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RESUMEN

Se ha propuesto que existen diferentes morfologias de Tillandsia guatemalensis L.
B. Sm. dependiendo del lugar en el que se encuentren, sugiriendo que dichas diferencias
son debido a las caracteristicas ambientales asociadas.

El objetivo del presente estudio distinguir al menos dos grupos morfolédgicos de
T.guatemalensis L. B. Sm. Para ello se analizaron caracteres referentes a las hojas (ancho
promedio y largo) e inflorescencia (largo) de esta especie en diferentes sitios de estudio,
utilizando variables ambientales asociadas especificas para los organismos estudiados
(precipitacion anual media, temperatura media, y humedad relativa).

A partir de un anélisis de componentes principales (PCA) utilizando los datos
morfolégicos medidos, se identificaron dos grupos de T. guatemalensis L. B. Sm. Ambos
grupos se diferencian morfol6gicamente de la siguiente manera (grupo 1, grupo 2): largo
de inflorescencia (30-90cm; 60-140cm), largo de hoja (20-26cm, 38-48cm) y ancho de
hoja (2-5cm, 4-5.2cm). Sin embargo, las variables ambientales (a excepcion de la
humedad relativa) mostraron distribuciones diferenciales para ambos grupos, de la
siguiente manera (grupo 1, grupo 2): precipitacion media anual (-1000, +4000);
temperatura media anual (12-15°C, 15-22°C); altitud sobre el nivel del mar (1800-
2000m, 1400-1700). Los miembros del grupo 1 fueron més frecuentes en Jalapa y
Chimaltenango, mientras que los del grupo 2 en las Verapaces. Huehuetenango presento
organismos de ambos grupos.

Ademas, se encontr6 que las variables ambientales utilizadas Gnicamente explican
entre el 48 y 67% de dicha variacion morfologica. Por ello, se recomienda realizar la
evaluacion filogenética entre estos dos grupos morfolégicos, porque podrian formar parte
de un complejo de especies, no siendo la misma especie, como se cree actualmente. Para
este fin, también se crearon cinco pares de primers de la region MatK y se probaron en
silico, y se recomienda su uso.
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ABSTRACT

It has been proposed that there are different morphologies of Tillandsia
guatemalensis L. B. Sm. depending on where they are, suggesting that these differences
are due to the associated environmental characteristics.

The aim of this study is to describe two morphological groups of T. guatemalensis
L. B. Sm. Leaf characters (leaf length and width and inflorescence length) were analyzed
in different study sites, using specific environmental variables for the organisms studied
(mean annual rainfall, mean annual temperature and relative humidity).

Through principal component analysis (PCA) using measured morphological
data, two T. guatemalensis L. B. Sm .they were identified. Both groups differ
morphologically as follows (group 1, group 2):inflorescence length (30-90cm, 60-
140cm), leaf length (20-26cm, 38-48cm) and leaf width (2-5cm, 4-5.2cm).However,
environmental variables (except relative humidity) showed differential distributions for
both groups as follows (group 1, group 2):average annual precipitation (-1000, +4000);
average annual temperature (12-15 ° C, 15-22 ° C), altitude above sea level (1800-
2000m, 1400-1700m). The members of group 1 were more frequent in Jalapa and
Chimaltenango, while group 2 in Verapaces. Huehuetenango showed organisms of both
groups.

In addition, it was found that the environmental variables used only explain
between 48 and 67% of such morphological variation. Therefore, the phylogenetic
evaluation between these two morphological groups is recommended, since they could
belong to a species complex, not the same species, as it is believed .For this purpose, 5
pairs of primers were created for the Matk region and tested on silica and recommended
for use.
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. INTRODUCCION

Las bromelias, como las del género Tillandsia, tienen potencial econémico,
debido a su uso ornamental y medicinal en la mayoria de casos (Dix y Dix 2006; Flores,
1998; Granados, 2008; Sandoval et al. 2006), a tal punto que segn Dix y Dix (2006), de
ser sustentable su uso, Guatemala podria ser el mayor exportador de bromelias
(especialmente de tillandsias) del continente americano. El uso que actualmente se les da
no es sustentable, por lo que algunas especies se encuentran amenazadas (e.g. T.
guatemalensis L. B. Sm., CONAP IlI1 (CONAP 2008)) y no se han emprendido acciones
para su conservacion ni la de sus recursos genéticos, y se ha generado poca informacion
especificamente para T. guatemalensis L. B. Sm. Por ello, se realizd6 un analisis
estadistico multivariado utilizando caracteres morfoldgicos (largo de hoja, ancho de hoja
y largo de inflorescencia) y datos ambientales propios de los organismos colectados
(temperatura media anual, precipitaciéon media anual, altitud sobre el nivel del mar y
humedad relativa) para verificar la existencia de al menos dos grupos morfologicos.

A.ANTECEDENTES

1. Bromelias

a. Familia Bromeliaceae. La familia Bromeliaceae pertenece al grupo de las
monocotiledoneas. Cuenta con aproximadamente 56 géneros y 3000 especies. Por lo
general son herbaceas, a menudo las hojas estan dispuestas en espiral, con vainas basales
fuertemente superpuestos que forman depdsitos de agua (fitotelmata) y tienen tricomas
para absorcion de agua en forma de cuchillas (Versieux y Wendt 2007). La absorcién y
conservacion de agua son importantes en bromelias y se han observado diferentes estilos
morfolégicos de manejo de agua, dependiendo del ambiente en el que se encuentren
(Benzing 1990). Esta familia es caracteristica de la region neotropical, estd en toda
América y se ha reportado una especie en la region tropical del este de Africa (Versieux y
Wendt 2007). En Guatemala, la mayoria de bromelias (cerca del 80%) son epifitas
(especialmente de los géneros Tillandsia y Catopsis) (Dix y Dix, 2006)

b. Usos de las bromelias. Se ha reportado que las bromelias tienen importancia
horticultural (en Brasil), y ademas se usa como ornamental. Brasil es el pais mas rico de
especies de bromelias (Versieux y Wendt, 2007). Algunas prosperan en suelos aridos
(ambiente donde se cree que habitaron sus antepasados), sin embargo, la mayor parte se
encuentra sobre otras plantas (son epifitas) (Campbell et al. 2001). Otras, segin Dix y
Dix (2006) se usan como alimento (Ananas comosus (L.) Merill. - pifia) de las cuales se
tienen, actualmente, grandes plantaciones en Guatemala, lo cual representa grandes



fuentes de ingresos debido a la exportacion de las mismas. Otras como las Aechmea se
usan para producir fibra y papel.

c. Importancia ecolégica de las bromelias. Dix y Dix (2006) mencionan que
muchos invertebrados acuaticos se reproducen en tanques de bromelias. Ademas, algunos
insectos acuéticos que migran han sido observados que las usan como puentes
temporales. La humedad y agua que proveen las plantas fitotelmatas son importantes para
la supervivencia de muchos grupos de vertebrados. En Guatemala, algunas lagartijas
arboreas encuentran comida en el agua de bromelias. Los huevos de muchos de éstas, al
igual que de las serpientes arboreas, pueden ser encontrados entre la base de las hojas y
los detritos asociados con bromelias. Se sabe que el sesenta y nueve por ciento (69%) de
especies de bromelias tienen metabolismo CAM (metabolismo &cido de las crasulaceas)
obligado, las cuales se encuentran desde climas calidos hasta bosques nubosos (Pierce et
al. 2002). En Guatemala, la mayoria de especies de bromelias de bosque nuboso tienen
metabolismoC3 (Dix y Dix 2006).

Como especies indicadoras, las bromelias sirven para determinar la edad y
estabilidad del bosque, indicar zonas y asociaciones himedas en el sistema de Holdrige y
para monitorear la contaminacion atmosférica. Ademas representan un refugio importante
para la vida silvestre y son usadas por muchas especies para protecciéon de depredadores y
como una fuente de agua y comida (flores, néctar, frutos y fauna) y pueden ser
consideradas un grupo importante para las comunidades animales en bosques canopies
(Dix y Dix 2006).

