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Resumen

Las hojas de las plantas presentan gran variedad de formas, que en
general dependen de las condiciones en las que se desarrollan. Estas
variaciones suelen ser continuas por lo que la cuantificacién de dichos
caracteres al emplear la morfometrfa geométrica puede resultar mds
eficiente que morfologia tradicional. Esta herramienta se utilizé para
caracterizar el contorno de las hojas de Morella cacuminis, M. cerifera, M.
punctata'y M. shaferi, para lo que se escanearon hojas de 33 individuos.
Ademds se analizé la variabilidad en la forma de la hoja de M. cerifera
entre hébitats diferentes en 51 individuos. En ambos casos se describid el
contorno a partir de los Coeficientes Elipticos de Fourier de los primeros
20 armdnicos. Los descriptores fueron reducidos con un andlisis de
componentes principales y con los puntajes de los autovalores se
realizaron andlisis de funcién discriminante para analizar la posibilidad
de emplear la forma de la hoja para diferenciar especies o hdbitats. La
reconstruccion grafica de los contornos reveld la menor variabilidad en
M. shaferi'y la mayor en M. cerifera. Las hojas de M. cerifera més variables
se encontraron en caliza y zonas inundadas y las menos variables en
pinar y pinar sobre arenas blancas. Los andlisis de funcién discriminante
mostraron como promedio un 84,85% y un 58,82% de discriminacién
correcta entre especies y hdbitats. La caracterizacién de la forma de
la hoja mediante la morfometria geométrica resulté eficiente para la
discriminacién de las especies de Morella. La variabilidad en la forma de
las hojas de M. cerifera no se explica solamente por los diferentes hébitats
analizados.

Palabras claves: Cocficientes Elipticos de Fourier, contorno, forma de
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Abstract

The leaves of plants show a wide variety of shapes, which generally
depend on the conditions under they are developing. Sometimes,
these variations tend to be constant so that the quantification of such
characters by using geometric morphometric may be more efficient than
traditional morphology. This tool was used to characterize the shape of
leaves Morella cacuminis, M. cerifera, M. punctata and M. shaferi, for
which leaves of 33 individuals were scanned. Furthermore was analysed
the variability of leaves shapes form 51 individuals of M. cerifera between
different habitats. In both cases the contour is described from the
Elliptical Fourier coefficients of the first 20 harmonics. The descriptors
were reduced with principal component analysis and the cigenvalues
scores discriminant function analysis was undertaken to examine the
possibility of using the leaf shape to differentiate species or habitats.
The graphic reconstruction of the contours revealed less variability M.
shaferi and higher in M. cerifera. The leaves of M. cerifera more variables
were found in limestone and flooded areas and less variable in pine and
pine on white sands. The discriminant function analysis showed average
by 84.85% and 58.82% of correct discrimination between species and
habitats. The characterization of leaf shape by geometric morphometric
was efficient for the discrimination of Morella species. The variability in
the shape of the leaves of M. cerifera could be explained not only by the
different habitats analyzed.

Key words: Elliptic Fourier coeflicients, contour, leaf shape

Introducciéon

La hoja, principal érgano fotosintetizador de una planta consta
de dos partes fundamentales: el peciolo y una porcién ensanchada
y plana llamada limbo o ldmina. El aspecto de la lémina foliar
depende de su forma, del grado de division, del margen, de la
venacion, entre otros. La diversidad de formas de la ldmina en
las hojas de las angiospermas y su importancia funcional han
sido objeto de estudio de numerosas investigaciones bioldgicas
y se han planteado diversas teorfas que explican esta variabilidad
(Nicotra et al., 2011). Al ser estos uno de los érganos de la planta
que mayor exposicién presentan a las condiciones ambientales,
en ocasiones los cambios en sus caracteres han sido interpretados
como adaptaciones a ambientes especificos (Fahn y Cutler, 1992;
Sack y Frole, 2006; Royer ez al., 2009; Xu ez al., 2009). Tanto la
variabilidad genética como la plasticidad fenotipica contribuyen
a esta variacién, lo cual da lugar a una gran diversidad de formas
que depende en gran medida de las condiciones en las cuales
la planta se desarrolla. Esta relacién fenotipo-ambiente ha sido

abordada en estudios ecolégicos (Klich, 2000), taxonémicos
(Westoby et al, 2002) y genéticos (Gonzdlez-Rodriguez y
Oyama, 2005).

