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Una dedicatoria es una dddiva y todo el mundo sabe que el hecho
de dar conlleva necesariemente el de recibir, todo regalo es a su
vezr un extender o un bhaber extendido las manos en un momento y
unas circunstancias que eliminan por ellas mismas el tiempo,
haciendo que todo se vuelva recuerdo y acaso incertidumbre. Asi
pues, este legajo, resultado de tantos dares y recibires, remotos y
presentes, pertence a una infinidad de hechos y personas, pero
sobre todo, a mis padres y hermanas, mi familia;, mis amigos de
toda la vida Leonardo, Vliadimir y Juan Manuel, a mi amigo y guru
Hugo y fundamentalmente al hecho terrible y hermoso de estar (do

de ser?) vivo.

§f, pero quién nos curard det fuego sordo, del fuego sin color que corre al

anochecer por la rue de la Huchette, saliendo de los portales carcomidos, de los parvos
zaguanes, del fuego sin imagen que lame las piedras y acecha en los vanos de las puertas, como
haremos para lavarnos de su quemadura dulce que prosigue, que se aposenta para durar aliada
al tiempo y al recuerdo, a las sustancias pegajosas que nos retienen de este lado, y que nos
arderd dulcemente hasta calcinarnos.

Julio Cortazar, Rayuela 73:1.

De los cuatro puntos cardinales,
que son tres,
conozco dos:

el sur,

- 1l



Atn en los lenguajes humanos no hay proposicién
que no implique el universo entero; decir el tigre
es decir los tigres que lo engendraron, los ciervos

y las tortugas que devord, el pasto de que se
alimentaron los ciervos, la tierra que fue madre
del pasto, el cielo que dio luz a la tierra.

Jorge Luis
Borges, Bl Aleph.

Si decir el tigre es nombrar todo
aquello que de alguna manera esta en
él, con la misma sencillez dialéctica
debiera poder incluir en estas pdginas
todas aquellas maravillas de retina,
martillo, piel, nariz y lengua, todo lo
que de alguna manera ya estd aqui: las
lluvias de estrellas del desierto, el
asombro de abrir los ojos, de oler el
bosque, de comer: en la flor, el
mercado, la madre tierra; comerse la
Luna en la sierra de Oaxaca. Sentir el
vértigo de un salto mortal en el caribe,
de una cama de hospital, sentir 1a
muerte y el beso, 1a corola, un clémiso.
Alin mis, éseria posible que a la mitad
del método se describiera una luz
crepuscular, diera la receta de un
pastel o dibujara una espina con forma
de cuernos, un caracol? ¢Cabria en la
introduccion un recorte de poema, una
postal, un capitulo 84 que sélo fuera
entendible leyendo el 125 que |
estuviera contenido en una palabra del
" ltimo parrafo de esta tesis, cabrias td?
Sin duda seria un especticulo digno de
examen y nervios y colores y
estomagos.

‘Me pregunto si algun dia me sera
posible incluir el caos que antecede a
las palabras en ellas mismas, los
pensamientos que las carecen o el
silencio desconcertante de un
contrariado; si los limites so6lo van por

fuera o si ahora mismo, la
palabra que dudo en
escribir, desenvolver, una
que contiene los nombres
de Margarita, Nacho, Leo,
Dt, Vladimil, San Cristobal,
Casar, Ana, Alita, Sabato,-
Hugo, Gelman, Don
Giovanni, Tofo!, Lupita,
Sanmarianos, Leén, Ken,
Elena, Alicia, Caroline, JLB,
Angeles, Kris P., Oaxaca,
Leo y Floria, Anai, Silvio,
Héctor, Sofia, Selene,
Nubia, MayPa, Eneida,
Escircega, Pedro Macario,
Marco, Andrés K., Daniel,
Rosaura, Pablo, 1a muerte,
Victor, Macedonio,
Marcelino C., Adridn,
Adriana, El Potosi, Pati, Los
tartaros (Ezequiel, Jorge,
Maynor, Carlos, Sadl e
Hiram), Tarin, L. Toti,
Gabriela, Oliverio, Mykes,
el “bola”, Xiacui, Fitima,

Sofia, Adriana, Sol,

Lizana ‘s, Galeano,
Galeana, Zacatecas,
Cortdzar, Elia, Roberto K.,
Thompson y Gibson, Ana y
Héctor, Andrés V., Dona
Petra, Jeff y Dafne, Takao,
Tachito, Det Vogler,
Teresa, David G., Rodrigo
V., Mario B., Huitzil y que
pudiera o debiera ser tigre
o ciervo o tortuga, cielo,
luz u horizonte tiempo, mi
propio nombre. '
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Estes sa0 meus poetas.