La biomasa en bromelias usualmente excede la de orquideas en un habitat dado y
acumulan cantidades apreciables de materia organica en descomposicion entre la base de
sus hojas ademas de que, individualmente, pueden tener hasta 4L de agua en sus tanques
y pueden tener hasta 50,000 L de agua por hectarea en bosques nubosos mesofiticos (Dix
y Dix 2006).

d. Género Tillandsia. EI género Tillandsia fue propuesto por Lineo en 1753,
actualmente se ha estudiado la delimitacion de este género y su relacion con otros
géneros (Granados 2005). Tradicionalmente se divide a este género en siete (7)
subgéneros (Mez 1935): Allardtia (A. Dietr.) Baker, Anoplophytum (Beer) Baker,
Diaphoranthema (Beer) Baker, Phytarrhiza (Vis.) Baker, Pseudalcantarea Mez, Pseudo-
Catopsis Baker y Tillandsia (Chew, De la Luna y Gonzélez, 2010). Gardner (1982, 1986)
reconoce que hay cinco (5) grupos en el genero delimitados por caracteres del androceo,
forma del filamento en corte transversal, su ancho en la base y en el apéndice, el largo
relativo entre filamentos e insercion y largo de la antera; afiadiendo posteriormente la
corola y el céliz (simetria, forma, etc.) (Granados 2005). Se cree que para la mayoria de



bromelias, la cantidad de cromosomas es igual a 25 (excepto para Ananascomosus donde
n=5) (Brown y Gilmartin 1986). Unas cuantas especies de Tillandsia son poliploides (Dix
y Dix 2006). En Guatemala, la mayoria de bromelias (cerca del 80%) son epifitas
(especialmente de los géneros Tillandsiay Catopsis) (Dix y Dix, 2006)

e. Distribucion de las tillandsias. Granados (2005) indica que la distribucion del
género Tillandsia es Neotropical y, de la familia Bromeliaceae, es el que tiene la mayor
riqgueza especifica (alrededor de 560 especies de alrededor de 3000 especies de la
familia). Se caracteriza por su diversidad morfologica y por tener habito epifito o rupicola
y tener metabolismo CAM tener tricomas para absorber agua y nutrientes, y por su
reduccidn vegetativa. Habita casi todos los tipos de vegetacion (bosque nublado con alta
humedad ambiental y matorrales xeréfilos), mostrando asi diversidad morfoldgica debido
a los cambios adaptativos que sufren. Las tillandsias son epifitas (en algunas ocasiones
pueden ser terrestres o crecer sobre rocas), acaulescentes o caulescentes (CONAP, 2008).

Las Tillandsia de regiones secas (por ejemplo T. paucifolia, T. pseudobaileyi) han
reducido la superficie de hojas y tienen tricomas foliares. Muchas bromelias de bosques
nuboso tienen hojas con superficie cerosa o tricomas repelentes de agua (por ejemplo T.
guatemalensis, Catopsis sp.). Los tanques de agua en todas las bromelias proveen una
fuente de agua estancada, asi como nutrientes debido a la descomposicion de materia
organica y del metabolismo de pequefios animales que viven en el tanque (Benzing
1990).

f. Morfologia de las tillandsias. Las tillandsias, en general, tienen sus hojas
arrosetadas o fasciculadas, raramente distribuidas a lo largo del tallo, polisticas o disticas,
enteras; las laminas son liguladas a angostamente triangulares o lineares; las escamas de
las hojas centralmente asimétricas. El escapo es terminal, generalmente erecto, a veces
ligera a marcadamente péndulo. La inflorescencia puede ser simple o compuesta, por lo
general en espigas disticas o reducidas a una simple espiga polisticamente florecidas y
raramente reducidas a una sola flor. Sus brécteas florales son visibles a pequefias; flores
perfectas, en su mayoria cortamente pediceladas. Tres sépalos asimétricos o simétricos,
libres o el par adaxial variadamente connatos, o raramente los 3 connatos en igual
medida; los 3 pétalos que tienen son libres, sin apéndices; estambres libres o unidos a los
pétalos basalmente, raramente connatos basalmente; ovario stpero. Fruto en una capsula
septicida; semillas erectas, angostamente cilindricas o fusiformes, con apéndices
plumosos (CONAP, 2008).

g. Usos de las tillandsias. Como género, Tillandsia es ampliamente utilizado por
las comunidades. Muchas especies son consumidas como alimentos (por ejemplo las
vainas florales de Tillandsia prodigiosa), mientras que las hojas se usan como forraje



para arreglos florales y como adorno en época navidefia (e.g. T. imperialis). En el caso de
T. usneoides se usa principalmente como medicinal y como relleno de colchones (entre
otros usos) y otras veces es usada como adorno comun en las casas (Flores, 1998;
Granados, 2008; MacVean, 2009). Segin Dix y Dix (2006) muchas especies de
tillandsias en Guatemala son usadas como decoraciones de Navidad. Otro uso que
menciona es el medicinal (e.g. T. usneiodes, T. recurvata).

h. Amenazas de las tillandsias. Muchas especies de poblaciones de Tillandsia
han disminuido sus poblaciones debido a su extraccion ilegal para exportacion (e.g T.
ionantha) y otras, como T. guatemalensis y T. usneoides debido a su uso extensivo como
decoraciones navidefias (Dix y Dix 2006). Cantidades grandes, de aproximadamente 30
especies, son exportadas y representan una fuente importante de divisas para Guatemala,
pero esta exportacion es mal manejada seglin Dix y Dix (2006), ya que no es sustentable
y ha causado una fuerte disminucion en las poblaciones de varias especies, incluyendo las
listadas en CITES II.

i. Tillandsia guatemalensis L. B. Sm. Tillandsia guatemalensis L. B. Sm.se
puede reconocer facilmente por sus bracteas florales méas cortas y conspicuamente
nervadas (Morales y Alfaro, 2003). Suelen encontrarse entre los (1200-) 1300-2800 (-
3000) msnm (CONAP, 2010; Morales y Alfaro 2003). En Guatemala se conoce en los
departamentos de Zacapa, Baja Verapaz, Santa Rosa, Jalapa, Sacatepéquez, Guatemala,
Chimaltenango, Totonicapan, Solola, Quezaltenango, Quiché, Huehuetenango y San
Marcos (CONAP, 2010). Segun el indice del CONAP esta en categoria 3. Eso indica que
si bien en la actualidad no se encuentran en peligro de extincién podrian llegar a estarlo si
no se regula su aprovechamiento (CONAP, 2010). Segun Morales y Alfaro (2003), y
Granados (2008), se conoce a esta especie desde México hasta Panam4, en bosques muy
humedos, bosques estacionalmente secos y en robledales (Hammelet. al., 2003).

Tillandsia guatemalensis L. B. Sm. (al igual que T. utriculata) muere luego de su
floracion (Dix y Dix 2006).

j. Usos de Tillandsia guatemalensis L.B. Sm. Segln Sandoval el al. (2006), al
menos en Chiapas, México (estado fronterizo con Guatemala), Tillandsia guatemalensis
L. B. Sm. tiene usos ceremoniales, medicinales y ornamentales. EI uso medicinal es, por
lo general, para cuando se padece de “majbenal” (enfermedad que se manifiesta por la
presencia de temperatura alta, escalofrios, tos y dolor de pecho, cabeza y cuerpo) y se usa
la flor de la planta. ComUnmente, para este fin, se combina con laurel. A los usos
ornamentales el CONAP (2010) agrega que, aunque no suele ser cultivada, se emplea
para las fiestas navidefias como adorno. Ademas, debido a su hermosura, son cultivadas
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en algunos casos por coleccionistas (se ha reportado en la Sierra de Juarez, México)
(Granados 2005).

k. Bromelias en Guatemala. Segin Dix y Dix (2006) en Guatemala hay 17
géneros y 148 especies de bromelias reportadas, 1o que representa aproximadamente el
2% de las especies de flora vascular conocidas del pais. Se encuentran en cualquier
altitud y ocupan diversos habitats, desde tierras bajas xéricas hasta bosques nubosos de
montaria.

La primera publicacion grande de la lista de especies de bromelias en Guatemala,
segun Dix y Dix (2006) fue Hemsley entre 1882 y 1886 mostrando 13 especies y 4
géneros. Smith, en 1958, listd 124 especies en 14 géneros para la Flora de Guatemala. En
994 Utley y Davidse et al. por separado redujeron el nimero a 118 especies en 14
géneros. El estudio de Dix y Dix muestran 148 especies en 17 géneros, siendo Tillandsia
(650 especies en Guatemala) el género con mayor diversidad.

I. Importancia econdmica de las tillandsias en Guatemala. Dix y Dix (2006)
mencionan que Guatemala podria ser el principal exportador de tillandsias del continente
americano y las cerca de 30 especies exportadas representa un cultivo no tradicional
importante. En 1993, 24 negocios exportaron cerca de 14 millones de plantas con un
valor estimado de al menos $1.4 millones. Muchas especies son ampliamente usadas
como ornamentales tanto local como internacionalmente (Dix y Dix 2006).

