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RESUMEN

Las hojas de Magnolia cubensis presentan variaciones de forma que en oca-
siones dificultan la identificacion a nivel de subespecies. Una de las solucio-
nes emergentes ante esta dificultad puede ser la clasificacion a través del
analisis digital de imagenes, con el empleo de la morfometria geométrica. A
partir de la caracterizacidn de la forma de la hoja de ambas subespecies, la
presente investigacién tuvo como objetivo la evaluacion de dos métodos de
morfometria geométrica: puntos claves y contorno para la identificaciéon de
M. cubensis subsp. acunae y M. cubensis subsp. cubensis. Fueron escanea-
das hojas de 20 individuos de cada subespecie, se colocaron 14 puntos cla-
ves y el contorno fue automaticamente extraido y caracterizado por los Coe-
ficientes Elipticos de Fourier de los primeros 10 armodnicos. A la matriz de
coordenadas “x” y “y” de los puntos claves se les realizd un registro de Pro-
crustes generalizado. La matriz estandarizada y los descriptores fueron redu-
cidos con un analisis de componentes principales y con los puntajes de los
autovalores se realizaron andlisis de funcion discriminante para analizar la
posibilidad de emplear la forma de la hoja para diferenciar las subespecies
por ambos métodos. Los andlisis de funcion discriminante mostraron como
promedio un 78,94 % de discriminacion correcta en el andlisis de puntos
clave y un 82,05 % en el de contorno. En el presente estudio no se logré la
discriminacion total de las subespecies mediante el empleo de la morfome-
tria geométrica. En general, el andlisis con puntos clave permite visualizar y
caracterizar mejor las diferencias en la forma de las hojas, mientras que, el
de contorno resulta mas eficiente en la clasificacion.

Palabras clave: contorno, elipticos de Fourier, forma de la hoja, morfometria
geomeétrica, Procrustes, puntos clave

ABSTRACT

The leaves of Magnolia cubensis have continuous variations, that makes diffi-
cult the identification at level of subspecies. One of the emergent solutions in
front of this difficulty is the classification by digital analysis of images, with
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the use of the geometric morphometric. Starting from the characterization
of leaf shape of both subspecies, the present investigation has the objective
to evaluate two methods of geometric morphometric: landmarks and out-
line for the identification of M. cubensis subsp. acunae and M. cubensis
subsp. cubensis. Were scanned leaves of 20 individuals of each subspecies,
14 landmarks were placed and the outline was automatically extracted and
characterized by the Elliptic Fourier coefficients of the first 10 harmonics.
Generalized Procrustes Analysis was performed to the coordinated “x” and
“y” matrix of the landmarks. The standardized matrix and the descriptors
were reduced with an analysis of principal components. To analyze the pos-
sibility to use leaf shape to differentiate the subspecies for both methods
were carried out discriminant function analysis with the eigenvalues scores.
The discriminant function analysis showed an average of 78.94% of correct
discrimination in the analysis of landmarks and 82.05% in outline analysis. In
this study was not achieved the total discrimination of the subspecies by
means of geometric morphometric. In general, the analysis with landmarks
allows to visualize and to characterize better the differences in the form of
the leaves, while that, the analysis of outline is more efficient in the classifi-
cation.

Keywords: outline, Elliptic Fourier, leaf shape, geometric morphometric, Pro-

crustes, landmarks.

INTRODUCCION

En la taxonomia y la sistematica de plantas, uno de los
caracteres que se tiene en cuenta, es la morfologia
foliar (Bell y Bryan, 2008), la cual se ha estudiado prin-
cipalmente  mediante  morfometria  tradicional
(Marcus, 1990; Henderson, 2006). La forma del apice,
base, margen o las dimensiones lineales (ancho y lar-
go), son algunos de los caracteres cualitativos y cuan-
titativos, empleados con mayor frecuencia en la clasi-
ficacién a nivel de especies, subespecies y variedades
de las plantas. Sin embargo, una de las limitaciones
que presentan estos estudios (fundamentalmente
aquellos basados Unicamente en caracteres cualitati-
vos), es que la clasificacion depende de la apreciacién
subjetiva de los observadores. Por otra parte, a dife-
rencia del tamafio, la forma es dificil de medir cuanti-
tativamente mediante medidas morfométricas linea-
les, pues esta incluye toda la informacidn referente a
la organizacion espacial de un objeto, independiente-
mente de su escala, localizacion y rotacién (Dryden y
Mardia, 1998).