Carlog Drummond de Andrade

en madrugada en pleno su esplendor

quién sino yo como ginebras destruyendo a sus victimas amadas
para dar luz a la indecisa claridad de sus mesas

quién sino yo conapelitos lujosas descripciones hechas para callar
o la palabra mesa las mentiras

los metros de mentiras para vestir los codos del borracho

los sastres estdn tristes pero se cose y canta

se miente en cantidad hermanos mios resulta bella la fealdad
amorosas las pustulas gran dignidad la infamia

al pajaro al cantor al distrido le han crecido reptiles

con asombro contempla su gran barbaridad

hurrah por fin ninguno es inocente

caballeros brindemos las virgenes no virgan

los obispos no obispan los funcionarios no funcionan

todo lo que se pudre en ternura dard

miro mi corazén hinchado de desgracias

ranto tugar como tendria para las bellas aventuras

Juan Gelman, Himno a la victoria (en ciertas circunstancias)

Toda labor intelectual es una labor humoristica.
Bernard Shaw

Siete mujeres se sentaron en circulo.

Desde muy lejos, desde su pueblo de Momostenango, Humberto Ak'bal les habia trafdo
unas hojas secas, que él habia recogido al pie de un drbol.

Cada una de las mujeres quebré una hoja, suavemente, contra el oido.

Una sintid un viento soplindole la oreja.

Otra, fa fronda que se hamacaba.

Otra, un batir de pdjaros.

Otra dijo que en su oreja llovia.

Otra esucho los pasos de un bichito que corria.

Qtra, un eco de risas.

Otra, un rumor de aplausos.

Humberto me lo cont6, y yo pensé:

éNo serd que las hojas muertas susurraron al oido de las mujeres, la memoria del drbol?

Eduardo Galeano, £l drbol.

E assim escrevo, querendo sentir a Natureza, nem sequer
como um homem,

Mas como quem sente a Natureza, € mais nada.

E assim escrevo, ora bem, ora mal,

Ora acertando com o que quero dizer, ora errando,
Caindo aqui, levantandc-me acold,

Mas indo sempre no meu caminho como um cego teimoso.

Alberto Caeiro, O guardador de rebanhos, XLV]
(fragmento).
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Prolegémenos
Prolegdémenos

En 1994, Smith y Klein reportaron una hipdtesis fllogenética basada en secuencias de la subunidad 185 y del
espaciador interno transcrito de DNA ribosomal (rDNA) para el género Picea de coniferas, tiempo después Liston
y Alvarez-Buylia (1995) notaron que dichas secuencias en realidad pertenecian a hongos filamentosos de la
Division Ascomycota, Las relaciones filogenéticas inferidas a partir de dichas secuencias eran congruentes, en
cierta medida, con las encontradas por Sigurgeirsson y Szmidt (1993) para las mismas especies de Picea utilizando
los fragmentos de restriccion del DNA de cloroplasto como fuente de caracteres, por fo que nose trataba de un
simple accidente de contaminacion, seguramente fos hongos venian de las hojas que se utilizaban durante la
extraccién de DNA. No podian venir de la superficie de las aciculas porque se esterilizaban, asf que debian provenir
del interior de éstas. La topologia de la filogenia hecha con estos hongos sugeria cierta especificidad hacia su
hospedero, las diferentes especies de Picea. Este resultado sugeria la hipdtesis de que ambos grupos de

organismos pudieran haber coevolucionado o, al menos, coespeciado (figura 1).

N Red -

Serbian

a Black b

Blue

— Norway

R White S

— Engelmann  ———

Pinus

Figura 1. Comparacion de la filogenia para Picea reconstruida con a) Fragmentos de restriccién de DNA de cloroplasto
(Sigurgeisson y Smidt, 1993) y b) con secuencias de rDNA de hongos (Smith y Klein, 1994). Notese la congruencia de los clados
resultantes.