2. Morfometria

a. Definicion. La morfometria puede definirse como la medicion de la "forma™
(estructura, tamafio, arquitectura, etc.) de la apariencia externa de los organismos
(Remagnino et al. 2017).

b. Métodos estadisticos aplicados a la morfometria. Se han utilizado métodos
estadisticos para investigar cuantitativamente los patrones de caracteres discretos y
continuos en conexién con algunos estudios genéticos, haciendo uso de estadistica
multivariada. Se han utilizado métodos como la regresion multiple, la funcion
discriminante de Fisher, la generalizacion de Hotelling de la T de Student, analisis de
correlacion canonica, la distancia métrica generalizada D2 de Mahalanobis, etc. Por otro
lado, el analisis de componente principales (PCA), analisis de factor, analisis de
coordenadas principales, analisis de variacion canonica, analisis de correspondencia, etc.
(Remagnino et al. 2017).



c. Caracteres utilizados en morfometria de plantas y su medicion. En plantas,
las hojas han sido usadas por taxonomos debido a que normalmente varian
considerablemente (incluso en una misma planta). Por ello, para medir la forma externa
(borde, érea, etc.) de las hojas de una planta deben usarse al menos 10 hojas de ese
organismo. Normalmente la informacién de las hojas se combina con otros caracteres o
bien, otro tipo de informacion (por ejemplo, ambiental) (Remagnino et al. 2017).

Para determinar la forma externa de una hoja se usa muy frecuentemente el
analisis eliptico de Fourier (EFA, en inglés), que necesita de un analisis digital de las
hojas. También puede usarse el "eigenshape analysis"”, que también necesita de analisis
digital de las hojas. De las hojas también puede obtenerse informacion de su borde,
dimensiones fractales, patrones de venacion, textura, etc. Uno de los métodos mas
modernos utiliza imagenes 3D para modelar las hojas por medio de la combinacion de
varias imagenes 2D. Sin embargo, debe analizarse en su contexto ambiental, porque se
menciona que, utilizando estas técnicas, se encontré que algunas plantas en climas méas
frios tienen mas "dientes" en los bordes, con mayor area cada uno, en comparacion con
los de climas mas calientes (Remagnino et al.2017).



B. Justificacion

El géneroTillandsia tiene importancia cultural y econdémica, debido a que estos
individuos son ampliamente utilizados por las comunidades como alimentos, forraje,
como adorno en época navidefia, medicinal, relleno de colchones, en ceremonias
tradicionales, etc. (Flores, 1998; Granados, 2008; MacVean, 2009 y Sandoval et. al.,
2006).

Es importante la generacion de informacion de la biodiversidad que tenemos en el
pais debido a la gran cantidad que se posee, para su posterior uso en la conservacion de la
misma. Por ejemplo, el Dr. Michael Dix y la Dra. Margaret Dix (2006) han encontrado
densidades de bromelias de 25,000 a 35,000 plantas por hectareas.

Por otro lado, Tillandsia guatemalensis L. B. Sm. tiene un potencial econémico
como planta ornamental (Dix y Dix 2006; Flores, 1998; Granados, 2008; Sandoval et al.
2006), pero su uso debe ser regulado, debido a que sus poblaciones han disminuido en los
altimos afios (Dix y Dix, 2006). Este uso regulado conlleva la conservacion a nivel
genético de la especie, para evitar la pérdida de la diversidad genotipica y fenotipica de la
misma. Ademas es importante generar informacion para esta especie ya que T.
guatemalensis L. B. Sm. se encuentra en indice 3 del CONAP (CONAP, 2008), lo que
indica que, si bien no esta en peligro de extincion podria llegar a estarlo si no se regula su
aprovechamiento. Hay que considerar que T. guatemalensis L. B. Sm. (asi como el 95%
de especies del género Tillandsia) es sensible a cambios ambientales y disminucién de
areas de distribucion; unido a su extraccion selectiva y comercializacion indebida,
cambio climatico y falta de politicas que garanticen su conservacion (CONAP, 2008).
Esto hace necesario crear una linea base debido a la falta de estudios sobre la misma.

Segun el Dr. Michael Dix, existen dos variedades morfoldgicas de esta especie,
diferenciandose principalmente por el tamafio y color de inflorescencia y hojas. Al
mismo tiempo, varios autores (CONAP (2010), Granados (2005), Stevens et al (2001),
MacVean (2009) y Martinez (1998)) han descrito esta especie variando algunas
caracteristicas morfoldgicas, dentro de ellas, el tamafio de la inflorescencia. Sin embargo,
no se han hecho estudios estadisticos y fenoldgicos para corroborar dicha informacion.

Es importante dilucidar si estas diferencias son significativas para ser separadas,
en principio, como grupos morfoldgicos diferentes. De lograrse la separacion de estos
grupos morfoldgicos, podria identificarse cual presenta la mayor amenaza por medio de
sus usos tradicionales para que los esfuerzos de conservacion se concentren en dicho
grupo morfologico y asi ahorrar recursos, esfuerzo y tiempo; haciendo que sea mas
efectiva la estrategia de conservacion.



C. Objetivos

1. General
Diferenciar morfoldgicamente dos grupos de Tillandsia guatemalensis L. B. Sm.

2. Especificos

e Identificar marcadores morfométricos de importancia para la separacion de
grupos morfologicos de Tillandsia guatemalensis L. B. Sm.

e Determinar si existen uno o mas grupos morfolégicos de Tillandsia
guatemalensis L. B. Sm.

e Proponer, al menos, un par de primers moleculares para la region de MatK
para su uso en estudios filogenéticos de los grupos morfolégicos encontrados.

D. HIPOTESIS

Ho: Se puede dividir a Tillandsia guatemalensis L. B. Sm. en dos grupos por medio de
caracteres morfoldgicos.

Ha: No se puede dividir a Tillandsia guatemalensis L. B. Sm. en dos grupos por medio
de caracteres morfolégicos.



111. METODOS

A. Sitio de estudio y puntos de colecta

1. Sitio de estudio. Las colectas se llevaron a cabo en el altiplano guatemalteco

en altitudes entre (1200-)1300-2800(-3000) msnm en Huehuetenango, Solol4, Guatemala,
Alta Verapaz, Baja Verapaz y Jalapa; principalmente en bosques de pino-encino y bosque
nuboso. Estas altitudes se seleccionaron segun las altitudes reportadas en literatura en las
cuales se ha encontrado esta planta (CONAP 2010; Granados,2005; Stevens et al 2001;
MacVean 2009; y Martinez 1998).

2. Puntos de muestreo. En el Cuadro 2se presenta la informacion disponible de cada

17.000

-yz.00

una de las fincas en las que se muestred, mientras que en la Fig. 1, su ubicacion
geogréfica

FIGURA 1. Ubicacién geografica de los puntos de muestreo. Los niumeros, en ese orden,
muestran la informacion de cada una de las localidades en el Cuadro 2.
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CUADRO 1. Informacion general de los lugares donde se realizaron las colectas

No. en|Departamento Municipio Localidad Descripcion
el
mapa
1 [Chimaltenango | Tecpan Parque Es un parque ecologico
Ecoldgico privado enfocado en la
Jotay cosmovision maya. Esta
alrededor de 2600 msnm.
2 |Solola San Lucas Reserva Finca cafetalera formada por
Toliman Natural 308 ha de bosque, de las cuales
Privada 70 ha son plantaciones de café
Santo (25 ha en el bosque y 45 con
Tomas sombra de Inga spuria).
Pachuj. Contiene alturas mayores a los
1200 msnm.
3 |Guatemala Mixco Area de Lotificacién y residenciales
Bosque de | que cuentan con un area
El Encinal | boscosa.
4 [Huehuetenango| La Libertad Reserva Finca cafetalera formada por
Natural 53.83 ha, de las cuales 13.25
Privada ha son de bosque natural.
Miralvalle | Tiene alturas de los 971 a los
1800 msnm.
5 |Baja Verapaz | Salami Reserva Finca cafetalera que cuenta
Natural con 1167.97 ha donde hay
Privada pasto para ganado, potrero,
Rincon cafetal, area de reforestacion,
Grande regeneracion y reforestacion.
Tiene una altitud de 1000 a
1700 msnm.
6 |alapa Mataquescuintla | Reserva Esté alrededor de 2400 msnm,
Privada en lo més alto del oriente del
Pino Dulce | pais. Cuenta con
aproximadamente una
caballeria de terreno (aprox. 45
ha).
7 |Alta Verapaz | San Cristobal Bosque Esta ubicada a 1,484msnm en
Privado la parte mas baja. Constituido
SacWachja | de bosque nuboso en un area
total de 27 manzanas.




Continuacién Cuadro 1 11

No. en | Departamento | Municipio | Localidad Descripcion
el
mapa
Finca cafetalera con un area de
8 Huehuetenango | La Finca El 245 ha. Posee altitudes de entre
Libertad Injerto 1,500 y 2,100msnm

aproximadamente.

(Rios 2006; Mendinilla, Leiva y Chinchilla, 2004; y Diaz, 2009).

B. Toma de muestras

Las colectas se hicieron durante noviembre y diciembre de 2016, y enero de 2017.
Se tomaron en cuenta las plantas que mostraron diversidad en cuanto a tamafio de
inflorescencia principalmente. El segundo factor de seleccidon fue el largo de las hojas. Al
determinar la presencia de las mismas, se procedié a utilizar equipo de escalada de
arboles para tomar las siguientes medidas sin tener que mover la planta de su lugar. Se
utiliz6 una hoja de toma de datos como la observada en el Cuadro 8, Anexos.