Una de las soluciones emergentes ante esta dificul-
tad es la clasificacién taxondmica a través del andlisis
digital de imagenes, con el empleo de la morfometria
geométrica. Actualmente, estos métodos han abierto
nuevas perspectivas para la evaluacion de caracteres

morfoldgicos en el contexto taxondmico, y comple-
mentan los métodos tradicionales, como las descrip-
ciones verbales o la morfometria clasica. Adams et al.
(2004) definen a esta herramienta como el conjunto
de métodos y procedimientos, con base geométrica,
para el analisis de los patrones de forma, donde las
mediciones usualmente derivan de contornos y pun-
tos morfoldgicos claves o landmarks.

El analisis por puntos claves permite caracterizar la
forma a través de las coordenadas de un conjunto de
puntos que pueden ser localizados inequivocamente
en cada uno de los especimenes bajo estudio
(Klingenberg et al., 2002). Estos logran capturar la
forma de las estructuras con mayor eficiencia que las
distancias lineales. Ademds, se pueden analizar por
separado las variaciones en tamafio y en forma, ya
que el efecto del tamafo es eliminado mediante
transformaciones uniformes o de similitud euclidiana
que incluyen reescalados isotropicos, rotaciones vy
traslaciones de las configuraciones de puntos claves.
Los métodos Procrustes permiten realizar estas tras-
formaciones para producir un estimado de la forma
media (consenso) y de la variacion alrededor de esta
(Klingenberg y Mcintyre, 1998). Este método ha de-
mostrado ser util en plantas, tanto en estudios taxo-
ndémicos como ecoldgicos (Viscosi et al., 2010; Canché
-Delgado et al., 2011; Klingenberg et al., 2012).
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El método de contorno, al igual que los analisis por
puntos claves, captura la forma per se de las estructu-
ras bioldgicas a través de la transformacion de la in-
formaciéon de las coordenadas del contorno en un
codigo de cadena. Este es transformado en los des-
criptores elipticos de Fourier (DEFs) y finalmente los
coeficientes de estos descriptores son normalizados
para analizar solamente las diferencias de forma en-
tre los diferentes objetos (Kuhl y Giardina, 1982). Un
andlisis de componentes principales de los coeficien-
tes permite extraer las caracteristicas de forma de
manera independiente y hace posible utilizar los pun-
tajes de los componentes como caracteres cuantitati-
vos (Rohlf y Archie 1984). El método de contorno ha
demostrado ser eficaz en la evaluacién de varias for-
mas bioldgicas en plantas (White et al. 1988; Mcle-
llan, 1993; Furuta et al. 1995; Ohsawa et al. 1998). No
obstante, combinar los analisis Procrustes y los anali-
sis de Fourier también ha mostrado resultados satis-
factorios en varias investigaciones (Hearn, 2009; Vis-
cosi et al., 2009).

La familia Magnoliaceae en Cuba estd representada
por dos géneros (Magnolia y Talauma) con seis espe-
cies nativas, cinco endémicas, y una especie cultivada.
Magnolia cubensis Urb. crece en bosque pluvial mon-
tano o bosque nublado, entre 700 y 1 800 msnm, so-
bre suelo acido (Palmarola et al.,, 2014). Esta especie
presenta dos subespecies: Magnolia cubensis Urb.
subsp. cubensis, endémica de Cuba oriental y catalo-
gada como Amenazada (Gonzalez-Torres et al., 2007)
y En Peligro de extincién (dato ined. basado en Cicuz-
za et al.,, 2007) y Magnolia cubensis subsp. acunae
Imkhan., endémica de Cuba central y catalogada co-
mo En Peligro critico de extincidn segun Cicuzza et al.
(2007). Aunque la clave para la identificacién de las
especies de Magnolia, se basan principalmente en las
caracteristicas del indumento y en menor medida de
las flores y las hojas; la clave para separar las subespe-
cies de Magnolia cubensis emplea como caracteres
discriminatorios la forma de las hojas y secundaria-
mente la venacion. No obstante, las hojas de esta
especie presentan variaciones continuas, lo cual difi-
culta la identificacion, mediante este caracter, a nivel
de subespecies. Debido a esta problematica y a partir
de la caracterizacién de la forma de la hoja de ambas
subespecies, la presente investigacion tiene como
objetivo la evaluacidon de dos métodos de morfome-
tria geométrica: puntos claves y contorno para la
identificacién de M. cubensis subsp. acunae y M. cu-
bensis subsp. cubensis.
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MATERIALES Y METODOS
Material de estudio y toma de las muestras