Prolegémenos

De esta manera surgié €l proyecto “Filogenia molecular y especificidad de hongos enddfitos en el género
Pinus L.” {Alvarez-Buylia y Espinosa-Garcia, 1996; del cual forma parte esta tesis), en donde se pretenden
evidenciar patrones coevolutivos existentes entre los hongos enddfitos y los pincs con diferentes aproximaciones.
Dentro de este proyecto, el trabajo de Vézqﬁez Lobo (1996) ha implementado las técnicas necesarias para la
extraccion y amplificacion de rDNA de hongos endéfitos y ha demostrado que existe especificidad a nivel de
subgénero de pinos para un universo de hongos endéfitos no identficados.

Por su parte, esta tesis busca evidenciar la especificidad de un género de hongos endéfitos’,
Lophodermium Chév., en representantes de cada uno de los dos subgéneros de Pinus L. de coniferas, sus
hospederos. El punto de partida es a reconstruccién de la filogenia de los primeros con base en caracteres
moleculares y morfolégicos. Al mismo tiempo, contribuye en alguna medida con la incipiente exploracion de la
diversidad de este género de hongos en los pinos de México, asf como a su sistematica.

En la introduccién a este trabajo se da una breve explicacién de lo que la inferencia filogenética refiere, con
especial énfasis en fa utilizacion de caracteres moleculares y la utilizacién de matrices con caracteres combinados.
También se habla de las historias naturales de los pinos y hongos endéfitos y finalmente resalta fa utilizacion de Ia
inferencia filogenética como aproximacion a las historias naturales que estan relacionadas a niveles ecoldgicos y

quizas evolutivos.

I'Ver mis adelante en el texto para una discusion sobre el 1érmino enddfito.



Introduccion

Introduccidn

Todo lenguaje es un alfabeto de simbolos cuyo ejercicio
presupone un pasado que los interlocutores comparten.

J1B, El Aleph.

La inferencia filogenética

De una manera simple, la evolucién se puede definir como los cambios que han ocﬁm’do en las especies a lo largo del
tiempo (Richards, 1992), de tal modo que es posible distinguir dos elementos importantes en ella; uno de ellos son los
cambios por si mismos (los procesos por los que suceden) y el otro se refiere dnicamente a la descripcion historica,
resultado de los cambios mencionados. Si se conocieran los procesos por lois cuales las especies cambian, entonces la
historia de los cambios deberfa ser cognoscible; sin embargo, adn no se ha escrito la Gltima palabra a este respecto.

Por otra parte, estd claro que el pasado de alguna manera ha devenido en el presente, es dedir, existe
conectividad entre ellos; de tal forma que el conocimiento adquirido a partir de los hechos del presente puede generar
premisas que serian aplicables para conocer del pasado. Dicha conexién es un continuo de posibilidades epistemologicas,
premisas de posibles principios y posibles subsecuentes, de modo que el pasado es cogniscible en la medida que las
propiedades contingentes del proceso evolutivo nos lo permitan (Sober, 1993). En otras palabras, €l pasado puede
descubrirse hasta donde el conocimiento empirico de sus procesos, o el resultado de ellos, llegue; el método que se
utilice para inferir el pasado debe corresponder con los supuestos hasta ahora conocidos de los procesos evolutivos
(Sober, 1988).

Lainferencia fllogenética, como un método para conocer ef pasado, trata de resolver las refaciones filogenéticas
(la descripcion histérica de elias) existentes entre la diversidad de los organismos (Sober, 1988), es utifizada ampliamente

en la biologia evolutiva actual y puede tener como base epistemologica al dladismo.

El ciadismo y la inferencia filogenética

En biologfa, el cladismo es un método que se usa para reconstruir genealogias de los organismos y construir
dlasificaciones; sin embargo, también es una aproximacion generalista que permite organizar cualquier informacion
compatada, como fa linguistica y la biogeogrdfica. Por lo general, la organizacion de las relaciones que guarda dicha
informacin es representada en un diagrama con forma de drbol o cladograma.