C.Caracterizacion morfolégica

Se busco en la literatura descripciones morfoldgicas de distintos autores (CONAP
2010; Granados 2005; Stevens et al 2001; MacVean 2009; y Martinez 1998), para
identificar diferencias morfoldgicas entre los individuos reportados de Tillandsia
guatemalensis L. B. Sm.

En el Cuadro 1 se observa las variables que se tomaron en cuenta y cémo fue su
forma de medicion de cada una de ellas.

CUADRO 2. Variables seleccionadas para el muestreo, su dimensional y forma
en que se midieron en campo.

Caracteristica | Dimensional Forma de toma de muestra
Ancho promedio | Centimetros | Se tomaron tres medidas en cada hoja: justo al centro
de las hojas y dos al azar (una mas cerca a la puntay otra a la

base). Se us6 una cinta métrica.

Largo de las hojas | Centimetros | Se midi6 desde la base hasta la punta tres hojas de
cada planta: la méas pequeria, la mas grande y una al
azar; guiandose por la vena principal de la hoja. Se
uso una cinta métrica.

Largo de la Centimetros | Se midi6 desde la base hasta la punta. Se usé una
inflorescencia cinta métrica.
Altitud sobre el Metros Se utiliz6 un GPS.

nivel del mar
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Para los datos obtenidos de esas mediciones se realizaron bloxplots (uno por cada
variable) para observar la distribucion de los datos totales, para lo que se utilizo el
paquete Graphics en el software R.

D. Andlisis estadistico

1. Anélisis de multivarianza. Se realizé un analisis de componentes principales (PCA)
con los datos morfoldgicos para determinar si existe al menos un gradiente de
distribucion de las muestras obtenidas utilizando el paquete Stats del software R con la
funcién prcomp.

2. Correlacion entre datos morfoldgicos y ambientales. EI Laboratorio de Sistemas
de Informacion Geografica y Percepcion Remota de la Universidad del Valle de
Guatemala nos facilitd los datos de precipitacion media anual, temperatura media anual y
humedad relativa para los puntos muestreados. Con estos datos, se realizd una correlacion
en el software R, utilizando el paquete CCAPP entre el grupo de variables morfologicas y
el grupo de variables ambientales, para saber si algin porcentaje de la variacion de unos
de esos grupos puede ser explicada por el otro.No se pudo realizar una correlacién
candnica debido a que los datos ambientales no son normales, pero el paquete utilizado
utiliza métodos no paramétricos.

E.Seleccion de primers para la region Matk

Utilizando la secuencia completa del gen de cloroplasto MatK (maturasa K) (en
GenBank: AY614094.1) se obtuvieron cinco (5) pares de primers al analizar la secuencia
con la herramienta OligoAnalyzer 3.1 provista por IDTDNA (disponible
enhttp://www.idtdna.com/site). Estos pares de primers fueron analizados segin sus
caracteristicas fisicas y quimicas (e.g. tamafio, %GC, etc.)

Todos los pares de primers fueron alineados (forward vy el reverse-complemento-
inverso) utilizando el software CLC MainWorkBench 7. Se alinearon con varias especies
del género Tillandsia.:, T. argentina (GenBank: AY614124.1), T. usneoides (GenBank:
AY614122.1), T. latifolia var. divaricata (GenBank: AY614108.1), T. guatemalensis,
(GenBank: AY614094.1), T. bergeri (GenBank: AY614134.1) T. tenuifolia var.
tenuifolia (GenBank: AY614132.1), T. aeranthos (GenBank: AY614131.1) y T. ixioides
(GenBank: AY614129.1). Esto para confirmar que el par de primers seleccionados
darian, al menos in silico, un buen resultado.



http://www.idtdna.com/site

1. RESULTADOS

A. Caracterizacién morfoldgica

La matriz obtenida con la informacion morfoldgica de las fuentes consultadas se
puede observar en el Cuadro 16, Anexos. De ello, se pudo determinar que los caracteres
que diferian entre las descripciones en literatura son:

1.

2
3.
4.
5

Largo de hojas

Anchohojas.

Color de hojas.

Tamanio de la inflorescencia.
Color de inflorescencia.

FIGURA 2. Boxplots para los datos obtenidos para todas las variables morfologicas
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Se muestrearon un total de 47 organismos con un rango de largo de hoja de 14.30
a 66.67cm; de ancho de hoja de 2.17 a 5.93cm; de largo de inflorescencia de 13.8 a
148.3cm y en altitudes de 1457 a 2412msnm. En la Fig. 2o0bservamos que no se presenta
ningun dato atipico para ninguna de las variables medidas. Por otro lado, los datos de
largo de inflorescencia y altitud sobre el nivel del mar se distribuyen muy
uniformemente, mientras que para el largo de hoja la distribucion esta sesgada para los
valores mas pequefios (el 50% debajo de la mediana) se encuentran regularmente
distribuidos en un pequefio rango (aproximadamente de 10 a 33cm) mientras que los mas
grandes (el 50% por encima de la mediana), estan distribuidos en un mayor rango
(aproximadamente de 33 a 70 cm). Para el ancho de hoja pasa de manera similar, pero el
50% de los datos por encima de la mediana estan distribuidos en un menor rango de
tamarfios, a diferencia del 50% por debajo de la mediana, en un mayor rango de tamarios.
Esto es especialmente visible en el tercer cuartil (de abajo hacia arriba), en el que el 25%
de los datos (de la mediana hacia arriba) se encuentran concentrados en un rango muy
pequefio, a diferencia del 25% de los datos por debajo de la mediana.

B. Toma de muestras

Como primer resultado importante tanto para largo de inflorescencia y largo y
ancho de hoja, se obtuvieron datos (Fig. 2) fuera de lo que indica la literatura (CONAP
2010; Granados 2005; Stevens et al 2001; MacVean 2009; y Martinez 1998). Para largo
de hoja se encontraron hojas entre 10 y 15cm(debajo de lo esperado) y también se tienen
hojas con un largo cercano a los 70cm, (mas de lo esperado). Para el ancho de hoja,
incluso, cerca de los 6cm. Para largo de inflorescencia, se esperaba, segun la literatura,
de 50 a 80cm, pero se encontraron mucho mas pequefias (cerca de los 20cm) y mucho
mas grandes (mas de 140cm).

CUADRO 3. Numero de individuos muestreados por departamento

Departamento Individuos | Observaciones

Huehuetenango 12 -

(sitio 1)

Huehuetenango 4 -

(sitio 2)

Baja Verapaz 6 -

Alta Verapaz 12 No se tienen datos de hojas de un organismo por error
humano.

Jalapa 13 De un organismo no se tienen datos morfologicos por
error humano.

Guatemala 0 Se observo Unicamente un individuo pero estaba
inaccesible para muestrear.

Solola 0 En la finca no se observd ningun individuo, pero en la
carretera a San Lucas Toliman (Solold) se observé uno,
pero estaba inaccesible para muestrear.
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Continuacién Cuadro 3

Departamento | Individuos | Observaciones

Chimaltenango 3 No se encontraron los organismos marcados
dias antes por el duefio del lugar. La misma
persona indica que se debe a la extraccién por
parte de las comunidades aledanas.

Total 50 La diferencia en la cantidad de organismos
muestreados por sitio dependid en primer
lugar en la cantidad de organismos presentes,
en segundo lugar, en la facilidad para
colectarlos.

C. Analisis estadistico

A continuacion se presentan los resultados obtenidos al realizar el PCA con los
todos los datos morfoldgicos de los organismos muestreados y la correlacion entre datos
morfologicos y ambientales.

1. Andlisis de multivarianza. A continuacién se muestran los resultados
obtenidos del anélisis de componentes principales y la separacion de los grupos
morfol6gicos encontrados.

FIGURA 3. Diagrama del anélisis de componentes principales para las variables
morfologicas.
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En el PCA (Fig. 3) puede observarse un gradiente de esquina superior izquierda a
esquina inferior derecha. Como podemos ver en el Cuadro 2, el largo de la inflorescencia
es muy importante en el componente principal 1 (que explica el 61.49% de la varianza),
porque por si sola explica el 91.28% del mismo; mientras que en componente principal 2
(que explica el 29.20% de la varianza) el largo de las hojas es la variable més importante,
explicando el 83.59% (Cuadro 9, Anexos).

Se analizaron entonces los dos grupos (en 6valo azul el grupo 1y en 6valo rojo el
grupo 2, Fig. 2): los de la esquina superior izquierda (grupo 1) y los de la esquina inferior
derecha (grupo 2). Para ese fin, se realizaron histogramas por grupo para cada una de las
variables, tanto morfolégicas como ambientales, para observar su distribucion y
distinguir tendencias por variable para cada grupo.