Generalmente en la clasificacién a nivel de especies,
subespecies y variedades de las plantas se tiene en cuenta entre
otros aspectos los caracteres cualitativos de la hoja (forma
del 4pice, base, margen) o cuantitativos (largo y ancho). En
ocasiones, las variaciones interespecificas en la forma de la hoja
son continuas, y no pueden ser tratados cualitativamente (Krieger,
2010). Ademds la clasificacién va a depender en gran medida
de la apreciaciéon subjetiva de los observadores, y a menudo
puede causar inaceptables errores humanos (Basri ez a/., 1998).
Adicionalmente, la forma incluye toda la informacién referente a
la organizacién espacial de un objeto, independientemente de su
tamano, localizacién y rotacién (Dryden y Mardia, 1998), por lo
que, a diferencia del tamafio, es dificil de medir cuantitativamente
mediante medidas morfométricas lineales. En tales casos, la
cuantificacién de la forma puede resultar més eficiente si se
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emplean otros métodos, como la morfometrfa geométrica,
que captura con mayor eficiencia que las distancias lineales, la
forma de las estructuras y analiza por separado las variaciones en
tamano y en forma. En muchos estudios de taxonomia, ecologfa
y otros campos de la botdnica y la biologfa, la aplicacién de
estos métodos contribuyen a incrementar el rigor cientifico en la
descripcién de importantes aspectos de la dimensién fenotipica
de la biodiversidad (Viscosi y Cardini, 2011).

La morfometria geométrica puede definirse segiin Adams
et al. (2004) como el sistema de métodos y procedimientos,
con base geométrica, para el andlisis de los patrones de forma,
donde las mediciones usualmente derivan de contornos y
puntos morfolégicos claves o “landmarks”. El método de
contornos describe toda la forma matemdticamente a través
de la transformacién de la informacién de las coordenadas
del contorno en coeficientes de Fourier. El andlisis de los
componentes principales de estos coeficientes puede entonces
extraer las caracteristicas de forma independiente y hacer posible
el andlisis con el empleo de los puntajes de los componentes
como caracteres cuantitativos. Mediante los descriptores elipticos
de Fourier (DEFs) se puede delinear cualquier tipo de forma con
un contorno bidimensional cerrado (Kuhl y Giardina, 1982) por
lo que han sido aplicados eficazmente a la evaluacién de varias
formas biolégicas en plantas (Iwata ez al., 1998; Camargo Neto
et al., 2000).

La familia Myricaceae en Cuba estd representada por cuatro
especies del género Morella, tres de ellas son endémicas de Cuba
oriental (M. cacuminis (Britton y P. Wilson) Berazain y Falcén, M.
punctata (Griseb) J. Herbert y M. shaferi (Urb. y Britton) Berazain
y Falcén) y una neotropical, que tiene mayor distribucién en la isla
(M. cerifera (L.) Small) (Berazain y Falcon, 2011). La morfologia de
las hojas, en especial la forma de la ldmina, es uno de los caracteres
que contribuyen a la delimitacién de estas especies en conjunto con
caracteres reproductivos como el niimero de flores por amentos, el
nimero de bractéolas de las flores femeninas, la forma y tamafio
de los frutos, asi como, el grado de fusién de los filamentos de los
estambres y el nimero de estambres por flor. Sin embargo, se ha
registrado que en el caso de M. cerifera la morfologfa foliar como
cardcter diagndstico por si sola, puede confundir a los especialistas
(Adams, 1972). Burger (1977) comenta que esta especie presenta
una extraordinaria amplitud geogrifica y ecolégica para una
lenosa y en consecuencia una extrema variabilidad. Por otro lado,
Gonzdlez-Villarreal (2004) comenté que existe una correlacién
entre la morfologfa de la hoja de esta planta y las caracteristicas de
los hébitats donde viven.

No obstante, no se ha realizado ninguna evaluacién de las
diferencias de forma en las hojas de las especies de esta familia
en Cuba a partir de caracteres cuantitativos, as{ como tampoco
se ha profundizado en las causas de la variabilidad de las hojas
de M. cerifera. Por lo que este estudio tiene como objetivos la
caracterizacién del contorno de las hojas de M. cacuminis,
M. cerifera, M. punctata y M. shaferi; la identificacion de las
diferencias en la morfologfa foliar de estas cuatro especies y el
andlisis la variabilidad en la forma de la hoja de M. cerifera entre
habitats diferentes.

Materiales y métodos

Material de estudio y toma de las muestras

Para el estudio se utilizaron ejemplares del Herbario Johannes
Bisse del Jardin Botdnico Nacional de Cuba (HAJB) de las
cuatro especies cubanas de la familia Myricaceae (Tabla 1). En
cada individuo se seleccionaron de dos a tres hojas al azar, que no
presentaran dafos en el margen. Para el andlisis entre especies se
seleccionaron 121 hojas de 33 individuos (8 de M. cacuminis, 9
de M. cerifera, 10 de M. punctatay 6 de M. shaferi). Mientras que,
para el andlisis entre individuos de M. cerifera se seleccionaron
en total 51 individuos que se recolectaron en diferentes hébitats
(8 de caliza, 10 de pinar, 9 de pinar sobre arenas blancas, 6 de
sabana arenosa, 11 de serpentina y 7 de zona inundada).

