaje o vectores como el viento (anemocoria), debido al peso de la semilla 'y la
ausencia de estructuras que faciliten su adhesién (Biersma et al., 2020). Calidris
fuscicollis es un ave playera migratoria que lleva acabo su reproduccion en la zona
Artica de Norteamérica e inverna el sur de Sudamérica e islas antarticas, se conoce
gue su alimentacion incluye semillas de Caryophyllaceae, por lo que se ha
propuesto como un posible dispersor de C. quitensis (Montalti et al., 2003; Biersma
et al., 2020). Existen registros de avistamiento de C. fuscicollis en México (Parmelee
eet al., 2020), por lo que esta especie no solo pudo haber influido en la dispersion
de la especie desde Sudamérica hacia la Antartida, sino también en direccion hacia
las islas alpinas mexicanas. Se han registrado a otras especies de aves como Junco
phaesonotus y Oriturus superciliosus para la dispersion de especies vegetales
alpinas de la familia Brassicaceae entre los volcanes de la FVTM (Velasquez, 2021).

La formacion de los volcanes dentro de la Faja Volcanica Transmexicana han
sido moldeados por multiples formaciones geoldgicas de origen reciente que ha
permitido la separacién y la diferenciacién de las especies en las islas alpinas
mexicanas, sin embargo, es probable que la edad de la especie no ha permitido la
acumulacion de variabilidad genética y su divergencia como se ha registrado para
otras especies de origen mas antiguo dentro de la FVTM (Bryson et al., 2011; Osuna
et al., 2020; L6pez-Pérez et al., 2023).
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9. Conclusion

Las poblaciones mexicanas de Colobanthus quitensis muestran una diversidad
genética baja, pero con haplotipos exclusivos, lo que evidencia su historia evolutiva
particular, una baja conectividad y un flujo génico limitado entre las poblaciones del
Iztaccihuatl, el Cofre de Perote y las poblaciones del hemisferio sur. El patron de
diferenciacion observado entre las poblaciones mexicanas destaca el impacto de
los eventos de orogénesis y la historia climatica reciente en la estructura genética
de especies de alta montafia. Este estudio subraya la necesidad de conservar las
islas alpinas mexicanas como ecosistemas prioritarios para la biodiversidad y como
reservorios de informacion evolutiva valiosa. Las poblaciones de C. quitensis en
México representan un recurso genético unico que debe ser protegido, ya que estan
restringidas a habitats altamente vulnerables a los cambios climaticos y las
actividades humanas.

Este estudio sobre Colobanthus quitensis en dos islas alpinas mexicanas
aporta una perspectiva integral sobre la diversidad y estructura genética de las
poblaciones en relacion con sus contrapartes en el hemisferio sur. La direccién de
dispersion observada (de sur a norte) subraya la importancia de los Andes como un

corredor biogeografico clave para especies adaptadas a climas frios.
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Figura Anexa 1. Arbol bayesiano del marcador del cloroplasto (rpl32-trnL) para poblaciones
mexicanas de Colobanthus quitensis y grupo externo. Valores de probabilidades posteriores
y bootstrap se muestran en los nodos

63



Colobanthus hookeri760
Colobanthus masonae

Colobanthus kerguelensisl
99/94 | cojobanthus kerguelensis418
— —— Colobanthus kerguelensis1592
—— Colobanthus kerguelensis20
0984 Colobanthus subulatus_Pat960

1/96 I: Colobanthus subulatus_GeorgiaS88

Colobanthus subulatus_Georgia?7

1;’99|: Colobanthus apetalus_Pat203

71/84 Colobanthus apetalus_Pat108

Colobanthus guitensis_IZ_01

Colabanthus guitensis_IZ_02

Colobanthus guitensis_IZ_03
Colobanthus quitensis_IZ_04
Colobanthus guitensis_IZ_05
Colobanthus quitensis_IZ_06
Colobanthus quitensis_1Z_08
Colobanthus guitensis_1Z_09
Colobanthus guitensis_1Z2_10
Colobanthus quitensis_CP_11