En combinacién la Fig.6 y la Fig.7 (Anexos) se obtiene el resumen encontrado en
el Cuadro 4.

CUADRO 4. Resumen de los datos morfoldgicos y ambientales asociados a cada uno de
los grupos encontrados.

Grupo morfoldgico 1 | Grupo morfoldgico 2
Largo de inflorescencia 30-90cm 60-148.3cm
Largo de hoja 20-26cm 38-48cm
Ancho de hoja 2-5cm 4-5.2cm
Porcentaje de humedad 70-80 70-80
Altitud sobre el nivel del mar (m) | 1800-2000 1400-1700
Temperatura media anual (en °C) | 12-15°C 15-22°C
Precipitacién media anual (en mm) | (-)1000, 4000(+) 1000-3000
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FIGURA 4. Fotografia de un organismo de cada uno de los grupos morfologicos
encontrados.

Grupo morfologico 1 Grupo morfologico 2

Fotografias por Rodrigo Mussapp (2016)
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FIGURA 5. Mapa de ubicacion de los organismos, segun el grupo morfoldgico al que
pertenecen.
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En la Figura 5 se observa la distribucion de organismos encontrados segun el
grupo al que pertenecen. Huehuetenango mostré casi la misma cantidad de organismos
de ambos grupos, similar a Chimaltenango, pero debido que de este departamento solo
entraron tres organismos al estudio, no se tienen suficientes datos para asegurar que dicho
departamento posee en mayor cantidad organismos de cierto grupo. Alta Verapaz y Baja
Verapaz mostraron exclusivamente organismos del grupo 2 y Jalapa tuvo mayoria del
grupo 1.
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En el Cuadro 4, en lo que se refiere a humedad, los del grupo 1 tienen valores de
70, 75 y 80% de humedad, en ese orden descendente; mientras que para los de la esquina
inferior derecha tienen los mismos valores pero los de 75% son mayoria, pero ambos
comparten frecuencias y valores para humedad.

Como se puede ver en el Cuadro 6 (Anexos), la correlacién més alta del largo de
hojas la tiene con la temperatura (r>=0.33), al igual que el ancho de hoja (r>=0.57). Estas
correlaciones son la mas alta para dichas variables morfoldgicas, mientras que para el
largo de inflorescencia la correlacion es muy pequefia para la temperatura (r2=-0.19,
aunque es la mas grande para este caracter morfologico).

Correlacion entre grupos de variables ambientales y morfoldgicas

A continuacién se muestran las correlaciones encontradas para los grupos de
variables estudiados para su posterior analisis.

CUADRO 5. Tres tipos de correlacion entre datos ambientales y morfologicos
con su valor p (Intervalo de confianza de 95%).

Spearman | Kendall M
Correlacion | 0.7904566 | 0.600891 | 0.7354914
P 0.000000 | 0.000000 | 0.001000

Podemos ver que en el Cuadro 5 la correlacion entre el conjunto de datos
morfoldgicos y ambientales medidos, segun la prueba, es de entre el 60% y el 79%. Esto
quiere decir que entre el 60 y 79% del cambio en las tres variables morfoldgicas
estudiadas puede ser explicado por las variables ambientales utilizadas; y viceversa. El
resto, del 21 al 40%, queda sin ser explicado utilizando Unicamente estos dos grupos de
variables.

Para todas las pruebas el valor p fue menor a 0.05, por lo que se rechaza la
hipbtesis de que la correlacién es igual a cero. Es decir, con un 95% de confianza, si
existe correlacion entre los dos grupos de variables.

Para todos los casos, como puede verse en el Cuadro 5, la temperatura es el dato
ambiental mas importante para la correlacion de ambos grupos, mientras que la variable
morfologica méas importante es el ancho de hoja, igual para todos los casos.

Como se puede ver en el Cuadro 11 (Anexos), la temperatura es la variable
ambiental que mas aporta a la correlacion entre grupos de variables, pero debido a que la
temperatura y la altitud, segin el Cuadro 6 (Anexos), estan estrechamente relacionadas
(r2=-0.92), se procedio a realizar las mismas correlaciones entre grupos de variables pero



20

eliminado uno por uno las variables ambientales. Esto fue atil para observar si existia
redundancia en la correlacion entre grupo de variables por utilizar la temperatura y la
altitud al mismo tiempo.

CUADRO 6. Correlacion entre variables morfologicas y ambientales, sin tomar en
cuenta una de las variables ambientales a la vez.

Correlacion Variable ambiental eliminada

Altitud Temperatura | Humedad Precipitacion
Spearman 0.624806 0.575050 0.790457 0.726236
Kendall 0.481737 0.400001 0.609780 0.510224
M 0.678125 0.658384 0.695429 0.662151

Como se puede ver en el Cuadro 6, las correlaciones disminuyeron, a excepcién
de cuando se eliminaba la variable de “humedad”, en la que se ve que la correlacion se
mantiene. Lo interesante es que cuando se elimina la variable ambiental mas importante
para la correlacion de los grupos de datos originales (la temperatura) era la humedad la
que aportaba mas a la correlacion, aunque como ya se dijo antes, la misma disminuia.
Para todos los casos de eliminacion de datos ambientales, el ancho de hoja mostro ser el
que mas aportaba a la correlacion. Las correlaciones mas bajas se obtuvieron cuando se
eliminaba la altitud o la temperatura, ademas de que el rango de las mismas es muy
parecido.

Esto podria indicar algin grado de peso extra (0 redundante) que da a la
correlacion el uso de ambas variables debido a la alta correlacion entre las mismas. Por
ello se decidio eliminar una de las variables ambientales, la altitud. Esto para evitar dar
peso extra a la correlacion. No se elimind la temperatura debido a que en la mayoria de
correlaciones era la mas importante (mientras que la altitud no), ademas de que en caso
de eliminarse, una de las tres correlaciones no era significativa (p=0.055).

Por otro lado, el ancho de hoja es la que guarda la mayor correlacion con cada una
de las variables ambientales (en valor absoluto, de 0.16 a 0.57) mientras que el ancho de
hoja y el largo de inflorescencia tienen obvios valores mas bajos (en valor absoluto, de
0.05 a 0.33 y de 0.07 a 0.19 respectivamente). Esta alta correlacion individual del ancho
de hoja con todas las variables ambientales estudiadas en comparacién con el largo de
hoja y la inflorescencia (Cuadro 10, Anexos) hace que sea el ancho de hoja muy
importante para la correlacion de ambos grupos (morfologia y ambiente).

Por lo tanto, se logaron separar dos grupos morfologicos por medio del largo de
inflorescencia y el largo de hoja.



D. Seleccion de primers para la region Matk

CUADRO 7. Primers forward (F) y reverse (R) obtenidos, con valores de tamafio (en pares de bases, pb), porcentaje de C-G (%CG),
temperatura de alineamiento (Tm, en grados centigrados) asociadas, tamafio tedrico del amplicon y cantidad de dimeros y hairpins que

formarian.
Pareja | Secuencia Tamafio | Tm | %CG | Amplicon | Cantidad de | Cantidad de | Cantidad de
(pb) esperado | homodimeros | heterodimeros | hairpins
(pb)
1 |F | ACCGTATCGGGACATCCTATT |21 63 |47.6 |442 33 22 3
R | GCTTCAACCACTACACCACTAC | 22 63 |50 10 3
2 |F | GTCTCAACCACACAGGATTCA |21 62 |47.6 |424 20 36 2
R | CGGTCCAGATTGGCTTACTAAT | 22 62 | 455 31 )
3 | F | TGGAACCTTTCTTGAGCGAATA |21 62 |40.9 |39 30 50 5
R | GTTCTCGACGTGATCCATGTAA |21 62 | 455 34 8
4 | F | GCCTCTGGCTCAAGTAGAAAT |21 62 |47.6 | 739 26 37 5
R | TCGCTCAAGAAAGGTTCCAG 20 62 |50 23 7
5 |F | ACCCGTGGGAATTATTGGTTAT | 22 62 |40.9 |592 39 25 2
R | TGAATCCTGTGTGGTTGAGAC |21 62 |47.6 20 2

Podemos observar en el Cuadro 7que todos los primers tienen un tamafio y Tm adecuados mientras el % GC es apenas
adecuado para todos los primers. Esto segun Taylor et al. (2010), quienes indican que los primers deberian tener un %GC entre 50 y
60 y un Tm entre 55 y 65°C. Unicamente el R del par 1 y el R del par 4 cumplen con, al menos, tener una Tm de 50°C, todos los
demas tienen temperaturas menores. El rango del tamafio teérico del amplicon va de 395 a 739, un rango aceptable para estudios entre
especies. Todos los primers estan dentro de un rango de 1,631 pares de bases de la secuencia completa de la region MatK de las
especies de Tillandsia analizadas, de manera continua y traslapada, intervalo que puede alcanzarse al usarse Unicamente las parejas 1,
2 (0 3) y 4. El par de primers que da un amplicon teérico méas grande es el 4. Pero si se usan los pares 2 y 4 se obtendria un amplicon
continuo de 1,189 pares de bases, siendo la mejor combinacion (la que usa menos pares de primers y da un amplicon mas grande).