Andilisis morfométrico (Procesamiento de imdgenes y
caracterizacion de la forma de la hoja)

Las imdgenes digitales de las muestras se obtuvieron con un
escdner (resolucién de 400 dpi) empleando un fondo blanco
para aumentar el contraste de la imagen y se importaron como
archivos de mapa de bits (24 bits). Para el andlisis del contorno
se utiliz el programa SHAPE 1.3, que cuenta con cuatro
subprogramas: ChainCoder, Chc2Nef, PrinComp y PrinPrint
(Iwata y Ukai, 2002). Los contornos cerrados de las hojas
fueron obtenidos utilizando el ChainCoder a través de imdgenes
binarias y fueron descritos por cédigo de cadena, un sistema de
codigo que describe la informacién geométrica de las formas
(Freeman, 1974). A partir del cédigo de cadena se calcularon
los coeficientes de los descriptores elipticos de Fourier (DEF),
en el Chc2Nef, mediante el procedimiento basado en la elipse
del primer arménico (Kuhl y Giardina, 1982). Estos fueron
normalizados para eliminar las diferencias de tamafio, posicidn,
rotacién y punto de partida del trazado del contorno entre las
diferentes hojas y analizar posteriormente solo las variaciones de
forma. Este procedimiento permitié caracterizar la forma de cada
hoja mediante los primeros 20 arménicos (en el caso del andlisis
entre especies) y los primeros 30 armoénicos (en el andlisis por
hdbitat), correspondientes a 80 y 120 coeficientes de los DEF
normalizados respectivamente.

Los coeficientes normalizados de los DEF no pueden ser
usados directamente como caracteristicas de forma de la hoja,
pues el ndmero de coeficientes es muy grande y el significado
morfolégico de cada coeficiente es dificil de interpretar. Por lo
que se realizé segiin lo propuesto por Rohlf y Archie (1984)
un andlisis de componentes principales en el PrinComp con el
objetivo de resumir la informacién contenida en los coeficientes
de Fourier. Este se basd en la matriz de varianza-covarianza de
los coeficientes. Para cada individuo se calculé la media de los
Coeficientes Elipticos de Fourier en todas las hojas empleadas.

Para visualizar la variacién en forma que es explicada
por cada componente principal se realizé la reconstruccién
grafica de los contornos en el PrinPrint. El contorno para cada
+ desviacién estdndar) fue reconstruido

componente (media
por transformacién inversa de Fourier de los coeficientes
calculados segtin el procedimiento de Furuta ez al. (1998). En
este procedimiento, los coeficientes de los DEF son calculados
de forma tal que el puntaje para cada componente principal sea
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Tabla 1. Caracteres cualitativos de la lamina y distribucion geografica de las especies cubanas de Morella (Myricaceae) empleadas en un estudio de la
caracterizacion de la morfologia foliar mediante morfometria geométrica.

specie

aracteres cuall VoS de 1a lamina

1stribucion

M. cacuminis

M. cerifera

-

Eliptica, redonda, bulladas, dpice redondeado y
mucronado, el margen irregularmente dentado.

Obovada, oblanceolada u oblanceolada angosta, apice
mucronado, base generalmente decurrente y el margen
dentado en los dos tercios de la ldmina hacia el apice,
entero hacia la base.

Obovada, eliptica u oblanceolada, apice mucronado
generalmente, base aguda, cuneada a veces tiende a ser
decurrente y el margen dentado casi de la mitad de la

Endémica de los picos mas altos de la Sierra Maestra,
al sureste de la isla.

Nativa de América del Norte, México, Centroamérica
y Antillas. Habita en Cuba en habitats diversos desde
Pinar del Rio hasta Camagiiey, incluida la Isla de la
Juventud

Endémica de las montafias de serpentinas del noreste
de Cuba, de las montafas de la Sierra Maestray en el

M. punctata

G

M. shaferi

revoluto y dentado en el dpice.

igual a la media mds menos dos veces la desviacién estdndar (que
es la raiz cuadrada del autovalor del componente) y los puntajes
de los componentes restantes sean cero.

Andlisis estadistico

Los puntajes de los dos primeros componentes principales se
analizaron como variables de forma en la comparacién entre
especies, pues estos incluyeron mds del 90% de la variabilidad
total. Mientras que, entre los diferentes hdbitats para M. cerifera se
necesitaron nueve componentes para que el 90% de la variabilidad
quedara explicado. Se examinaron las diferencias entre especies y
entre hdbitats en M. ceriféera para cada variable. Para ello se realizaron
pruebas de Montecarlo para calcular los limites de confianza (LC)
reales y como una manera de sustituir las pruebas de hiptesis nulas,
pues este método -como parte de la estadistica de modelos nulos-
no tiene en cuenta las asunciones restrictivas de una distribucién
probabilistica determinada. Se calcularon las diferencias entre las
medias reales para cada especie y hdbitat (tamafio de efecto) y se
generd la distribucién nula de estos a partir de 1000 remuestreos
aleatorios con reemplazamiento de los datos originales.

