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RESUMEN

En la clasificacién del género Pinus, la ubicacién de algunas especies se mantiene aiin sin
resolver debido a que presentan caracterfsticas morfol6gicas intermedias entre una subseceidn y otra e
inctuso entre los diferentes subgéneros. Por lo tanto, el uso exclusivo de los caracteres morfolégicos no
ayuda a la determinacion de especies, El avance reciente en la sistemdtica molecular, nos proporciona
marcadores que constituyen nuevos caracteres para la clasificacidn del género.

En el 'presemc estudio, se analizé el espaciador transcrito interno (ITS) del DNA ribosomal
nuclear (nfDNA) como marcador de los cambios evolutivos en 44 especies de pinos mexicanos y tres
especies de Asia y Europa. Para tal objetivo, la regi6n def TTS fué  amplificada mediante la técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y se analizé la variacién interespecffica a través del
polimorfismo en Ia fongitud de fos fragmentos de restriccién (RFLP'S). Esta informacién se utilizé para
1a reconstruccién de cladogramas usando €l métode de parsimonia y el método de distancia Neighbor
joining. Los dos métodos agruparon de la misma forma a Jos taxa, con valores de confiabilidad altos
obtenidos mediante el méiodo de “bootstrap”, s¢ encontré congruencia eh Ja delimitacién de las
subsecciones Cembroides, Strobi, Qocarpae, Ponderosae y Sylvestris y una diferente ubicacidn respecto
a clasificaciones antes propuestas para especies que han sido problemfticas taxonfmicamente, comn P,
nelsonii, P, rzedowskii, P. reflexa y P. lumholtzii, entre otras,

Los andlisis comparativos de caracteres morfolégicos bajo las hipétesis de presitn selectiva de
herbivoria, estrés hidrico y dispersi6n, usando nuestra filogenia molecular, muestran una correlacion
significativa. Esta es mayor para el caso de los caracteres relacionados con la dispersién (tamafio ¥ tipo
de ala y tamafio de [a semilla), menor para aguellos relacionados con la herbivoria (espina, yema y yema
de invierno), y por tltimo con el estrés hidrico (tamafio, nimere y forma de crecimiento de las aclculas).
Esto puede sugerirnos, que la presién selectiva gjercida por los dispersores es mayor que la relacionada
con la herbivorfa la cual a su vez es mayor que la presién debida al estrés hidrico.

Los eventos de divergencia o evolucién por especiacién, mostraron cienta relacién con los
fenémenos orogénicos. La especiaci6n en los pinos estudiados, parece haber coincidido con el
surgimiento de valles y montafias en el territorio mexicano, como es la aparicién temprana de las Sierras
de Baja California, el surgimiento de la Sierra Madre Oriental anterior & la Sierra Madre Occidental ¥ la
controversial provincia de Oaxaca, la cual aparece como la mds ancestral. Sin embargo, datos
preliminares sugieren que algunos linajes de pinos pueden ser el resultado de evolucién reticulada.

E1 ITS detectd heterogeneidad en unidades teanscritas como probable producto de hibridacitn o
evolucidn reticulada, Esto se expresa como patrones de aditividad en ¢l bandeo obtenido por RFLP’s. La
mayor frecuencia de estos patrones aditives se presentd en Ia subseccidn Cembroides. Sin embargo, no
toda la heterogeneidad intraespecifica es resultado de eventos de hibridacidn.



INTRODUCCION i

El género Pinus, cuenta con aproximadamente 110 especies, siendo asi, el género mds grande
de confferas y con mayor distribucién mundial, Los mayores centros de diversidad en especies son: la
parie Norte y Central de América, con una particular concentracién de especies en México, California, y
¢l sureste de Jos EUA y el este de Asia con particulares concentraciones en China. En nuestro pals los
pinos ecupan un lugar muy importante dentro de a flora, encontrdndose ampliamente distribuidos en la
mayoria de los estados a excepcién de Tabasco, Campeche ¥ Yucatdn (Shaw 1909, Standley 1925,
Martinez 1948, Loock 1950, INIF/FAO 1967, Eguilivz 1978}, Debido a su enorme potencial de
adaptacion los pinos se encuentran desde niveles cercanos al nivel del mar como P. caribea hasta el limite
de fa vegetacidn arbdrea alrededor de los 4000 m de elevacion como P. harfwegii (Little 1962).

En México, existe una gran diversidad de pinos; los cuales representan en tota} el 50% de todas
las especies del mundo, 34 de ellas son endémicas a México (Perry: 1991) con un total de 57 especies
(Martinez: 1992), B termitorio mexicano se encuentra cubierto en un 15% por bosques de confferas, en
donde el 90% corresponde a Pinus L. Muchas de estas especies tienen importancia industrial. Se
distinguen dos tipos de productos derivados de los pinos: los primarios que serfan la madera, la resina
(trementina) v las semiilas, ¥ los secundarios como son el carbén el aguarrds, la brea, el 4cido
pirolefioso, el alquitrdn y el alcohol metflico (Martinez,1992).

Estudios recientes basados en resultados de andlisis de sitios de restriccién y comparacién de
secuencias de! genoma del cloroplasto (Sirauss and Doerksen, 1990, Wang and Szmidt, 1993; Price and
Strauss, 1997) ademis de estudios comparatives, merfoldgicos y bioquimicos, han reconocido dos
grandes lirajes de pinos: el subgénero Sirobus (Haploxylon ¢ pinos blandos, con un solo haz
fibrovascular en las aciculas) y el subgénero Pinus (Diploxylon o pinos duros con dos haces
fibrovasculares en las aciculas). Dentro de Strobus se reconocen dos secciones (Little and Critchfield
1969), Parrya ( con umbo dorsal o abaxial en la escama del cono) y Strobus (con umbo lerminal en las
escarmna del cono). Del subgénero Pinus, la Seccién Pinus, con base en comparaciones del genoma de
cloroplasto (Krupkin et 2l 1996) estd dividido en dos grandes grupos y uno tercero més pequefio, Los
dos primeros corresponden a Norte y Centroamérica y el tercero a Eurasia,

Debido a la gran importancia econdmica y ecoldgica de los pinos, la sistemética del género
Pinus a recibido mucha atencién. Hasta ahora la mayor parte de los estudios son de tipo morfoldgico,
citolégico, capacidad de entrecruzamiento, quimica de productos secundarios, electroforesis de
proteinas, v dnicamente en fos Gltimos afios se han hecho més andlisis de sitios de restriccibn y
comparaciones de secuencias de ntDNA que podrfan ayudarnos a reconocer la delimitacién de especies y
taxa infraespecificos que uin se mantienen sin resolver.

El uso de caracteres morfoldgicos para inferencias filogenéticas de especies de pinos, puede ser
problemética en algunos casos pues estos presentan variacién intraespectfica. Por ejemplo se sabe que
existen diferencias en cl tamaflo de los conos, el nimero y tamado de aclculas, €l tamalio de la semilla y



el ala en individuos de una misma especic dependiendo de las condiciones altitudinales e incluso
latitudinales. Por lo tanto se uene que definir hasta que punto deben considernrse a algunos caracteres
morfolégicos como transitorios o adaptativos sujetos a normas de reaceién (homoplasias) y hasta cual
pueden conceptuarse como fijos y de valor especifico para et andlisis filogenético (homologias). Por el
contrario algunos ensayos moleculares proveéen de evidencia estructural estudiando esencialmente
algunos genes, Estos pueden distinguir entre homologfas y homoplasias, ya que si las clasificaciones se
basan en las relaciones filogenéticas, es decir evalutivas deben de reflejar solo verdaderas homologias
mapeadas sobre ancestriay genealdgicas (Brooks 1991).

En las ditimas décadas, el desarrollo de la genética de poblaciones, la sistematica molecular y los
métodos de andlisis compulacionates, nos ha permitido utilizar marcadores moleculares como una fuente
de caracteres, para inferir relaciones filogenéticas de las especies y proponer clasificaciones que inteaten
ser mas naturales, es decir que sean lo suficientemente estables predecibles v robustas cuando
necesitemos determinar la vbicacién taxonfimica de un nueve organismo, y reflejen fielmente las
relaciones filogenéticas.

Para entender estas relaciones filogenéticas es necesario comprender que la filogenia, o historia
evolutiva, debe ser representada en su totalidad, por lo coal necesitamos conocer el orden de las ramas
del 4rbol filogenético o patrones de divergencia (cladogénesis), as{ como la distancia y Ja transferencia
genética o cambio acumulado  {anagénesis, Avise 1994). Las relaciones filogenéticas, pueden
establecerse a diferentes niveles jerdrquicos, y para ello se utilizan diferentes marcadores moleculares, es
decir marcadores moleculares, que nos permiten  abarcar tanto aspectos microevolutivos como
macroevolutivos, De éste modo, la filogenia se convierte en ¢l eje central de Ja berencia, en donde solo la
informacién genética que se transmite es informativa para tal estimacion, cualquier estudio comparativo
de variacién biologica, depende de esta integracién filogenética para su interpretacién (Hiliis y Bull,
1991).

En el presente trabajo nos enfocamos al andlisis filogenético de 44 especies mexicanas del
género Pinus L., usando, el ITS (espaciador transcrito interno) del ntDNA como marcador, Este tiene una
buena resolucién a nivel interespecifico. Se usé la técnica PCR- RFLP’s con lo cual se obtuve una matriz
de caracteres para generar una filogenia que nos permitié contrastar hipétesis de evolucién adaptativa
contra hipdtesis de evolucién morfoldgica en algunos caracteres, analizar las implicaciones sistematicas
para el pénero en México, y bajo un andlisis filobiogeogrifico poner a prueba algunas hipdtesis
biogeogréficas del género en México. De esta manera se explord la resolucién (capacidad de diferenciar
entre dos especies) del ITS como marcador de los cambios evolutivos en el género Pinus en México a
través de las tasas de substitucién y las distancias genéticas entre dichas especies, asf como de los
probables eventos de hibridacién detectados por patrones aditivos.

En general, los mélodos de clasificacién que se basan en marcadores moleculares o en caracteres
morfoldgicos, debido a una falta de estandarizacién y unificacién de los mismos:



a) Caen en la centralizacion de la avtoridad sistemiltica dentro de un pequefio numero de investigaciones y
descubrimientos para cada taxa,

b) Existe una falta de formalizaci6n en cuanto a los procedimientos por los cuales se corrobora o refuta
una clasificacién propuesta, asf como una falta de uniformidad en la cantidad de conocimiento existente
entre los diferentes taxa para que estos puedan ser comparados,

c)Falta de una orientacién filoséfica clara, sobre cuales aspectos de la evolucion fueron reflejados en una
clasificacién en particular (Avise 1994).

El uso de marcadores moleculares nos brinda una fuente de informacién acerca de las relaciones
filogenéticas que pueden existir entre organismos, a diferentes niveles taxondmicos sin embargo muchos
de ellos no se encucntran exentos de homoplasias. Este es el caso de  aquellos que surgen por evolucidn
convergente, o caractéres con un peguefio niimero de estados de cardeter interconvertibles que a veces
presentan una tasa ripida de intercambio entre ellos (Avise, 1994). Por lo cual debemos tomar en cuenta
que muchos de fos caracteres no moleculares preden complementar o ser bn punto de partida para los
estudios de sistemdtica molecular (Hillis, 1987). Muchas preguntas acerca de la delimitacion de especies
y taxas infracspecfficos (variedades) del pénero Pinus en México se mantienen sin resolver; por lo coal
el presente  ordenamiento de taxa es una aproximacidn de las probables relaciones filogenéticas
existentes en algunas especies mexicanas del género Pinus , para las cuales su ¢lasificacién ha sido un
tanto problemdtica.

El ITS, es miembro de una familla multigénica, sujeto a evolucién concertada, que homogeniza
las secuencias de las diferentes unidades repetidas, Estas unidades repetidas del DNA ribosomal, puede
estar en uno o diversos sitios del cromosoma. Su mimero varia entre 100 y 1000 segin ¢! grupe
taxonémico. El que existan muiltiples copias por genoma de rDNA abre la posibilided de encontrar
polimorfismos intraindividuales. Esta variacién intraindividual, que pareciera ser un problema, podria
contribuir a estudios sobre la estructura geogréfica de la poblacidn, y a detectar patrones de introgresion,
e hibridacién Quijada et al (1997). Incluso Hamby y Zimmer (1992), consideran que la caracteristica mds
importante dentro de éstas familias es fa homogeneizacién de las secuencias; ds este modo todas las
copias de un individuo serdn ripidamente homogeneizadas y cada espécimen puede asf ser caraclerizado
por un genolipo especiticable ¢ inequivoco. Los polimorfismos intraespecificos, podrian dificaltar la
inferencia filogendtica, especialmente cuando las tasas de especiacién exceden las de homogeneizacién
(durante la radiacién adaptativa, o cuando ocirre hibridacién) (Cohen et al ., 1982; Susuki et al,, 1986;
Hillis y Davis, 1988; Hillis y Dixon, 1991). Sin embargo, el principal probiema para interpretar a los
marcadores genéticos que provienen de familias multigénicas involucra el conocimiento que se tiene
sobre los mecanismos (conversién génica y entrecruzamiento desigual) por los que la evelucidn
concertada homogeneiza las secuencias de DNA (Armheim,1983; Ohte, 1980 y Dover, 1983). En este
estudio, ponemos principal atencién en posibles casos de heterogeneidad intraespecifica.



1.2 Historin Geoldgica en México: distribuctén, migracién y registro fdésil  de
Pinus

E! temitorio Mexicano tiene una extensién de aproximadamente 2,000,000 Km ? con una
geologfa bien establecida en algunas regiones, mientras que en otras la informacién es sumamente
polémica o simplemente ro existe. Por 1al motivo la vegetacién puede ser usada come indicadora de los
climas del pasado geolGgico asf como de los fenémenos orogénicos y de aislamiento peogréfico que se
dieron, para ello es fundamental conocer el origen de la flora mexicana y su evolucién, lo cual depende
en primer lugar de Ia tecténica de placas que determind el movimiento longitudinal y sobre todo
latitudinal de los continentes asf como €l volcanisme y la orogenia (Cserna, 1960) y en segundo lugar 2
las caracterfsticas intrinsecas del grupo.

Siendo fos movimientos tectdnicos determinantes para la migracién de las plantas as{ como para
los eventos de vicarianza 6 separacién de una poblacién por barreras geograficas, ecolégicas etc. éstos,
pueden determinar los eventos de especiacion. A continuacién se estipulan las conexiones que existieron
entre Norteamérica y el resto de los continentes a pastir del cretdcico superior:

Norteamérica con Asia (cretdcico tardio al terciario temprana) 97 m.a. 2 58 m.a.;
Norteamérica con Europa (paleocenc) 65 m.a. 2 58 m.a.;
Norteamérica con Sudamérica (eoceno y plioceno} 57 m.a. a4 ma.

A partir del cretdcico los paleobotdnicos consideran cuatro grandes regiones fitogeogrificas
(Brenner,1976; Batten, 1984) que son gondwana y lavrasia, divididas en norte y sur. En este esquema,
México pertenece al sur de laurasia, la cual limita con la parte norte de la regién gondwiénica. Durante
este perfodo el territorio mexicano se encuentra invadido por mares epicontinentales y sélo existen dreas
emergidas en ef noreste y sur de México (Viniegra, 1992).

La invasién del mar en el cretdcico terminal dividié en dos grandes provincias la parte norie de
nuestro territorio: 1) la cuenca del noroeste que comprende las cuencas cretdcicas de Sonora y Baja
California y 2) la provincia hacia el noreste de México que comprende varias formaciones del cretdcico
tardio en los estados de Coahuila Nuevo Le6n y Tamaulipas (Martinez E. y Ramirez E. 1996),

Durante el perfodo mesozoico prevalecié una herencia floristica gondwdnica en el territorio
niacional v para el terciario fué  predominante la herencia Jauréisica; v fué  hasta el paleoceno que las
dos provincias norte y sur de laurasia pierden su individualidad al desaparecer el mar epicontinental que
las separaba, a partir del terciario temprano, se forma wna gran flora tropical conformada tanto por
eiementos holdrticos como neotropicales desde el Ecuador hasta los 30° de latitud Norte (Axerold,
1979),

A partir del paleoceno, se empiezan a diferenciar dos grandes provincias floristicas, la de la
Sierra Madre Occidental y Ja provincia de 1a planicie costera al noreste de México. Durante €l eoceno el
subcontinente noricamericano se separa de Europa, pero continiia la conexidn del ceste de Nortearmnérica



con Asia (Briggs, 1987), que junto con el nacimiento de las montafias rocallosas dié como consecuencia
que la flora del oeste norteamericano tenga muchas afinidades con fa flora del sureste asidtico.

Las formaciones que comprenden del eoceno al oligocene en el estado de Chiapas, estin
caracterizados por una gran diversidad de componentes pantropicales y sobre todo neotropicales, que
indican la cercanfa de México con Sudamérica (Tomasini y Martinez, 1984), con predominancia de
conjuntos palinolégicos costeros; en fos que ocasionalmente se encuentran taxa holdrticos de pinfceas
gue probablemente fueron transportadas de regiones elevadas del continente en donde la temperatura
serfa mas templada (Palacios, 1988). Estudios bicestratigraficos y palinolégicos en la regién de Tepexi
de Rodriguez muestran una dominancia de Pinus hacia ¢] eoceno superior (Martinez et al, 1996).

En el oligoceno, se produce un gran cambio climdtico con una dristica disminucidn en fa
temperatura (Miller et al 1987). Esto acenttia mds los gradientes climéticos incrementando la diversidad
de los tipos de vegetacidn, dando lugar al desarrollo de climas 4ridos; estudios palinclégicos corroboran
que las condiciones de sistemas de alta y baja presion propiciaron éstas condiciones de aridez al noroeste
en donde existié una flora madro-terciaria que data desde el oligoceno 2 partir de la cual se originaron
los desiertos (Martinez et al, 1996). En contrasie Axelrod (1979), propone que la flora desértica es det
cuaternario, con base en el registro fosil. Sin embargo el grupo de los pinos Cembroides, los cuales se
adaptaton a zonas 4ridas, parecen divergir antes que los demés grupos del género Pinus en México, lo
cual sugiere, que la datacién propuesta por Martinez et al, (1996) puede ser cierta, ya que se tienen
registros fésiles para pinos de la subseccion cembroides desde el Mioceno, por lo cual su origen pudo
haber sido anterior a éste perfodo.

En el oligo-mioceno las pindceas son muy escasas a pesar de Ja existencia de la Sierra Madre
Occidental que contenfa cicrtos elementos boreales entre ellos algunos del género Pinus (Tomassini y
Martinez, 1984). Mientras tanto, en el sur de México se empiezan a establecer las floras neotropicales en
las planicies costeras y los clementos holdrticos en Ias serranfas (Martinez ¥ col., 1988). En el plioceno
se encuentran evidencias de un climax edéfico y climdtico de los pinares v encinares en las serranias de
Meéxico desde finales del mioceno. Este tipo de vegetacién transvolcdnica ha predominado en las regiones
montafiosas de México.

Al sur del eje neovolednico en donde actualmente se encuentra una vegetacion xerdfita, en los
sedimentos pliccénicos se registra primero [a presencia de sabanas y después un cambio hacia
temperaturas mas bajas, con lo que las comunidades de afinidad sabanoide son sustituidas por pinares
con ¢lemenios pleistocénicos (Martfnez, 1992), Eventos tecténicos ocurridos dvrante el cvaternario,
dieron origen al eje neovolcdnico y a la formacién de varias cuencas endorréicas; para este perfodo se han
hecho una serie de estudios palinoldgicos que muestran una dominancia de Pinus L., el coal ha sido
considerado un indicador de condiciones secas para la cuenca de México (.ozano S. et al 1991).

Con base en lo anterior; los cinturones climéticos de vegetacidn, se empezaron a definir a partir
del migceno (24- 5 m.a.}, y fueron finalmente transformados por los cambios climéticos que pudieron



haberse producido en México. Estos cinturones climdticos de vegetacién contienen una extensa cantidad
de sitios endémicos para varios grupos taxondmicos incluyendo el género Pinus. Los mayores centros de
endemismo se encuentran en el eje neovolcdnico y la Sierra Madre del Sur (Rammamoorthy, 1993)

En general se reconocen para el territorio Mexicano 11 provincias morfotectdnicas delimitadas
con base en aspectos geogrificos, fisioprificos y de historia geolégica (Ferrusquilla, 1978 citado en
Rammamorthy, 1993). Estos son:

1} Peninsula de Baja California. Se encuentran depésitos que datan desde el Cretdcico tardio hasta
el terciario temprandg; 1a actividad volednica que di6 origen a las serranfas de esta provincia se debe a la
subduccién de la placa hipotética de Farallon: durante el oligoceno hace 30 m.a. se forma el margen de
esta placa con la placa norteamericana (Sinaloa, Nayarit); terminada la subduccién , comienza fa
separacion de la penfnsula y se desarrolla el polfo durante los dltimos 4 m.a. En esta provincia quedan
incluidas las sierras La Rumoras, S . de Judrez, S. de San Pedro Mdrtir y La Libertad, al sur La Giganta
y San Lézaro.

En la parte norte se encuentran rocas del mesozoico, hacia el noroeste del creticico medio del lado de la
costa del Pacifico del cretdcico tardio (99 a 66 m.a.}.En la pare Sur La Giganta es del terciario tardio
{(mioceno tardio, plioceno temprano) de (15- 1.8 m.a.)

2) Planicies y Sierras del Noroeste. Comprende las costas del Pacifico, gran parie de Sonora y
Sierras menores de Sinaloa; en las costas se encuentran rocas del cuaternario; ¥ en Sonora del terciario
temprano {66- 58 m.a.).

3) Sierra Madre Occidental. Esta se forma por la subduccidn de la placa de Faralon bajo la placa de
Norte Ameérica aparentemente, esta subduccion cesa hace 30 m.a., la edad isotdpica varia de 100 a 45
m.a, Incluye partes de Sonora, Chihughua, Durango, Sinaloa, Zacatecas, Nayarit y Jalisco.

Dentro del conjunto de serranfas encontramos la Sierra Tarahumara, Cumbres del Gato, Tepehuanes,
Sombrerete y Fresnillo),

4) Chihuaha-Coahuila Limitada al Norte por EUA-México, al oeste por la Sierra Madre Occidental,
al sur por la Sierra Madre Oriental y al este por la costa del Golfo. Incluye dos terceras paries de
Chihuahua, la mayor parte de Coahuila, la esquina noroeste de Nuevo Leén y el noreste de Durango; la
subprovincia de Chihuahua esta formada por rocas del cretdcico temprano (99- 144 m.2.) y las mesetas
del terciario tardio (37-24 m.a.). La subprovincia de Coahuila las mesetas y cordilleras se formaron en el
creticico temprano, rocas del cretdcico tardio se encuentran al noreste y sureste de Coahuila y Nueve
Leén se conforma por rocas del cretécico temprano.