LE
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V. DISCUSION

A. Caracterizacién morfoldgica

En campo se tomaron, de manera subjetiva, el color de hojas e inflorescencia. Sin
embargo, se hace dificil poder estandarizar de esa manera los colores observados. Por eso,
no se tomaron en cuenta esas caracteristicas para el analisis final. Ademas, segun lo
analizado en la caracterizacion morfoldgica, el color de estos caracteres era diferencial, se
recomienda realizar el andlisis del color de hojas e inflorescencia para las dos morfologias
encontradas, debido a que se ha reportado, al menos para T. dasyliriifolia, que en
temperaturas altas sus hojas son rojizas mientras que son vedes en lugares mas hiumedos y
con sombra (Garcia-Suarez, Rico-Gray y Serrano 2003).

B. Toma de muestras

Luego de analizar la informacion de cada uno de los organismos perteneciente a los
dos grupos encontrados, se observo que habia algunos datos que se traslapaban para
organismos de distinto grupo morfoldgico o bien, en el mismo sitio de muestreo. Esto
podria deberse, en parte, que no se encontraran maduros, Sino que aun estuvieran en etapa
de crecimiento. O bien, realmente se encuentran con las dos morfologias en ambos sitios de
Huehuetenango, pero habria que hacer un estudio especifico para estos grupos morfoldgicos
encontrados para poder asegura dicha informacion.

La ausencia de organismos en el punto de colecta de Solola y los pocos encontrados
en Chimaltenango (3) se deben posiblementea la depredacion por parte de las comunidades
aledarias, quienes los usan para su venta, por su valor principalmente ornamental en esta
region.

El intervalo de medidas compartidas de largo de inflorescencia entre ambos grupos
(30-60cm) puede deberse a plantas que ain no eran adultas, por lo que no habian alcanzado
su altura final. Ademas, esto podria explicar los datos debajo del rango de lo indicado por la
literatura para todos los caracteres morfolégicos medidos. Ademas, por lo observado en el
Cuadro 4, los datos ambientales no sugieren una distribucion especifica para cada uno de los
grupos morfoldgicos encontrados. Por otro lado, la relacion entre morfologia y cantidad de
lluvia claramente no es lineal.

C. Analisis estadistico

Las correlaciones encontradas en el Cuadro 6, en Anexos (especialmente de ancho y
largo de hoja con la temperatura) indica que el aumento de la temperatura (para el grupo 2)
estd asociado a un aumento en largo y ancho de hoja, siendo mas importante éste ultimo.
Esto sugiere que la temperatura esta directamente relacionada con el aumento de las
variables morfoldgicas estudiadas, especialmente del area foliar (largo y ancho de hoja).

Aunque en la literatura no se menciona sobre el aumento del area de las hojas en
relacion de la temperatura (Gnicamente de ancho de hoja, que disminuye al aumentar la
temperatura, como T. multiflora y T. tragophoba(Rundel y Dillon 1998)), si se menciona
que en lugares méas calientes se tienen mas tricomas para evitar pérdida de agua (mas
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tricomas a mayor temperatura) (Rundel y Dillon 1998; Benz y Martin 2007). Debido a que
en este estudio se encontrd un area de hoja diferencial (tanto el largo promedio, el ancho de
hoja y temperatura aumentaron, en conjunto, directamente proporcional), se esperaria,
entonces que los organismos de la morfologia grande (que esta asociada a temperaturas mas
altas) tengan mayor densidad de tricomas (aparte de absorcién de agua, la funcién de
reflectancia para minimizar el dafio al aparato fotosintético y reducir el calor solar en el
tejido de la planta (Rundel y Dillon 1998; Benz y Martin 2007) vy, por ello, el rea es mayor.
Sin embargo, debe tenerse cuidado al hacer este tipo de andlisis, debido a que se ha
reportado que la morfologia y densidad de tricomas no varia Unicamente entre especies, sino
también podria variar en el mismo organismo, dependiendo de la parte de la hoja que se
estudie y la edad de la planta (Benz y Martin 2007). Por otro lado, se recomienda estudiar la
temperatura 6ptima de fotosintesis para cada morfologia, porque eso podria demostrar el
porqué es tan importante la temperatura (media anual) para cada morfologia. Esto porque T.
deppeana ha sido reportada con diferentes temperaturas Optimas de fotosintesis
dependiendo de su estadio (adulto o juvenil), debido a la tasa de transpiracion que poseen
(Adams y Martin 1986), factor que podria generalizarse también para relaciones entre
especies.

El hecho que tenga méas impacto la temperatura que la altitud (Cuadro 11 yCuadro
12, Anexos) puede deberse a que dos puntos a un metro de distancia (de altitud sobre el
nivel del mar) no representan una diferencia de 1°C; sino que por cada 1000m (1km) de
diferencia entre dos puntos (en altitud sobre el nivel del mar) hay una diferencia aproximada
de 6.5°C (o bien, 1.98°C cada 1000 pies, cuando el movimiento del aire seco es
ascendente)(Adusar 2007). Esto quiere decir que para todos los puntos que se encuentren
dentro de un mismo intervalo de 100m de altitud, la temperatura va a variar muy poco. Por
lo tanto, la diferencia entre dos puntos donde se encuentre la planta debe ser de al menos de
154m para que la temperatura varie 1°C. Es por ello que muchos puntos son tomados como
con una temperatura similar (o0 idéntica) porque se encuentran muy cerca (en cuanto a
altitud) y un cambio de temperatura significativo se da cuando hubo varios cambios de
altitud, por lo que parece afectar mas la temperatura. Ademas, los datos morfoldgicos tienen
la mayor correlacion individual, en cuanto a las variables ambientales, con la temperatura
(Cuadro 10, Anexos), lo cual hace que su peso sea mayor en la correlacion conjunta.
La variable con gran peso en la correlacion entre grupos de variables, aparte de la
temperatura, fue la humedad. Esto puede deberse a que los valores obtenidos son datos
discretos (de 5% en 5%) por lo que pequefios cambios de humedad no son perceptibles y
cuando hay un cambio, ya es importante (de un 5% por lo menos), lo cual hace que tenga un
mayor peso perceptible en la correlacion. Tanto para la temperatura como para la humedad,
la correlacion parece estar influenciada por la forma en que se tomaron los datos.

Para la precipitacion, el valor es promedio por departamento, por lo que también son
datos sin continuidad, bastante discretos, teniendo el mismo efecto que la humedad en la
correlacion. A diferencia de la humedad y temperatura, la precipitacion presenta méas valores
en intervalos mas pequefios (aunque no continuos), lo que podria aparentar una continuidad
de datos, disminuyendo su aporte en la correlacion. Ademas, claramente se puede observar
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en el cuadro 4 que la precipitacién no guarda una relacion lineal con la morfologia, y la
correlacion toma uUnicamente en cuenta el grado de relacion lineal entre los grupos,
disminuyendo entonces el aporte de esta variable en el total de la correlacion.

Como se vio anteriormente pareciera haber algun patrén, algunas veces no tan claro,
de los datos ambientales especifico para cada grupo morfoldgico encontrado. Esto quiza por
efecto de la cantidad de datos por grupo, no tanto de la cantidad de datos totales, porque los
dos grupos separados en la Fig. 3 difieren en cantidad de datos para cada uno. Se esperaria
tener, por lo menos, treinta datos para cada uno de los grupos. Se esperaria que al tener
muestra representativa para cada grupo morfolégico se logre vislumbrar de mejor manera el
patron ambiental para cada uno de ellos.

Barve et al. (2014) report6 que para T. usneoides la humedad relativa y cantidad de
dias sin lluvia son muy importantes para determinar su distribucién general; mientras que su
distribucion al norte también esta afectada por la temperatura minima en la época mas fria,
pero no de la temperatura maxima en los dias mas calientes. En este estudio utilizamos
temperatura media anual, un valor fuera de los extremos. Se recomienda, entonces, hacer un
estudio con datos méas especificos de temperatura (temperatura maxima en los dias mas
calientes y la temperatura minima en los dias mas frios), porque es posible que se encuentre
una distribucion especifica de los datos para cada morfologia encontrada. Ademas, es
importante la calidad de la informacion obtenida, debido a que se encontr6 en (Barve et al
2014) que un factor de error al usar informacion ambiental es que mucha de esa informacion
asume que algunas areas son homogéneas para este dato ambiental, sin tomar en cuenta
micro climas. Esto es importante porque, por ejemplo, T. usenoides ha reportado respuestas
fisioldgicas especificas a los individuos dependiendo del microclima en los que habita,
haciendo dificil su generalizacién como adaptaciones para poblaciones en general.