Se realizaron andlisis discriminantes lineales con el objetivo de
detectar si los componentes principales de aporte significativo (nueve
para las especies y diez para los hdbitats), resultantes de la reducciéon
dimensional de los descriptores elipticos de Fourier, son suficientes
para discriminar a las especies o los hébitats.

Los datos fueron analizados utilizando los programas Past 2.14,
Statistica 8.0 y la herramienta (add-ins) PopTools 3.23 del MSExcel.

Resultados
Andlisis entre especies

Como resultado de la transformacidn inversa de Fourier se pudo
visualizar el aporte que realiza cada componente a la forma

lamina hacia el apice, hacia la base es entero.

Obovada, base desde cuneada hasta aguda, margen

macizo de Guamuhaya.

Endémica de las montafias de serpentinas del noreste
de Cuba.

de la hoja. En la figura 1 se muestra la reconstruccién grafica
de los contornos de las hojas de las cuatro especies, donde se
puede apreciar que el primer componente principal explica la
variabilidad en el sentido de la inclinacién de la base o asimetria
de la hoja, mientras que el segundo explica la posicién de la
parte mds ancha de la hoja. Los extremos encontrados fueron
las hojas mds elipticas (mds anchas en el centro) o mds ovadas
(mds anchas hacia el dpice). Si se analiza la proporcién de la
varianza acumulada por ambos componentes, se observa la
menor variacion en M. shaferi (54,34%), mientras que la mayor
se encuentra en M. cerifera (76,95%).

Al analizar todas las especies de manera simultdnea, se puede
caracterizar la variacion de la forma de la hoja en el género. En
el andlisis de componentes principales los dos primeros ejes
explicaron el 96,54% de la varianza. ELCP1 que explicé el 94,98%
de la varianza total, muestra las dos formas extremas en cuanto
al ancho de la hoja, que corresponden a M. cerifera en los valores
negativos y a M. cacuminis en los positivos. Mientras que el CP2
que explico solamente el 1,56%, muestra las formas extremas en
cuanto a las hojas mds o menos elipticas, con representantes de
las cuatro especies a lo largo del componente (Fig. 2).

Los limites de confianza (LC) reales calculados por Montecarlo
arrojaron diferencias entre M. cacuminis y el resto de la especies
para el primer componente principal. En el segundo componente
principal solamente mostraron semejanzas M. cerifera y M.
punctata. Estas diferencias observadas, resultaron estadisticamente
significativas al calcular las diferencias entre las medias reales
para cada especie a partir de una distribucién nula y 1000
remuestreos de los datos originales, con una p<0,0001 en todas
las comparaciones que involucraban a M. cacuminis en el primer
componente principal. En el segundo componente, los resultados
de esta prueba también apoyaron lo observado en el grafico en cada
una de las comparaciones: M. cacuminisy M. cerifera (p= 0,0161),
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Figura 1. Reconstruccion grafica de los contornos de las hojas de Morella cacuminis, M. cerifera, M. punctata y M. shaferi. Se muestra la forma media + 2DE (desviacion
estandar) de los dos primeros componentes principales (CP1y CP2) obtenida por transformacién inversa de Fourier.

M. cacuminisy M. punctata (p=0,0001), M. cacuminisy M. shaferi
(p= 0,0188), M. cerifera y M. punctata (p= 0,0527), M. cerifera y
M. shaferi (p<0,0001), M. punctata'y M. shaferi (p<0,0001).

En el andlisis discriminante que incluye como variables de
forma los primeros nueve componentes principales resultantes de
la reduccién dimensional de los Coeficientes Elipticos de Fourier
para 20 armonicos, los dos primeros factores incluyeron el 99,20%
del total de varianza. La matriz de clasificacién mostrd, como
promedio, cerca de un 84,85% de discriminacién correcta y solo
presenté un 100% de discriminacién correcta Morella cacuminis

(Tabla 2).

Andlisis de contornos de la ldimina de las hojas de plantas
de M. cerifera de hdbitats diferentes

La reconstruccién de los contornos por transformacion inversa de
Fourier se muestra en la figura 3. Al igual que lo ocurrido en el
andlisis entre especies, el primer componente principal representa
la variabilidad en la inclinacién de la base o asimetria de la hoja,
mientras que el segundo explica la posicién de la parte mds
ancha de la hoja. De manera general, se pueden observar hojas
mds estrechas en serpentina y zonas inundadas y mds anchas en
los pinares y la sabana arenosa. Si analizamos la proporcién de
la varianza acumulada por los dos primeros componentes, se
observa menor variacién en los hébitats pinar (57,83%) y pinar

sobre arenas blancas (56,19%), mientras que caliza (79,72%)
y zonas inundadas (74,72%) mostraron mayor variacion.
Sin embargo, el porcentaje de varianza explicado por los dos
primeros componentes principales es inversamente proporcional
a la cantidad de componentes que se requieren para explicar el
90% o mds de la varianza total (Tabla 3).