5) Sierra Madre Oriental. Ha sido habitada por vegetacién desde el Creticico tardio; montafias ¥
cordilleras asociadas a tierras bajas de México nortecentro y la prolongacién oeste del frea de
Monterrey-Saltilio. El sector este incluye el norte de Querétaro, Hidalgo, este de San Luis Potosi, oeste
de Tamaulipas, sur de Nuevo Ledn sureste de Coahuila, El sector transverse incluye parte del sur de
Coahuila, norte de Zacatecas y Durango,




Algunas hipétesis del origen de esta Sierra proponen que ¢l basamento pertenece a fa placa Americana del
Norte y que existi6 una transgresidn epicontinental durante el Jurésico tardio al Creticico seguido de la
subduccién de Ja placa paleopacifica (Farallon), bajo la placa del norie, la cual caus6 un levantamiento
eventual plegdndose y produciendo una falla en la secuencia del jurdsico tardfo-cretdcico

6) Costas y planicies del Golfo. Incluye Veracruz, Tabasco, Campeche, Tamaulipas y pequefias
porciones de Oaxaca y Chiapas. Las unidades mas vigjas son del palcocens (66-58 m.a) y se encuentran
en el sector norte (Veracruz y Tamaulipas) y al sur estdn las rocas del mioceno (24- 5 ).

7) Pianicie central. Incluye la mayor parte de Guanajuato, el oeste de Querétaro, el oeste de San Luis
Potosi, ¢l este de Zacalecas, Aguascalienes y Jalisco. Las rocas mds viejas se encuentran restringidas a
Zacatecas y emergieron antes del tridsico tardio-temprano (165-144 m.a.) en tanto que el paisaje actual se
mantiene desde el terciario tardio (mioceno tardio 5 m.a.)

8) Eje neovealcdnico. Incluye partes del sur de Jalisco ¥ Nayarit la mayor parte de Michoacén, ¢l
noreste de Colima, el oeste de Guerrero, Morelos , Distrito Federal y México, sur de Querétaro,
Guanajuato, Hidalgo, Tlaxcala y norte de Puebla; comprende cenozoico medio y tardio; los volcanes
Citlaltepetl, Popocatepet! y Nevado de Toluca son del cenozoico.

El cinturdn comenzé a desarrollarse durante ¢! terciario medio, durante el plio-cuatemario.(5 -1.8 m.a.)
9) Sierra Madre del Sur. Incluye al territorio sur del cinturdn voleénico transversal de México y se
extiende sobre el suroeste de Jalisco y Colima, sureste de Michoacdn y estados de México, Morelos,
Puebla , Guenrero y Oaxaca.

Es geol6gicamente fa parte mds compleja de México. Algunas hipétesis plantean que proviene de uma
parte de la placa norte americana o que al menos una porcién lo es y las demds son placas pequefias de
afiliacién desconocida o un mosaico de placas independientes de origen desconocido,

La regresién ocednica que pudo ocurrir durante el cretécico tardio debido a una subduccidn de alguna
paleoplaca permitié que este territorio emergiera para el terciario temprano. Rocas del mesozoico tardfo el
terciario tempranc documentan una posible actividad voleénica en la parte oceste; sélo la formacion del
Istmo parece ser mas reciente (plioceno, 5-1.8 m.a.) no asf las sierras Mixleca- Zapoteca , de Chiapas y
depresitn del Balsas

10) Sierra Madre de Chiapas, Incluye el drea istmica de Qaxaca y Tabasco, la mayor parte de
Chiapas consiste en placas del cuaternario, lo mds antiguo se encuentra al noroeste de Chahuiles y
pertenece al paleozaico.

11) Yueatin. Incluye a Quintana Roo, Yucatdn y la mayor parte de Campeche; existe un registro
prejurdsico, pere es mas clara la historia de ésta provincia en los periodos comprendidos entre el
cretécico y jurdsico en donde se sabe, ocurrié una gradual emergencia de la plataforma.



Fig. 1 Mapa de las 11 provincias morfotecténicas propuestas por Ferrusquilla revisado en Rammamocrthy
{1990},

Existen diversas clasificaciones tanto geolSgicas como fisiogrificas de tecténica de placas, ete.
las cuales son muy similares en cuanto a la delimitacidn de zonas, Eil tiempo de datacién geoldgica de
estas zenas o provincias, al igual que las hipdtesis de aparicién o emergencia, se utilizardn como un
parfmetro proporcional (relativo} para relacionar la especiacién de los pinos en México, con el tiempo de
aparicién de éstas Sierras.
1.2a Distribucién de las especies del género Pinus en México

Los pinos tienen una amplia distribucién en Norteamérica, Burasia y norte de Africa, sin
embargo es s6lo hasta la parte sur de México donde se traslapan las zona neotropical con la nedrtica en
donde se encuentra la mayor diversidad de pinos (Rammamorthy 1990).

Los pinos se localizan entre las latitudes 12° y 32° de! te6pico de Céncer, pero vemos que la
altitud es més importante para controlar el clima y con ello un factor que afecta la diversidad genética en
los pinos, debido a que la temperatura aumenta rdpidamente de 3000 a 1000 m , lo cual resulta en un
carnbio climdético dr4stico en una corta distancia (Perry; 1991).

La distribucién del género Pinus L. en ef territorio Mexicano actualmente esta comprendida
entre fos 15 y 32 prados latitud norte. Hacia la pane noroeste en la penfnsula de Baja California ¢l
género esta representado por las especics P. jeffreyi, P.monophylla, P. lambertiana, P. lagunae, P,
guadrifolia , P. attenuata, P. radiata y P. muricata. En los estados comprendidos dentro de 1a franja de fa



Sierra Madre Occidental come serfan Sonora, Sinaloa, Durango, Nayarit, Zacatecas y Chihuahua las
especies mds representadas son P. pringlei, P. engelmannii, P. herrerai, P. lumholtzii, P. duranguensis,
P. arizénica, P. cembroides y P. oocarpae. En la franja de la Sierra Madre Ocental se encontrarian Jas
especies P. patula, P. pseudosirobus, P. pinceana 'y P. nelsoni. Sobre el eje neovolednico estarfan las
especics de P, montezumae, P. lawsonii, P, hartwegii y P, rudis. Hacia la Sierra Madre del sur y
Chiapas encontramos lus especies de P. maximinoi, P. ayacahuite, P. chiapensis, P. patla y P.
oaxacand.

1.2b)Registro fsil y migracion

De acuerdo a Florin (1963); el género Pinus y las pindceas en general, se originaron en el
hemisferio norte durante ¢l periodo jurdsico de la era mesozoica y répidamente después de ello el género
Pinus se divide en dos grandes subgrupos conocidos ahora como subgénero Strobus y Pinus. Axelrod
(1986), sugiere que las subsecciones se formaron durante el creticico temprano y terciaro, en
combinacién con la formacién de nuevos hibitats secos y eddficamente pobres; y relaciona la radiacién
de los pinos con la asociacidn a micorrizas ectotrépicas.

La teoria més aceptada supone el origen del género en el continente laurdsico, en donde al
parecer se encontraron los ancestros de los pinos mexicanos, desde el cretdcico tardio en donde se tienen
registros fdsiles similares a P. devoniana var. comuta y otra serie de hallazgos que a continuacion se
describen:

El cono més antiguo del género Pinus L gue se ha encontrado es P. belgica el cual data del
cretdcico temprano y tiene una mayor similitud con el subgénero Pinus seccidn Pinus (Alvin 1960). Un
segundo tipo de fésil es descrito por Penny (1947), éste fosil parece ser el representante del subgénero
Strobus es ¢l P.yezoensis {forma mondfila) y pertenece al cretdcico tardio, Del mioceno tardio (25-12
m.a.) se tiene registro de polen de pino de la especie P. foisy el cual mantiene un parecido con la
subseccién Oocarpae, otros fésiles similares a esta subseccién son:

P. escalantensis ; oligoceno temprano con subseccién oocarpae

P. berglunddii;  mioceno medio relacionado con subseccién oocarpae

P. burtii ; mioceno temprano similar a P. greggi y P. patula

P. tiptonti ; mioceno medio  similar & 7, patufa y P. pringlei

P. celetomensis;  mioceno tardio, presenta caracterfsticas entre P, aftenuata y P. radiata

P. diegensis, plioceno contiene caracterfsticas de P. radiata

P_ lindgrenii , mioceno y plioceno mantiene caracterfsticas de P. edulis y P. monofila .

*oligoceno 37-24 m.a.
*mioceno 24-5 m.a.
*plicceno  5- 1.8 m.a.
Para el oligoceno se tiene registro de un fésil con caracterfsticas tanto del cono como
morfoanatémicas, que indican una estrecha relacién con el subgénero Pinus; €ste tiene las paredes del



tejido no vascular del cono engrosadas, apéfisis romboidal , umbo que termina en espina y semillas
aladas; y se le dié el nombre de P. avonensis , el cual es muy similar a P.belgica del cretdcico temprano.
Sin embargo la descripei6n hecha por Miller (1969) de este viltimo, también tipifica la seccidn Cembra del
subgénero Strobus.

Los restos de pinos fésiles del eoceno muestran una estrecha relacién con el subgénero Pinus
seccién Pinus subseccién Sylvestres y con el subgénero Strobus secciones Stobus y Parrya. Estos dos
fésiles son P. amoldii y P. simitkameenensis, respectivamente (Miller 1573).

Siendo la Sierra Madre Occidental una continuacién de las montafias del Oeste, se cree que fué
la principal ruta de migracién de Jos pinos, dentro de México y América Central, por lo que se propone
que los pinos entraron a México por la Sierra Madre Occidental durante el cretdcico tardio y comienzos
del terciario (Mirov 1967), Otras hipStesis suponen que Ja invasién se dio mds tarde a mediados del
terciario y fué de los Apalaches hacia México por el Golfo y a lo largo de la Sierra Madre Oriental junto
con otras angiospermas (Martin y Hacrel, 1957).

En el pleistaceno medio, Norteamérica, se encontraba conectada con el noreste de Asia al igual
que con Ja parte norte de Europa a través de Groenlandia e Islandia. Estas conexiones provefan de nutas
de migracién para los pinos (Perry, 1991). Durante el cretdcico los pinos estaban ampliamente
distribuidos en lo que hoy es Canadd y E.U.A,, diferenciados dentro de varias especies, dos de las
cuales constituyen hoy los dos principales subgéneros Pinus y Strobus (Perry, 1991).

Las plantas migraron hacia el sur desde el sureste de EUA por el Golfo de México y de México
hacia partes de América Central, Al mismo tiempo, también migraron del oeste de EUA por toda la ¢costa
oeste através de las cordilleras.

En el periodo terciario, ocurrieron grandes levantamientos en el Oeste de Norte América,
alterando radicalmente la topografia de la regidn, lo cual ocasion6 la desaparicién de muchas especies y
otras quedaron reducidas a poblaciones relictuales (Perry 1991). El periodo cuaternario, vid el
advenimiento de grandes glaciares y los bosques de Canadd se destruyeron, quedando algnnas pocas
especies refugiadas en Alaska, por fo que la migracién hacia el sur fué  ocasionalmente revertida, asi
como el avance y retroceso de los glaciares sobre un periodo de 1000 afios.

En ¢l pliocenc, el Istmo emerge como i frea relativamente baja, caliente y seca. Actualments es
una barrera parcial entre el crecimiento de los pinos en las montafias de Oaxaca y los de las tierras altas de
Chiapas. Los altos de Chiapas contindan hacia el sureste por la costa del pacifico, hasta el limite con
Guatemala y se fusiona con una cadena volcdnica que continua a lo largo de la costa del Pacffico de
Guatemala.

Siendo los pinos especies pioneras, en México, estas pudieron dispersar sus semillas
répidamente a través de corrientes de lava volcdnica, fo que les permitié radiar a planicies centrales y
hacia ¢l Istmo de Tehuantepec; drea que se encomttaba cubjerta por el mar del eoceno ai mioceno
(Schuchert 1935) y no es sino_hasta el plioceno que se reanuda el contacto con América del sur.
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Con base cn las tearias anteriores, podriamos suponer que el subgénero Strobus , ¥ en
particular las especies de la subseccién Cembroides, que se relacionan con climas dridos, pudieron tener
uh origen més antiguo en México, al igual que algunas especies que se encuentran hacia Oaxaca y
Chiapas.

1.3 Sistemdtica del Género Pinus

Los pinos se han distinguido como un grupo monofilético con base en la forma de dimorfismo
en los primordios, hojas aciculares contenidas en fasciculos. También se han distingnido de otros
miembros de la familia por sus cones con escamas lefiosas, con regiones apicales especializadas, como
el urmbo y la apéfisis. Dentro del orden de Ias Coniferales se distinguen por caracteristicas embriolégicas
y gametofiticas como son el desarrollo de tubos polinicos y las caracteristicas del arquegonio,

Los géneros mds parecidos a Pinus en la anatomia de la madera, la semilla y motfologia de la
escama del cono son: Picea, Cathaya, Lariv y Pseudotsuga. Estos cinco géneros regularmmente presentan
grboles mondicos, con hojas aciculares, cada microspordfila con dos microsporangios, las escamas de
los conos con bricieas mas o menos libres, los granos de polen usualmente presentan dos alas, los
canales resinfferos son verticales y horizontales en la madera , no existen vesiculas de resina en el saco
de la semilla, v las alas de las semillas no la envuelven. Pero los dos géneros mds similares son Picea y
Cathaya, sobre todo morfolégicamente. Esto se debe probablemente a la retencidn de estados de
caracter ancestral més que a que los tres géneros formen un grupo monofilético dentro de la familia.
Dentro de las caracteristicas fisiolGgicas tenemos a Jos mecanismos de polinizacién y de recepcién del
polen, y dentro de las morfolégicas, 1a presencia de yemas de inviemo, semilla con ala, bricteas cortas.
Datos inmunolégicos comparando proiefnas de semillas (Price et &l 1997} sugieren que los pinos y las
piceas ocupan una posicién relativamente basal en la filogenia de la familia.

Los pinos comenzaron a ser clasificados botdnicamente hace algo més de doscientos afios, La
primera clasificacién fué¢ hecha por Linneo en su obra Species Plantarean (1753). Dietich (1824}
propuso la separacién del género Picea de Pinus Duhamel en 1755 ya habia reconocide 3 secciones
basadas en ¢l nimero de aciculas por fasciculo; otra importante clasificacién  propuesta por Spaich
(1842) divide al gripo en cuairo secciones; Cembra, Strobus, Eupitys, y Taeda asi como la propuesta
por Endlicher (1847) que propone las siguientes secciones: Cembra, Strobus, Pinaster, Taeda,
Pseudostrobus y Pinea. En 1880 Engelmann utiliza un mayor nimero de caracteres y reconoce dos
secciones: Strobus ¥ Pinaster estableciendo en Strobus 2 subsecciones (Strobus y Cembra) y Pinaster
con 6 subsecciones . Mayr en 1890 reconcce 10 secciones creando 5 nuevas secciones {Balfouria,
Banksia, Khasia, Parrya y Sula). La divisién del grupo en dos mayores grupos fu¢  propuesta por
Koehne (1893), basdndose en la presencia de un solo haz fibrovascular (Haploxilon o pinos biandos) en
contra de dos haces (Dip‘!oxylon o pinos duros) (Fig. 0)
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Umbo dorsal

Umbao terminal

Fig (0), Esquema de las principales caracterfsticas morfolégicas que delimitan a los dos
subgéneros, Pinus y Strobus.. los esquemas de la izquierda corresponden al género
Strobus , a: es un corte de acicula en donde se observa un solo haz fibrovascular, ¢ cono
caracieristico de Strobus con escamas con umbo terminal sin espina, del lado derecho cl
subgénero Pinus definido por dos haces fibrovasculares, cono tipico, con umbo dorsal y
espina
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Van der Burgh, (1973), reconoce dos secciones solo que dentro de la seccidn Haploxylon
aumenta dos subsecciones Aristatag y Nelsoniae con la tinica especic representativa y en la seccidn
Diploxylon maneja cuatro subsecciones Leiophyltae (P. leiophylla y P. chihuahwana ) Sula (P.
canariensis, P. lencodennis [P. heldreichii \P. roxburgii ) Lumholizi (P. lumholizii ) y Pinea (P.pinea,
P.halepensis).

Rushforth (1987) reconoce cuatro secciones de diploxylon (Subgénero Pinus): Pinaster {P.
brutia, P. canariensisi, P.halepensis, P. pinaster, P. pinea, y P. roxburgii ) Leiophylla (P. leiopiylla y
P. lumholrzi) Taeda (todas las especies del norte de América excepto P. resinosa y tropicalis ) y Pinus
{incluye toda la subseccidn Sylvestres excepto P. pinaster ).

Klaus {1989), propone diversos cambios a la clasificacién de Van der Burgh, como por ejemplo
¢l mover o P. rzedowski hacia una subseccidn monot(pica Rzedowskiac; a las especics del mediterrineo
como P. brutia y P. halepensis en una sola subseccién halepenses, 2 la especie endémica P, rropicalis
dentro de la subseccién sylvestres, que por ahora estd incluida en oocarpae y a P. resinosa en una nueva
subseccién monotipica.

Desde 1900, se han propuesto muchas clasificaciones del género Pinus de las cuales, cuatro han
tenido mayor influencia en cubrir al género entero, Shaw, (1914); Pliger, (1926); Little and Critchfield,
(1969);¥an der Burgh, (1973). Todas estas clasificaciones se han hecho con base en los caracieres
morfolégicos como fo son las aciculas, los conos, la presencia o ausencia de alas en las semitlas,
caducidad y persistencia de las vainas efc., asi como de caracteres microscpicos.

La clasificacién de Little & Critchfield, (1969), la cual utiliza informacién morfolégica asf como
estudios de entrecruzamiento ha sido la més utilizada en las fliimas décadas y comparte muchas de las
delimitaciones en cuanto a secciones y subsecciones de la clasificacion de Shaw o la de Pliger. Sin
embargo, existe informacién sobre cruzamiento interespecifico y estudios més recientes que sustentan de
manera mds amplia 1a clasificacién propuesta por Critchfield.

En cuanto a Ja sistemitica del género en México, las descripciones habfan quedade dispersas
hasta que en 1909 George Rusell Shaw edita su obra "The Pines of Mexico"; en la cual prevalece una
tendencia exagerada a Ja reduecion de especies, consignan para México 18 especies con 17 variedades,
en tanto que Roezl establece 82 especies (Martinez 1992). Estudios hechos por el Dr. Maximino Martinez
1984, asigna para México 39 especies, 18 variedades y 9 formas y Perry en 1991 reconoce 51 especies
agrupadas en 10 secciones.

Come ya se habfa mencionado los caracteres que se han utilizado para la clasificacion de los
pinos son morfoldgicos, sin embargo presentan caracter{sticas intermedias o atipicas que a centinuacién
se describen:

En cuanta al nimero de acfculas por fascicuio se encuentran en series de 2, 3y 5 Ea e
Subgénero Strobus, seccién Strobus el nimero de aciculas por fasciculo es casi siempre 5 en la seccidn

13



Parrya de 1 a 5 teniendo un nimero especifico par cada subseccion excepto en Ia subseccién Cembroides
que vade I a5. A excepcion de P. monophylla , que tiene solo una acfeula, y P.quadrifolia con 4, Entre
los pinos Diploxylon o subgénero Pinus el ndmero de acfeulas por fasciculo es usualmente 2 en especies
euroasidticas, 3 en la subseecién canariensis, de 2 a 3 en las de] Noreste de América y muy diverso entre
las especies de! Noroeste y América central donde hay un rango de 2 a 8 y por amiba de 8 en P.
duranguensis

Las escamas del fasciculo en la mayoria de las especies del subgénero Strobus sufren abscision
con excepcibn de P. cuiminicola y P. nelsoni . En el subgénero Pirnus son persistentes exceplo en las
dos especies mexicanas de la subscecidn Leiophylla; lo cual sugiere una homoplasia. En cuanto 4 los
fasciculos decurrentes en los pifioneros existen condiciones intermedias (Carvajal and McVaugh, 1992).

El tamafio de la semilla y ¢! grado de desarrallo de las alas también varia substancialmente entre
grupos y especies de pinos y estd asociada a un cambio en €l modo de dispersién {Lanner, 1989). La
pérdida o reduccién de las alas parecen ser estados de caracter derivados dentro de! género; las alas
reducidas se presentan en P. pinea, P.sabiniana y P. torreyana del oeste de Norteamérica, las alas
adnadas se encueniran en dos especies de la subseccién Canarienses (Shaw 1914; Van der Burgh,
1973), al igual que en el subgénero Strobus en ln subseccin Strobi hay especies con alas bien
desasroliadas o muy reducidas tales como en P. armandii y P. flexilis. Las alas de 1as semillas se pierden
en la subseccidn Cembrae y en los pinos pifioneros de la subseccién cembroides, aparentemente esto
representa dos pérdidas convergentes en la historia del subgénero (Strauss and Doerksen 1990).

Bl iinico andlisis filogenético explicito para la subseccidn Cembroides con base en datos
morfolégicos fué hecho por Malusa (1992). En éi concluye entre ofras cosas que la diversidad de
especies que encontramos en México se debe principalmente a eventos de simpatria a diferencia de los
eventos alopdtricos que determinan la diversidad de pinos en EUA teniendo que las caractesisticas
ed4ficas en México, determinan la distribucién de las diferentes especies de pinos pifioneros.

Los patrones cariotipicos son consistentes con la clasificacién subseccional de Litile y
Critchfield sin embargo las tres especies de California de la subseccidén Oocarpae son muy similares una
a la otra y mucho mencs similar a los taxa mexicanos P, greggii, P. patula, P. pringlei y P. oocarpae Io
cual es consistente con datos de entrecruzamiento y sitios de restriceién en cloroplastos (Krupkin et al
1996). Esto ayuda a fundamentar que las especies de Califomnia se agrupen en una subseccidn separada
llamada Attenuaia,

Andlisis de fragmentos de restriccion en cpDNA, mtDNA y nDNA, (Strauss & Doerksen,
1990), encuentran que algunos miembros de la seccion Parrya son mds similares al subgénero Pinus que
a la secci6n Strobus. A partir de datos isoenzimas P. leiophylla se agrupa con P. oocarpa y P. pringlei de
la subsecci6n Oocarpae (Karlamangala & Nickrent, 1989) esto se corrobora en el presente estudio. Estos
datos también sugieren una estrecha refacién entre las especies del mediterrdneo (P. brutia, P. halepensis
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y P. pinea ). De tal modo que la seccién Pinea y la seccién Pinus delimitadas por Litle &Critchfiel
(1969), no son grupos monofiléticos si incluyéramos a P. sylvestris subseccion Sylvestres, ya que
presentarfa algunos taxa parafiléticos, tales como P, halepensis y P. brutia. Asimismo la Subseccion
Leiophyllae presentaria taxas parafiléticos como (P, leiophylia y P. lumholtzii},

Un estndio en 12 especies de pinos mexicanos con PCR-RFLP’s confirma como grupo
monofilético al subgénero Pinus. En ¢l subgénero Strobus, seccién Strobus las ramas basales quedaron
poco resueltas; Panelsoni queda er una posicidn aislada, lo cual podria corresponder a sus caracieristicas
marfolégicas intermedias entre los dos subgéneros, Pérez de Ja Rosa et al (1995)

La comparncién de secuencias del gen rbcL de cloroplasto (Wakasugi et al, 1994) sugieren que
los subgéneros Pinus y Strobus sor monofiléticos. P. krempfii , el cual se encuentra en el subgénero
Strobus, parece ser mas similar a la subseccién Gerardianae y a la subseccién Cembroides, y no parece
constituir un subgénero diferente como lo sugirié Ferré (1953) y Little & Crilchfield (1969).

Andlisis de RFLP’s de 58§ (Moran et al 1992) y 185-5.85 268 (Govindaraju et al ., 1992) de
unidades transcritas de rDNA encuentran que especies representativas de Norte América de las
subsecciones Australes, Contortae, Leiophyliae, Oocarpae, Ponderosae y Sabinianae, del subgénero
Pinuy exhiben el mismo nimero de unidades transcritas y longitud que P. radiata. Mientras que las
subsecciones europeas y asidticas Canariensis, Pineae y Sylvestres tienen solo ia longitud mas no el
ndmero de unidades transcritas que mantiene el subgénero Strobus (subseccién Cembrae, Cembroides,
Gerardianae y Strobi) 2l cuales ticnen solo una corta unidad transcrita encontrada en otro género por la
comparacidn del grupo externo.