Introduccion

La homologia o las hipétesis de homologia son las premisas de conectividad entre el pasado y el presente para los
cladistas, es decir, la manera en que las relaciones histdricas entre los objetos biolégicos de estudio pueden descubrirse.
Por ello, siempre que se habla de homologia hay que establecer a qué es homoélogo aquello de lo que se habla y ef nivel
jerérquico al cual se da dicha homologfa. Cabe resaltar aqui que toda homologfa, como un tipo especial de similitud cuyo
origen estd en la ancestria comiin y cercana, parte dei parecido entre los objetos de estudio, es decir de las similitudes en
una version amplia. Con el fin de que el lenguaje a este respecto fuera més preciso, Hennig (1966) distingui6 varios tipos
de similitud, ast, la similitud entre los caracteres puede ser ancestral o rediente, plesiomérfica o apomérfica,
respectivamente. Si la similitud entre los caracteres es ancestral y es compartida por algunos descendientes, se trata de
simplesiomorfias y si es reciente, derivada y compartida por los descendientes se llama sinapomorfia. Si hay similitudes
que surgieron a partir de convergencia evolutiva o de paralelismo se trata de homoplasias (Farris, 1983).

El cladismo supone que 1 relacién més cercana depende también de la ancestria més cercana, que en sf misma es
determinada solamente por las sinapomorfias en los organismos estudiados, las plesiomorfias no pueden indicar
relaciones entre los grupos. Asimismo, la congruencia de caracteres es para los cladistas el criterio decisivo para distinguir a
la homologfa (sinapomorfia) de la homoplasia, como lo es el principio de parsimonia para maximizar la congruencia de los
caracteres (Scotland, 1992).

Los tipos de similitudes de que se habla son interpretados con base en el principio de la parsimonia. El principio
de parsimonia es anterior al cladismo, supone en su més puro nivel que,de entre dos 0 més hiptesis que resuelvan un
problema, la que sea mis sencilla es la que debe considerarse (Rieppel, 1988). En el cladismo, la parsimonia
sencillamente es la idea de que las similitudes derivadas son evidendia de relaciones entre los objetos de estudio y de que
las ancestrales no lo son en el nivel ulterior (Sober, 1992); por lo que la parsimonia es €l criterio para elegir entre hipétesis
igualmente sustentadas por la evidencia empirica.

Por otra parte, el cladismo distingue a los grupos que incluyen a todos los descendientes de un ancestro comin
como grupos monofiléticos, a los que no incluyen a todos como parafiléticos, (Hennig, 1966) y 2 1os grupos cuyo ancestro
mas anterior ha sido asignado a otro grupo y no al mismo como grupos palifiléticos (Farris, 1977; en Forey et al., 1992).
Cabe anotar el cuidado que debe tenerse al emplear estos términos, pues la ancestria comun es algo que estd por
descubrirse y entonces resulta imposible o impropio hablar de grupos con ancestria comuin sin el andlisis ulterior (Platnick,
1979, Patterson, 1982).



Introduccion

Métodos de andlisis filogenético usando parsimonia

Siguiendo con lo expuesto anteriormente sobre a inferencia y Ia parsimonia, se han generado varios algoritmos
para la biisqueda de flogenias basados en el principio de médma parsimonia. Esto, concretizado en la construccion de
cladogramas, es el buscar la filogenia con el menor numero de cambios posibles de un caracter a otro (Hillis ez af, 1996).
Bl uso de cada uno de los métodos para la construccion de drboles depende del paquete computacional que se utilice y de!
numero de caracteres y unidades taxonémicas operacionales (OTU, por sus siglas en inglés) que se tengan para el andlisis.
El programa PAUP v. 3.0 (Phylogenetic Analysis Using Parsimony, Swoford, 1993), que es quizis el mayormente utilizado,
tiene varias opciones de biisqueda de filogenias, dependiendo de las necesidades del usuario.

Cuando se tienen pocos OTUs (once como méaximo) se puede realizar una bisqueda Exbaustiva, que buscaen
todas las topologfas posibles al 4rbol més parsimonioso. Este tipo de busqueda comienza por generar la Gnica topclogia
posible con los primeros tres OTUs de fa mattiz, para luego adicionar el siguiente OTU a cada una de las ramas del arbol
inicialmente construido, generando tres topologias diferentes a las cuales se adiciona el siguiente OTU, produciendoa su
vez los drboles correspondientes hasta aglutinar a todos los OTUs, entonces se cuentan los pasos requeridos para cada
topologia y se retienen el o los drboles més parsimoniosos.