.98/82

Colobanthus quitensis_CP_12
Colobanthus guitensis_CP_13

1/98 Colobanthus quitensis_CP_14

Colobanthus quitensis_CP_15
Colobanthus quitensis_CP_16
Colobanthus quitensis_CP_17
Colobanthus quitensis_CP_18
Colobanthus quitensis_CP_19
Colobanthus quitensis_CP_20

5.0E-4

Figura Anexa 2.Arbol bayesiano del marcador del ntcleo (ITS) para poblaciones mexicanas
de Colobanthus quitensis y grupo externo. Valores de probabilidades posteriores y
bootstrap se muestran en los nodos.
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Figura Anexa 3. Arbol basado en Inferencia Bayesiana (IB) del marcador del cloroplasto
(rpl32-trnL) rango biogeografico completo de Colobanthus quitensis. Valores de
probabilidades posteriores y bootstrap se muestran en los nodos.
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Figura Anexa 4. Arbol basado en Inferencia Bayesiana (IB) del marcador del nicleo (ITS)
rango biogeografico completo de Colobanthus quitensis. Valores de probabilidades
posteriores y bootstrap se muestran en los nodos.
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Cuadro Anexo 1. Programa utilizado en el termociclador para la amplificacion del
marcador molecular nuclear ITS (ITS 5 - ITS 4), mediante reaccion en cadena de la
Polimerasa (PCR).

Programa de amplificacion del marcador
molecular nuclear ITS (ITS5 - ITS 4)
Paso T° Tiempo
80° .
Desnaturalizacion C 5:00
inicial 95° .
C 1:00
30 ciclos
, . 50° .
Alineamiento C 1.00
> 4:00
Extension 65°
C 5:00
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Cuadro Anexo 2. Sitios de muestreo y codigos de acceso de las secuencias de Colobanthus, regién nuclear ITS y del cloroplasto rpl32-
trnL descargadas del portal Necleotide. Las poblaciones mexicanas ain no cuentan con un cédigo de acceso (S.C.).

Regién

Colobanthus quitensis

© 00 N O Ul WNNEFE © 00 NO Ol WN P

[35Y

u b WN R

Zona de Transicién Mexicana
Zona de Transicion Mexicana
Zona de Transicién Mexicana
Zona de Transicién Mexicana
Zona de Transicién Mexicana
Zona de Transicién Mexicana
Zona de Transicién Mexicana
Zona de Transicién Mexicana
Zona de Transicién Mexicana
Zona de Transicion Mexicana
Zona de Transicién Mexicana
Zona de Transicién Mexicana
Zona de Transicion Mexicana
Zona de Transicién Mexicana
Zona de Transicién Mexicana
Zona de Transicion Mexicana
Zona de Transicién Mexicana
Zona de Transicién Mexicana
Zona de Transicién Mexicana
Sudamérica-Altos Andes

Sudameérica-Altos Andes

Sudamérica-Altos Andes

Sudamérica-Altos Andes

Sudamérica-Altos Andes

México
México
México
Meéxico
México
México
Meéxico
México
México
Meéxico
México
México
Meéxico
México
México
México
Meéxico
México
México
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile

68

Sitio de muestreo

Iztaccihuatl (9)
Iztaccihuatl
Iztaccihuatl
Iztaccihuatl
Iztaccihuatl
Iztaccihuatl
Iztaccihuatl
Iztaccihuatl
Iztaccihuatl

Cofre de Perote (10)

Cofre de Perote

Cofre de Perote

Cofre de Perote

Cofre de Perote

Cofre de Perote

Cofre de Perote

Cofre de Perote

Cofre de Perote

Cofre de Perote

Antofagasta (14)
Antofagasta
Antofagasta

Antofagasta
Antofagasta

ITS

S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
MN640112
MN640113
MN640114
MN640115
MN640116

rpl32-trnt

S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
S.C.
MN614715
MN614716
MN614717
MN614718
MN614719



Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudameérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudameérica-Altos Andes
Sudameérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudameérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes

Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile

69

Antofagasta
Antofagasta
Antofagasta
Antofagasta
Antofagasta
Antofagasta
Antofagasta
Antofagasta
Antofagasta
Pascua Lamal (9)
Pascua Lama |
Pascua Lama |
Pascua Lama |
Pascua Lama |
Pascua Lamall
Pascua Lama |
Pascua Lama |
Pascua Lama |
Pascua Lama Il (15)
Pascua Lama ll
Pascua Lama ll
Pascua Lamalll
Pascua Lama ll
Pascua Lama ll
Pascua Lamalll
Pascua Lamalll
Pascua Lamalll
Pascua Lamalll
Pascua Lama ll
Pascua Lama ll
Pascua Lamalll
Pascua Lamalll

MN640117
MN640118
MN640119
MN640120
MN640121
MN640122
MN640123
MN640124
MN640125
MN640126
MN640127
MN640128
MN640129
MN640130
MN640131
MN640132
MN640133
MN640134
MN640135
MN640136
MN640137
MN640138
MN640139
MN640140
MN640141
MN640142
MN640143
MN640144
MN640145
MN640146
MN640147
MN640148

MN614720
MN614721
MN614722
MN614723
MN614724
MN614725
MN614726
MN614727
MN614728
MN614729
MN614730
MN614731
MN614732
MN614733
MN614734
MN614735
MN614736
MN614737
MN614738
MN614739
MN614740
MN614741
MN614742
MN614743
MN614744
MN614745
MN614746
MN614747
MN614748
MN614749
MN614750
MN614751



Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudameérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Altos Andes
Sudamérica-Patagonia
Sudameérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudameérica-Patagonia
Sudameérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia

Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile

Pascua Lama ll
Santiago, La Parva (15)
Santiago, La Parva
Santiago, La Parva
Santiago, La Parva
Santiago, La Parva
Santiago, La Parva
Santiago, La Parva
Santiago, La Parva
Santiago, La Parva
Santiago, La Parva
Santiago, La Parva
Santiago, La Parva
Santiago, La Parva
Santiago, La Parva
Cerro Guido (5)
Herbario
Herbario
Herbario
Herbario
Herbario
Herbario
Herbario
Cerro Guido
Cerro Guido
Cerro Guido
Cerro Guido
Laredo (3)
Laredo
Laredo
Punta Arenas (7)
Punta Arenas

70

MN640149
MN640150
MN640151
MN640152
MN640153
MN640154
MN640155
MN640156
MN640157
MN640158
MN640159
MN640160
MN640161
MN640162
MN640163
MN640167
MN640164
MN640165
MN640166
MN640172
MN640173
MN640174
MN640175
MN640168
MN640169
MN640170
MN640171
MN640176
MN640177
MN640178
MN640179
MN640180

MN614752
MN614753
MN614754
MN614755
MN614756
MN614757
MN614758
MN614759
MN614760
MN614761
MN614762
MN614763
MN614764
MN614765
MN614766
MN614768

MN614767

MN614769
MN614770
MN614771
MN614772
MN614773
MN614774
MN614775
MN614776
MN614777



18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudameérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudameérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudameérica-Patagonia
Sudameérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia

Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile

Punta Arenas
Punta Arenas
Punta Arenas
Punta Arenas
Punta Arenas
Marisma, Sur Punta Arenas (8)
Marisma, Sur Punta Arenas
Marisma, Sur Punta Arenas
Marisma, Sur Punta Arenas
Marisma, Sur Punta Arenas
Marisma, Sur Punta Arenas
Marisma, Sur Punta Arenas
Marisma, Sur Punta Arenas
Fuerte Bulnes (14)
Fuerte Bulnes
Fuerte Bulnes
Fuerte Bulnes
Fuerte Bulnes
Fuerte Bulnes
Fuerte Bulnes
Fuerte Bulnes
Fuerte Bulnes
Fuerte Bulnes
Fuerte Bulnes
Fuerte Bulnes
Fuerte Bulnes
Fuerte Bulnes
Herbario
Herbario
Isla Dawson, Sur Punta Arenas (10)
Isla Dawson, Sur Punta Arenas
Isla Dawson, Sur Punta Arenas