Muchas evidencias indican que Parrya forma un grupo basal dentro del subgénero Strobus. Para
miembros de la subseccién Cembroides y Rzedowkianac es necesario tener més analisis moleculares,

Diversas evidencias argumentan una estrecha relacién entre las subsecciones mexicanas
Leiophyllae y Oocarpae (incluyendo P, feocote de subseccién Ponderosae). Asi como Ja separacidn de
los pinos de las costas del Pacifico (subseccién Attenuata) de la subseccién Oocarpae.

En cuanto a Jos pinos pifioneros o cembroides todos ellos comparten entre si caracteristicas en
comin con excepcidn de P. relsoni. Pocos se localizan en freas montafiosas y la mayoria més bien
cubre extensas zonas dridas (Rammamorthty,1990). Algunas de las especies de la subseccion
Cembroides gue son muy diferentes al resto, deben ser consideradas como relictos del arquetipo
Cembroides y dentro de ellas tenemos a P. pinceana, P. nelseni y P. maximartinezii (Rammamorthy ,
1990). Gran parte de las especies de ésta subseccion se han considerado como meras vaniedades de P.
culminicola (Silba, 1986) y a P. guadrifefia una especie hibrida (Lanner 1974},

Eventos de hibridacién en el género

Cuda vez es mds clara fu importanciu de la hibridacidn como un fenémeno evolutivo en las
plantas. Asimismo, se reconoce que la hibridacién, puede constituir un mecanisme que induce evenlos
de especiacion (Soltis y Soltis, 1993; Rieseberg y Wendel, 1993,
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En los afios 60s y 707, la idea de que mucha de la variacién morfolégica y citol6gica en
poblaciones de plantas, fuera atribuida a la introgresidn o hibridacién, era vista con escepticismo.
Actualmente existen diversas revisiones sobre evolucién poliploide que han sido recientemente
publicadas, (Hilu, 1993; Soltis & Soltis, 1993) y se tiene un extenso registro de estos sucesos a nivel
interespecifico e intergenérico en muchos grupos de plantas y animales para los cuales la hibridacién se
ha visto como un fendmeno comuin (Knoblock, 1972 en Avise).

Estos hibridos son morfolégicamente intermedios, sin embargo la expresion parental eontra la
intermedia depende de [a naturaleza del control genético de un caracter en panicular (Rieseberg, 1995),

La hibridacién natural, puede ocurrir esporddicamente en especies simpdtricas o estar confinada
u dreas de contacto geogrdfico, estds zonas de contacto o zonas hibridas pueden ser muy persistentes a
causa de Ja “superioridad del hibrido", Es decir que el hibrido tiene una mayor adecuacién en zonas de
transicién ecolégica o bien por encontrarse en un equilibrio dindmico (Moore y Buchanan, 1985).

El avance mas reciente en relacion a la frecuencia de hibridacién y su efecto en las hipétesis
filogenéticas, lo constituye el descubrimiento de lo que se ha llamado “captura del cloroplasto”
(Rieseberg, 1995). Esto es, cuando camcteres motfolGgicos o marcadores nucleares indican gue una o
varias poblaciones pertenecen a una especie particular, pero poseen el genoma de cloroplasto de otra
especie; éste fendmeno tiene como consecuencia inmediata incongruencias entre hip6iesis filogenéticas
basadas en marcadores de niicleo y cloroplasto. Sin embargo el use conjunto de estos dos marcadores,
podria esclarecer estas incongruencias.

Estudios de evolucién reticulada en Paeonia, proveen un ejemplo de Ia utilidad del 1TS para
reconstruir eventos de evolucién reticulada, demostrando que puede ser muy informativo para detectar
hibridacién a través de patrones de aditividad nucleotidica en la secuencia del ITS en hibridos, tales
patrones, deben ser interpretados con cuidado (Sang, 1995). Para ello es necesaric comprobar si
realmente se trata de segmentos adicionales pertenecientes a otra especie 0 a otro tipo de variacién en el
ITS. En este contexto el ITS abre la posibilidad de detectar eventos de evolucion reticulada, donde oftros
marcadores { mtDNA o cpDNA) sugieren eventos de divergencia que entran en conflicto con a evidencia
morfolégica y biogeogréfica (Powell, 1983; Wagner et al., [987).

El potencial del ITS puede ser particulermente relevante en gimnospermas, especialmente en
aquellas especies donde se sospechan eventos de introgresidn. Asimismo, el ITS puede ser iti) para
obtener medidas de tasas de introgresidn entre poblaciones naturales y para evaluar las consecuencias de
la hibridacién en el mantenimiento o pérdida de variacidén genética entre especies gue ocurren en zonas
hibridas (Quijada et al, 1997),

En el pénero Pinus, el Gnico caso bien documentado de evolucién reticulada es el de P. densata.
Esta especie se originé como consecuencia de la hibridacién entre especies que pertenecen a secciones
diferentes (Wang et al., 1990; Wang y Szmidt, 1990). Algunos grupos dentro del género en donde s¢
podrian detectar eventos de introgresion son los que se encuentran en el subgénero Strobus, el cual
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presenta un mayor nimero de discrepancias, respecto a las relaciones filogenéticas de sus miembros. Por
ejemplo el fugar que ocupan especies coma P. nelsonii, P. rzedowskii, P. maximartinezii y P. johanis
(Pérez de 1a Rosa et al., 1995) es controversial. Dentro del subgénero Pinus la subseccidn Ponderosac
delimitada por Little y Critchfield, (1969) agrups a diversas especies como P. ponderosae. P. hartwegii
y P. pseudostrobus los cuales a su vez son muy similares a la subseccién Montezumnae propuesta por
Maninez, 1984, s6lo que difieren un poco en cuanto al carictipo pero aparentemente estdn conectados
por hibridacién natural (Perry, 1991; Malos, 1995),

Esta capacidad de cruzamiento interespecifico se ha considerado un estado de caracter derivado
compartido (sinapomorfia) mdas que un estado primitivo retenido (simplesiomorfia); debido al aislamiento
reproductivo y a las barreras genéticas, ésta capacidad de que dos pinos hibridicen es comiénmente
interpretada como un indicador de una relacidén muy estrecha.

Los estudios que s¢ han hecho de hibridacién artificial muestran que especies como las tres de
las costas del pacifico (P, attenuata, P. muricata y P. radiata son muy similares entre s1. Esto se
evidencia por cruzas exitosas, entre ellas, y la dificultad para cruzarse con especies de otros taxa,
incluyendo al resto de las especies mexicanas de [a subseccidn Oocarpae. Sin embargo las especies de
ésta subsecci6n (P. gregit, P. oocarpa y P. pdtula ) se pueden entrecruzar facilmenie entre ellas. Las
especies de pinos Montezumae puestos por Van der Burg en la subseccién Psendostrobi y las especies
mas nortefias, P. engelmannii, P. jeffreyii y P. ponderosa, puestos en fa subseccién Ponderosae se
entrecruzan en un nimero de diferentes combinaciones (Little y Righter, 1965), por ello el P.
monteziimae parece constituir una conexién en términos de cruzamiento y morfologfa entre el grupo del
pinus Ponderosa y los grupos Montezumae y Pseudostrobus {(Maninez, 1992). Hibridos tanto tiaturales
como artificiales han sido bien documentados entre la especie P. coulteri de la subseccién Sabinianae y
P. jeffrey de la subseccién Ponderosae sugiriendo una fuerte relacién que se habia sugerido antes en la
clasificacidn de Little y Critchfield (1969). Por otro lado también tenemos que P. lawsonii y P. teocote
se entrecruzan con P. patula de la subseccién Ocarpae y sin embargo se clasifican en  grupos separados.

En resumen, dentro de la clasificacién de Little y Critchfield (1969), el cruzamiento entre
especies diferentes en una misma subseccién ocurre en mayor proporcién, que entre miembros de
diferentes subsecciones excepto casos excepcionales como la hibridaci6n entre especies de fa subseccidn
Sabinianac y Ponderosae asi como entre P.caribea y P.oocarpa. subseccidn Australes y subseccién
Oocarpae, respectivamente,

En el género Pinus como ya se menciond anteriormente existen evidencias de fenémenos de
hibridacidn natural asf comwo hibridos inducidos sobre tode para el subgénero Pinus. Sin embargo
andlisis recientes en poblaciones de P. rzedowskii, sugieren un supuesto origen hibrido para esta especie
{(Quijada et. al. 1997); al igual que para las especies P. flexilis, P. griffiti P. edulis, y P. cembroides. En
¢l presente estudio también se describirdn algunas evidencias de probables eventos de hibridacidn
detectados por patrones aditivos en el ITS sobre todo en el subgénero Strobus.



1.4. Espacindor Transcrite Interno (ITS)

El DNA ribosomal en eucariontes tiene dos espaciadores internos transcritos y las subunidades
codificadoras, que son caracterizadas por su velocidad de sedimentacidn (S, por Svedburg). Los
espaciadores transcritos separan a las subunidades 185, 5.85 y 285, e! ITS1 localizado entre la
subunidad pequefia 165 6 18S y 5.88 regi6n codificadors y €l ITS 2 que se encuentra entre Ja 5.85 v la
subunidad grande 235 6 283 todas estas subunidades son conocidas como la unidad transcrita del
nrDNA y cada una de eltas se encuentra flanqueada por dos espaciadores externos transcritos y separada
por un espaciador no transcrito (NTS). El ITS comprende solo fos dos espaciadores ITSI e ITS2 v a
subunidad pequefia, 5.85. Fig. (2). Los espaciadores tanto internos como externos, contienen sefiales
para procesar el rRINA, (van Nues et al., 1994; Watson et al., 1988).

La variacién de tamafio reportada para el ITS en angiospermas es entre 560 y 700 pb ¢n
contraste con lo observado para coniferales, cicadales, gingkgoales y gnetales que va de 972 a 3125 pb.
La mayor variacién en tamafio del ITS se encuentra en Ja familia pinaceae y es de 1550-3125 pb. (Liston
et al.,1996). Datos de secuenciacidn y mapeo indican que el ITS2 més la subunidad 5,85 permanecen
conservadas en el tamafio por lo que el ITS1, serfa el responsable de la variacién en el ITS pama
gimnospermas. Debido a las propiedades tanto det ITS1 como del ITS 2, quizd este ultimo resuelva
mejor las relaciones filogenéticas aun nive!l subseccional y el ITS1 2 nivel de especie. Sin embargo, las
diferencias genéticas que se observan en las familias génicas, involucran tanto variaci6n en la longiud
debido af tamafio del espaciador como variacién en las secuencias. Esto diltimo, se puede evidenciar por
los cambios en los sitios de enzimas de restriccion (Schaul, 1985). Esta familia de genes repetidos,
expenimenta una rdpida evolucién concertada, via entrecruzamiento desigual y conversidn génica,
(Baldwin et ai., 1995, Wendel et al., 1995) que son los mecanismos responsables para la deriva
molecular (Arnheim et al 1989, Hillis et al 1991 Wendel et al 19935), Bl ITS del ntDNA, se ha usado para
el esclarecimiento de las relaciones entre taxa & niveles inter e intra-genéricos, asi como intraespeciticos
(Liston et.al.,, 1996; Hamby y Zimmer, 1992) y se ha convertido en un importante locus nuclear para
investigaciones en sistemdtica molecular (Baldwin et al 1995).

Son varias las ventajas que proporciona el uso de este marcador molecular, Dado qgue la regitn
del ITS se encuentra altamente representada en €l genoma, se puede amplificar con cantidades pequeiias
de DNA. Las secuencias altamente conservadas dentro de la mayorfa de los genes del nrDNA son muy
ttiles en el diseflo de oligonucledtidos (“primers”) “universales”, lo cual facilita la amplificacién de la
regi6n del ITS, mediante el uso de la PCR (Liston, 1992). Los espaciadores internos son la parte mas
variable de la regi6n, y debido a que se encuentran flanqueando a la subunidad 5.8S, que es mis
conservada, se posibilita la alineacién inambigua de esta regidn.

El ITS es generalmente homogéneo dentro de un genoma dado que experimenta una rdpida
evolucién concertada, lo que permite la caracterizacién de un individuo por una sola secuencia de ITS
(Karvonen y Savolainen; 1993 Shu er al, 1993}, La evolucién concertada y la recombinacién sexual



tienden a promover la uniformidad del ITS dentro de individuos y entre individuos de poblaciones de la
misma especie (Soltis y Kuzoff 1993). Por lo que en teoria, basta muestrear pocos individuos para
establecer las relaciones filogenéticas entre distintas especies.

Otra caracter{stica importante es ¢l ameglo en tandems repetidos distribuidos en uno de los
diversos loci cromosomales llamadas regiones del organizador nucleoiares o NORs (Hamby y Zimer
1992). El ntimerc de NOR’s determina de alguna manera, la velocidad de los procesos de
homogeneizacién. En angiospermas se encuentran entre uno ¢ dos , mientras que el niimero de NOR"s
en algunas gimnospermas es de 10 a 12 (Karvonen y Savolainen, 1993). La tasa de homogencizacién de
secuencias por conversién génica ¥ por entrecruzamiento desigual dependen del mimero de copias, del
ntimero de loci y de los cromosomas en los cuales se encuentran, de la localizacién de los loci en los
cromosomas v la tasa de iniercambio dentro y entre cromosomas (Dover, 1982; Wendet et al,,1995).
Asimismo, la tasa de evolucidn de éstas familias, depende de la tasa de recombinacién desigual

Actualmente no s¢ han estudiado con detalle las causas que originan la variacidn en el tamafio
del ITS en gimnospermas. Estudios comiparativos del ITS] en plantas sin flor, pueden proporcionar
evidencia sobre la existencia de restricciones funcionales en la regidn (Liston et al, 1996), ¥
probablemente permitan esclarecet los mecanismos evolutivos responsables de la homogeneizacion.
Dado que se desconocen tanto las restricciones funcionales como la fuente de variacion en el tamafio del
ITS1, no es posible determinar si la variacién en el tamafio de este espaciador tiene un valor informativo
para el establecimiento de las relaciones filogenéticas en las gimnospermas (Quijada et al, 1997),

Por otro lado, se sabe que la metilacidn juega un pape]l muy importante en la evolucién de las
unidades transcritas ribosotnales y patrones de substitucién del ITS debido a que induce desaminacidn,
dando como resuliado una baja estabilidad en la estructura secundaria de!l RNA. Sin embargo, la
desaminacién de citocinas en sitios metilados es una potente fuente de mutacién y la seleccion natural
parece mantener muchos sitios metilados a través de unidades ribosomaies exceptuando al gen promotor
(E. 8. Bukcler y Holisford, 1996).

A pesar de que l1a seleccién natural es impontante en la evolucién del ITS, 1a deriva génica, los
cuellos de botella y los mecanismos evolutivos por si solos pueden jugar un papel muy importante,
superando a la seleccién purificadora que preserva estable al TS y convirtidndose en una fuente de
variacién en plantas, modificando el nimero de copias ribosomales resultantes del entrecruzamiento
desigual (E. Buckler y T. Haolsford, 1996).

Se ha reportado que ¢l ITS presenta variacién a diferentes niveles es decir, en cuanto al niimero
de unidades transcritas encontrado en el ITS-1 de tres especies de parésitos lo cual contribuyen a la
variaci6n de tamaiio total en e} TT'S (Kane y Rollison 1994}, En cuanto a la variacién intraespecifica, se
han realizado estudios en la familia Winteraceae donde se muestra que clones de algunas especies
presentan mucha mayor divergencia gue 12 que se encuentra interespecificamente.(E. A. Zimmer, 1993},



Asimismo un estudio realizado para P. rzedowskii con RFLP's encontré evidencia de polimorfismo
intraindividual (Quijada, 1996).

En el género Pinus, la regidn del TTS es excepeionalmente larga (3000 pb), solo superado por el
género Picea (3400 pb, Bobola et al., 1994; Liston et al., 1996). E} ITS en P. pinea (Marroco et al,
1996) es de 3037 pb y contiene 5 subunidades repetidas y organizadas en tandem. El mapeo de sitios de
restriccién sugiere fa presencia de subunidades similares, en otras especies del subgénero Pinus (Liston
et al 1996). También se ha observado que fa variacidn dentro de secuencias parciales en ¢} ITS! en pinos
es alta, similar a lo que ocurre en la regién total del ITS en angiospermas (Liston et al., en prep.), pero la
fuente de (2] variacién en la mayorfa de las gimnospermas permanece atin sin conocerse.

Espaciador extemo no wranscrito
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Fig. 2 Sc muestra la unidad transcrita que se repite. Estd formada por las tres subunidades
codificadoras, los dos espaciadores internos que se transcriben (1TS), Jos espaciadores externos que se
transcriben (ETS). Se muestra el lugar en donde se anclan los oligonuclestidos (ITS-5 e ITS 268 25r)
para amplificar las secuencias del I'TS.

Como se menciont en el capitulo anterior, el ITS! es un locus muy \til para medir tasas de
introgresién en zonas hibridas. Ademés nos proporciona wna fuente de informacidn adicional, que
complementada con el uso de otros marcadores moleculares, permite establecer una conexién entre un
enfogue microevolutivo y fos procesas que dicron origen a Jas especies que constituyen la zona hibrida
(Quijada et al., 1997).
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1.5 Andlisls y Reconstruccion Filegenética

Un 4rbol filogenético es un diagrama de ramificacién que representa la secuencia de eventos de
especiacién. Con él s¢ puede ademds, estimar el tiempo de divergencia de los organismos desde que
compartieron el dlkimo ancestro comin, dentro de un grupo, lo cual es una hipdtesis de las relaciones
genealSgicas entre taxa y de su evolucidn, por lo que su valor depende de la cantidad y calidad de datos
en jos que se sustenta.

Dentro de la sistemdtica encontramos la discusidn epistemoldgica y ontolggica  entre tres
escuelas diferentes; Los sistemdticos evolutivos, los taxénomos numéricos o feneticistas y los cladistas o
sistemdticos filogenéticos; como representantes de la primer escuela se encuentran Mayr y Simpson, la
segunda por Sokal y Sneath y [a tiltima por Hennig (de Queiroz & Donoghue, 1988), quien propone el
método de reconstruccién filogenética circular.

Hennig en 1950 bajo el criterio del grupo externo, pemmite diferenciar a las homologfas
especiales de las generales (Wiley 1981), y de esta manera el grupo interno serd agrupado con base en las
caracteristicas especiales compartidas (apomorfias). Al mismo tiempo, nos da un eje de referencia
temporal. Elige las reconstrucciones soportadas por un amplio ndmero de caracterfsticas ¢ interpreta los
resultados inconsistentes como homoplasias (Brooks, 1921)

Desde el marco concepiual cladista, un agrupamiento natural conticne solo grupos
monofiiéticos, bajo éste esquema, una clasificacién artificial nos muestra taxones artificiales que
representan una unidad incompleta o invilida evolutivamente; como serfan los grupos parafiléticos y
polifiléticos.

Por todo lo anterior nos encontramos con diversas metodologfas para inferir una filogenia asi
como diferentes conceptos y fines para lo cual se reconstruye una filogenia. Por ejemplo entre el
cladismo y el evolucionismo (Mayr, 1904) la diferencia principal radica en que el cladismo se basa en el
“ancestro comiin mas reciente” definiendo a las especies por la posicién de caracteres derivados
compartidos (autoapomorfias} y la meonofilia del grupo, sin aceptar grupos artificiales. Los
evolucionistas, también se basan en “el ancestro comin mds reciente” s6lo que lo dan cabida a grupos
artificiales; para ésta escuela, [a clasificacion debe ser consistente con la filogenia y representar a sb vez
el grado de diversificacién y divergencia en términos de similitud (de Quieroz & Donoghue, 1988).

Por otro lado tenemos a 1a taxonomia numérica, 1a cual se basa exclusivamente en las similitudes
fenéticas, entendiendo por fenético cualquier caracter utilizable en la clasificacién, por lo tanto se
encuentra libre de inferencias genealdgicas.

Existen dos diferentcs métodos para la reconstruccidn de drboles uno es ¢l método de
parsimonia utilizado bisicamente por los cladistas y evolucionistas y otro el de distancia con el cual se
basan algunos evolucionistas asf como feneticistas,

Los métodos de distancia, utilizan medidas de similitud o disimilitud con jo cual no supenen una
conexidn directa entre la similitud y 1as relaciones evolutivas. Un método de distancia es el de Neighbor
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joining (Li y Graur, 1991), éste método, no asume que las tasas de substitucién deban ser constantes.
Este consiste en conectar de manera aditiva pares de OTU’s en un fenograma y no requiere de una rafz
para dar polaridad, sino simplemente establece relaciones de distancia que son compuladas en una matriz
de distancia en donde se comparan cada uno de los OTUS contra todos los demds y los dos que tenga el
mayor puntaje o similitud serfin considerados el primer par y para la siguiente bdsqueda serdn
considerados como un solo OTU y asf el proceso continua hasta agrupar a todos los OTU's, este
método identifica de manera secuencial los pares de OTU’s que minimicen €l tamafio tota] del drbot (Li y
Graur 1991).

Los métodos de parsimonia o evolucién minima involucran Ja identificacién de un 4rbol tal que
requiere el menor mimero de cambios evolutivos para explicar las diferencias observadas entre OTU’s
bajo estudio, el 4rbol que se obtiene es un drbol de méxima parsimonia (Li & Graur, 1991).

Este método tiene varios supuestos importantes. El primero es que los caracteres deben ser
independientes es decir la presencia o ausencia de un caracter no debe relacionarse o depender de otro
caracter ya que esto nos Hevarfa a sobrepesar ciertos caracteres mas que otros.

Para poder establecer relaciones temporales de divergencia es necesario utilizar una rafz la cual
generalmente €s un grupo extemo que va a dar una polaridad al cladograma, esta raiz es el ancestro
comiin de todo los OTU's bajo estudio y va a definir el camino evelutivo dentro de grupo interno ¥
funciona come un eje temporal (Li y Graur, 1991).

Un caracter es informativo siempre y cuando favorezea algunos drboles sobre otros ¥ sélo son
caracteres informativos, aquellos que estén compartidos por dos o mas de dos taxa.

Los cambios de caracter que estdn presenices en clados de diferente jerarquia dentro del gropo en
estudio serian plesiomarfias (caracteres ancestrales compartidos} que no pueden indicar relaciones dentro
de! grupo; es decir solo las sinapomorfias (caracteres compartidos derivados) nos delimitan grupos
monofiiéticos.

Tabed

2ABed

JALCD

4AbCd

Fig. 3 lustra que el estado de caracter avanzado A, C (autopomorfias) delimita al grupo 2,34 y 3.4
respectivamente; mientras que ¢l estado de caracter b presente en taxas 3 y 4 no puede delimitarlo como
grupo ya que es un estado de caracter retenido primitivo que estd presente también en ¢l taxon 1 s decir
es plesiomérfico,
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Las homologias sélo se caracterizan a nivel de sinapomorfias que son caracteres compartidos
derivados y por o tanto de ancestria comin bajo estricto criterio de monofilia segiin la perspectiva de
Henning (Forey P.L. 1992).