Cuando se ienen més de once OTUs se puede elegir una bisqueda lamada Branch and Bound, que es muy
parecida a fa anterior, s6lo que evaliia las topologfas mientras las genera, s decir que si en la adicién del siguiente OTU se
obtiene una topologia con mayor nimero de pasos que en cualquier otra generada al momento, la biisqueda borra esos
Arboles de la memoria y continta con otra topologia més parsimoniosa

Cuandd se tienen matricesbr-nuy grandes no es posible hacer una bisqueda precisa y se utilizan algoritmos con
aproximaciones heuristicas, que, aunque disminuyen Ia precisién del andlisis, minimizan el tiempo computacional y en
muchos casos hace posible el andlisis mismo (Swoford, 1993). Este método consiste en la construccién azarosa de un
arbol sobre el cual se hacen rearreglos para disminuir el nimero de pasos en él: cuando esto ya no es posible la bisqueda
se detiene y genera el 0 los drboles més cortos que encontré. Con este método se corre el fiesgo de no obtener el drbol
més parsimonioso, por lo que se recomienda hacer varios andlisis con diferentes topologias como partida, en diferentes
ordenes de adicién de ramas o con otras condicionantes de bisqueda.

Existen algunas pruebas estadisticas disefiadas para estimar la robustez de la filogenia que s obtiene. Unade
ellas es el llamado Bootstrap (Li y Zharkikh, 1994) que es una técnica de muestreo 0 submuestreo consistente en

generar el eor por Muestreo que pudiera haber en la matriz original de caracteres. Lo anterior se logra submuestreandoy
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reemplazando caracteres de cualquier OTU por datos al azar, generando una matriz diferente a la original y realizando
nuevamente la bisqueda filogenética, lo que corresponde a una réplica de booistrap. Por lo general se hacen cien o mil
réplicas, aunque no hay un némero limite para elias. Al final se obtiene un arbol que representa el consenso de todos los
encontrados en cada una de las réplicas con un niimero en cada internodo que corresponde al porcentaje de topologfas en
los cuales ese clado pennanf;dé igual. En teoria, los valores de Bootstrap mis altos le dan una confiabilidad igual al arbol;
aungue se sabe que no se pueden tener como un porcentzje de confianza estadistica (Sanderson, 1995).

Ademis, existen indices descriptores de los drboles obtenidos, que también pueden ser interpretados para
estimar la confianza en ellos. El indice de consistencia o indice de homoplasia total (CI), estima la sumatoria del menor
néimero de cambios de estado en cada caracter entre la sumatoria del nimero de cambios vistos, cuando el Cl es igual a
uno, se dice que no hay homoplasia; tiene la desventaja de ser sensible a los caracteres no informativos, lo que hace
aumentar el CI. El indice de retencion (RI; Farris, 1988) refleja la cantidad de sinapomorfia calculando la homoplasia, sin
romar en cuenta los caracteres no informativos, el valor del RE es alto cuando la mayoria de los cambios estan en las ramas
basales y es bajo cuando la mayoria de los cambios estan en las ramas terminales. Finalmente, el indice reescalado de
retencion (RC; Farris, 1989) que es el producto del Cl por el Rl; cuya interpretacion no ha sido explicita (Archie, 1996).

Sin embargo, la tinica manera de saber si una filogenia es lo suficientemente robusta es corrobordndola o
refutandola con los mismos principios utilizados para construiria, es decir, con la adicion de més caracteres o de més OTUs
(y el reandlisis de la nueva mateiz). A este respecto, la generacién de matrices combinadas de caracteres {también
llamadas de evidencia total) puede ser una manera de ejercer el falsacionismoy la parsimonia en el contexto cladista

cuando se prueban hipétesis filogenéticas.