Tabla 2. Numero de individuos, porcentaje de discriminacion correcta y matriz
de clasificacion del analisis de funcién discriminante, a partir de variables de
forma (9 comp tes principales resultantes de la reducciéon dimensional
de los Coeficientes Elipticos de Fourier para 20 arménicos), que describen el
contorno de las hojas de cuatro especies de la familia Myricaceae.

Morella

- 8 100,00 0 0 0 8
cacuminis
Sl 9 66,67 2 6 1 0
cerifera
Morella 10 90,00 9 1 0 0
punctata
Mol 6 8333 1 0 5 0
shaferi
Total 33 8485 12 7 6 8
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Figura 2: Analisis de componentes principales de los Coeficientes Elipticos de Fourier para 20 arménicos que caracterizan la forma de la hoja de Morella cacuminis
(W), M. cerifera (O), M. punctata (+) y M. shaferi (0). Se muestra la reconstruccién del contorno (+ 2DE) que explica cada componente principal.

Los limites de confianza (LC) reales calculados por la prueba
de Montecarlo arrojaron diferencias entre casi todos los hdbitats
tanto en el primer componente principal como en el segundo.
Estas diferencias, resultaron estadisticamente significativas
(p<0,05) en la mayoria de las comparaciones, excepto entre
caliza y zona inundada (p=0,274), serpentina y zona inundada
(p=0,059), pinar y sabana arenosa (p= 0,391) y pinar sobre
arenas blancas y serpentina (p=0,296) en el CP1. En el CP2
solo resultaron semejantes caliza y pinar sobre arenas blancas

Tabla 3. Comportamiento de la varianza explicada por los autovalores de
los dos primeros componentes principales resultantes de la reduccién
dimensional de los Coeficientes Elipticos de Fourier para 30 armoénicos, que
describen el contorno de las hojas de Morella cerifera en 6 habitats diferentes.

Caliza 61,05 18,67 79,72 5
Pinar 42,02 15,81 57,83 9
B %3 % s s
Sabana arenosa 46,66 19,43 66,08 7
Serpentina 47,76 19,73 67,49 6
Zona inundada 60,79 13,93 74,72 5
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(p=0,467), caliza y sabana arenosa (p=0,118), pinar sobre arenas
blancas y sabana arenosa (p=0,136) y serpentina y zona inundada
(p=0,041).

Solamente el hébitat zona inundada mostré una separacién
casi completa en la representacién grifica del andlisis
discriminante en el que se emplearon como variables de forma
los primeros diez componentes principales resultantes de la
reduccién dimensional de los Coeficientes Elipticos de Fourier
para 30 armonicos. El resto de los hébitats mostraron cierta
superposicion en la nube de puntos (Fig. 4). En este andlisis, los
dos primeros factores incluyeron el 73% del total de varianza.
La matriz de clasificacién mostrd, como promedio, cerca de un
58,82% de discriminacién correcta y ninguno de los hébitats
presentd un 100% de discriminacién correcta (Tabla 4).

Discusion

Andlisis entre especies

La transformacién inversa de Fourier permitié visualizar que
para las cuatro especies analizadas, los dos primeros componentes
principales incluyeron mds del 50% de la varianza. Ademds
las caracteristicas de la forma de la hoja explicadas por ambos
componentes fueron similares, lo que permite inferir que la
variabilidad intraespecifica estd dada principalmente por las
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Figura 3: Reconstruccion grafica de los contornos de las hojas de Morella cerifera, en seis tipos de habitats: caliza, pinar, pinar sobre arena blanca, sabana arenosa,
serpentina y zona inundada. Se muestra la forma media + 2DE (desviacion estandar) de los dos primeros componentes principales, obtenida por transformacion inversa de

Fourier. CP1: Componente principal 1 y CP2 componente principal 2.

diferencias en la simetria y grado de elipsis. El grado de simetria
en las hojas, ha sido relacionado con diversos factores como
la hibridizacién e introgresién (Albardn-Lara ez al, 2010),
posicién en la planta (Cowart y Graham, 1999) o competencia,
depredacién y parasitimo (Cuevas-Reyes ez al., 2011). Las especies
M. cerifera y M. punctata, asi como los hdbitats caliza y zonas
inundadas, acumularon mayor variabilidad en el componente
principal 1, esto sugiere pensar que las hojas de estas especies
y/o de individuos de estos hébitats, al ser mds asimétricas reflejan
la incapacidad de mantener la homeostasis durante el desarrollo
bajo condiciones de estrés ambiental. El comportamiento
homogéneo encontrado en Morella shaferi puede ser resultado de
que las plantas de esta especie habitan solo en las montanas del

Tabla 4. Numero de individuos, porcentaje de discriminacion correcta y matriz
de clasificacion del analisis de funcién discriminante, a partir de variables de
forma (10 componentes principales resultantes de la reduccion dimensional
de los Coeficientes Elipticos de Fourier para 30 arménicos), que describen el
contorno de las hojas de Morella cerifera en 6 habitats diferentes.