Sin embargo estas homologfas asi como las analogfas se definen segdn el nivel jerdrquico. E
mismo Henning argumenta gue la ancestsfa comiin por si misma no puede ser un criterio rigurosos para
justificar grupos taxondmicos

Frecuentemente se ha argumentado que los métodos de estado de caracter (parsimonia) son més
poderosos que los métodos de distancia , puesto que al realizar matrices de distancia sc pierde
informacién dado que se hace sélo un promedio del nidmero de caracteres compartidos entre el total. Sin
embargo los métodos de parsimonia en algunos casos utilizan solo una fraccién de ios datos disponibles,
por lo cual el método en ocasiones es menos eficiente que los de distancia Saitou y Nei 1987), a menos
que ¢l mimero de sitios informativos sea muy grande entonces el método de parsimonia es generalmente
mas efectivo.

En el caso de que estemos utilizando informacién genética, nos enfrentamos al problema de que
los patrones de ramificacién de genes pueden diferir del de las especies en topologia y en el tiempo de
divergencia en ¢! caso de que usemos genes pardlogos.

1.6 Tasas de substitucién en e} ITS

Un andlisis filogenético con métodos de parsimonda, suponen que las tasas de evolucién
molecular son constantes a lo largo de los diferentes linajes, por lo tanto es importante obtener las tasas
de substitucién, y mostrar que gslc supucsto se cumpie,

Zuckerkand] y Pauling (1962) fueron los primeros en proponer que las secuencias de DNA
evolucionan a tasas constantes, A este hecho s¢ le conoce como reloj molecular y funciona bien bajo la
teorfa neutralista, es decir cuando 1a tasa de evolucién neutral en secuencias génicas es proporcional a la
tasa de mutacién. Esta proporcionalidad, esta definida por el grado de restriccién funcional que tiene una
secuencia (Kimura, 1983)

Sin embargo diferentes genes y diferentes sccuencias dentro de genes, evolucionan a diferentes
tasas (Li y Graur, 1991; Nei, 1987; Wilson, 1987) esta diferencia en las tasas sc da a los diferentes
niveles como serian; entre las diferentes posiciones nucleotidicas, entre genes no homélogos, entre
intrones, exones ¥ pscudogenes, y entre genomas de un linaje (Avise 1994).

Algunos argumentos en contra def reloj molecular, surgieron a partir de estudjos, en donde se
midi6, Ja vadanza empfrica en las tasas de substitucion, y la media esperada, y se encontré que €sta
Gltima excede a la primera (Langley y Fitch, 1974; Ohta y Kimura, 1971) y esto ha sido interpretado en
contra de la uniformidad del reloj molecular (Gillespie, 1986; Takahata, 1988), dado que la teorin
neutralista supone, que la media en la tasa de substitucidn debe ser igual ala varianza
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A pesar de ello, la idea de las tasas de evolucién constante prevalece y solo bajo €ste supuesto
los marcadores moleculares nos pueden brindar informacién de las relaciones de ancestrfa entre las
especies ¥ se puede hacer una calibracién temporal a partir de datos paleontoldgicos o biogeogréficos.

En el ITS, las tasas de substitucién que se han encontrado para la familia Winteraceae,
Gossypium, Nicotiana, Tripsacum y Zea son heterogéneas, ya que exislen genes pardlogos que han
derivado en pseudogenes, lo cual representa una limitante para su uso. Sin embargo, estos genes,
pueden identificarse por la estabilidad termodindmica en su estructura secundaria, su alta tasa de
substitucién y de este modo diferenciarse de los genes codificadores (Buckler, E.S. et al., 1996).

En cucurbitaceas se encuenttan diferencias en el tamafio del ITS originadas por un niimero
diferente de subunidades transcritas que va de nueve a cinco con una ongitud aproximada de 760 pb.
También se encuentran duplicaciones (probablemente por entrecruzamiento desigual) de regiones
codificadoras incluyendo la regién de transcripeién y de terminacién, lo que sugiere diferentes tasas de
homogeneizacidn y por fanto de substitucién en el ITS (Torres, 1993),

Un estudio sobre las tasas de evolucién molecular en regiones no codificadoras de genomas de
plantas encuentra que para ¢l ITS la tasa de substitucion es de 0.776 mostrando ser el mas alto respecio a
tral., y NAD1b (Friar y Porter, 1997).

Datos sobre Jas tasas de substitucién para el ITS muestran que existen diferencias entre las tasas
de intercambio intra e inter cromosomales (Lyckergaard y Clark, 1991).

1,7 Filobiogeografia

Una segunda estimacién filogenética se sustenta en la reconstruccién biogeografica, Estas
refaciones filogeograficas, en las tltimas décadas han sido reveladas a través de andlisis moleculares.

La biogeografia trabaja bajo dos hipétesis principales vna s Ja explicacién de la distribucién
disyunta y especiacién debido a fendmenos de vicarianza y otra es la hipétesis dispersionista {Avise
1994). La mayorfa de las pruebas y en particular las que se desarrollan en escenarios vicariantes, han
involucrado estimaciones filogenéticas usando caracteres tradicionales no moleculares (Cracraft, {986) y
no ha sido sino hasta Tos dhtimos afios que los métodos moleculares han jugado un papel importante en
los modelos blogeogréficas de vicarianza (Berminghan et al. 1992).

Los patrones filogenéticos comienzan a ser comprendidos ¥ comparables cuando estos se
expresan en cladogramas de drea, es decir cuando los taxa son substituidos por reas; expresando asi las
interrelaciones de fireas como determinantes de la informacién filogenética (Humpries, 1986). De este
modo un &rbol de drea representa la ancestria comiin de las biotas, del mismo modo que un 4rbol de taxa
representa las relaciones de ancestrfa comin entre especies, Generalmente los cladogramas de drea
pueden ser examinados compardndolos con otro grupo taxondémico no relacionado, endémico a las 4reas
relevantes y que presente un patrén equivalente al expuesto por el grupo en cuestion.

Las primeras aplicaciones cladistas a Ia biogeografia fueron hechas por Henning (1966) con la
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finalidad de encontrar “centros de origen” relacionados a grupoes monofiléticos, bajo el razonamicnto de
que existe una estrecha relacién entre Jas especies y el espacio que cada una de ellas ocupa; es decir, hay
patrones de dispersidn tnicos er cada especie independientes de su historiz y otros como la vicarianza
que pueden influir de manera mds general en la evolucién de diferentes grupos de organismos, (
Humpries, 1986) estos dos factores se entremezclan dando lugar a historias evolutivas mas complejas.

Cuando nos encontramos con un patr6n de distribucién muy amplio, que presenta barreras
geograficas y se repite en muchos grupos tatonGémicos que no se encuentran relacionados, es poco
probable que esto se haya debido a eventos de dispersién. La explicacién mds parsimoniosa, entonces,
serin un escenario vicariante en donde las especies aparecieron antes de la formacidn de éstas barreras.

El método vicariante de biogeografiz propuesto por Rosen (1976), consiste en marcar la
distribucién disyunta de componentes de grupos manofiléticos sobre un mapa. Uniendo estas dreas, bajo
el supuesto de que las biotas son productos vicariantes, es decir fragmentos de una sola biota ancestral,
&ste autor considera que fas hipdtesis dispersionistas, son mds inestables debido a que apelun 2
explicaciones individuales e independientes que son mis dificiles de probar.

Existe una clara diferencia entre los escenarios vicariante y dispersionista. En el primer caso,
existe la posibilidad de una relacién entre la edad del taxa y la edad de las barreras limitantes, con lo cual
las interpretaciones resultan sencillas. En el segundo caso cada especie, o grupo de organismos, se
comporta de manera diferente, y la relacidn entre los patrones de distribucién de cada grupo y su historia
es mds dificil de establecer, teniendo asi un escenario mas complejo.

La solucién para definir las relaciones de drea, parte del método biogeogréfico cladista
propuesto por Platnick y Nelson (1978); el cual combina el métoda cladista de Henning, que pretende
encontrar el “centro de origen”, con el método panbiogeogrifico de Crojzat (1964) quien supone que Jos
modelos de dispersién explican las disyunciones por migracidn, através de bamreras preexistentes, y los
modelos de vicarianza se explican por la aparicién de barreras que fragmentaron especies ancestrales.

F! método biogeografico cladista, involucra primero Ja bisqueda de todos los grupos
rmonofiléticos con taxa gue se encuentran en por fo menos tres © més dreas similares. Los cladogramas
son producidos para cada grupo de organismos, los nombres de los taxa son substituidos por las dreas
en las que se encuentra cada taxon; las dreas sobre un cladograma indican la trayectoria del grupo.
Finalmente, el éxito para encontrar un patrén vicariante en la naturaleza, depende de la frecuencia sobre la
cual Jos factores comunes afecian Ja evolucién y distribucién de dos 6 més grupos de organismos. Para
encontrar estos patrones congruentes (Rosen 1978, rev. en Humpries, 1986) es necesario eliminar
componentes que no se encueniran bien resueltos en el cladograma.

En este estudio utilizamos para el andlisis biogeografico, el método desarrollado por Page R.,
(1993) que consiste en comparar drboles de especies y hospederos, especies y 4reas, drboles moleculares
y morfoldgicos ete. Sc obtuvo un frbo) de freas, a través de una hisqueda heurfstica, a parir de la
filogenia de especies y las dreas que ocupan cada especie, el programa realiza un consenso entre estos
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dos datos. El programa que se utiliza es ¢l COMPONENT 2.0 {1993); éste analiza, en el caso de los
cladogramas de 4rea, cual ¢s ¢l mejor cladograma de édrea, cuando trabajamos con dos diferentes
especies, generando un solo cladograma que es ¢l resultado de dos componentes. Sin embargo, también
se puede realizar este andlisis de componentes con un solo grupe de especies y las 4reas. Es necesario
poner atencién en aguellas especies ampliamente distribuidas, ya que €stas son una fuente de
ambigiiedades y posiblemente nos hacen perder informacién valiosa.

1.8 Métadoe comparalivo.

Este método, tiene como objetivo, probar como los cambios evolutivos entre caracteres, estdn
correlacionados a través de su historia evolutiva y consiste en la comparacidn de dos fenotipos a través
de un rango de especies 6 un fenotipo con ur ambiente variable. Debido a que las especies forman parte
de una estructura filogenética, tales comparaciones, no pueden verse a través de supuestos estadisticos
independientes de tal distribucin. Dado que no puede excluirse la evolucion convergente. Los métodos
estadisticos son poco ttiles; debido a que la mayorfa de las regresiones, correlaciones, tablas y métodos
de contingencia, incluyen métodos no paramétricos, que suponen gue los puntos de una distribucion
comtin, son independientes de su historia filogenética; esto ocasiona upa sobreestimacién en la
significancia de }a hipétesis a probar. Es decir, la presencia de un alto nimerc de taxas que retienen
estados de caracter primitivos aumentan los valores de correlacidn estadfstica simple, independiente de Ia
filogenia, en contraste con andlisis de correlacién dependiente de la filogenia,

El método comparativo, requiere de una topologia filogenética asf como de saber el tamafio de
las ramas; dadas estas condiciones, la filogenia especifica el tipo de contrastes entre las especies,
contrastes que son significativamente independientes y que pueden ser usados en estudios de comrelacitn
o regresion.

Para caracteres continuos existen tres diferentes métodos: el de contraste independiente (CI)
(Felsenstein, 1983), el de cambio potencial parsimonioso (Madisson, 1991) y de autocorrelacién
filogenética (Gittleman y Kot, 1990). En el primer caso, la asociacidn entre dos variables en una
filogenia es probada por comparaci6n estadistica de 1a cantidad de divergencia en cada caracter a lo Jargo
de cada rama y es et método utilizado en el presente trabajo y se basa en la hipdtesis de que un caracter
determinado en una especie, puede ser producto de una herencia filogenética en un nivel jerdrquico, pero
también puede ser producto de una adaptacién en un nivel jerirquico superior (Harvey y Pagel, 1991)

Para estimar la relacién entre dos caracleres continuos, se uso el método de contrastes
independientes, et cual wransforma los valores de distancia en varianza esperada. Este programa de
simulacién requiere de conocer la topologia del 4rbol, el tamaiio de las ramas, los valores de cada una de
las dos caracterfsticas (la media total) et valor de inicio para cada caracterfstica (las dos caracterfsticas
comienzan de cero porque fa hipdtesis nula de comelacidn es cero). E! modelo asume que las relaciones
esperadas entre fenolipos de diferentes especies, comparten una historia evolutiva, por lo tanto, la
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iongitud de tas ramas sobre la filogenia, tendrd una relacién con los cambios de caracter, es decir que
éstos serdn equivalentes a la matriz de similitudes esperadas entre fenotipos imterespecificos, y por
Gltimo, que la varaci6n intraespecifica es mucho menor a la variacién interespecifica, lo cual esta
incorporado explicitamente en el modelo. De este modo, los valores de distancia obtenidos en puestro
cladograma determinan sustancialmente los valores de correlacién entre caracteres.

Cuando observamos que estados de caracter similares, ban cvolucionado de manera
independiente (en grupos filogendticamente Jejanos) en ambientes similares, suponemos que existié un
fen6meno de adaptacién. Pero coando se observa similitud entre especies relativamente cefcanas sc
supone que dicha similitlud se debe a una identidad por descendencia, asociada con restricciones
filogenéticas (Martins y Hansen, 1996). Los métodos comparatives permiten distinguir los crigenes
evolutivos independientes de los estados de caracter en aquellos casos de identidad por descendencia, por
ello es necesario el uso de caracteres homodlogos. El programa gue se utilizé para éste andlisis fué
COMPARE 1.0 (Martins, E.,1995),

El andlisis comparativo se realizg para probar las siguientes hipStests:

Los pinos pueden dispersar sus semillas por viento o por aves, el desarrollo de alas
probablemente surge como consecuencia de la dispersién por viento, y ocurre comunmente en zonas
altas, mientras que la dispersién por aves, cominmente se ha considerado wna adaptacion bajo
condiciones xéricas o de competeacia (Tomback & Linkart, 1990) y se correlaciona con un tamafio
mayor de 1a semilla, Asimismo el tamafio de Ja semilla parece determina el tamafio del ala es decir,
semillas muy grandes, presentan una reduccién de el ala o bien semillas muy pequefias presentan alas
mds grandes. Algunas hipétesis sobre la pérdida del ala, han sido atribuidas a la seleccién por aves
dispersoras (cérvidos del género Nucifraga), en los pinos pifioneros; gracias 2 las cuales se pueden
regenerar fas poblaciones de pinos (Lanner,1989). Con base en Jo anterior nosotros esperamos que
exista una fuerte correlacion entre el tamafto de 1a semilla y el ala, asf como con el tipo de dispersion y
hébitat estos dltimos, necesitardn ser codificados para su anélisis.

En la segunda hipttesis la intensidad de la herbivoria determina la frecuencia con que se
presentan los siguientes caracteres: yema (resinosa vs no resinosa y pubescente vs. glabra) y espina del
cono (atsericia vs. presencia), esperando encontrar en aquellos pinos que habitan bajo condiciones
xéricas y por lo tanto de mayor competencia, un mayor niimero de éstos caracteres, asi como una mayor

_ correlacidn entre estos.

Y por dltimo, las condiciones de aridez conducen a una rednceién en el mimero y tamafio de las
acfculas y determinan el tipo de crecimiento lo cual estd estrechamente refacionado entre si, Malusa,
(1992); Farjon, (1996). Por Jo que a mayor aridez se dard un crecimiento erecto con hojas rigidas; y en
climas temptados y himedos, puede ir desde flexibles hasta colgantes con aciculas fargas y en un mayor
mimero.
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OBJETIVOS
-Analizar el polimorfismo que existe en los fragmentos de restriccién (RFLP’s) del espaciador interno
transcrito (ITS) del DNA ribosomal nuclear entre 44 especies del género Pinus en México y tres especies

curoasidticas.

-Utilizar esta base de datos para hacer la recenstruceidn filogendtica utilizando al ITS como marcador
molecular con base en métodos de distancia y de parsimonia.

-Mapear sobre esta filogenia algunos de los caracteres que han sido utilizados para la clasificacion de
pinos, y plantear algunas hiptesis de evolucién morfol6gica, utilizando el método comparativo.

-Contrastar algunas de las hipétesis biogeograficas de distribucin de pinos en México con los eventos de
divergencia que existen en la filogenia obtenida.

-Comprender algunas caracterfsticas de la evolucién molecular del ITS en el género, tales como la
distribucién de distancias genéticas, tasas de substitucitn, y homogenizacién de secuencias.

-Con base en lo anterior explicar los polimorfismos encontrados, asf como los probables eventos de
hibridacién que se detecten a través de RFLPs.
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el rompimiento de las paredes celulares a través de la pulverizacién con nitrégeno liquido, para lo cual se
usa un mortero, y el buffer de extraccién. Una vez homogeneizado el tejido se centrifuga para eliminar el
buffer que queds en ¢l sobrenadante y se wtiliza un buffer nuevo que formara el complejo deido nueléico-
CTAB. La muestra se vuelve a centrifugar y se resuspende el pellet con buffer CTAB2X , se incuba a
60°C, Para separar los demds componentes celulares se utiliza cloroformo-octanol v volviendo &
centrifugar, con lo que se obtienen tres fases, en la superior se encontrarin los Acidos nucléicos.
Recuperada ya la fase superior que contiene el DNA, éste se precipita con isopropanol a -20° de 12 a 24
hrs.; se vuelve a centrifugar y se recupera ¢l pellet el cual se disuelve en 100 o 200 mi de buffer TE, se
almacena en congelacién a -20%.

2.2 AMPLIFICACION DEL ITS

Una vez extrafdo el DNA se amplificd el ITS utilizando los oligonulcettidos o “primers” ITS3
{White et al 1990) y el ITS 268 25r (Nickrent et al., 1994): (son subunidades que se caracterizan por su
velocidad de sedimentacién; S, por Svedburg y r por ribosomal) (fig. 2).

£l protocolo de amplificacién que se siguié para el ITS de pinos se mont6 en ¢l laboratorio y se
basa en ¢l protocolo de Liston (1992); con los siguientes reactivos: ddH20 70.5 ul, DMSO 2% 3u 1,
BSA 10mg/nl 2pl, Buffer 20 X 5 pl, MgCl2 25 mM 6 p), d NTPs 10mM 4 pl, primer ITS5 50pM 2 pl,
primer 26525r 50 pM 2 !, templado 5 pl y enzima taq 5U/ml 0.5 pl. Las caracterfsticas y funcidn de
cada reactivo se describen en el apéndice I1.

Estas cantidades son las que se necesitan para amplificar el ITS de un sélo individuo, para hacer
un niimero mayor de amplificaciones, se hizo lo siguiente:

Todos los reactivos anteriores exceptuando ef templado ¥ la enzima se afiadieron en un tubo
Eppendorf en el orden mostrado y segiin el niimero de muestras (especies) que gueremos amplificar es
por lo que se multiplica cada reactivo con jos cuales se hace una solucién conjunta que evite errores en el
micropipetes, Todo el procedimiento se realizé en frio: se toman 94.5 pl de ésta solucién y para cada
tubo de reacci6n, cuidando que la reaccitn final sea de 100 |} es decir; se agregan 5 pl, de DNA,
habiendo agitado previamente a éste, ¥ una vez terminado de poner todos los DNAs en cada tubo se
colocan en el termociclador y se inicia ¢l programa mimero 67 (Vdzquez Lobo, 1996},

Con ello Ja temperatura comienza a subir hasta llegar a la necesaria para Ia desnaturalizacién de Ja
doble hebra de ADN, permanece 5 ¢ 10 segundos y luego comienza a bajar a 72 *C en ese momento s¢
afiaden los 0.5 1l de la enzima y se vuelve a cerrar tanto los tubos como el termociclador, hasta que
finalice el programa el cual mantiene en la memotia las temperaturas, el niimero de ciclos y su duracién.
El volumen final de la reaccion es critico ya que determina el tiempo en que se van a alcanzar las
temperaturas requeridas.
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Reaccion en Cadena Polimerasa
PCR

35 ciclos

Extension

55 \

Tiempo

¢=== Enzima «

Fig. 4 . Diagrama de los ciclos, la temperatura y los tiempos necesarios para la amplificacion por PCR del
ITS
2.3 Método de digestiones totales con endonucleasas de restriccion (RFLP’s)

Una vez amplificada nuestra secvencia blanco para cada especie, se eligieron 9 enzimas dque
reconocieran 4 pb con la finalidad de obtener un mayor niimere de sitios informativos; la cantidad de
enzima requerida varia segiin la endonucleasa de que se trate asf como la temperatura y si es que necesita
o no de BSA para su actividad.

Las condiciones utilizadas para cada enzima fueron las siguientes:

ENZIMA CANTIDAD TIEMPO TEMPERATURA BSA
1000 pi=800U ul hr “‘C 1ul
Alul 0.630 6 37

Bfal 1.0 24 37

BstU 1 0.5 2 60

Dpn 1T 0.5 6 37

Hae III 0.5 6 37

Hhal 0.25 6 a7 X
Mspl 0.25 6 37

Rsal 0.5 ] 37

Taq 1.25 2 65 X
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Se siguieron las especificaciones y se usaron los buffers segtin cada compadifa. Dos unidades de
enzima por microgramo de DNA son generalmente suficientes para llevar a cabo la digesti6n, la cual
requiere de los siguientes reactivos: H20 (depende de la cantidad de enzima y del BSA) , buffer 20x 2pl,
BSA 10X 1], enzima de 1,25 s 0.25 segiin la enzima y 10 pl de ITS amplificado, Para tener un total de
reaccion de 20 pi
1) Mientras se corta el TTS amplificado, a la tlemperatura necesaria para que trabaje la enzima, se prepara
un gel de 1.5 % de Agarosa en buffer 0.5X TBE (Tris base, Acido bérico y EDTA); para su disolucién se
calienta hasta que quede completaments fundido y se agregan 10 ul de bromuro de etidio & concentracion
de 10mg/ul por 100ml de gel.

) Una vez disuelta la agarose y antes de que solidifique se vacfa en un recipiente y se coloca un peine
para formar las pozas; ya fria se retira cuidadosamente ¢l peine de preferencia dentro de la cimara de
clectroforesis.

1) A cada muestra de digestién se le agrega bulfer de cargado (6.25% de bromofeno! y 30% de glicerol
ent agua) para facilitar el manejo del fragmento digerido; se toman fas muestras mediante micropipetas ¥
ge colocan en cada una de las pozas del gel poniendo en cada extreme un marcador de peso molecular en
este caso se utilizé el marcador de 100 pb

4) El gel se sumerge en una cdmara para electroforesis que contiene un buffer 0.5X TBE por ¢! cual pasa
una comiente que va del polo negativo a positivo y hace que el DNA el cual es negativo se movilice hacia
el polo positivo, permitiendo la separacién de los fragmentos de pequefios a grandes; se utilizé una
corrients de 100 a 120 volts durante 2 o 3 hr, esto varia dependiendo la concentracion del gel; es decir
entre mayor sea ésta, se requiere un voltaje mayor, o un mayor tiempo de corrida; esto dltimo depende
més del tamafio de los fragmentos que esperamos obtener.

5) Una vez corridas Jas muestras en el gel, éste se observa a través de una cdmara de luz ultravioleta, la
cual hace tuminiscente al bromuro de etidio que a su vez tiene una alta afinidad por ¢l DNA; hay que
procurar que todas las bandas se hayan separado Io necesario para visualizarlas lo mejor posible.

6) Los resultados se registran mediante una fotografia polaroid o bien a través de un programa de
digitalizacién de imAgenes en computadora como Collage™ FOTODYNE, (1994), del cual tambicn se
obtiene una fotograffa; lo que nos permite el andlisis y corroboracién de nuestros datos.