D. Seleccion de primers para la region Matk

En primera instancia se puede observar en Cuadro 7que la pareja de primers 1
pareciera ser la que sobresale entre las otras cuatro parejas por sus caracteristicas fisico
quimicas encontradas. En primer lugar, en cuanto a hairpins(Cuadro 7 y Cuadro 13,
Anexos) dicha pareja tiene en conjunto la menor cantidad de enlaces (3) y, aunque no son la
pareja que forman menos, si las que tienen menor posibilidad de ocurrir (los cambios de
energia libre de Gibbs para el reverse es positivo). Ademas, si nos enfocamos en los
homodimeros, (Cuadro 7 y Cuadro 14, Anexos) que de los forward de cada par de primers,
el nimero 1 es el segundo que tiene mayor nimero de enlaces (33) pero el Reverse de ese
par es el que menos enlaces forma (10), y el cambio de energia libre de Gibbs, aunque es
negativa, tiene un valor absoluto pequefio (cercano a cero).En cuanto a heterodimeros
(Cuadro 7 y Cuadro 15, Anexos) el par numero 1 es el que forma menor cantidad de enlaces
(22).

Sin embargo en cuanto a hairpins (Cuadro 7 y Cuadro 13, Anexos) la pareja 3, aun
siendo de las que en conjunto mas hairpins forman, ambos tienen un cambio de energia libre
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de Gibbs positivo, lo cual hace que las probabilidades de formarlos sean casi nulas. Para
homodimeros (Cuadro 7 y Cuadro 14, Anexos), todas las conformaciones tienen un cambio
de energia libre de Gibbs negativo y, en conjunto, todos los pares de primers forman
homodimeros en el rango de 43 (par 1) a 64 (par 3). Para heterodimeros (Cuadro 7 y
Cuadro 15, Anexos), aunque la pareja 1 es la que menos cantidad formaria (22), la pareja 5
no varia demasiado a esa cifra (25). Todos los pares de primers tienen cambio de energia
libre de Gibbs negativo, pero las parejas 1 y 5 son los que tienen un valor mas cercano a
cero (-21.13 y -29.58), haciendo menos probable que se formen en relacién a los otros pares
de primers, por ejemplo, en comparacion con la pareja 3 (50 heterodimeros, cambio de
energia libre de Gibbs de -70.31).

Entonces, todos los primers tienen buenas cualidades fisicas y quimicas para ser
utilizados. Sin embargo, la pareja 1 muestra, en conjunto, la mejor combinacion en las
caracteristicas estudiadas, por lo que se eligié entre todos los pares. Sin embargo, se
recomienda estudiar las regiones (méas que los tamafios) de los amplicones dentro de MatK,
para analizar la posibilidad de uso alternado de mas de un par de primers.

Debido a que los grupos encontrados son simpatricos (como en Huehuetenango
principalmente, aunque, en menor medida, se encontr6 en Jalapa y Chimaltenango), ademas
del hecho que unicamente del 48 al 67% de dicha variacion puede ser explicada por los
datos morfoldgicos estudiados (y entendiendo que el hecho que sean simpatricos en algunos
sitios disminuye el efecto de las variables ambientales sobre la morfologia) y considerando
que se ha reportado (para T. usneoides) que es capaz de responder Gnicamente con cambios
fisioldgicos y no morfoldgicos (tamafio de hoja, tamafio y densidad de tricomas, etc) a
cambios en los niveles de luz ambiental (Martin, et al. 1985), se recomienda realizar analisis
moleculares para evaluar la filogenia entre ambos grupos morfolégicos de Tillandsia
guatemalensis L. B. Sm. encontrados.

Estudios de este tipo se consideran importantes de llevar a cabo debido que en las
bromelias suelen formarse complejos de especies (especies diferentes que divergieron hace
relativamente poco tiempo, por lo que morfolégicamente no han variado mucho). Entonces,
se debe analizar desde el punto de vista molecular.

Algunos estudios taxonomicos de bromelias han incluido a Tillandsia guatemalensis
L. B. Sm. Por ejemplo, Barfuss et. al. (2005) realiz6 un estudio, en la que a partir de
informacion obtenida por medio de secuencias de ADN obtenidas de siete regiones
plastidales, concluyen que Tillandsia guatemalensis L. B. Sm. esté relacionado, a partir de
los marcadores utilizados, con T. remota, T. klausii, T. caput-medusae, T. juncea, T.
fasciculata y T. ionantha. Barfuss et. al. (2016) propone una clasificacion de la sub familia
Tillandsioideae (a la cual pertenece Tillandsia guatemalensis L. B. Sm.) a partir de la
informacién de las secuencias de ptADNrpoB-trnC-petN, trnK-matK-trnK, ycfl, y nADN
PHYC; ademéas de incluir varios caracteres morfologicos. Para ambos casos, ponen a
Tillandsia leiboldiana como especie hermana de Tillandsia guatemalensis L. B. Sm. Cabe
mencionar que en el primero de los estudios mencionados, no se analizé a T. leiboldiana y
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posiblemente por eso es que salid mas relacionada con esas otras seis especies del género.
Por otro lado, Granados (2005 y 2008) ha realizado estudios taxondmicos sobre el género
Tillandsia en México, en la cual no incluye a Tillandsia guatemalensis L. B. Sm. y sobre la
sistematica del complejo de Tillandsia mcdougallii, por ejemplo.

No se cuenta con este tipo de informacion para T. guatemalensis, porque no
se han realizado estudios. Y debido a la importancia econémica y ambiental de la misma, se
recomienda llevar a cabo un estudio para evaluar la filogenia entre los dos grupos de T.
guatemalensis encontrados en este estudio
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se logaron separar dos grupos morfoldgicos de Tillandsia guatemalensis L. B. Sm.

Se encontrd6 que para la caracterizacion de los dos grupos encontrados los
marcadores morfologicos mas importantes son el largo de hoja (explica el 24.41% de la
variacion) y largo de inflorescencia (explica el 56.13% de la variacion).

Ambos grupos se diferencian morfolégicamente de la siguiente manera (grupo 1;
grupo 2): largo de inflorescencia (30-90cm; 60-140cm), largo de hoja (20-26cm, 38-48cm)
y ancho de hoja (2-5cm; 4-5.2cm).

Las variables ambientales (a excepcién de la humedad relativa) mostraron
distribuciones diferenciales para ambos grupos, de la siguiente manera (grupo 1, grupo 2):
precipitacion media anual (-1000mm, +4000mm); temperatura media anual (12-15°C, 15-
22°C); altitud sobre el nivel del mar (1800-2000m, 1400-1700m).

Los miembros del grupo 1 fueron méas frecuentes en Jalapa y Chimaltenango,
mientras que los del grupo 2 en las Verapaces. Huehuetenango presentd organismos de
ambos grupos.

La diferencia morfométrica entre los grupos es explicada unicamente del 48 al 67%
en base a la temperatura media anual, precipitacion media anual y porcentaje de humedad
asociadas.

Se recomienda realizar una evaluacion de la filogenia entre estos dos grupos
encontrados de Tillandsia guatemalensis L. B. Sm. por la posibilidad que formen parte de
un complejo de especies, y no sean la misma especie como se cree actualmente.

Se recomienda utilizar una paleta de colores estandarizados para evaluar si el color
de hojas e inflorescencia pueden ser utilizados como marcadores morfologicos para los dos
grupos encontrados.

La pareja 1 de primers encontrados posee caracteristicas fisicoquimicas adecuadas
para su uso en estudios moleculares, especificamente para alguno de filogenia entre ambos
grupos.
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VII. ANEXOS

FIGURA 6. Histogramas de las variables morfoldgicas y ambientales para los
organismos pertenecientes al grupo 1.
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FIGURA 7. Histogramas de las variables morfoldgicas y ambientales para los organismos
pertenecientes al grupo 2.
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CUADRO 8. Contribucion de cada uno de los caracteres morfologicos a cada componente principal (PC).

PC1 PC2 PC3
Largo de hoja 0.2934613 -0.8359968 0.4636700
Ancho de hoja 0.2838062 -0.3869699 -0.8773302
Largo de inflorescencia 0.9128716 0.3890349 0.1237004
Varianza (%) 61.49 29.20 9.31
Desviacion estdndar 0.4923 0.3393 0.1915
CUADRO 9. Correlacién entre todas las variables (r?).
Altitud Temperatura Precipitacion Humedad Largo de | Ancho de | Largo de
(msnm) hoja hoja inflorescencia
Altitud (msnm) 1 -0.92 0.57 -0.40 -0.27 -0.47 -0.08
Temperatura -0.92 1 -0.47 0.29 0.33 0.57 0.19
Precipitacion 0.57 -0.47 1 -0.61 0.09 -0.44 -0.12
Humedad -0.40 0.29 -0.61 1 -0.005 0.16 -0.08
Largo de hoja -0.27 0.33 0.09 -0.005 1 0.50 0.23
Ancho de hoja -0.47 0.57 -0.44 0.16 0.50 1 0.43
Largo de -0.08 0.19 -0.12 -0.08 0.23 0.43 1
inflorescencia
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CUADRO 10. Aporte de cada una de las variables en las correlaciones entre los dos grupos de variables.