Caliza (C) 8 25,00 2 3 0 0 3 o0
Pinar (P) 10 70,00 o 7 0 1 2 0
Pinar sobre

arenas blancas 9 44,44 0 3 4 1 1 0
(Pa)

Sabana 6 66,67 1 1 0 4 0 0
arenosa (Sa)

Serpentina (S) 11 63,64 2 0 1 0 7 1
Zo.na inundada 7 85,71 0o 0 1 0 0 6
(z1)

Total 51 58,82 5 14 6 6 13 7

Norte del oriente de la isla, donde las condiciones climdticas son
semejantes (Borhidi, 1996). Estd especie solo se puede encontrar
a una altura entre los 100-1231 msm, sobre serpentinas en suelos
fersialiticos y ferraliticos, generalmente en lugares donde corre
agua y en bordes de caminos. Esta regién de la isla presenta
los niveles mds altos de precipitaciones anuales. Por otra parte,
aunque el suelo es pobre en nutrientes y drena el agua con
facilidad, suele formarse una hojarasca donde se retiene mucha
humedad, sitios en los que en general suele encontrarse esta
planta. Aunque pudiera considerarse que el tamano de muestra
analizado para esta especie es pequefio en comparacion con el
resto de las especies analizadas, y puede ser un factor probable de
la homogeneidad encontrada, es importante también considerar
los factores climdticos y eddficos analizados anteriormente.

Morella cacuminis fue la Gnica especie que mostré diferencias
estadisticamente significativas al calcular las diferencias entre las
medias reales en todas las comparaciones; asi como una perfecta
separacion en la representacién gréfica del andlisis discriminante,
con un 100% de discriminacién correcta en la matriz de
clasificacién. Los individuos de esta especie se caracterizan por
presentar hojas mds orbiculares que M. cerifera, M. punctata
y M. shaferi. Esto se confirma en la representacién gréfica del
andlisis de componentes principales en el que M. cacuminis se
localiza hacia los valores més positivos del primer componente
principal, el cual precisamente explica una variacién entre
especies del 94,98% en cuanto al ancho de la hoja (Fig. 2). Por
otra parte, esta especie solo se puede encontrar en los picos mds
altos de la Sierra Maestra, en estos sitios pudo haber encontrado
durante su evolucién un nicho no explotado por las otras
especies del género. Probablemente las condiciones climdticas
y de aislamiento favorecieron que estas plantas presenten hojas
totalmente diferentes en cuanto a forma con respecto a las otras
especies cubanas de Morella.
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Figura 4: Representacion del analisis discriminante, empleando como variables de forma los primeros 10
componentes principales resultantes de la reduccién dimensional de los Coeficientes Elipticos de Fourier para 30
armoénicos que describen el contorno de las hojas de Morella cerifera en 6 habitats diferentes: Caliza (+), Pinar (0),
Pinar sobre arenas blancas (0), Sabana arenosa (A), Serpentina (¢) y Zona inundada (m).

Por otro lado, las hojas de M. cacumunis
presentan un margen irregularmente
dentado, que las diferencia de las hojas del
resto de las especies estudiadas, que aunque
pueden presentarlo dentado, es solo en
los dos tercios superiores (M. cerifera) o
la mitad de la ldmina (M. punctata y M.
shaferi) pero siempre entero hacia la base
(Berazain y Falcdn, 2011). Se conoce que
el clima y las caracteristicas del hébitat en
el cual crece una planta tienen un efecto
sobre la forma de sus hojas (Nicotra ez a/.,
2011). Por ejemplo, Huff ez al. (2003),
analizaron la forma de las hojas de especies
de zonas templadas y bosques tropicales
(Robinia pseudoacacia y Quercus rubra) y
encontraron que existia correlacién con la
temperatura media anual. Una extension
de este trabajo realizada por Royer ¢t al.
(2005) incluyé la medicién de varias
caracteristicas (drea de la limina foliar,
drea del diente, nimero de dientes, entre
otras) que se compararon con mediciones
climdticas de las diferentes regiones de
Los
hallazgos anteriores que las plantas que

estudio. autores confirmaron en
crecen en ambientes mads frios tienden a
presentar mds y mayores dientes que las
plantas similares que crecen en entornos
calidos. En M. cacuminis este fenémeno

pudiera explicarse a partir de una posible

reduccién del meséfilo  para evitar
pérdida de agua. Esta ocurre a mayor
velocidad que la reduccién de los haces
vasculares de la hoja, que precisamente
terminan en el margen de esta en las zonas
correspondientes a cada diente.