Mediante las fotograffas obtenidas se calcula el tamafio de cada banda obtenida de la digestién para
cada especie, utilizando como referencia marcadores de peso molecular entre los cuales estdn el de 10D
pb y lambda A (Hindi-Eco); estos marcadores son segmentos de DNA digerido en sitios especificos, que
presentan fragmentos de pesoy tamaiio conocidos, y comen a Ia par de nuestras muestras, ddndonos vn
pardmetro del tamafio de cada banda. También podemos confirmar ¢! tamafio total del amplificado,
sumar todas os fragmentos. Para ef tamafio final, debeimos considerar vn rango entre 80 a 100 pares de
bases mis, debido a la secuencia que reconocen los “primers”.
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2.4 Reconstruccién filogenética, biogeogréfica y método comparativo
2.4,1 Métodos de parsimonia y distancia

Se construyé una matriz de caracteres mediante el programa Mac Clade (Madisson & Madisson,
1992) a partir de cada fragmento; es decir, de manera vertical se enumeran los OTU's o taxa y de manera
horizontal los caracteres. Bn este caso se usaron fragmentos y se codificé a la matriz con 1 y O para
presencia y ausencia respectivamente. Esta matriz se metié al andlisis filogenético con el programa PAUP
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony versién para Macintosh; desarrollado por Swofford; 1993
versién 3.04); dentro de £ste programa existen tres tipos de busqueda: exhaustiva, branch and bound ¥
heuristica, el uso de estos tres tipos de bisqueda depende del niimero de OTU’s con que se trabaja as{
como la capacidad de memoria de la computadora y su velocidad,

Para poder dar polaridad al 4rbol se utiliz6 a Picea como grupo externo y se le di6 el mismo
tratamiento que a todas las especies de pinos, indicando en la biisqueda que ¢sta fuera tomada como
grupo externo.

Para hacer mds eficiente ¢l método, se da la informacién al programa para que ignore los
caracteres no informativos, el orden de adiciSn de taxas no es de gran importancia en €l caso de que no s¢
tengan hipdtesis de evolucién a priori, lo cual es poco comiin para los caracteres moleculares, sin
embargo en algunas ocasiones, cuando usamos datos morfoldgicos, se puede facilitar la adicion, si se le
daun orden; la adicion puede ser 4l azar o por cercanfa, (Li y Graur 1991). Cuando se define el grupo
externo, por omisién, éste serd el taxa por el cual se comience. A todos los caracteres se les di6 el
mismo peso.

Dado que ¢l grupo de especies con las que se trabajé fué demasiado grande, la biisqueda
exhaustiva no pudo aplicarse a toda la base de datos por io que se hizo una buisqueda heuristica Ja cual
disminuye la certeza de una biisqueda 6ptima, pero también disminuye ef tiempo de cémputo (Swofford
1993). Esta bilsqueda consiste en la utilizacién de un drbol generado al azar para comenzar el proceso.
Sobre €], se realizan los distintos rearreglos para reducir el nimero de pasos. Al encontrar un drbol de
menor longitud, se le adicionan taxa. Cuando no hay maner de mejorar el 4rbol se puede reiniciar con
otro 4rbol; la bidsqueda se puede optimizar realizando varias repeticiones iniciando con drboles distintos y
especificando las opciones de arreglo de los clados.

Para estimar la confiabilidad estadfstica de los drboles se usé la #cnica de "bootstrap” (Li ¥
Zharkikh, 1994} el cual es un mélodo de submuestreo © remuesireo en donde se van haciendo
reemplazamientos, duplicando una columna completa de un caracter la cual va a remplazar a otra, con lo
que se genera una matriz de caracteres diferentes, a partir de la cual se genera un nuevo &rbol y asi
sucesivamente.
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El nivel de confianza se estimé por el porcentaje de veces que la hip6tesis filogenética se sustenta
entre el ndmero de seplicas de bootsirap (Sanderson, 1995). Se usaron 100 réplicas para el andlisis con
todas las especies y 500 para Jos haplotipos diferentes y los valores de cada rama nos indican el
portentaje de veces que ese clado se mantuvo igual durante todas las réplicas.

Para poder hacer el andlisis de los RFLP’s a través del método de distancia, la matriz de datos
cadificada con 0 y 1 se sustituyé por una matriz de distancia para lo cual fué necesarfo estimar el niimero
de fragmentos compartidos entre cada una de fas parejas de especies contra todas Ias demds; éste andlisis
se llevo acabo en ¢l programa MEGA 1.02 ( Kumar,et al 1993 ), Se usé fa siguiente férmula para estimar
Fque es el ndmero de fragmentos compartidas

F=2mxy
mx-+my
En donde "y" y "x" son las dos especies o taxa diferentes a comparar y mx, my son el nimero de
fragmentos en total de cada taxa y mxy ¢s el néimero de fragmentos compartidos. Después con la
formula:
D=1-F

Convertimos los valores de similitud o fragmentos compartidos a valores de distancia genética.
Para encontrar los valores de F y D antes mencionados se utiliz6 el programa Microsoft Excel 5.0; (1995)

La matriz de distancia se analizd en el programa MEGA 1.02 (Kumar et al, 1993). Se construyé
un 4rbol con el método “Neighbor joining”, sdlo con los haplotipos sin utilizar grupo externo. -

2.4.2 Tasas de substitucign y calibracién temporal del drbeol filogenético.

Una vez obtenida la F, se substituye en la formula G=F 1/4 (Gaut et al., 1997) y este valor se usa
en la siguiente ecuacién G=[F (3-2G)]"* ésta ecuacién se resuclve por un proceso de iteracién
obteniendo un vator de G el cual se substituye en la siguiente férmula:

K=-2/) In (G)
en donde r = al niimero de pb que reconoce 1a enzima y K es la tasa de substitucion (Gaot et al., 1997),
Para hacer tales estimaciones se utiliz6 el programa Microsoft Excel 5.0 (1995 )

Conociendo Ias tasas de sustitucién entre todas las especies se hizo una prueba de las distancias
relativas entre especies del subgénero Sirobus vs Pinus y también dentro de cada subgénero; es decir
entre subsecciones con el objeto de encontrar si existen diferencias significativas en las tasas do
substitucién dentro del género Pinus .

El modelo que se utiliz6 para conocer las tasas relativas de substitucién, (Wilson, 1973) no
necesita saber los tiempos de divergencia por lo que resuelve 1a controversia sobre la incongruencia entre
el refoj molecular y el tiempo de divergencia. La l6gica matemditica es 1a siguiente:

K xc= Koa+ K oc
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En donde C es ! grupo externo, O es el iiltimo ancestro que compartieron Ay B; K ,ces e
nimero de substifuciones entre el grupo externo y una especie del grupo interno, K, es el nimero de
substituciones gue han ocurrido en A desde la divergencia con Ja especie B y K o es ¢l niimero de
substituciones que se han acumulado desde que divergid el grupo externo hasta antes de la divergencia
entre las especies A, B del grupo interno.

La eleccidn del grupo extemno se hizo basdndonos en la especie que se encontraba igualmente
cercana (topoldgicamente) a las dos especies a comparar.

El tiempe que ha pasado desde que Ias especies A y B compartieron el dltimo ancestro comiin, es
por definicién, igual en ambos linajes; de esta manera tenemos que Ko, y Ky deberian de ser iguales a

3= Ko - Koy
en donde 3 no puede ser diferente de 0; con Io cual tenemos:
8 =Ky - Kyc

Para saber si nuestro vaior de § es significativamente diferente de 0, se compard con el error

estandard; y si e! valor absoluto de 8 es mas de dos veces ef ecror estandard serd considerado significativo
en vn 5% (Gaut et al., 1997),
(KAC'KBC)/ SE(KAC'KBC)
La férmula con 1a que se calculo el error estandard fué  Ia siguiente: (Nei y Li, 1579).
SE= Sin.

En donde S= Nxy/No: Nxy= nimero de frapmentos compartidos por las dos poblaciones y
No=ntimero total de sitios de restriccién al tiempo cero

También se hizo un andlisis que nos permitié saber si 1a tasa de substitucidn es constante entre
grupos monofiléticos, es decir entre, subgéneros y entre subsecciones; la férmula que se utilizé fué la
siguiente

r=dy +dy -y /dy+4d;;-dyg

En donde d,, es la distancia promedio de un grupo monofilético al grupo externo, dy es la
distancia promedio del otro grupo a comparar al mismo grupo externo y d;, es la distancia que existe entre
los dos grupes que se comparan. La hip6tesis nula supone que r= 1; sin embargo, debido a fa varianza en
r se utilizé ¢l estimador estadistico Z (Li y Bousquet, 1992)

Una vez corroborado que no exisien diferencias significativas en lzs tasas de substitucion entre
cada rama del 4rbal filogenético; se utiliz6 el registro fésil asf como el tiempo de algunos eventos
morfotecténicos, para calibrar el &rbol y darle un tiempo real de especiacidn, Ja suposicitn fundamental de
esto es que opera un reloj molecular y 1a tasa es constante.

Se tomé el registro §6sil del pino mas antiguo y de otros registros fésiles que se tienen para pinos
viendo con que secciones ¢ subsecciones los han relacionado por sus caracterfsticas morfolégicas y de
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que periodo datan. P. eanariensis , la cval se distribuyen en islas ocednicas de las que se tiene el tiempo
de aparicién nos da una referencia en tiempo real de ia distancia de esta especie respecto a su grupo més
cercano. Se sabe que Tenerife, la isia mds oriental, y 1a més antigua, tiene 15.7 m.a. de haberse formado
(Aucochea et al, 1990, revisada en Thorpe et al., 1994), otra referencia geolégica es la aparicién de los
Himalaya.

Con esta informacidn se calculé el tiempo de divergencia segiin Ja distancia entre cada rama para
todas las especies. Este tiempo se corrobor$ de nuevo con la dataci6n de los registros fGsiies mas
recientes que se tienen de algunas subsecciones del género, como es el caso de la subseccién Oocarpae
para la cual se tienen registros relacionados con las siguientes especies; P. greggif, P. patula, P. pringlei,
P. attenuata, P, radiata, y de 1a subseccién Cembroides con la especie P, edulis . También se tiene
registro f6sil de especies relacionadas con la aparicién de cada subgénero. El célculo se hizo & partirde fa
férmula

Tz= K/2r en donde T2= 2 Kab (T1)/ Kac+Kbc

En donde K= distancia génica, T1= tiempo de divergencia respecto al grapo extemo, (Takezaki,
N. et al, 1995)

2.4.3 Métedo de andlisis biogeogrifico

Este andlisis se hizo mediante el programa computacional Component (Page,1993; versién 2.0
para Windows); el cual compara 4rboles y nos provee un rango de consenso, la comparacién puede ser
entre frboles de hospederos y pardsitos, arboles génicos y drboles de especies, y es Ja primera propuesta
para computar cladogramas de drea para anélisis biogeograficos.

Dicho andlisis requicre de una base de datos gue contenga ordenados en una columna las especies
bajo estudio y cada una de las dreas que ocupa en la actualidad y otra base de datos ¢n la misma haja en
donde se tenga a manera de texto la reconstruccidn filogenética que elegimos; a partir de estos datos se
obtiene un drbol a fravés de una biisqueda heurfstica y se hace un consenso estricto.

Una vez obtenido ¢l drbol consenso, se da tiempo geolGgico a Jas dreas elegidas y se compara con
el érboi de especies para contrastar nuestras hip6tesis biogeogréficas de vicarianza o dispersionismo.

La reconstruccién filogenética que se utilizé fug nicamente de las especies (30 especies y Picea )
que representaban cada uno de los haplotipos diferentes para los dos subgéneros y que mantienen un
rango de distribucidn restringido, Esta filogenia, también se utilizé para analizar cada subgénero por
separado, es decir la filogenia se editd en dos partes, La codificacién de dreas bajo la cual sc trabajé fué
la clasificacién de las 4reas geoldgicas de México presentada por Ridley {1996). Asf mismo otro andlisis
que se hizo fué con aquellas especies del Subgénero Strobus y Pinus por separado; para [o cual se comrié
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un nuevo frbol a través de una biisqueda branch and bound en el programa PAUP vy se pasé a formato
para hacer e] andlisis en et programa Cornponent.

Un estudio sobre la historia biogeogréafica de la regi6n holdrtica (Enghoff, 1993) encontr que la
relacion disyunta de especies en un cladograma de 4rea se da con mayor frecuencia en niveles
taxonémicos mds altos, es decir en taxa mfs antiguos, que reflejan  las configuraciones
paleocontinentales, a diferencia de un tipo de distribucitn continua que es caracterfstico de taxa mds
recientes.

La hiptesis de trabajo de este andlisis es que si Jos eventos geoldgicos més imponantes en
México como son la aparicién de Sierras y Valles, influyeron en la especiacién del género Pinus,
entances la filogenia de dreas deberd coincidir con nuestra filogenia de especies. Con base en Ia hipStesis
propuesta por Little y Critchfield, de que la aparicién de el subgénero Pinus antecedié al subgénero
Strobus, esperamos que ¢l Subgénero Pinus, presente una distribucién disyunta en contraste con una
distribucién continua para Srrobus.

2.4.4 Método comparativo: mapeo de caracteres morfolégicos sobre la filogenia

Para este andlisis fué necesario utilizar Ia filogenia més robusta que se obtuvo y sobre de ella s
analiz6 como se distribuyen algunas de las caracterfsticas morfol6gicas de interés con lo que s¢ pretende
analizar la evolucién de caracterfsticas gue se encuentran correlacionadas yfo que tienen que ver con
algunas hipétesis adaptativas de los pinos.

1)Tipo de yema (glabra o pubescente)
resina en yema (ausente o presente
espina en cono (ausencia o presencia)
2¥Tamafio de la semilla (3mm., 6mm, 9mm, 12mm, 15,>15)
presencia de ala y tipo de esta (ausente, articulada, adnada y rudimentaria)
longitud del ala (1-5 mm,6-10mm, 11-15mm , 16-20, 21-25mm>25mm)
3)Ndmero de hojas en fasciculo (1,2,3 .4, )
tamaiio de las acfcufas ¢mds de 30cm, 30cm, 25cm, 20cm, 15cm, 10cm, Scm.)

tipo de crecimienio en la hoja (rfgido erecto, colgante, flexible)

Estas caracier(sticas se ordenaron en una matriz en el programa Mac Clade {Madisson &
Madisson, 1992). Los 4rboles que se obtuvieron en PAUP (Swofford, 1993), s¢ exportaron 2 Mc Clade
para poder observar la distribucién de Jas caracteristicas antes mencionadas y contrastarlas coh nuestras
hipétesis de evolucisn morfoldgica. (Fig. 10}

En este programa se mapeo la distribucitn de cada uno de los caracteres por separado. Después se
hizo un andlisis de correlacién con el programa computacional COMPARE 1.0 dentro de cada grupo de
los 9 caracteres para probar si la relacién gue suponen nuestras hipdtesis es estadisticamente significativa.
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Para ello se hizo lo siguiente: Se cre6 un archivo en el cuat se guard$ a manera de texto la topologfa del
frbol sobre el cual se trabajé y otro archivo, ¢l cual contiene los valores de distancia para cada rama del
Arbol. Por ltimo se crearon nueve bases de datos diferentes; es decir que se formaron tres conjuntos de
caracteres morfolégicos, cada uno con tres caracteristicas que se relacionan con cada una de Jas tres
hiptesis gue aquf proponemos y se analizaron las correlaciones para cada grupo de caracteres.
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III RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Implicaciones Sistemiticas

La reconstruecion filogenética que se obtuvo en nuestro andlisis, tiene agrupaciones monofiléticas
muy similar a clasificaciones antes propuestas; ¢l andlisis de Neighbor joining confirma la monofilia de
los Subgéneros Strobus y Pinus.(Fig. 7)

Sin embargo el uso de Picea mex. como grupo externo tanto en el andlisis de parsimonia, como el
de distancia sugieren, en e! primer caso, que el Subgénero Strobus no es monofilético, debido a que la
subseccioén Strobi se agrupa con el subgénero Pinus en un clado parafilético, (Fig. 5,6), y en el segundo
caso, la subsecei6n Sylvestres se agrupa con el subgénero Pinus, en un clado parafilético. A pesar de fo
anterior el orden en que aparecen los grupos y la delimitacién de cada subsecci6n, permanece igual en los
dos métodos.

En cuante a las reconstrucciones con ¢l método de méxima parsimonia se encontré una resolucion
para la subseccién Cembroides dentro del género en México, sustentada por valores altos de bootstrap en
donde P, nelsonii, una especie problemitica para su clasificacién, propuesta como tnica representants de
una nueva subseccién Nelsoniane, (Van der Burgh; 1973); se agrupa como la especie mas ancestral del
grupo de los cembroides con un valor de confiabilidad del 100% en 500 replicas. Sin embargo, tomando
en cuenta que la distancia genética del clado P. halepensis y P. bruria respecto a Ja Seccién Pinus es
menor, a la distancia genélica que presenta P. nelsonii respecto al grupo cembroides. Esto probablemente
es la causa de su posible ubicacién en una subseccién diferente.

En contraste con andlisis hechos por Pérez de 1a Rosaet al., (1995) P. quadrifolia y P. pinceana
ocupan una posicién ancestral dentro del grupo de los cembroides, pero solo P, quadrifolia presenta un
valor de confiabilidad del 90% y una distancia de por lo menos la mitad respecto a P. nelsonii , mientras
que P. pinceanc se encuentra por debajo del 50%. Su posicitn cambiz tanto en los drboles encontrados
bajo el método de parsimonia como en el andlisis de Neighbor joining, en el cual se encuentra a la base de
P. johannis y P. cembroides que forman un grupo monofilético, diferente al de P. maximartinezii, P.
reedowskii y P. edulis como especie basal de ambas (Fig. 7).

Con base en estudios morfolégicos (Klaus; 1989), al igual que para P. nelsonil, P. rzedowskii se
ha propuesto como Gnice representante de una nueva subseccién Rzedowskianae. Sin embargo en el
presente estudio, P. maximartinezii'y P. rzedowski forman un clado monofilético consistente tanto para
ol método de distancia como para el de parsimonia, con un valor de bootstrap de 99%. Sin embargo ia
distancia con respecto a [as demds especies del grupo cembroides no es tan grande como para crear una
subseccidn diferente. Estos dos métodos sugieren que este clado es el mas reciente dentro del grupo.

La Subseccién Strobi, que se resuelve casi en todas sus ramas excepto P. strobiformis, P.
ayacahuite y P. flexilis, como se menciona anteriormente en el andlisis de parsimonia, forma un grupo
parafilético con el subgénero Pinus respecto al cual es més ancestral (Fig. 5,6).
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P. reflexa que es considerada una variedad de P. flexilis (Martinez M. 1948), se separa como
una especie basal de las tres especies anles mencionadas con un valor de confiabilidad de 77 vy 81%
respectivamente; P. chiapensis y P. lambertiana son las especies mas ancestrales del grupo.

En cuanto al subgénero Pinus, este s¢ agrupa en tres Subsecciones, dos para las especies
mexicanas y una para las especies asidticas, Ponderosae, Oocarpae y Sylvestres respectivamente.

En la Subseccidn Oocarpae, las especies se agruparon en dos clados monofiiéticos, uno formado
por P. oocarpa, P, attenuiata, P. herrerai , P. caribaea y P.radiata | y otro grupo que ademds de incluir a
P. pringlei, P. patula, P- chihuahuana y P, greggii también incluy6 a P. leiophylla y P. lumholtzi que han
sido clasificados dentro de ia subseccién Leiophyllae por Litle & Crietchfield; (1969), esto es
congruente con andlisis de isoenzimas y de cpDNA reportados por Karamangala & Nickrent; (1989)
Krupkin (1996) sespectivamente. Estos autores encuentran que P. leiophylle estd estrechamente
relacionado con P, oocarpa 'y P. pringlei .

Bisicamente, P. leiophylla y P, lumholtzii han sido tratadas como una subseccitn aparte, con base
en caracteres morfol6gicos como por ejemplo el fascfeulo decfduo, el enal s6lo lo presentan los pincs del
Subgénero Strobus, sin embargo filogenias basadas en DNA de cloroplasto implican que el caracter antes
mencionado es una homoplasia entre los grupos (Krupkin et al., 1996)

Los dos grupos antes mencionados dentro de la Subseccién Oecarpee presentan un valor de
configbilidad en 100 replicas de bootstrap, del 84 % para el primero y 85% para el segundo. Esto es
congruente con la hipdtesis de crear una nueva subseccién Attenuatae que incluys las especies de las
costas del pac(fico (Van der Burgh ,1973; Krupkin, 1996}. Sin embargo, I distancia genélica entre estas
dos subsecciones ¢s corta,

Hibridos tanto naturales como artificiales se dan de manera exitosa deniro de la supuesta
Subseccién Attenuatag, la hibridacién con ias demds especies de pinos de Ia subseccién Qocarpae es muy
dificil. Sin embargo, en P. muricata las dos variedades que se han encontrado, son fuertemente
incompatibles (Critchfield; 1967).

En este estudio, P. muricata el cual debiera agruparse con esta nugva subseccidn, se encuentra a
la base de estos dos grupos y a una distancia considerable de P. attenuata y P. radiata , esta situacién
podtfa responder, af hecho de que las hibridizaciones con esta especie sean menos frecuentes,

P. caribaen y P. cocarpae , se agrupan en esta niteva subseccion, lo cual sugiere dos cosas, una
que efectivamente como lo reportan Styles et al., {1982); y Krupkin et al., (1996) existe una relacién
filogenética muy estrecha con probables eventos de hibridacién intersubseccional, 6 simplemente P.
caribaea es una variedad de P. oocarpae .

En cuanto a la subseccién Ponderosae hubo poca resolucién ya que 10 especies se agrupan en una
politomfa, solo P. durangensis, P. jeffreyi y P. michoacana, se resolvieron en el cladograma, aunque en
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el andlisis de bootstrap muestran una baja confiabilidad. En el anélisis de Neighbor joining se resuelve un
nuevo clado formado por P. hartwegii y P. arizonica,

El clado que incluye a las especies P. brutia y P. halepensis, obtuvieron un valor de bootstrap de
100 % mientras que P. roxburgii  del 90%, esta Gltima especie mantiene una distancia mayor respecio al
clado (P. brutia y P. halepensis ) que Ia distancia que existe entre las Subsecciones Oocarpae y
Ponderosae, lo cual no corresponde con andlisis de aloenzimas (Cankle et a., 1988; Klaus, 1989) que
sugieren la inclusién de P. roxburgii en una nueva Subsecci6n Halepenses que incluye a la especie P.
halepensis . Rushforth, (1987) incluye a estas tres especies en la Seccifn Pinaster; Litlle & Crietchfield,
{1969) separan a P. roxburghii en la Secci6n Pincae y a P. halepensis y P, brutia en la Seccidn Pinus.

Con base en lo anterior se ha propuesto que la Seccién Pinea y la Seccidn Pinus no pueden ser
grupos monofiléticos si incltimos a las dos especies antes mencionadas de la subseccién Sylvestres
dentro de fa seccién Pinus. Los andlisis filogenéticos aqui presentados tanto de distancia como de
parsimonia muestran una mayor relacién entre P, roxbrughii y 1a Subseccién Oocarpae Seccitn Pinus y a
P. halepensis y P. brutia, como un clado més ancestral con una distancia genética mayor, similar a Ia
distancia genética entre las secciones del subgénero Strobus y Pinus, esto nos sugiere que P. halepensis ¥
P. brutia podrian agruparse en una hueva seccién; lo cual contrasta con la clasificacién propuesta por
Little & Crietchiield, (1969).