Para el estudio fueron escaneadas hojas de 20
ejemplares de cada subespecie, depositados en el
Herbario del Jardin Botdnico Nacional de Cuba Johan-
nes Bisse. En cada ejemplar se seleccionaron de dos a
tres hojas al azar, que no presentaran dafios en el
margen. Las imagenes digitales de las muestras se
obtuvieron con un escdner (resolucion de 400 dpi),
empleando un fondo blanco para aumentar el con-
traste de la imagen y se importaron como archivos de
mapa de bits (24 bits).

Toma de los datos morfométricos

Se colocaron 14 puntos clave en el margen de la
hoja, con el empleo de una rejilla, cuyo inicio y final
fue ajustado a la base y el dpice de la hoja. Esto garan-
tizé colocar en todas las hojas, independientemente
de su tamanio, igual nimero de puntos clave (fig. 1).
De estos, dos fueron de Tipo | o anatdmicos, en los
cuales la homologia es apoyada por evidencias locales
(base y apice de la ldamina foliar) y 12 fueron de Tipo Il
0 matematicos, donde la homologia es apoyada por la
geometria, o sea, no son funcionalmente equivalentes
(Bookstein, 1991). A la matriz de coordenadas “x” y “y”
de los puntos claves se les realizé un registro Procrustes
generalizado segun lo recomendado por Klingenberg y

Figura 1: Puntos claves colocados en el margen de las hojas
de Magnolia cubensis, Magnoliaceae. (*) Puntos de Tipo Il o
matematicos.

Figure 1: Landmarks located in the outline of Magnalia cu-
bensis leaves, Magnoliaceae. (*) Type Il or mathematics
landmarks.
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Mclintyre (1998). Este procedimiento re-escala y rota
las configuraciones de puntos hasta lograr su maxima
superposicion hasta que se minimicen las medias pro-
crustes (el promedio de las distancias entre parejas de
puntos claves homélogos). Posteriormente se redujo la
informacion de la matriz estandarizada de puntos cla-
ves con un andlisis de componentes principales (ACP).

Se caracteriz6 el contorno por los Coeficientes Elip-
ticos de Fourier de los primeros 10 armdnicos. Los
contornos cerrados de las hojas fueron automatica-
mente extraidos y descritos por cédigo de cadena, un
sistema de cddigo que describe la informacién geo-
métrica de las formas (Freeman, 1974). A partir del
codigo 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 armdnico (Kuhl y Giardina, 1982). Estos fueron
normalizados para eliminar las diferencias de tamario,
posicidn, rotacidén y punto de partida del trazado del
contorno entre las diferentes hojas y analizar poste-
riormente solo las variaciones de forma.

Los coeficientes normalizados de los DEF no pueden
ser usados directamente como caracteristicas de for-
ma de la hoja, pues el nimero de coeficientes es muy
grande vy el significado morfoldgico de cada coeficien-
te es dificil de interpretar. Por lo que se realizd un
analisis de componentes principales en el PrinComp
segun lo propuesto por Rohlf y Archie (1984), con el
objetivo de resumir la informacién contenida en los
coeficientes de Fourier. Este se basé en la matriz de
varianza-covarianza de los coeficientes. Para cada
individuo se calculd el consenso de los puntos claves y
la media de los Coeficientes Elipticos de Fourier entre
las hojas empleadas.