El clima de Cuba es tropical,
estacionalmente htimedo, con influencia
maritima y rasgos de semicontinentalidad.
Las

altas y el elemento que mds varfa son

temperaturas  son  generalmente
las precipitaciones. Aunque en Cuba no
se puede hablar de grandes diferencias
de clima entre las distintas regiones del
pals, si estd claro que existen condiciones
microclimdticas que caracterizan a algunas
zonas del archipiélago. En tal caso, el
mayor nimero de dientes de las hojas de
M. cacuminis pudiera estar relacionado,
ademds, con un ambiente mds frio, puesto
que esta especie es endémica de los picos
mds altos de la Sierra Maestra, al sureste
de la isla (Berazain y Falcén, 2011). La
flora montana y submontana de Cuba
(de altitudes que van desde 400 hasta 2
000 m) estd expuesta a una temperatura
media anual que puede ser la de un pais no
tropical (menor o igual a 18,5 °C), el clima
es de tipo tropical hiimedo de selva, lluvioso
durante todo el ano (Herrera, 2007).

El caso opuesto lo constituyen M.
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cerifera, M. punctata y M. shaferi, cuyas
hojas mds estrechas y con poca denticién,
las ubican hacia los valores mds negativos
del primer componente principal. M.
punctata 'y M. shaferi son endémicas de
las montanas de serpentinas del noreste de
Cuba (Berazain y Falcon, 2011) por lo que
pueden compartir algunas caracteristicas
de especies xeromdrficas. El término
xeromorfo se utiliza para indicar plantas que
tienen una anatomia y forma de crecimiento
especialmente adaptada a condiciones
desérticas, condiciones particulares en las
cuales el agua es frecuentemente escasa. La
reduccion del drea foliar y el aumento en
el espesor de la ldmina, son estrategias de
adaptacién muy difundidas en las plantas
xeréfitas (Andersen et al., 20006).

Andlisis de contornos de las ldminas
de las hojas de M. cerifera entre
hdbitats
Al analizar los contornos obtenidos para
cada planta en los diferentes hdbitats
por transformacién inversa de Fourier,
se pueden observar hojas mds estrechas
en serpentina y zonas inundadas vy
mds anchas en los pinares y la sabana
arenosa. No obstante, otros autores como
Gonzilez-Villarreal (2004) han descrito
para las poblaciones de M. cerifera de
México, que los individuos que crecen
en los bosques secos de pino-encino o
encinares, presentan hojas coridceas y
relativamente angostas en las que con
frecuencia al secarse, el margen es revoluto.
En cambio, en los drboles que habitan en
el bosque meséfilo de montana, las hojas
son de mayor tamano, aplanadas y con los
mérgenes serrado-dentados, casi siempre
hasta la base (Gonzélez-Villarreal, 2004).
Las hojas de las plantas de pinar y
pinar sobre arenas blancas mostraron
menor variacion al analizar el porcentaje
de varianza explicado por los dos primeros
componentes principales, mientras que en
caliza y zonas inundadas mostraron mayor
variacién. Sin embargo, al encontrar
una relacién inversamente proporcional
entre este comportamiento y la cantidad
de componentes que explican mds del
90% de la variabilidad total se puede
inferir que en pinar y pinar sobre arenas
la variabilidad de la forma
de la hoja se puede descomponer en

blancas

multiples elementos de forma, aunque se
encuentra homogéneamente distribuida la
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variabilidad en cada uno de ellos. Por otra parte, en caliza y zonas
inundadas existen menos elementos que explican la variacién
en forma, donde son los primeros los de mayor aporte a las
diferencias individuales.

Morella cerifera presenta una elevada amplitud geogrifica y
ecolégica, en consecuencia una extrema variabilidad morfolégica
(Burger, 1977). Por esta razdn, la caracterizacién e identificacién
de estas plantas puede verse afectada si son considerados caracteres
morfoldgicos de las hojas entre otras estructuras, en especial el
margen (Adams, 1972). Esta variabilidad, no solo se observa
dentro de un mismo individuo, sino también entre poblaciones de
diferentes hébitats debido, en parte, al amplio rango de distribucién
altitudinal que presenta en América y a su alta capacidad para
colonizar diversos ambientes (Standley y Steyermark, 1952).

Asimismo, aunque esta especie presenta una alta capacidad
para ocupar hdbitats muy diversos a través de su extensa
distribucién y crecer en un gran variedad de sustratos (Huguet
et al., 2005), Gonzdlez—Villarreal (2004) plantea que los
miembros de la familia crecen generalmente en sustratos pobres
en nutrientes como son los suelos arenosos y arcillosos. Se ha
reportado ademds, en los individuos de este género, la presencia
de actinomicetos del género Frankia en las raices como fijadores
de nitrégeno (Kubitzki, 1993; Mabberly, 2008; Torres y
Murcia 2008), que segin Roberts (2004) les da una ventaja de
competencia en el establecimiento en suelos pobres en nutrientes
como son los suelos arenosos. Incluso se ha propuesto que Morella
cerifera se utilice en reforestacién, por ser una planta fijadora
de nitrégeno, sirve para la recuperacion de suelos y control de
erosién (Gonzdlez—Villarreal, 2004).