Estudios, con hibridos artificiales, muestran que P. monfezumae se puede cruzar con diversas
especies como P. engelmanni, P. jeffreyi v P. ponderosa (Little & Rigther, 1965), 10 que mantiene una
conexién, en términos de entrecruzamiento entre P. ponderosa del grupe Montezumae y  especies del
grupo Ponderosae (Martinez, 1948) por lo que se ha incivido en ia Subseccidn Ponderosae. En nuestro
andlisis P.montezumae, queda incluido en la misma Subseccién, solo que al parecer presenta una tasa de
substitucién nulceotidica en el ITS diferente a las demds especies.

Estudios de secuencias del ITS en pinos, muestran que 12 exclusién de algunos taxa de probable
origen hibrido, modifica en gran medida la topologfa del drbol, es decir la posicién de afguna o varias
ramas (Liston et al en prep.).

En el presente estudio, se hicieron algunas pruebas excluyendo especies que presentan diferencias
significativas en cuanto a las tasas genéticas, tales como P, jeffreyil ¥ P. muricaia, P. lambertiana, P.
montezumae ¥ P, roxburgil asl como especies que ticnen una posicidn poco estable en la filogenia; como
es el caso de P. michoacana.

Dentro de estas seis especies, s6lo P. michoacana, P. montezwmae y P, jeffreyii han sido
consideradas como especies que probablemente hibridizan con otras del mismo subgénero. Lo cual nos
hace pensar que pudieran tener un origen hibrido y que han mantenido, la capacidad de entrecruzarse con
las ifneas que les dieron origen.
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Excluyendo tinicamente a P. michoacana de la filogenia de haplotipos, se dieron cambios
considerables, los valores de bootstzap aumentaron para la subseccidn Ponderosae, pero ésta, disminuyé
su resolucién. La distancia genética de P. jeffreyi respecto a las especies méds cercanas, aumentd
considerablemente de 10 a 15, y cambié su posicién en la filogenia, de estar a la base de la subseccién
Ponderosae, paso a formar parte de una politomfa, P.montezumae se resolvié como una especie ancestral
a este grupo, y disminuyd su distancia genética.

Otro cambio se dio cuando exciuimos a P. montezumae , con fo que se resuelven mejor las
especies P. durangensis, P. feffreyi y P. michoacana dentro de un mismo clado, pero con valores mas
bajos de bootstrap; sin embargo el clado formado por especies de la Subseccién Qocarpae y P. roxburgii
aumentan sus valores de confiabilidad.

La exclusién de ésta iiltima especie también, ocasiona algunos cambios, el mds notoric en la
Subseccién Qocarpae la cual queda sin resolver, y solo P. muricata se resuelve con una confiabilidad de
68 % ; sin embargo el clado que mantiene las especies de la Subseccién Ponderosae tiene tma mayor
resolucién , presentando valores més altos que cuando excluimos a P. montezumae. Del mismo modo,
los valores de confiabilidad que sustentan a las dos subsecciones del Subgénero Pinus aumentaron,

La ausencia de P. jeffreyii , ocasiona un cambio radical en la posicién de P. michoacana,
ubicindose a la base de todo el subgénero Pimus , con lo cual los valores de bootstrap también se
modifican, aumentando para P, muricata, y para la Subseccién Ponderosae la cual pierde resolucién. La
rama de P.michoacana muestra un valor de 61% de confiabilidad. Por iltimo, la exclusién de P.
muricata, desestabiliza las posiciones tanto de P. jeffrevi y P. durangensis, pero solo cvando
mantenemos a P. lambertiana en el andlisis, ya que cuando esta tiltima es excluida junto con la otra, estas
especies vuelven a una posicién estable con valores de bootstrap confiables.

Una explicacién alternativa a la hipdtesis de que el origen hibrido ¥ la capacidad de hibridizar de
estas especies, modifica, Ia topologfa de! drbol, puede ser ¢l que se altera el mimero de sitios
informativos, asf como las distancias genéticas, las cpales hacen parecer més resuclta o no una filogenia,
Sin embargo, es necesario explorar la variacién que puede existir a nivel intragspecifico y corroborar si er
realidad se trata de especies hibridas o no.

La primer filogenia que presentamos, s6lo incluye los haplotipos diferentes, se obtuvo por un
consenso de 4 reconstrucciones igualmente parsimoniosas, abtenidas de una biisqueda heuristica por
adicién simple con el método biparticién y reconcecién del drbol (TBR); €sta biisqueda, se repitié varias
veces para los 4 modos diferentes de adicién de taxa (como es, random con 100 réplicas, simple y por
cercanfa) ¥ con los tres diferentes métodos ( TBR, SPR y NNI), y siempre s¢ obtuvo la misma topologfa,

F] mimero de caracteres informativos que se tienen determind la longitud del 4rbol, asf como e
niimero de drboles igualmente parsimoniosos, es decir que nuestra base de datos muestra suficientes
caracteres informatives con los que el mimero de drboles iguales disminny6.
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Los indices de retenci6n y de consistencia, describen que tan bien los datos mantienen el drbol y el
bootstrap nos habla de la confiabilidad para cada rama. Estos valores son més alios para €] subgénero
Strobus que para el subgénero Pinus.

El segundo 4rbol, incluye todas las especies con que se trabajé, y al igual que para los haplotipos,
éste se obtuvo de una bisqueda heuristica simple en la cual se encontraron 8 drboles iguaimente
parsimoniosos con los gue se generé un nuevo &rbol por consenso estricto.

En este caso se muestra que algunas de las ramas en la subseccién Cembroides y Ponderosae
tienen una baja confiabilidad, es decir no aparecen resueltas en la biisqueda de bootstrap, debido 2 que
los valores se mantiene por abajo del 50% y no aparecen en las ramas.

Comparado con Jos andlisis de parsimonia, el método de distancia Neighbor joining muesira una
resolucidn para cada rama ademds de agrupar en clados moenofiléticos las especies P. oocarpa y P.
caribaea, P. hartweggi y P. arizonica, P. johannis y P. cembroides, P. maximartinezii y P. rzedowskii,
Sin embargo no podemos estar seguros de que estas relaciones muestren las verdaderos refaciones de
ancestrfa entre las especies, debido a que el mismo método no supone estar reflejando la historia
evolutiva, ya que se basa en las distancias genéticas Ginicamente.

Fn contraste con los 4rboles anteriores, Neighbor joining, mantiene la monofilia de los
subgéneros, siempre y cuando no se incluya a Picea como grupo extemno, si este es el caso, observamos
que se forman dos grandes grupos, el primero contiene a todas las especies del Subgénero Strobus, a
Picea en la base de este grmpo seguido de las especies de la subseccién Sylvestres del subgénero Pinus, y
en el otro grupo quedan todas las especies del subgénero Pinus exceptuande las antes mencionadas. Sin
embargo el agrupamiento entre las especies dentro de las diferentes subsecciones permanece igual que
cuando no incluimos Picea.
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F johannis
P.cambmides

10799 E- P.maximartinezii
26 m.a. P.zedowski
50 m.a 22/100 P.eduls
P.pincsana
15/88 Lz P.quadrifolia
12 e p paisoni
P.strobiformis
a4 P.ayacahuite
24 m.a. 4/7, P.flaxils
15/100) L& _ prfiexa
15/94 L8 . p chizpensis
L@ P amberiana
P.hanwegil
2edl parizonica
13 ma 5/ P.montezumas
10/ 77 P.duanguensis
“ma 7/58 ol P jofireyi
12783 . mioacana
0.34 m.a P-aocapa
35 m.a. Phomorl
. 1 m-f‘ P.altenuata
7 m.a. P.carbasa
P.radiata
5/8 .
P.phinglai
o ‘ma, 190 II P.lumbotzi
P.patula
24 P. muricata
17 m.a, I £ S P.roxb urgit
(87100 rz?- P.batia
P.halepensis
31 Picea mex

Fig 5 Filogenia de haplotipos reconstruida mediante una biisgueda heurfstica por adici6n al azar 100 replicas,
(metodo de biparticién y reconeccién del 4rbol). (longitud= 317, CI= 0.511, RI= 0,849); los niimeros a la
derecha de bn diagonat son los walores de bootstrap en 500 replicas y o In izquierda, distancia. Los valores en
millones de afios se obtuvieron de la calibracién con la formula de Takezaki et al., 1995 y evidencia f6sil.
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iohannis

-discolor
P.culminicola
3 21 P.cembroidas
0/99 E- P.maximartinezif
L-I. & | P.zedowski
11/ 60 P.edulis
F.lagunae
22100 P cataiinae
15/ 87 E_ - P,pfnoeana
P.quadrfolia
L P.nelsonj 2
P.strobiformis
,3"81 P.ayacahufte
47 P tloxilis
13(100 . P.moflexa
15/94 ‘ P. chiapensis
2 P, lambertiana
P.hartwegi
P. cooperi
P. lawsoni
P.pse.apukencis
P.engelmanni
P.douglasiarns
P.oaxacana
-] P.maximinoi
P anzonica
12/ 96 10 P.monf'ezunae
7/ 65 P.duranguensis
P jeffreyi
L9 P. mchoacana
P.oocampa
11 P.hererai
5/76 i.aﬂegua ta
.canbaea
23/98 P.radiata
P.pringlei
5/85 | P.ohihuahuana
P.graggif
¢ P.umholtzi
10/ 78 P.p281lula
P. nuricata
13 P.roxburgii
| 18/ 100 E‘? P.brutia
P.halspensis
18 Picea mex

Fig 6. Reconstruccidn filogenética de todas las especies estudiadas, mediante 1a bitsqueda heurktica por
adici6n de secuencias al azar 100 replicas, (metodo de biparticién y reconeccion del rbol). 100 réplicas de
bootstrap (longitud= 362, Cl= 0.462 RI= 0.881). Valores de distancia/ bootstrap
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Fig. 7 Dendograma reconstruido en funcién a la distancia, utilizando el méiodo Neighbor Joining,

los valores que se muestran son las distancias genéticas entre especies
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3.2 Evolucién molecular

Las tasas de substitucién que exisien en 680 pb aprox. del ITS entre las diferentes especies del
género calcutadas de datos de secuencias (Pifiero et al. en prep.) muestran ser generalmente constanies,
por lo qgue su uso como marcador de los cumbios evolutivos en el género Pinus resulta confiable. Con
datos de RFLPs para el ITS total, s caleuld la tasa de substilacién, entre grupos, es decir se compard la
tasa de substitucidn (K) entre subsecciones y entre especies dentro de cada subsecci6n y no se obluvieron
diferencias significativas, (Tabla | y 2) excepto en algunas especies como P. michoacana, P. muricata y
P. lambertiana

Sin embargo suponemos que las tasas de homogeneizacién, dentro de poblaciones, para las
especies en las que se detectaron bandas extra, no puede ser mayor a la tasas de especiacidn; debido a que
se encontré una mayor variabilidad entre diferentes individuos de una misma especie que entre especies
diferentes (tabla 3).

Esto puede tener varias explicaciones; por un lado, la hipStesis de que probablemente  estas
variaciones intrapoblacionales se deban a fenémenos de evolucién reticulada (Rieseberg, H., 1995; Soltis
& Soltis, 1993). Por otro lado, ¢l hecho de que algunos individuos presenten adiciones, mientras que
otros se mantengan conservados, pueden ser producto de las diferencias en las tasas de homogeneizacién
entre poblaciones consecuencia del grado de entrecruzamiento y flujo génico, asi como de los
mecanismos de homogeneizacion.

En contraste, ¢! hecho de que diferentes especies muestren patrones idénticos; pudo deberse a que
apenas estdn divergiendo; de este modo las diferencias acumuladas en el ITS son menores, o bien la tasa
de homogeneizacién pudo ser més répida, mostrando distancias tan cortas que aparecen como si fuera
una politomfa en ta reconstruccidn filogenética o bien como variedades de una misma especie {Shaw 1909
revisado en Martinez, 1984) y no especies diferentes como se ha propuesto. Se ha encontrado que dentro
de las unidades repetidas que se transcriben en el tDNA existen pseudogenes que muestran bng tasa mas
alta de substitucién que la de los genes que se transcriben (Buckler E.S, et al. 1996). Por Jo tanto es
posible que si la unidad que se esta amplificando, & veces es el pscudogen y  a veces el gen que se
transcribe, podemos encontrar como artefacto de lo anterior, mayor variacién infraespecifica y ofras
ocasiones poca resolucidn entre especies; aigo interesante es que la menor resolucién o variacidn
interespecifica se encucntra en especies del subgénero Pinus, lo cual nos hace pensar que puede existir un
menor mimero de £stos pseudogenes en tal subgénero.

Los clados que contienen a la subseccién Cembrotdes y Strobus, pudieron tener un proceso de
homogeneizacidn a tasas mucho mayores que la tasa de especiacion, con lo cual es posible identificar
sinapomorffas con muestras relativamente pequeiias (Hillis y Mortiz, 1990).

Por lo tanto, encontramos que 10s taxa se resuelven de manera mucho més detallada en Ja filogenia
de haplotipos, en el subgénero Strobus y ademds de encontrarse en una posicidn mds basal, lo que nos
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sugiere que presentan caracterfsticas mds ancestrales. Esto correbora la hipétesis de que algunas especies
del grupo Cembroides son arquetipos del mismo.

Como mencionamos, en ¢! Capitulo I, el ITS muestra diferencias no solo intraespecificas sino
intrpindividuales en otros organismos. Por lo que el ITS en Pinus no se encuenira exento de ésta
variacion, sin embargo esto no ha sido comprobado.

La heterogeneidad en el espaciador, parece deberse a la variabilidad en el niimero de subunidades
que se transcriben, que surgen por enlrecruzamiento desigual; esto puede ocasionar una pérdida ¢ un
sumento en la Jongitud del ITS lo cual es evidente para P. nelsonii (Fig. 8).

Subscceion Cembroides | Strobi Ponderosae | Oocarpue | Sylvesires
Cembroides 1

Strobi 112 1

Ponderosace 1.06 0.94 1

Oocarpae 1.09 1.02 0.64 1

Sylvestres 0.92 0.78 0.73 .79 1

Tabla () Tasas de substitucién entre las diferentes subsecciones utilizando como grupo externo Picga, 2
excepei6n de la comparacion entre Ponderosae y Oocarpae para fa cual se utilizé P. halepensis coma grupo

eXiernc.
johannis | cembroides | pinceana maximartinezii | edulis rzedowskii
cembroides -0.14563
pinceana 0.467719 [ 0.57925
maximartinezii | 0.268108 | 0.38635 0.413125
edulis (.296285 | 0.40925 0.435258 | -0.167300
rzedowskii -0.39930 { -0.28194 -0.25495 -.841491 -0.66446
nelsonii -0.91808 |-0.80169 077497 | -1.33147 -1.178816 [ -1.172406

Tabla (2a ) valores sobre las tasas de substitucién, estimados a partir de Ja formula Kac-Kbe/ SE, dentro de

la subseccién Cembroides usando como grupo externo P. ayacahuite.
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strobifornus | ayacahuie flexihis reflexa chiapensis
ayacahuite -{,220566
flexilis -G.181637 0.038984
reflexa -0.510063 -0.290457 | -0.329344
chiapensis -0.469314 -0.249645 | -0.288536 0.040757
Tambertiana | -3.596931 | -3.323272 | -3.372396 | -2.94G792 ] -3.007686

Tabla (2b ) valores sobre jas tasas de substituci6n, estimados a partir de la formula Kac-Kbe/ SE,
dentro de la subseccién Strodf usando como grupo externo P. cembroides. P. lambertiana s la tinica

especies que muestra una diferencia significativa en la tasa de substitucién a cual es mayor.

hartwegit anzenica montezumae Jefireyil durangensis
arizonica -0.07911199
montczumae | -0.23151392 [ -0.15255261
Jeftreyii -1.00074839 | -0.9237529 -0.7T231248
durangensts | -0.3562579 -0.27T2985 -0.12459968 0.65059104
michoacana | 2.17559907 | 2.22881258 | 2.32980422 [ 2.87217779 [2,39551438

Tabla (2c ) valores sobre las tasas de substitucién, estimados a partir de la formula Kac-Kbe/ SE,
dentro de la subseccién Ponderosae, usando como grupo externo P. oocarpa. P. michoacana es la dnica
especie que muestra una tasa de substitucidn menor respecto a las demds.

pocarpa pringles lumholtzii | radiata hemrerae altenuata caribaea
pringiei -0.62154
lumholtzii | -0.55214 | 0.070137
radiata -0.15634 10.466605 | 0.396652
herrerae -1.95266 | -1.36101 | -1.42878 |-1.80709
attenuata | -2.07215 | -1.48555 [ -1.552B3 {-0.14976 | -0.129894
caribaea 023176 | 0.391038 | 0.321355 | 2.311720 | 1.735860 1.857422
muricata “6.5524R| -5.93632] -6.01033|-6,34621 | -4.39616 |-5.65503] -6.32964

Tabla (2d ) valores sobre las tasas de substitucién, estimados a partir de la formula Kac-Kbe/ SE,
dentro de 1 subseccién Qocarpae , usando como grupo extemo a P, hatweggl. P. muricata muestra una
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tasa de substitucién mayor. P, caribaea y P. lumholizii pertenecen a otras subsecciones, Australes y
Lefaphiyllae respectivamente.

brutia halepensis

roxburgit | 0.01941694

~brutia 0.07948518 | 0.02005714

Tabla (2e) Tasas de substitucién estimadas para las especies de la subseccién Sylvestres y Canariensss,
especies que habitan en Asia y Europa. muestran gue no existen diferencias significativas en la tasa de
substitucion.

3.3 Hipétesis biogeogrificas

Una de las hiptesis biogeogrificas mas difundida, es que ¢l tiempo de los eventos de vicarianza,
es decir de la aparicién de barreras geogrificas o biolégicas, debe coincidir con los eventos de aparicién
de las especies. En éste estudio trabajamos dos hip6tesis principales, una que argumenia la aparicidn de
diferentes especies tanto del subgénero Strobus como Pinus, debido a cvawro principales barreras
geograficas: la Siema de Judrez y San Pedro Miértir en Baja California, la Sierra Madre Oriental, Ia Sierra
Madre Oceidental, La Sierra Madre del Sur y el Eje neovolcénico transversal. Para probar ésta hipétesis
se les dio tiempos geologicos a las diferentes serranfas con base en andlisis de rocas presentados per
Ridiey (1996 ) y se trabajé con las zonas geol6gicas propuestas; considerando que éste tiempo de
dataci6n isctépica no tiene una relacién directa con la emergencia de tales barreras, sin embargo esto nos
sugiere por lo menos un probable orden de aparicién que se compiementa con las hipStesis geolégicas
existentes. La segunda hipétesis es que la aparicién del subgénero Strobus debié anteceder al subgénero
Pinus,

Con respecto a la primera hipStesis y con base en la datacién geoldgica de Ridley, encontramos,
cierta congruencia para los andlisis en donde se incluyercn al subgénero Strobus y Pinus juntos (Fig.
Ga), Es decir, el tiempo de aparicién de la zona de Baja California (BC}) con una datacién dei paleozoico al
cenozoico coincide con-el orden de aparicién en nuestra filogenia biogeogréfica, y con la posicin
ancestral de las especies P. guadrifolia y P. jeffreyi , que se distribuyen en esta zona. La siguiente zona
que comprende desde las costas de Colima hasta las de Oaxaca {CS) con una datacién de! paleozoico y un
probable surgimiento en el terciario temprano; aparece después y es congruente con ¢l orden filogenético
que ocupan las especies que se distribuyen en ésta zona, como por ¢jemplo P chiapensis y P.
michoacana. Lu siguicnte drea que tiene una edad de 2 m.a, (cuaternario) y corresponde a las Planicies y
Sierras del Noroeste y In provincia Chihuahua-Coahuila (NO), toma una posicién mas ancestral que las
zonas correspondientes ul mesozoico ¥ terciario; muy probablemente esto se deba a que en estas zonas se¢
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encuentran las especies P. pinceana y P. nelsonii, las cuales ocupan posiciones ancestrales en el
subgénero Strobus, Seguida de esta zona esta la Sierra Madre Occidental (SMC) que data del mesozoico
al cenozoico y es en donde se distribuyen fa mayor parte de las especies del subgénero Pinus y algunas
especies del subgénero Strobus; Ia Sierra Madse Oriental (SMR) contience un mayor nimero de especies
del subgénero Strobus y menos de Pinus (cretdeico hace 138 m.2.) y las costas de Tamaulipas, Veracruz,
la Peninsulz de Yucatdn y una gran pante de Chiapas, (CG y SE) (terciario hace 63 m.a.) quedan incluidas
en una politomfa.

NO

CGySE
—E SMR y BC
SMC y BCS

Cs

Strobus y Pinus

(Fig. 8A) Cladograma de drea obtenido a partir de un drbol filogenético generado en el programa PAUP
(Fig. 9) (editadlo como texto) incluyendo ambos subgéneros en el mismo andlisis ¥ usando como dreas
geolégicas las propuestas por Ridley (1996).

NO= Planicies y Sierras del Noroeste, E. de Chihuahua, O de Coahuila y Planicie Central (2 m.a.)

CG y SE=Costas y planicies del Golfo Peninsula de Yucatdn y Chiapas (63m.a.)
SMR y BC= Sierra Madre Oriental y Baja California. (138m.a.}
CP= Costas de Jalisco Guerrero, Michoacdn y Oaxaca. (240 m.a.)
SMC y BCS Sierra Madre Occidental, Fje neovolednico y Baja California Sur (24022 m.a.)
BC=BajaCalifornia. (570 a2 ma.)
O= Oaxaca (2500 m.a.)

A= Asia, Ay E = Asia , Europa

A la base de todas las regiones de México, antes mencionadas se ubicé el drea que comprende
gran parte del estado de Qaxaca (Q) y que data desde el precdmbrico hace 2500 m.a. En esta regién
encontramos a la especie P, michoacana la cual ocupa también una posicién ancestral dentro de la
subseecion Ponderosae del subgénero Pinus. Las 4reas, de Euvrasia y Asia (los Himalaya) , corresponden
a las especies P, bruti, P. halepensis, y P. roxburgii respectivamente.(Fig. 9a).
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Como se observa, nuestra filogenia biogeogrifica es congruente sélo en la posicién de algunas
zonas de Oaxaca y Baja California; pero no se resuelve en el caso de la Sierra Madre Occidentat y la Sierra
Madre Oriental.

Sin embargo ¢! andlisis de los dos subgéneros por separado, sugiere eventos diferentes (Fig. 8b);
es decir, en el caso del subgénero Strobus, la regién del (NO), aparece antes del surgimiento de la Sierra
Madre Oriental y # las zonas del (CG y SE}, pero posterior a todo esto es la aparicién de las zonas CS,
SMC y BCS, Baja California y Oaxaca mantienen la misma posicién ancestral que en el andlisis conjunto,
sin embargo el subgénero Pinus s radicalmente diferente debido a que las dreas més recientes son NO,
CG y SE, SMC y BCS las cuales quedan incluidas en una politomia. Anterior a esta polilomia se
resuelven en un clado SMR, BC y BC (Fig. 8b). A la base de estas zonas se encuentran dos fireas que
corresponden al paleozoico y al precdmbrico, 1a primera comprende parte de (CS) y la «ltima a vna gran
parte del estado de Oaxaca, ésta Gltima zona mantiene una gran complejidad geoldgica. Se ha planteado
que una parte de la Oaxaquia, proviene de la placa Norte Americana y pequefias subregiones de origen
desconocido, son un mosaico de placas independientes. Nuestro estudio, muestra que QOaxaca se
mantiene como el drea méds ancestral en todos los andlisis, lo cual podria corroborarse con el origen a
partir de Ja Placa Norte Americana.