Caracterizacion de la forma de la hoja e
identificacion de las subespecies

La variacion en forma analizada por puntos clave se
visualizd mediante las rejillas de deformacion y se
realizo la reconstruccion grafica de los contornos para
cada componente en el PrinPrint, por transformacion
inversa de Fourier de los coeficientes calculados, se-
gun el procedimiento de Furuta et al. (1995). En este
procedimiento, los coeficientes de los DEF son calcu-
lados de forma tal que el puntaje para cada compo-
nente principal sea igual a la media mas menos dos
veces la desviacién estandar (que es la raiz cuadrada
del autovalor del componente) y los puntajes de los
componentes restantes sean cero.

MAJELA HERNANDEZ RODRIGUEZ

Con los puntajes de los primeros siete autovalores
obtenidos de la reduccidon dimensional de la matriz
estandarizada de puntos claves y de los Coeficientes
Elipticos de Fourier para 10 arménicos, se realizaron
andlisis de funcién discriminante (AFD) para analizar
la posibilidad de emplear la forma de la hoja para
diferenciar las subespecies por ambos métodos. Los
datos fueron analizados utilizando la serie Tps, SHAPE
1.3 y el programa Past 2.17.

RESULTADOS

Las rejillas de deformacion mostraron que el consen-
so se expandiod en el centro y se contrajo en el apice
con relaciéon a M. cubensis subsp. acunae; mientras
que, se contrajo en el centro y se expandid en el apice
con relacién a M. cubensis subsp. cubensis (fig. 2). En
la figura 3 se muestra la reconstruccion grafica de los
contornos de las hojas de la especie y las dos subes-
pecies, para los tres primeros componentes principa-
les, los cuales lograron explicar el 90 % de la variabili-
dad total.

Magnolia cubensis
subsp. acunae

Magnolia cubensis
subsp. cubensis

Figura 2. Deformacién de las hojas de Magnolia cubensis
subsp. acunae y M. cubensis subsp. cubensis (tomada
como configuracion de referencia el consenso de la espe-
cie). En la escala de grises valores de 1 representan que
no hay deformacion en ese punto, valores mayores que 1
indican expansién y menores que 1 indican compresion.

Figure 2. Deformation of the leaves of Magnolia cubensis
subsp. acunae and M. cubensis subsp. cubensis (used as
reference configuration the species consensus). In the gray
scale values of 1 represent that there is no deformation in
that point, values larger tan 1 indicate expansion and lesser
than 1 indicate compression.
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Magnolia cubensis
subsp. acunae

Magnolia cubensis
subsp. cubensis
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Figura 3. Reconstruccion gréfica de los contornos de las hojas
de M. cubensis, M. cubensis subsp. acunae y M. cubensis
subsp. cubensis. Se muestra la forma media + 2DE (desviacion
estandar) de los tres primeros componentes principales (CP1,
CP2 y CP3) obtenida por transformacion inversa de Fourier.

Figure 3. Graphic reconstruction of the outline of leaves in M.
cubensis, Magnolia cubensis subsp. acunae and M. cubensis
subsp. cubensis. Mean form + 2SD (standard deviation) of the
first three main component (PC1, PC2 and PC3) obtained by
inverse Fourier transformation.
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Al analizar todos los individuos de manera simulta-
nea, independientemente de la subespecie a la que
pertenecen, se puede caracterizar la variacién de la
forma de la hoja en la especie. En el andlisis de com-
ponentes principales con los datos de los puntos clave
el 78,25 % de la varianza total fue explicada por los
dos primeros componentes (figura 4A). El extremo
negativo del componente uno, correspondié a un
individuo de M. cubensis subsp. acunae, que presentd
la mayor deformacion en los puntos 1, 5, 6, 8, 12 y 13;
mientras que el extremo positivo estuvo representa-
do por un individuo de M. cubensis subsp. cubensis,
con mayor deformacion en los puntos 1, 9 y 10. En el
segundo componente principal, los puntos mas defor-
mados fueron el 1, 7 y 9 para ambos extremos, en los
cuales se encontraron ambas subespecies. En el anali-
sis de componentes principales con los datos del con-
torno, los dos primeros ejes explicaron el 86,19 % de
la varianza. En ambos componentes se observan re-
presentantes de las dos subespecies a lo largo de todo
el eje de coordenadas, por lo que no se puede asociar
a cada una de las subespecies con una forma extrema
especifica (fig. 4B).