Variables Spearman Kendall M

Ancho de hoja 0.999 -0.999 0.999

Morfologicas Largo de hoja 0.003 -0.003 -0.041
Largo de inflorescencia -0.012 0.012 0.005

Altitud 0.005 -0.005 0.009

Ambientales Temperatura 0.999 -0.965 0.869
Precipitacién -0.0001 0.000 -0.0001

Humedad 0.000 0.261 -0.494

CUADRO 11.Aporte de cada variable ambiental en las correlaciones mostradas en el Cuadro 3.

Variable ambiental eliminada y tipo de correlacién realizada
Altitud Temperatura Humedad Precipitacion
Variable
analizada Spe. Ken. M Spe. Ken. M Spe. Ken. M Spe. Ken. M
Alt. - - - 0.02 0.02 -0.01 0.01 -0.01 0.01 0.01 -0.00 0.00
Tem. 0.88 -0.99 0.94 - - - 0.99 -0.99 0.99 0.97 -0.99 0.99
Hum. -0.48 -0.48 -0.79 0.99 0.99 -0.99 - - - -0.26 -0.02 | -0.06
Prec. -0.00 0.00 -0.00 0.00 0.00 0.00 -0.00 0.01 0.00 - - -

Spe.= Spearman, Ken.= Kendall. Alt. Altitud sobre el nivel del mar, Tem.=Temperatura, Hum.=Humedad, Prec.=Precipitacion.



CUADRO 12. Formacion de hairpins para cada uno de los pares de primers (F: foward, R:

39

reverse).
Par de Suma
primers total
1 F Enlaces 3 - - 3
G -1.97 - - -1.97
R Enlaces 1 2 - 3
G 2.66 3.25 - 591
2 F Enlaces 2 - - 2
G -1.45 - - -1.45
R Enlaces 2 3 - 5
G -0.38 -0.26 - -0.64
3 F Enlaces 2 3 - 5
G -0.19 0.26 - 0.07
R Enlaces 5 2 1 8
G -0.06 0.72 0.75 1.41
4 F Enlaces 3 2 - 5
G -1.13 -0.14 - -1.27
R Enlaces 2 3 2 7
G 0.1 0.55 0.93 1.58
5 F Enlaces 2 - - 2
G -1.42 - - -1.42
R Enlaces 2 - - 2
G -0.54 - - -0.54

G =cambio de energia libre de Gibbs.



CUADRO 13.

Formacién de homodimeros para cada uno de los primers (F: foward, R:

reverse).

. Suma
Par de primers total
F Enlaces| 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 |- - 33
1 G -6.68 |-4.64 |-3.61|-3.61|-3.07|-3.07 |-1.57|-1.47|-1.47 |-1.47 |-1.47 |-1.34|-0.96|-0.96 | -0.96 | - - -36.35
' R Enlaces| 2 2 2 2 2 |- - - - - - - - - - - - 10
G -3.14-1.941-0.96|-0.96 | -0.96 | - - - - - - - - - - - |- -7.96
F Enlaces| 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 |- - - - - - - 20
5 G -3.07(-1.94| -1.6 |-1.57|-1.57|-1.57|-1.47|-1.34|-1.34|-1.34 | - - - - - - |- -16.81
R Enlaces| 3 2 3 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 - - - 31
G -5.02|-3.61|-3.42|-3.14|-3.07|-291| -1.6 | -1.6 |-1.57|-1.47|-1.47(-1.34|-0.96|-0.96| - - - -32.14
F Enlaces| 2 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 - - |- 30
3 G -3.61(-3.52|-3.52|-3.14|-3.07|-1.94|-1.94|-1.94|-194| -16 | -1.6 |-1.57|-1.47|-0.96| - - |- -31.82
R Enlaces| 4 4 4 4 2 2 2 2 2 2 2 2 2 |- - - - 34
G -6.76 | -6.3 |-5.38|-4.62|-3.61|-1.95(-1.94|-1.57|-1.57|-1.57 |-1.47 |-1.34|-0.96 | - - - |- -39.04
F Enlaces| 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 |- - - - 26
4 G -6.21|-3.17|-3.14|-3.14|-1.95| -16 | -1.6 | -1.6 | -1.6 |-1.57|-1.47|-0.96 | - -28.01
R Enlaces| 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 |- - - - - - 23
G -3.61(-3.52|-3.14|-3.07|-1.94|-194| -16 | -1.6 | -1.6 |-1.57|-1.57 |- - - - - - -25.16
F Enlaces| 3 4 3 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 39
5 G -6.14 |-5.36 | -4.41|-3.61|-3.42 |-3.07 |-3.07 | -3.07 | -1.94 | -1.47 |-1.47 | -1.47 | -1.47 |-1.34|-0.96 | -0.96 | -0.96 -44.19
R Enlaces| 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 |- - - - - - - 20
G -3.07(-1.94| -1.6 |-1.57|-1.57|-1.57|-1.47|-1.64|-1.64|-1.34 |- - - - - - - -17.41
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G =cambio de energia libre de Gibbs.




CUADRO 14. Formacion de heterodimeros para cada par de primers (F: foward, R: reverse).

Par de
primers Suma total
G -3.07 | -3.07 | -3.07 | -3.07 | -1.57 | -1.34 |-1.34|-1.34|-1.34|-0.96 | -0.96 |- - - - - -21.13
1 Enlaces 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 |- - - - - 22
G -5.02 | -441 | -39 | -342 | -1.95 | -1.95 |-1.95|-1.94| -16 | -1.6 |-1.57 |-1.57|-1.47|-1.34|-1.34|-1.34| -36.37
2 Enlaces 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 36
G -41.39| -354 | -354 | -352 | -352 | -1.95 |-1.95|-1.94|-1.94|-1.94|-1.94 | -1.57 | -1.57 |- - - -70.31
3 Enlaces 22 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 |- - - 50
G -6.62 | -467 | -352 | -3.17 | -3.14 | -3.14 |-1.95|-1.94|-194| -16 | -1.6 | -1.6 | -1.6 | -1.6 |-1.57 |-1.57| -41.23
4 Enlaces 4 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 37
G -464 | -441 | -342 | -3.07 | -3.07 | -3.07 |-1.94|-1.94|-1.34 |-1.34|-1.34 |- - - - - -29.58
5 Enlaces 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 |- - - - - 25

G =cambio de energia libre de Gibbs.
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Glosario

Amplicon: secuencia obtenida (fragmento de ADN amplificado) luego de la realizacién
de un PCR (reaccion en cadena de la polimerasa, en inglés) (Mackay, 2007).

Fenologia: estudio de los fendbmenos o eventos bioldgicos periddicos en relacion con los
factores ambientales, puede dividirse en fitofenologia y zoofenologia (Heuveldopet al.,
1986).

Fitotelmatas: conjunto de espacios ocupados por agua en las cavidades de los troncos,
axilas de las raices, plantas epifitcas y tejido de musgos, o cualquier otra estructura del
dosel del bosque de neblina (Sarmiento, 2000).

Hairpin: estructura que se forma cuando el primer (cebador) interactla consigo mismo
(Bing-Yuan y Janes, 2002).

Heterodimero: estructura que se forma cuando dos primers (cebadores) Diferentes
interacttan entre ellos (Bing-Yuan y Janes, 2002).

Homodimero: estructura que se forma cuando dos primers (cebadores) iguales
interacttan entre ellos (Bing-Yuan y Janes, 2002).

Inflorescencia: grupo de flores que sucede en una rama del tallo. Pueden, o no, ser
ramificadas (Del Claro, Oiveira y Rico-Gray, 2009).

Monocotiledoneas: grupo de las angiospermas que pertenece a la clase Liliopsida que se
caracteriza por tener un cotiledén, hojas con nervadura paralela (Generalmente),
cambium interfasicular ausente, bandas vasculares generalmente dispersas, partes florales
en grupos de 3 0 4 pero jamas 5, polen uniaperturado y sistema radical constituido por
raices adventicias (generalmente) (Montiel, 1991).

Primer (cebador): son secuencias, relativamente pequefias, de nucledtidos que se
disefian en pares (forward y reverse) que se utilizan para unirse a la secuencia objetivo
(secuencia diana) que esta por estudiarse, para poder clonarla por medio del PCR
(reaccion de cadena de la polimerasa, en inglés) (Forbes, 2007).