NQ
NO
CGySE
CGySE
SMGC yBCS SMR y BC
SMRyRC Ccs
BC SMC y BCS
cs BC
0 Q
Asia - Asia
Asiay Europa | Asia y Europa
Pinus Strobus

(Fig. § B ) Cladogramas de drea a partir del mismo 4rbol filogenético usado para el cladograma de la
figura 8A pero que al editarse en COMPONENT, fué dividido en los dos subgénero para su posterior
andlisis. Se usaron las dress geoldgicas propuestas por Ridley (1996).

La relucién geogrdfica de dreas que muestra el andlisis por separade de los dos subgéneros. nos
sugiere; segyin tas hipdtesis geoldgicas sobre la aparicién de las serranfas, una distribucién (temporal)
disyunta para el subgénero Strobus y continua para Pinus. Sin embargo la datacion geolégica propuesta
por Ridley {(1996), es mis congruente con el cladograma de drea del subgénero Strobus sugiriendo una
distribucisn de tipo continuo, & diferencia de Pinus que mantiene un orden discontinuo, respecto a Jos
tienipoy pooldgicos,
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Otro andlisis fué hecho con una nueva reconstruceidn filogenética para cada subgénero por
separado, a través de una bisqueda heurfstica se obtuvieron los drboles consenso para Strobus y Pinus,
(fig. 9) los cuales se utilizaron para el andlisis de COMPONENT (Page, 1993), En ésie estudio, el
subgénero Strobus, presenta una distribucién diferente ya que Jos cladogramas de drea conticnen un
nimero mayor de especies anatizadas, lo que permitié una mayor resolucién de lus fircas. El orden de las
4reas en el cladograma, muestra una mayor corelacitn con las hipStesis de apancién de las zonas,
teniendo la aparicidn del drea, NO y SMC, BCS como ¢l evento mas reciente, anlerior a etlo, las dreas de
SMR, BC, CG, SE, CP, BC, O, Asia y Evrasia. El subgénero Pinus también muestra otro orden,
manteniendo & la zona de Oixaca como la mas ancestral, pero seguida de esta se encuentra el drea NO
(que pertenece al cenozoico), y como un evento posterior, la aparicién del drea BCN, scguida por la
(SMR y BC) y sin resolucion para las dreas (NE y SE, CS, SMC y BCS) que se ubican como las mis
recientes fig.(8C).

En este andlisis a diferencia de los anteriores, para los dos cladogramas de drea se mantuvo
consistente la aparicién de fa SMR antes que la SMC, asf como la posicién ancestral de Oaxaca. La
presencia del 4rea de Oaxaca como la regidn mds ancestral, nos sugiere hipétesis interesantes como la
posibilidad de alguna ruta migratoria por el sur cuando Noreamérica se hallaba cercana a Asiz {(del
cretdcico tardio al terciario) o bien se debe a que la gran complejidad geolGgica que presenta esta zona dgja
abiertas otra serie de posibilidades a probar.

NO NO
CGySE SMCyBCS
E SMR y BC SMRyBC
SMC y BCS CGySE
cs Cs
BC BC
O o]
A - A
AYyE L AVE
Pinus Strobus

(Fig. 8 C) Cladogramas obtenidos, a partir de nuevas reconstrucciones filogenéticas generadas en PAUP
por el método de biisqueda heuefstica adicién simple y TBR, para cada subgénero editadas en el programa
COMPONENT , pura su posterior andlisis, para ¢l cual se usaron las dreas geoldgicas propuestas por
Ridley (1996).

En conclusién, los andlisis hechos para el subgénero Pinus tanto en Ja filogenia reconstruida por
separado para cada subgéncro (fig.9) ; como en la filogenia que fué  dividida en subgéneros Pinus y
Strobus {£ig.5) wl editwse en COMPONENT, mostraron ciertus incongruencias, La Nogeniu hecha de
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nuevo para Pimus, el NO y CS se hallan en posiciones que no coinciden con la hipdtesis de aparicion,
esto pudo deberse a que en el andlisis se incluyeron un mayor nimerc de especies gue no sof fan
informativas filogenélicamente y esto trae consigo, el oscurecimiento de eventos que ofrecen mds
informacién. En contraste, e! subgénero Strobus presenta una filogenia de freas mds congmiente para ¢l
andlisis con fa filogenia recanstruida por separado (fig. 9B y 9C) ¥ no asi para la filogenia que se dividis
al editarse (fig.5} fn cual muestra una distribucién disyunta que argumenta la aparicién temprana de
Strobus anterior a Pinus.

La hipdtesis propuesta por Enghoff’s (1995) utilizando informacién biogeogrdfica fundamentada
sobre relaciones generales de drea, y usando andlisis de componentes, nos permitié, probar la radiacién
reciente del subpénero Pinws y anterior a esta una radiacion del subgénero Pinus,
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Fig. 9 Filogenias que se utilizaron para el andlisis biogeogréfico mediante el programa COMPONENT

(Page, 1992). A) Filogenia en donde se incluyen ambos Subgéneros Pinus y Strobus. B) Subgénero Strobus
y C) Subgénro Pinus. Las dos dltimas filogenias se realizaron mediante la biisqueda Branch and Bound, y
la primera a través de una biisqueda heurfstica en random adittion sequences con 100 replicas los valores de
Bootstrap o confiafilidad estan a la izg. de la diagonal. El tamafio de los 4rboles fué el siguiente A=380,
B=161y Cs= 163

55



3.4 Evolucién morfolégica

Los andlisis de contrastes independientes para los caracteres morfoldgicos de Ja yema, la espina
dei cono y las aciculas, los cuales fueron mapeados sobre la filogenia molecular de haplotipos (Fig.5)
muestran que algunos de ellos han evolucionado como consecuencia de presiones de sefeccién (Tabla 3).
Tamafio de la semilla y ala

El ala resulta de la prolongacién del endospermo, en ocasiones estd totalmente adherida a la
sernilla, en cuyo caso se fe llama adnada, otras veces lleva en su base dos ganchos formados de tejido
higroscépico que, cuando ¢l ambiente estd seco, abrazan y sujetan a la semilla y cuando es himedo se
abre y se sueltan, En éste caso es un ala articulada, y pueden observarse en la mayorfa de nuestros pinos,
sin embargo existen afas ineficientes para la dispersidn, es decir son muy pequefias en relacion al tamafo
de la semilla, en tal caso se llaman rudimentarias

Para el caso del caracter de semilla alada o no alada se muestra claramente que la evolucidn fué en
sentido de la pérdida del ala, es decir que el ancestro del género Pinus presentaba una semnilla alada, que
se pierde en ¢ grupo de los cembroides o pinos pifioneros y que permanece en 1a subseccién Strobi y €
subgénero Pinus. (fig. 10a)

Se ha visto que el tamafic de la semilla tiene una cierta correlacién con la presenciz © ausencia y
tamatio de las alas es decir que en ausencia del ala, la semilla tiende a ser mayor y viceversa. Esto se
corrobora de manera cualilativa y cuantitativa con el mapeo del largo de la semilla sobre nuestra filogenia,
obteniendo un indice de corvelacién significativo. El grupo de los pifioneros que en su totalidad no
presentan ala, Ja semilla tiene un tamafio coménmente de 15 mm. en algunos casos 12mm y
excepcionalmente Punaximartinezfi con mas de 15 mm. La tnica excepcién es P. rzedowskii, que
presenta un ala bien desarrollada pero también una semilla méds pequefia que el promedio del grupo. El
hecho que ésta especie se relacione muy estrechamente con P. maximartinezii , sugiere que ésta
caracterfstica no pudo ser heredada de su ancestra mas proximo si no fué  una adaptacién al medio que se
fijo. Ahora bien, si la hipStesis del origen hibrido de ésta especie es cierta, ya que mantiene
caracterfsticas intermedias entre Jos dos subgéneros, esto nos llevarfa a una explicacidn de tipo histdrico
basado en un evento de transferencia horizontal.

Las dem4s secciones presentan por o general tamafios de semilla menores a 9 mm y solo P.
roxburgii, P jeffreyi, P. arizonica presentan un tamafio de 15 mi y tres especies de la seccién Strobus P.
strobiformis, P. flexilis y P. reflexa tienen semillas de 12y 15 mm.

En los pinos la dispersién puede efectuarse a través del viento o por aves, Las alas
probablemente se desarrollaron come consecuencia de la dispersién por viento, siendo tipico de zonas
con condiciones xéricas  y/o zonas altas, En contraste, la dispersién por aves, comdnmente cs
considerada una adaptacién bajo condiciones xéricas o de competencia (Tomback & Linhart, 1990}, como
es el caso de las especies de Tn suhseccion Cembroides, en este contexto lis aves se verfan heneficiadas y
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seleccionarfan a las semillas dispersando solo las mas grandes las cuales proveen una mayor fuenie
energética.

Con respecto a estas caracteristicas, la subseccién Strobi presenta caracteres intermedios en
algunas especies como P. flexilis, P. strobiformis y P. reflexa que presentan ala rudimentaria y otras que
presentan ala adnada como P. ayacahuite y P. chiapensis. Esto nos sugiere dos hipdtesis: 1) que el ala de
Ia semilla sea una caracteristica convergente y que la presencia de los diferentes tipos de ala tengan que
ver con adaptaciones a las condiciones ambientales como son el clima himedo o seco que se relacionan a
su vez con Jos modos de dispersién y los dispersores 2) una explicacion de tipo hist6rico en donde se
sugiere que este grupo sea parafilético, s decir un grupo arificial que incluye dos o mds grupos
monofiléticos,

Excepciones a patroncs histéricos sc presentan en las especies P. rzedowskii y P. roxburgii, las
cuales muestran caractesisticas contrarias {reduccién de ta semilia y aumento en el tamaiio del ala) a la
hipétesis de dispersién dependiente por aves que ocurre en ambientes xéricos (Tomback & Linbart,
1090). En los pines pifioneros Ja dispersion se realiza por un grupo de aves (corvidos de! género
Nucifraga ); gracias a las cuales se pueden regenerar las poblaciones de pinos (Lanner,1989).

Otra relacion contrastante en €] mismo sentido a las anteriores, es entre P. flexilis y P. ayacahuite,
en donde P. flexilis tiene un tamaio de semilla que vade 8 cm a 10 cm y ¢l tamafio del ala varia de 30 2
40 mm, en el caso de P. ayacahuite la semilla va de 10 cm a 12 em y el ala varia de 15 a 20 mm; lo
mismo ocurre entre P. arizonica y P. hartwegii y P. halepensis y P. brutia. El hecho de que el pino
pifionero P. rredowskii no haya perdido el ala articulada podrfa explicarse por su probable caracter
hibrido, intermedio entre los dos subgéneros. En conclusion, el mapeo de esta caracieristica corrobora
que €l ancestro del género Pinus debié presentar semillas aladas y después ésta caracteristica se perdid,
ademds los andlisis de correlacidn, son significativos.

Caracteristicas de la yema y espina del cono

Fvaluamos los caracteres de Ja yema de inviemo, (resinosa vs no resinosa), la yema {pubescente
vs. glabra) y ia espina del cono (ausencia vs. presencia) los cuales estdn relacionados con la frecuencia 2
intensidad de! herbivorismo. Si el herbivorismo es 2lto, se presentardn hasta tres de las caracteristicas
amtes mencionadas, si la interaccidn no es importante, por Jo menos se mantiene una de las tres
caracteristicas. Los indices de correlacién encontrados entre lo caracteres, de la yema y la yema de
invierno fueron significativamente altos, lo cual puede sugerir, que se hallan bajo el mismo control
génico, La presencia de resina cominmente se relaciona con una yema glabra o viceversa, excepivando
algunos casos, en el mismo sentido, existe una correlacién significativa entre la presencia de espina y la
yema glabra, (tabla 3).

Por ejemplo en la figura (10 b) todos fos pinos duros presentan espina, pero solo la mitad de éstos
ticrien tumhién yemas resinosas: solo P oocarpa y P joffreyii - presentan yemis pubescentes. Y salo P
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cocarpa lienen yemas pubescentes y tesinosas ademds de espina. P. lumitoltzit tiene espina y yema
resinosa mientras que 2. pringlei  s6lo presenta espina, lo cual nos sugiere diferentes grados de
herbivorismo. Especies en la subseccién Strobi no tienen espinas, pero usualmente sus yemas son
pubescentes, P. avacahuite, P. flexilis, y P. strobus ticnen ademds yemas resinosas fo cual sugiere que ia
presién por herbivorismo en estas especies ha sido més intensa.

En el grupo de los cembroides ocurre lo mismo que en los pinos duros con la diferencia que en la
mayoria de las especies ademds de presentar espina tienen resina con excepeidn de P. rzedowskii v P.
pinceana que ademds presentan yemas pubescentes sugiriendo la misma explicacién que para F.
lumholtzii y P. pringlei. Estas observaciones nos sugieren que de los tres grupos {Cembroides, Strobi, ¥
el Subgénero Pinus), los cembroides o pinos pifioneros sc encuchtran bajo un mayor atague por
herbivoria debido a que presentan por lo menos 2 de los tres caracteres relacionados a la defensa contra el
herbivorismo fig. (10b)

Aciculas

Se ha sugerido que existe una correlacién entre el nimero de aciculas por fasciculo, su tamafio y ¢l
tipo de crecimiento con respecto al clima (Malusa, 1992; Farjon, 1996). En zonas dridas se espera una
reduccién del mimere y tamafio de las acfculas lo cual parece conllevar a un crecimiento erecio de acfclas
rigidas. En climas templados, este crecimiento puede ir desde flexibles hasta colgantes con aciculas largas
y el un mayor nimero por fasciculo. Sint embargo podemos encontrar casos concretos en donde existen
combinaciones en diferentes sentidos. Por ejemplo, en la figura (10c) se ve que P. reocote y P. patula que
son especies estrechamente relacionadas y que ademds tienen el mismo nimero de aciculas, estas son de
tamafios muy diferentes; 15 cm y 25 cm respectivamente, asi como un crecimiento rigido ¥ erecto para 2i
primero, y colgante para et segundo.

Las cspecies P. pringlei y P. lumholtzii  que son especies hermanas presentan aciculas con
caracteristicas opuestas. La primera es crecta y de 25 cmde largo y 1a segunda presenta aciculas colgantes
de 30cm de fargo. Sucede lo mismo para P. ayacaluite y P. flexilis y para P. herrerai y P. attenuata lo
cual ilustra fa hipétesis de reduccién del tamafio de las aciculas en especies de pinos que habitan zonas
4ridas y un crecimiento colgante y con hojas alargadas en pinos que viven en zonas de clima hiimedo y
templado.

De manera general, el grupo cembroides que en su mayoria habita en zonas dridas presenta un
tamafio menor de acfculas desde 5 cm hasta 10 cm, con excepeitn de F. piiceana cuyas aciculas miden
15 em de largo con un crecimiento de tipo colgante. P. johannis y P. rzedowskii; tienen un tipo de
crecimiento flexible o colgante y presentan 3 y 4 aciculas por fasciculo respectivamente al igual que P.
pinceana. P. maximariinezii 'y P. rzedowskii  a pesar de ser especies muy cercanas, presenta
caracleristicas opuestas, como serfan el contraste entre un crecimiento; flexible para P. rzedowskii y
erecto para P. maximartinezii, 1o cual no es congruente con ¢l largo de las aciculas que en el primer caso
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es de 6-10 cm vs 8-10cm y 4 vs 5 aciculas respectivamente. Esta misma incongruencia ocurre eatre las
especies P. halepensis y P. brutia .

Sin embargo el andlisis comparativo sugiere una correlacién significativa entre el tamaiio de las
aciculas y el nimero pero no asi para el nimero de aciculas y tipo de crecimiento (tabla 3}

Resumiendo, se puede observar que para el sindrome de dispersién por aves los tres caracteres
que se plantearon manticnen altos indices de correlacién, siendo obvia la mayor relacién entre semilla
afada y tipo de aly; ademids existe una comelucién muy similar eptre lamaiio de Ja semilla con respecto al
tipo de ala y presencia de esta. Otra correlacion significativa que existe es entre el tamafio de la semilla y
tamafio del ala. En cuanto a las caracteristicas de las aciculas éstas también mantienen altos indices de
correlacién excepruando la cormrelacién entre el pimero de uciculas y tipo de crecimiento, y la mayor
relaci6n ta encontramos entre el tamafio y ndmero de aciculas. Para los caracteres que suponemos ejercen
una funcién de defensa contra e! ataque de herbfvoros también se encontraron indices de correlacion altos,
excepraando la relacién que guarda la presencia de espina en el cono vs la yema de invierno.

Tamane de | No. de aciculas
aciculas
Tamano de
aciculas
No. de aciculas | 0.4362
Tipo de | (.3405 -0.0498
crecimiento
Tipo de ala Tumafio de la
semnilla
Tipo de ala
Tamano de la [ 0.5380
semitla
Tamano del ala | -0.0386 0.4549

Espina en cono | Yemas

Espina en cono

Yema 0.3642
Yema de1 0.2089 0.4375
invierno

Tabla (3) fndices de correlacién oblenidos por el método comparativo de contrastes independientes
entre algunas caracteristicas morfolégicas relacionadas con el modo de dispersién, ambientes xéricos ¥
defenss contra i herbivorin, Los niimeros en negritas son los valores que muestran una correlacion
significativa
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3.5 Implicaciones evolutivas de una probable evolucién reticulada

Se han reportado eventos de hibridacién en el género Pinus, tanto artificiales como naturales

(Lanner, 1974; Matos, 1995; Quijada A. et al en prep.).Tales eventos de una probable evolucidn
reticulada se han encontrado en las siguientes especies:
P. guadrifotia, un hibrido entre P. monophtylla y P. juarenzis, P. rzedowskii, entre una especies del
Subgénero Strobus y una de Pinus (Madrigal y Caballero, 1969; Perry, 1991}, Estudios con la técnica
PCR-SSCP en ¢! ITS (Quijada, observ pers.), encuentra que especies como P. johannis, P. nelsonil, P.
maximartinezii y P. rzedowskii Subseccién Cembroides, al igual que P. strobiformis, P. flexilis y P.
griffithi , Subsecci6n Strobi, mostraron aditividad en fas movilidades, lo cual sugiere complementariedad
con probables lincas parentaies.

El anslisis de los fragmentos de restriccién revelaron Ia presencia de bandas extra en las siguientes
especies, P. rzedowskii P. cembroides, P, quadrifolia, P. maximartinezii y P. ayacahuite. Patrones
similares en otras especies de pinos se han observado con diversas enzimas Karvonen y Savolainen
(1993). Bandas extra que nosotros observamos se obtuvieron varias veces en otras réplicas de
digestiones, lo cual nos asegura que no fueron el resultado de digestiones parciales.

Comparande, los patrones de fragmentos de restriccién entre todas las especies, se pudo observar
que algunas de las bandas extra que presentan los probables hibridos, coinciden con algunas bandas que
se encuentran en otras especies, Esto nos sugiere que alguna de estas especies que mantienen tales bandas
son las probables lineas parentales. Sin embargo esto no lo podemos demostrar, dnicamente con la
correlacién entre bandas de los RFLP’s. Afn asf, €sta informacién nos sugiere probables rutas a
explorar, como por ejemplo, la relacién que existe entre bandas extra de P. cembroides y P.
maximartinezii, entre P. johannis y estas dos. También las bandas extra de P. cembroides, relacionadas
con P, hartweggi enlaenzima Dpn T lo cual sugiere eventos de introgresioén entre subgéneros, al igual
que la banda extra que muestra P. rzedowskif y que comparte con P. michoacana cortado con la enzima
Rsal (Tabla 3 ).

Los patrones de restriccién observados, podrian deberse a que algunas enzimas tienen diferente
sensibilidad a la metilacidn enmascarando asf, tanto pérdidas como ganancias de sitios de restriccidn
(Hillis y Mortiz, 1990). En éste estudio solo se utilizé una enzima que se sabe es sensible a la metilacién
{Dprll) en la cual encontramos también bandas extra por lo cual serd necesario hacer la prueba con la
isoenzima correspondiente para descartar probables artefactos de la metilacién.

Otras posibles explicaciones de estas bandas extra son: Ja variacién intraespecifica debida a la
existencia de variantes en unidades transcritas, que pueden contener un sitio extra o un sitio de menos de
restriccién a causa de una mutacién en una de las dos lineas parentales, con lo coal Jas dos unidades
transcritas mostrardn patroncs diferentes en algunos fragmentos en tanto que los demds se mantendrd
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conservados. Esto dard como consecuencia un aumento en eb nimero de fragmentos tatal, sobrepasando
los 3100 pb. Otra explicacién seria que tales bandas son el producto de un evenio de hibridacién, en
donde las dos especies parentales difieren sutiimente en el tamafio, o por mutacién en algtin sitio de
restriccion. Las diferencias por mutacién, podrian estar ocurriendo a nivel intrasubseccional, ¢ decir
entre especics mds relacionadas, en cambio, diferencias en el tamafio del ITS, en una de las lineas
parentales ocurnirfa, con mayor frecuencia entre subsecciones o entre subgéncros, De esta forma, la
detecadn de un hibrido por aumento en el tamafio del 1TS en una de las lineas parentales, sugiere unu
distancia genética mayor entee las especies que dieron origen al hibrido, en contraste con un evento de
mutacién o adicién de un solo nuckéatido en una de Jas lineas parentaies que dan lugar al hibrido o cual se
presentarfa con mayor fiecuencia entre especies de ta misma subseccidn.

Estudios con ef ITS en dos especies parentales sugieren que éstas, mantiener un ITS sutilmente
diferente en tamaiio (Marroco et al 1996) lo cual también se corrobora en este estudio, al menos entre dos
o tres especies, siendo muty evidente Ia reduccién en la longitud de} ITS de P. nelsonii

La conservacion de estas umidades transcritas en lineas parentales de hibridos, puede deberse al
retraso en el proceso de homogeneizacidn, lo cual mantiene diferentes arreglos del ITS; esto ya ha sido
reportado y discutido para angiospermas (Suh et al, 1993; Baldwin et al, 1995; Sang et al 1993).
También el nidmero de organizadores nuecleolares (NOR's) se relaciona con la velocidad de los procesos
de homogeneizacin por lo tanto s mids probable que en Pinus el cual mantiene largas secuencias de ITS
se de una tasa de homogeneizacidn més baja que en angiospermas. Del mismo modo, el hecho de gue
solo algunos ndividuos presenten adiciones mientras otra porcién se mantiene conservada, puede ser
consecuencia de diferencias en las tasas de homogeneizacidn .

Sin embargo, ¢l no encontrar tanta varacién en las unidades transcritas entre las demds especies
puede deberse a que el mélodo de PCR esta favoreciendo a una sola unidad transcrita, y que ésta quizd
sea la Tnas frecuente intracromosomalmente (Baldwin, 1992). Una observacién interesante al respecto, es
el hecho de que la mayor frecuencia de estas bandas extra se presentan en el grupo cembroides y en
general en los pinos pifioneros.