0,044 § NG

Componente 2 (4,55 %)

-0,048 -0,032 -0016 0000 0016 0,032 0048 0,064
Componente 1 (81,64 %)

Figura 4: Representacion del analisis de componentes principales de la matriz estandarizada de las coordenadas de los puntos
claves (A)y de los Coeficientes Elipticos de Fourier para 10 arménicos (B) de las dos subespecies de Magnolia cubensis. En A
las rejillas de deformacion muestran las caracteristicas de forma relacionadas con los extremos de variacion a lo largo de cada
eje, los numeros indican los puntos correspondientes a la base (1) y al apice (8). En B se muestra la reconstruccion de la varia-
cion de forma a lo largo de cada componente principal (+ 2DE). M. cubensis subsp. acunae (*) y M. cubensis subsp. cubensis (°).

Figure 4: Representation of the Principal Component Analysis of the standardized matrix of landmark coordinates (A) and of
the Elliptic Fourier Coefficients for 10 harmonics (B) of the two subspecies of Magnolia cubensis. In A deformation grids shown
shape characteristics related to top variations along each axes, numbers indicate points corresponding to the base (1) and tip
(8). In B it is shown the reconstruction of shape variation along each principal component (+ 2SD). Magnolia cubensis subsp.

acunae (*) and M. cubensis subsp. cubensis (¢).
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Figura 5. Representacion del andlisis discriminante, empleando como variables de forma los primeros 7 componentes princi-
pales resultantes de la reduccién dimensional de la matriz estandarizada de las coordenadas de los puntos claves (A) y de los
Coeficientes Elipticos de Fourier para 10 arménicos (B) de las dos subespecies de Magnolia cubensis. Magnolia cubensis
subsp. acunae (*) y M. cubensis subsp. cubensis (*).

Figure 5. Representation of discriminant analysis, using as shape variables the first 7 principal components obtained from di-
mensional reduction of the standardized matrix of landmark coordinates (A) and Elliptic Fourier Coefficients for 10 harmonics
(B) of the two subspecies of Magnolia cubensis.

La representacion grafica del analisis discriminante DISCUSION
qgue incluye como variables de forma los primeros
siete autovalores resultantes de la reducciéon dimen-
sional de la matriz estandarizada de puntos claves y
de los DEFs, mostrd superposicion en la nube de pun-
tos para ambos analisis (Fig. 5). La matriz de clasifica-
cion con las variables obtenidas por contorno mostré
un 4% de discriminacidn correcta mayor que la matriz
resultante de los datos de los puntos claves (Tabla I).

Los resultados mostrados por las rejillas de deforma-
cion muestran correspondencia con la descripcién de
las subespecies (Palmarola et al.,, 2014). Magnolia
cubensis subsp. acunae presenta hojas anchamente
ovado-elipticas, lo que explica la expansién hacia el
centro y la contraccién hacia el dapice de la forma
promedio al compararla con la de esta subespecie. Lo
contrario ocurre al realizar la comparacion con M.

Tabla I. Nimero de individuos y porcentaje de discriminacion correcta del analisis de funcién discriminante, a partir de varia-
bles de forma (7 componentes principales resultantes de la reduccion dimensional de la matriz estandarizada de las coorde-
nadas de los puntos claves y de los Coeficientes Elipticos de Fourier para 10 arménicos), que describen el contorno de las
hojas de las dos subespecies de Magnolia cubensis.

Table I. Number of individuals and percentage of correct discrimination by Discriminant Function Analysis from shape variables
(7 principal components resulting from dimensional reduction of the standardized matrix of landmark coordinates and Elliptic
Fourier Coefficients for 10 harmonic), describing the outline of the leaves of the two subspecies of Magnolia cubensis.