71

MN640181
MN640182
MN640183
MN640184
MN640185
MN640186
MN640187
MN640188
MN640189
MN640190
MN640191
MN640192
MN640193
MN640194
MN640195
MN640196
MN640197
MN640198
MN640199
MN640200
MN640201
MN640202
MN640203
MN640204
MN640205
MN640206
MN640207
MN640208

MN640209
MN640210
MN640211

MN614778
MN614779
MN614780
MN614781
MN614782
MN614783
MN614784
MN614785
MN614786
MN614787
MN614788
MN614789
MN614790
MN614791
MN614792
MN614793
MN614794
MN614795
MN614796
MN614797
MN614798
MN614799
MN614800
MN614801
MN614802
MN614803
MN614804

MN614805
MN614806
MN614807
MN614808



50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
63
64
65
66
67
68
69
70

71
72
73
74
77
76
77
78
79
80
81
82

Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudameérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudameérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia

Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudameérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudameérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia

Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile

Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile
Chile

Isla Dawson, Sur Punta Arenas
Isla Dawson, Sur Punta Arenas
Isla Dawson, Sur Punta Arenas
Isla Dawson, Sur Punta Arenas
Isla Dawson, Sur Punta Arenas
Isla Dawson, Sur Punta Arenas
Isla Dawson, Sur Punta Arenas
Isla Dawson, Sur Punta Arenas

Herbario

Herbario

Herbario

Herbario

Herbario

Herbario

Herbario

Herbario

Herbario

Herbario

Puerto Williams (15)
Puerto Williams

Puerto Williams
Puerto Williams
Puerto Williams
Puerto Williams
Puerto Williams
Puerto Williams
Puerto Williams
Puerto Williams
Puerto Williams
Puerto Williams
Puerto Williams
Puerto Williams

72

MN640212
MN640213
MN640214
MN640215
MN640216
MN640217
MN640218
MN640209
MN640219
MN640220
MN640221
MN640222

MN640223
MN640224
MN640225

MN640226
MN640227
MN640228

MN640229
MN640230
MN640231
MN640232
MN640233
MN640234
MN640235
MN640236
MN640237
MN640238
MN640239
MN640240

MN614809
MN614810
MN614811
MN614812
MN614813
MN614814
MN614815
MN614806
MN614816
MN614817

MN614818
MN614819
MN614820
MN614821
MN614822
MN614823
MN614824
MN614825
MN614826

MN614827
MN614828
MN614829
MN614830
MN614831
MN614832
MN614833
MN614834
MN614835
MN614836
MN614837
MN614838



OCOoONOUEL,WNERENIR

ol e T o o
WOoWONOOUDAWNERO

Sudamérica-Patagonia
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Puerto Williams
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MN614841
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MN614851
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Georgia Sur
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Islas Orkney Sur
Islas Orkney Sur
Islas Orkney Sur

Islas Shetland
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Isla Rey Jorge (13)
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Isla Livingstone (15)
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Isla Livingstone
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Isla Livingstone
Isla Livingstone
Isla Livingstone
Isla Livingstone
Isla Livingstone
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MN614860
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MN614864
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MN614867
MN614868
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Isla Livingstone
Isla Livingstone
Isla Livingstone
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Isla Livingstone Punto Hana (16)

Isla Livingstone Punto Hana
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Colobanthus subulatus

Sudamérica-Patagonia
Sudamérica-Patagonia

Sudamérica-Patagonia Isla
Amsterdam

Sudamérica-Patagonia

Georgia Sur

Georgia Sur

Colobanthus kerguelensis

Isla Crozet

Isla Crozet

Isla Principe Eduardo

Kerguelen
Colobanthus apetalus

Nueva Zelanda

Isla Auckland
Colobanthus masonae

Colobanthus strictus
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Isla Lagotellerie
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Herbario
Herbario
Herbario
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Herbario
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MN614939

MN614940
MN614941

MN614944
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MN614946
MN614947

MN614949
MF687919.1



Herbario MN640388
Colobanthus hookeri
Isla Campbell MN614950

Colobanthus affinis
KF737548
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