Para el dnico hdbitat en el que los contornos de las hojas
mostraron bajas tasas de errores de clasificacién fue en zonas
inundadas (15%). Camargo Neto ¢t al. (2006) hacen referencia a
que en ocasiones el bajo rendimiento de clasificacién obtenido en
los andlisis de funcién discriminante puede deberse a variaciones
en la orientacién relativa al plano del objetivo de la cdmara que
causa la distorsién de la forma de la hoja. No obstante, estos
posibles errores de manipulacién se eliminan al escanear las
muestras, y por lo tanto, no son la causa del bajo porcentaje de
discriminacién correcta del andlisis entre hdbitats. Esto, junto
a los aspectos analizados anteriormente, permite inferir que la
variabilidad en la forma de las hojas de M. cerifera no se explica
solamente por los diferentes hdbitats en los que esta especie se
encuentra.

En el andlisis de componentes principales tanto entre especies
como entre hébitats, el primer componente (CP1) incluye mds
de la mitad de la variacién, mucho mds que cualquier otro
CP. Esto puede indicar que la variacién de la forma en cada
conjunto de datos estd muy concentrada en una sola direccién.
Los cambios de forma asociados con los CP1s son notablemente
consistentes con los tres niveles de andlisis de las variaciones en
forma: la divergencia evolutiva entre los taxones, la variacién
del componente de simetria entre las hojas dentro de un mismo
taxdn y la asimetrfa fluctuante de las hojas (diferencias de forma
entre las mitades derecha e izquierda de cada hoja).

Segtin Klingenberg ez al. (2012) la variacién de la forma en
estos tres niveles tiene origenes diferentes: la divergencia entre
los taxones puede ser resultado de la evolucién por seleccién

natural diversificadora y deriva o procesos tales como hibridacién
y poliploidizacién. El componente simétrico de variacién dentro
de los taxones se debe a la variacién genética y la plasticidad
fenotipica, y el componente asimétrico de la variacién de la
forma refleja los efectos combinados de plasticidad fenotipica y la
inestabilidad en el desarrollo. En este estudio, la fuerte dominancia
de un solo CD sugieren que un proceso comin puede canalizar
la variacién en los tres niveles en una sola direccién del espacio
fenotipico. La explicacién a tal fendmeno puede ser diversa. Por
una parte, es probable que los cambios evolutivos ocurran en esa
direccién o puedan actuar mecanismos moleculares especificos
que provocan estos cambios en la forma de la hoja dentro o entre
especies. La variacién en forma se puede originar directamente
de cambios genéticos en los procesos del desarrollo de estructuras
morfoldgicas especificas o puede estar mediada por efectos
epigenéticos (interacciones entre células, tejidos y su ambiente)
(Klingenberg, 2010). No obstante, para confirmar tales teorfas son
necesarios estudios que combinen cambios genéticos especificos
con el andlisis cuantitativo de la forma como los de Langlade et a/.
(2005), Bensmihen ez a/. (2008) y Klingenberg (2010).

Consideraciones generales

Aunque la cuantificacién de la forma de las hojas al emplearse la
descripcién matemdtica de los contornos ha resultado eficiente,
existen otros métodos de morfometrfa geométrica que pueden
emplearse de manera alternativa cuando la caracterizacién del
contorno no sea suficiente para la diferenciacién. El andlisis
por puntos clave, ha demostrado ser ttil, tanto en estudios
taxonémicos como ecoldgicos en plantas (Viscosi et al., 2010;
Canché-Delgado et al., 2011; Klingenberg ez al., 2012). Otra
variante es el empleo de la funcién multiescala de la dimension
fractal de Minkowski, la cual permite generar medidas complejas
tanto de la forma interna (venacién) como de la externa
(contorno) de las hojas y resulté muy eficiente en la diferenciacién
de las especies del género Passiflora (Passifloraceae) (de Oliveira
Plotze et al., 2005). Incluso combinar los andlisis de Fourier y los
andlisis Procrustes (un método de registro, basado en la rotacion,
traslacién y reescalado) (Goodall, 1991) ha mostrado resultados
satisfactorios en varios estudios (Hearn, 2009; Viscosi et al.,
2009).

Los resultados de la presente investigacion sientan las bases
para posteriores estudios que vinculen la forma de la hoja con
aspectos como la asimetria fluctuante, relacién fenotipo-ambiente
o puede servir de punto de partida en la creacién de programas
informdticos para la identificacién automatizada de estas y otras
especies de la flora cubana.
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