Porcentaje correcto

. 0 im i

Especie N# individuos Puntos claves Contorno
Magnolia cubensis subsp. acunae 20 80,00 86,36
Magnolia cubensis subsp. cubensis 18 77,78 76,47
Promedio - 78,94 82,05
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cubensis subsp. cubensis, cuyas hojas tienden a ser
ovado-elipticas u obovado-elipticas.

La reconstruccién gréafica de los contornos de las
hojas de las dos subespecies no permitié visualizar el
aporte a la forma de la hoja que realiza cada compo-
nente. Aunque en ocasiones se puede evaluar que
parte de la variabilidad total explica cada componente
(lwata et al. 1998), en el presente estudio no se apre-
cia con claridad.

Aun cuando la variacidn en la forma de las hojas
tiene un componente taxondmico fuerte, ya que esta
varia entre especies, subespecies y variedades en las
plantas, también es un rasgo altamente sensible a la
influencia de factores bidticos y abidticos. Numerosas
investigaciones han demostrado que la forma de las
hojas de las angiospermas estd fuertemente afectada
por la disponibilidad de agua (Klich, 2000; Sack y Fro-
le, 2006), la temperatura (Royer et al., 2009) o la ilu-
minacion (Yano y Terashima, 2004; Xu et al., 2009).
Los cambios ambientales pueden producir con fre-
cuencia alteraciones en la morfologia foliar, incluso
para una misma especie que se desarrolle en diferen-
tes habitats. Sin embargo, las dos subespecies analiza-
das en el presente estudio, aunque estan separadas
geograficamente, comparten habitats con caracteristi-
cas similares, pues ambas crecen sobre suelo acido en
bosque pluvial montano o bosque nublado (Palmarola
et al., 2014). Estas formaciones vegetales en Cuba se
desarrollan en zonas de alto nivel de pluviosidad
(Capote y Berazain, 1984). Ademds, esta especie se
considera, segun el criterio de Dawkins (1958) para la
clasificacion de las clases de copa, como un arbol
emergente. En las especies emergentes, la parte su-
perior de la copa estd totalmente expuesta a la luz
vertical y libre de competencia lateral, al menos, en
un cono invertido de 90° con el vértice en el punto de
la base de la copa. Estas semejanzas en las condicio-
nes de iluminacion, disponibilidad de agua y nutrien-
tes, en las que los individuos de M. cubensis se desa-
rrollan, puede verse reflejado en similitudes en Ia
morfologia foliar de ambas subespecies.

El analisis por puntos claves mostré mas errores de
clasificacion. Segun Jensen (2003) este método es
superior al de contorno, especialmente cuando los
puntos claves representan puntos homadlogos bien
definidos biolégicamente. Se debe tener en cuenta
gue en estos estudios se han utilizado variables deri-
vadas de la matriz de puntos claves, como pueden ser
el tamario del centroide, la sumatoria de las distancias
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euclideanas o las distancias Procrustes. En la presente
investigacién no se tuvieron en cuenta pues se deci-
dié emplear variables equivalentes en ambos méto-
dos, que son precisamente los puntajes de los autova-
lores. En préximos estudios, se puede evaluar el po-
der discriminatorio de estas variables derivadas de la
matriz de puntos clave para la clasificacién de ambas
subespecies.

En general, el analisis con puntos clave permite vi-
sualizar y caracterizar mejor las diferencias en la for-
ma de las hojas entre ambas subespecies, mientras
que, el de contorno resulta mas eficiente en la clasifi-
cacion. Se sugiere, por lo tanto, utilizar ambos méto-
dos de morfometria geométrica, si se emplea el anali-
sis digital de imagenes de las hojas para la identifica-
cion de las subespecies de Magnolia cubensis. Segun
Viscosi y Cardini (2011) en muchos estudios de taxo-
nomia, ecologia y otros campos de la botanica y la
biologia, la aplicacidn de estos métodos contribuyen a
incrementar el rigor cientifico en la descripcidon de
importantes aspectos de la dimensidn fenotipica de la
biodiversidad. Por ello, aunque en el presente estudio
no se logré la discriminacion total de las subespecies,
se debe considerar el empleo de la morfometria geo-
métrica en la identificacion de otras especies de dificil
clasificacion de la flora cubana.
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