La variacién en la longitud detectada en P. nelsonii, sugiere que ¢l ITS a través de
entrecruzamiento desigual seleccioné en algunas poblaciones, al loci que mantiene ¢l menor tamafio, es
decit a la unidad transcrita que experimenté la pérdida de materfal genético, lo cual puede estar
representado por la variacién en el ndmero de subunidades en el ITS1, por lo tanto, se tendrd que analizar
si tal variacién er ¢ tamafio y en ¢l niimero de subunidades es congruente, y si es que ambos tipos de loci
estdn presentes ¢n el mismo individuo, pera et método de PCR amplifica preferentemente uno 5ok,
(Badwin, 1992),
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Fig. 11 Probables hibridos que se detectaron. Las especies hibridas son identificadas por las lineas
puntuadas que hacen referencia a fragmentos extra que comparien con otras especies.

aya: P. ayacahuite hart: P. harpwegii  cem: P. cembroldes dur: P. durangensis flex: P, flexilis
eng: P. engehmmani mich: P. michoacana rze: P. rzedowskii pri: P pringlei  qua; P quadrifolia
jho: P johannis mont: P. montezonae  nel: P. nelsonii max P, maximartinegii

oax: P, oaxacana  ref: P. reflexa halp: P. halepensis  jeff: P. jeffreyii
P, ciapensis P. nelsonii pb
- 3,530
- 2,027

Fig 9. Amplificacién del ITS por PCR que muestra la variacién
en longilud entre dos especies del subgéneraStrobirs.
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CONCLUSIONES
£l ITS, ha sido ampliamente ulilizado coma marcados molecular en la sistemdtica de muchas

familias, géneros y especies, tanto de plantas como animales. Este marcador da una buena resolucién a
diversos niveles dependiendo del grupo, pero en general su poder se evidencia a nivel interespecilico. En
éste estudio, se encontrd que el ITS mediante el uso de PCR-RFLP‘s mantiene una mayor resolucion
entre subsecciones y no asi cntre especies, sobre todo dentro del subgénero Pinus , lo cual sugiere que
existen mds sitios conservados que se comparten enire especies. Esto se pudo deber a que las especies de
las subsecciones Oocarpae y Pinus en México radiaron muy recientemente.

En cuanto la separacién como grupos monofiléticos de  los subgéneros Pinus y Strobus, ésta
parece poco estable al incluir a Picea como grupo extemo, lo que sugiere que la distancia entre éstos dos
subgéneros se manticne por un nimero pequefio de diferencias, es decir la distancia genética es corta, §o
que se debe probabiemente al método de RFLP's el cual solo muestrea algunos sitios informativos a io
largo de todo ¢l ITS, o bien a que ¢l grupo extemo que se wilizé no fué el adecuado,

En ol subgénero Strobus, la mayoria de las especies se resuelven dentro de las dos principales
subsecciones, Cembroides y Strobi. La primera contiene al clado de las especies P. rzedowskii 'y P.
maximartinezii as cuales parecen haber radiado al final de todas las especies del subgénero, y también
agrupa & las especies P. nelsonii y P. quadrifolia 1as cuales mantienen una distancia genética mayor
respecto al grupo Cembroides, que a distancia entre subsecciones. La segunda subseccién muestra que
las especies P. reflera y a P. chiapensis estdn bien diferenciadas y no son variedades como se ha
propuesto, Estas especies ocupan sitios ancestrales junto con P. lambertiana .

En el subgénero Pinus las especies se resuelven en tres subsecciones: Qocarpae, Ponderosae ¥
Sylvestres, P. caribaea 'y P. roxburgil consideradas pertenccientes a otras subsecciones, mantienen una
mayor relacién con Oocarpae. En este andlisis P. caribaea s muy similar a P. oocarpae. A pesar de la
menor resolucién que muestra el subgénero Pinus, la subseccién Qocarpae, manticne una distancia
genética mayor respecto a las especies consideradas dentro de una nueva subseccidn Attenuatae,

Sin embargo, serd necesario el secuenciamiento del ITS, la incorporacién de datos morfolégicos,
bioquimicos, de entrecruzamiento, y una adecuada codificacién de estos caracteres, para conocer de
manera més precisa las relaciones entre el género. Asi como un andlisis a nivel de poblaciones para estar
seguros de que la variacidn génica interespecifica es mayor a la intraespecifica

Nuestros datos biogeogrificos, corroboran la probable aparicién de las primeras especies en el
4rea de Baja California, la cual se encontraba unida al noreste de México y pudo haber sido una de las
principales rutas de migracion, seguida por la Sierra Madre Oriental. Sin embargo 1a regién de Oaxaca
que se mantiene ancestral a todas ellas, requiere de una explicacién diferente. Muchas de las dreas que
ocupan posiciones ancestrales dado que en ellas se distribuyen especies con una ubicacidn filogenética

ancestratl, son congruentes con nuestras hipdtesis de aparicion de las barreras geogrfificas. Las dreus en
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las que se distribuyen las especies P. halepensis, P. brutia y P. roxburgii , aparecen antes que cualquier
dreu del territorio mexicano, lo cual es consistente con el probable origen asidtico del género. La hipétesis
propuesta por Enghoffs In cual se puso a prueba en éste estudio, sugiere que el subgénero Strobus,
probablemente aparecié antes que el subgénero Pinus,

Los andlisis biogeopraficos aquf presentados, muestran que ¢l género Pirus en México, puede
brindarnos una valiosa informaci6n sobre algunos aspectos de la geologia del territorio que adn se
desconocen y que han ocasionuado polémica, La exploracidn sobre la adecuada delimitacién geogrifica de
las reas a estudiar, asf como el tiempo geoldgico de aparicidn de tales dreas ayudardn a descifrar como se
dié la migracién dentro del termitorio y cuales fueron las principales rutas y las barreras geogrificas que
ocusionaron Ja especiacidn,

Respecte al andlisis comparativo entre caracteres morfolégicos mapeados sobre la filogenia
molccular, encontramos enire el nimero de aciculas y tamafio de las mismas existe una correlacion
significativa lo que puede deberse a que se encuentran bajo las mismas presiones de seleccién, como son
1as condiciones de aridez. Del mismo modo el tamafio det ala y el tamafio de 1a semilla se comelacionan
significativamente, sugiriendo una misma presién selectiva, que en este caso podrfa se el tlipo de
dispersor. Y por iiltimo encontramos gue caracteres como son las espinas en los conos y el tipo de yema
se encuentran cotrelacionados entre si con excepeién de yema de invierno y espina en el cono, lo cual nos
sugiere que existe un equilibrio entre el niimero de caracteres presentes y la intensidad de la herbivorfa.
Asimismo, s¢ observé que ]a comrelacion entre caracteres relacionadas con la dispersién es mayor que la
correlacitn entre caracteres de defensa contra Ja herbivoria, y a su vez ésta es mayor que la correlacion
enconttada entre los caracteres relacionadas con un ambiente xéricos. Lo cual sugiere una mayor presidn
de seleccién por los dispersores, y no tanto en el herbivorismo y e} estrés hidrico.

Sin embargo, serd necesario establecer la mejor manera para caracterizar los ambientes (clima,
dispersores, competencia, herbivorismo, elc.) que probablemente estén relacionados a la evolucién de los
caracteres morfoldgicos en pinos, de éste modo, nuestro estudio por un lado, nos da una aproximacién
sobre el lipo de caracteres que se encuentran correlacionados sobre la filogenia, lo cual sugiere que
puedan estar bajo las mismas caracteristicas selectivas (dispersién, herbivorismo y clima), o bien
regularse mediante los mismos mecanismos genéticos y por oftro nos ubica especies en donde seria
interesante explorar estos patrones.

Pero atin nos queda por explorar si todos los patrones observados estén relacionados a causas
adaptativas o algunos de etlos se relacionan con probables eventos de evolucion reticulada.

El ITS, preseatd una tasa constante de substitucién entre subsecciones, lo cual sugiere a su vez
mismas tasas de homogencizacion tanto intragspecifica como intraindividual, Sin embargo es necesario
conocer de que manera estdn actuando €s10s procesos {entrecruzaminento designal y conversidn génica)
sobre las familias multigénicas incluso entre poblaciones. En contraste a Jo anterior el andlisis sobre las
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tasas de substitucin entre especies, mostraron tasas significativamente diferentes en las siguientes
especies, P. muricata, P. michoacana y P. lambertiana , por lo cual no podemos, asumir hipdtesis
evolulivas, si no hasta conocer a que s¢ deben estas diferencias en las tasas de substitucion.

Las distribucién de las distancias génicas entre el subgénero Pinus y el subgénero Strobus,
mastraron que este tltimo, contrario a lo que se esperaba mantiene ¢n proporcién distancias menores
entre algunas especies, sin embargo la distancia entre grupos de especies es mayor, a diferencia de Jo que
ocurrié en ¢l subpénero Pinus, en donde al purecer las distancias entre las especics es mayor pero se
mantiene homogénea entre los diferentes grupos, una explicacidn a esto puede ser que en el subgénero
Pinus, se incluyeron un mayer mimero de subsecciones, asf como también, especies extranjeras. Esto
probablemente sugiere que dentro del subgénero Strobus, pudieron haberse dado varias, radiaciones, en
donde las especies divergieron rdpidamente, y grupos més recientes, en donde a penas se esta dando
radiacién, contrario 4 lo que ocurre en ¢l subgénero Pinus en el cual las distancias aunque apareniemente
mayores, presenian una homogeneidad que sugiere un estado de radiaci6n reciente,

Los patrones de aditividad (bandas extra) encontrados en las especies P. rzedowskii, P.
cembroides, P. quadrifolia, P. maximartinezii y P. ayacahuite nos dan una idea de las probables lineas
parentales a explorar, las cuales pueden ser entre especies incluso de diferentes subgénero como P.
hartwegii o P. michoacana © dentro del mismo subgénero como P. johannis, sin embargo serd necesario
determinar cual de todo el conjunto de especies que presentan el mismo patrén que complementa las
bandas extra en los probables hibridos es el mas factible, por ejemplo el que se encuentre a una distancias
geografica mds cercana o con el cual presente mas caracleristicas morfolSgicas compartidas etc.

En el caso del subgénero Strobus , en donde se encontré el mayor nimero de patrones de
aditividad es decir de bandas extra, serd también necesario explorar més 2 fondo, la naturaleza de tal
variacién intraespecifica e incluso intraindividual, tanto en la Jongitud como es el caso de P. nelsonii,
como en el nimero de subunidades en una unidad transcrita. y de esta manera, saber si existe variacion
significativa dentro de especies yfo individuos, y de que forma esto cambiarfa nuestras conclusiones. De
éste modo se podrd determinar en poblaciones que relaciones microevolutivas, limitan el andlisis
macroevolutivo.
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APENDICE 1

Lista de especies y origen

8.8trobus

ss Strobi

P. lambertiana
P. fiexilis

P. strobiformis

B.C.N.
N.L

Chih
Chih
Chiap

P. ayacahuite
P. reflexa
P. chiapensis

S.Pinus
ss.Ponderosae
P, jeffreyi
P.engelmannii

P. duranguensis
P. cooperi
P.montezumae
P.hartwegii
P.michoacana

P. pscudostrobus
P. douglasiana
P. teocote

P. lawsonii

P. arizonica

P. oaxicana

P. maximinoi

S. Parrya
ss.Cembroides
P. cembroides B.C.S.
P.cdulis B.C.N.
P. quadrifolia B.C.N.
P, culminicola N.L.
P.omaximartinezii Zac.
P. pinceana Coah.
P. nelsonii S.L.P,
P, catarinae N.L.
P. lagunae N.L.
P. johansis Zac,
P. discolor S.L.P,
P. rzedowskii Mich.

B.C.N

Dgo.

Dgo. Chih.

Dgo

Qro.

N.L.

Jalisco

Chis.

Mex

Yeracruz

Chih.

Mex.

Gro

717

S. Pinea
ss.Lelophyliae

P. iciophylla Mex
P. lumholizii Bro.
P. ¢chihuahua Chih.
S. Pinus

55.0ocarpae

P. radiata Mex.
P. altenuata B.C.N.
P.muricata B.C.N.
P.patula

P.greggit Coah,
P.oocarpa Mex.
P. pringlei Gro

P. herrerai Gro.
5. Pinus
ss.Australes

P. caribaea Hond

ss.Sylvestres
P. halepensis

P. brutia

8. Pinea

ss. Canarienses
P. roxburghii



APENDICE 11
Antecedentes de las técnicas moleculares
2.1Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reacci6n en cadena de la polimerasa es un método inventado por Kary Mullis en 1987, que
junto con otros investigadores del Departamento de Genética Humana ¢n Cetus, utilizaron originalmente
ésta reaccién para la amplificucion de la beta-globina y para ¢l diagndstico prenatal de la anemia falciforme
(Saiki et al 1985). '

La PCR es un método “in vitro” para la sintesis enzimdtica de secuencias especificas de DNA,
usando dos “primers” (oligonuclestidos) que hibridan en cadenas opuestas y flanquean la regién de
interés en el DNA blanco. Una serie de ciclos repetitivos involucran la desnaturalizacion del templado, el
alincamiento de los “primers” y la extensién de los fragmentos alineados por Ja DNA polimerasa, dando
como resuttado Ia acumulacién exponencial de un fragmento especifico cuyos Iérminos estin definidos
por Jos extremos 5 de Jos primers. Debido a que la extensién de los productos sintelizados en un ciclo
pueden servir como templados del siguiente, ¢l nimero de copias del DNA blanco se duplica
aproximadamente en cada ciclo, Inicialmente se usaba el fragmento Klenow de la DNA polimerasa de E.
coli para extender los primers pero esta enzima era inactivada por las altas temperaturas requeridas para la
desnaturatizacion del templado en cada ciclo. Consecuentemente en cada ciclo tenfa que afiadirse enzima
fresca. La introduccién de una
DNA polimerasa termoestable (1a tag polimerasa) aislada a partir de la bacteria Thermus aquaticus |
transformé Ia técnica de PCR hacia una reaccién simple y robusta, la cual ahora puede ser utilizada
autométicamente en un termociclador.

¥l principal inconvenieme duranie 1a implementacién de las 1écnicas de amplificacion de regiones
especificas del DNA, se debe a que los parfmetros que a continuacién se describen utilizados para el
incremento de fa especificidad de la amplificacién implican un decremento en la concentracién del
resultado de la amplificacion.

Las cantidades o concentraciones de los factores que se utilizan en la PCR determinan en gran
medida la eficiencia con que se da la reaccidn y de igual manera son el origen de muchos problemas al
hacer la amplificacién
Estos factores determinantes son los siguientes:

DNA templado 100ng; Buffer Rep. 20X:Tris-HCl,ph 8.3 200 mM KCI IM tween20 0.10% ,
NP-40 0.10% 1XMgCI2 25 1.5 mM dNTP: 0.1mM de cada dATP, dTTP, dCTP, dGTP 100 pM
Oligonucledtidos primers: 50 pM por cada uno (ITSS, ITS 26r25s) 2 [t Polimerasa termoestable: 5 U/ul
0.5 pl= 2.5 U Agua bidestilada: ddH20BSA 10 mg/ml 0.2 mg/ml (Medio para que la enzima
funcione y DMSO 0.2% (impide la formacién de estructuras secundarias)
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ESTA TESIS N3 DEmE
Sy DE LA swuidlEs

Pardmetros de los Ciclos de Amplificacién

Bisicamente para realizar una reaccién de amplificacién de DNA por PCR se requiere de tres
temperaturas correspondientes a tres pasos en cada ciclo de amplificacién:

Desnaturalizacién. Como se ha mencionado anteriormente, la temperatura de desnaturalizacion varfa
dependiendo de la riqueza en composicion de pares de bases, que recae generalmente entre los 85 y los

95°C (Lewin, 1994). En general se usan temperaturas por arriba de los 50°C, por lo cual el tiempo de
desnaturalizacién dehe ser corto (entre S y 15 segundos por ciclo) para cvitar amplificacioncs
inespecilicas. Aunque se ha reportado que el tiempo de vida medjo de la enzima es de 45 a 96 minutos &

95°C y de 9 minutos & 97.5°C, es recomendable no dejar largos tiempos arriba de los 90°C, para evitar
la inactivacién de la enzima.

l.a desnaturalizacién incompleta debida a bajas temperaturas provoca que las hebras se vuelvan 2
cerrar ocasionando asf una disminucién del producto, pero también altas temperaturas o largos periodos
hacen que se pierda la actividad enzimdtica Negando asf a una vida media de 2 Hr 40 min a 92.5 grados y
de 5 minutos a 97.5 (Landre et ai 1995).

La desnaturalizacién consiste en la pérdida de los puentes de hidrégeno de la molécula de ADN y
los puentes disulfuro que se forman entre bases piricas y pirimfdicas a través de altas temperaturas.

El tiempo y temperatura de desnaturalizacién, depende de la concentracién de guaninas y citosinas que
tenga nuestra secuencia blanco, fas condiciones normalmente utilizadas son de 30 segundos a 95°C
Alineamiento de los “primers™: la temperatura y ef periodo de tiempo requerido para tal evento
dependen del tamafio y la concentracion de Ja amplificacién de jos primers.

En el alineamiento los primers podria requerir unos pocos segundos a concentraciones de 0.2mM
para el reconocimiento y unidn; incrementando la temperatura se discrimina en contra del incorrecto
pegado de primers y se reduce la extensién inespecifica de nuciedtidos incorrectos en el extremo 3° de Jos
primers,

La temperatura y ¢l tiempo de alineacidn dependen de la naturaleza de los primers y de ia regitn a
amplificar. En peneral se usan lemperaturas entre los 40° y 60° C (Saiki 1989). Para hacer una
amplificacién més especifica se requieren temperaturas mas cercanas a los 60° y tiempos cortos (10 a 15
segundos). Pero, al hacer este tipo de restricciones se cotre el riesgo de eliminar la amplificacidn.
Extensién del “primer’; el tiempo de extensién depende del tamafio y la concentracion de la secuencia
blanco, la temperatura que se utitice 72 © Cees la temperatura con que se trabaja, la tasa de incorporacién
de nucleétidos, lo cual depende del pH del buffer, la concentracién de sales vy la naturaleza del templado;
sin embargo, ésta velocidad puede variar en la presencia de DMSO (dimetil sulfoxido) y glicerol (Landre
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et al 1995) un tiempo de | minuto a 72° es suficiente para que fos productos de 2 Kb en tamafio se
amplifiquen, aunque un tiempo largo en extensién puede ayndar en los primeros ciclos, si la
concentracién del substrato es muy baja y en los Gltimos, cuande el producto concentrado excede la
concentracidn de ki enzima. Los tiempos amplios de extensién asi como bajas temperaturas y abtas
concentraciones de dNTPs favorecen amplificaciones inespecificas (pegado inespecifico de los primers y
la extension de nucledtidos incorperados enéneamente) por fo cual se deben usar Jos primers largos a

solo dos temperaturas: de 55° & 75° para alimeacion y de 94 ©297° C para Ia extension.

2.2 Polimorfisme en ¢! tamafo de los fragmentos de restriccion (RFLP’s)

Entce los marcadores basados en la informacién de} DNA se encuentran los RFLP’s (Dowlin et
al., 1990; Saghai -Maroof et al ., 1995}

Este método implica ¢l corte del DNA con una endonucleasa de restriceién, la cual es una enzima
que se pega a un diiplex de DNA en secuencias particulares de oligonucledtidos que generalmente son de
4, 5y 6 pares de bases y que son palindromicas es decir, reconocen la misma secuencia en los dos
sentidos de 5'a3’0de 372 5"

Originalmente, éstas enzimas se purificaron de bacterias, sin embargo no se encuentran solo
confinadas a éstos organismos sino que también se han aislado de virus, algas eic.; {New England
Biolabs Catalog 1995) se ha crefdo que su funcién biclégica es proteger las células de DNA ajeno,
aciuando como endonucleasas, pero asi como €stos organismos codifican enzimas, tobién hacen
modificaciones a su propio DNA para evitar ser digerido; a través de la enzima metyltaransferasa se metila
uno de los nucleotidos de la secuencia y de esta manera la enzima no reconocerd el silo donde corta, a
esto se le llama sistemas de modificacién restriccién (SMR), y por lo menos existen tres diferentes tipos
que se distinguen por la composicién de subunidades, el tipo de secuencias reconocidas y los cofactores
necesarios para la actividad ; el 93% de Jas enzimas pertenece al tipo I al tipo IS el 5% y al Lel 1%.

Las enzimas que aqui se utilizaron son del tipo IT que reconocen secuencias simétricas de DNA de
doble cadena y cortan dentro de €stas, dejando un extremo 3 OH"de un lado de corte y del otro un fosfato
5 éstas enzimas requicren solo de magnesio para su actividad. La variedad de secuencias que reconocen
es ilimitada, pero no reconocen menos de cuatro o mas de ocho bases especificas, esto refleja un balance
entre ¢l beneficio de reconocer secuencias muy frecuentes de DNA ajeno y el costo de protegerse esas
mismas secuencias en el DNA propio (New England Biolabs Catalog 1995).

Dependiendo del tipo de enzima que utilicemos obtendremos diferentes nimeros de fragmentos.
Generalmente cuando una secuencia se encuentra muy representada en un segmenta de DNA se obtienen
varios fragmentos que tienden a ser muy pequefios por lo cual es necesaria la utilizacién de geles que
permitan la separacién de los [ragmentos, por ejemplo fos geles de agarosa nos permiien un rango entre
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los 300 y 20,000 pb, en cumbio uno de polincrilamida nos permite una resolucion cntre 10 y 1000 ph;
otro tipo de agarosa es ¢l Metaphor para tesolucién més fina de 200 a 800 pb; inclusive llega a tener la
misma resolucién de bandas pequefias a una concentracién de 1.8% de la que tiene un gel de
poliacritamida a 5.5%.(FMC Bioproducts 1993)

En los RFLPs, la proporcién de fragmentos en comiin puede ser usada para estimar la tasa de
stibstitucaGie o pationes de divergencr (Nei and Li, 1974); come la relacion entre cstos dos fuctores es
curvilines, pequefios errores ¢n ¢l ndmero de fragmentos en comuin modificarian en gran medida las tasas
de substitucién. Por lo que, €l uso de los sitios de restriccidn es mds confiable, en cuanto a que
disminuye la probabilidad de obiener sitios por convergencia lo cual es mds comiin en los fragmentos.

Protocoio para la purificacién de productes de PCR mediante el paguete de QIA Gen.
Se prepara un get de aparose/TBE 0.5X (tris borato 45 mM, EDTA ImM) 1.5% tefiido con 10ul de
bromure de etidio 10mg/ml.

Se corre todo el producto de PCR a 80 V durante 2-4 hir aproximadamente.

Con una navaja estéril s corta la banda deseada en el transiluminador de UV con luz de trabajo

Se pesa el segmento de agarosa cortado y se coloca en un tubo eppendorf ¢l segmento debe pesar como
méximo 400 mg

Si 100mg = (00 ul, s¢ afiaden tres volimenes del buffer QX1 a un volumen de gel

Se incubo a 50 durante 10 min para disolver el gel

Se afiadié lo correspondiente a un volumen de isopropanal frio

Se midié el pH y si era mayor de 7.5 se reducia con acetato de sodio SM pH 5

Se coloca toda la muestra en la columna superior y se centrifuga a 10000 g,

Se elimina e] contenido de la columna inferior y se monta de nuevo bajo la columna superior

Se lava con 0.75 ml de buffer PE el tubo superior y se centrifuga a 10000 g 1 min.

Se elimina el liguido de a columna inferior y se coloca la columna superior en un tubo eppendorf fimpio y
sin tapa, centrifugando a mixima velocidad durante un minuto.

Se agregan 50 pl de TE 1X o agua bidestilada y se centrifuga a méxima velocidad 1 minuto este paso se
puede repettr afiadiendo 20 pl més .
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