Sobre el uso de matrices de caracteres combinadas

Existe una cierta controversia acerca del uso de matrices combinadas (Luckow y Bruneau, 1997), s¢ ha dicho que
los atributos biolégicos cuya evolucion se estd estudiando no deben incluirse en las matrices sobre la cuales se esta
haciendo el andlisis filogenético, aduciendo que se trata de una circularidad en el tratamiento del problema (Coddington,
1988), que se sesga el andlisis utilizando caracteres ecoldgicos 0 con presunta significacion adaptativa (Brooks y McLennan,
1960) o que se corre el riesgo de circularidad si 1os cladogramas se contruyen con datos que 720 son independientes de
los ecolégicos a analizar (Armbuster, 1992). Por lo anterior, s muy comiin que se evite incluir en una misma filogenia

caracteres molecutares y morfoldgicos y se decida “mapear” los caracteres morfolégicos sobre la filogenia molecular sin
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incluirlos o simplemente comparar filogenias construidas con diferentes tipos de datos con métodos especificos para
estos menesteres (Brooks, 1981). Algunos de los problemas con la segunda aproximacion son: la asimetria en el nimero
de caracteres, la confiabilidad en los datos moleculares, la homoplasia en los datos morfolégicos, la resolucion de los
arboles, 0 que se empleen técnicas de consenso inapropiadas. (Eearnise y kiuge, 1993).

Por otra parte, el mismo andlisis cladista puede ser una herramienta poderosa que pruebe las hipotesis a priori
sobre Lrnnsfonnacioﬁcs historicas cuando los atributos necesarios se incluyen desordenadamente (De Pinna, 1996).
Ademds, el incluir datos provenientes de varias fuentes o cuyos atributos quieran probarse, permite gue las sinapomorfias
(como tinica prueba histérica de adapracién) minimicen las hipétesis homoplasicas ad boc (Kluge, 1997), lo que, dicho
sea de paso, sigue 1 16gica del andlisis parsimonio cladista (Farris, 1983) al maximizar el poder explicativo de la evidencia
con simplicidad.

Un argumento fuerte para el uso de las matrices combinadas es que cada uno de los caracteres tiene un
determinado valor filogenético en niveles diferentes que pueden ser complementarias entre los caracteres morfoldgicos
y moleculares (De Quiroz ef af., 1994; Eernise y Kluge, 1993).

A este respecto, se ha escrito sobre la congruencia de caracteres en las matrices combinadas (Doyle et al., 1994;
Eernise y Kluge, 1993, Sanderson y Donoghue, 1989) y sobre fas maneras de probar la robustez de este tipo de matrices:
el PTP (Permutation tail probability; Faith y Cranston, 1991), el indice de soporte total (Total Support Index; Brewer,
1994: Kilesjo, 1992) y el indice de decaimiento o de soporte de las ramas (Decay or Branch support index; Brewer,
1994), entre otros.

Finalmenite, es claro que el cladograma no debe estar basado unicamente en caracteres que involucren hipotesis
de adaptacion, sino que preferentemente debe ser corroborado o refutado por caracteres adicionales. También resulta de
vital importancia el planteamiento de las preguntas a resolver, pues de ellas depende en gran parte la circularidad y no

de los caracteres que se utilicen, mucho menos del andlisis cladista (Luckow y Bruneau, 1997; Kluge, 1997).

El Método de Grupo Externo para orientar filogenias

E! método de grupo externo (MGE) es utilizado en I sistematica para polarizar caracteres. Sin embargo, la
manera en que operay por o tanto, la base 16gica para su utilizacion permanecen sin mucha investigacion al respecto (De
Pinna, 1996). Existen trabajos que opinan que el MGE opera polarizando caracteres individualmente cuando todos los

caracteres del grupo externo se vuelven plesiomérficos (Nelson y Platnik, 1981; Kitching, 1992). También se ha dicho
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que sirve para enraizar flogenias localizando el sitio de la topologia donde se encuentra la rafz con una explicacion parecida
ala anterior (Scotland, 1992; Williams, 1992). Otros mids aducen que més bien funciona orientando las ramas del
dladograma sin aportar nueva informacion sobre la polarizacion de caracteres o el enraizamiento pero revelando grupos
monofitéticos (De Pinna, 1994; Weston, 1994).

Una revision reciente del método, Keller (1998) descubre que ni fa polarizacion individual de caracteres, ni el
enraizamiento de flogenias son el resultado directo de la utilizacion del MGE, sino consecuencia de lo que realmente
ocurre cuando se le utiliza: Ia optimizacion de la flogenia mediante su otientacién. En otras palabras, cuando se utiliza un
grupo externo se descubren grupos monofiléticos por contrastacién con éste (Sober, 1988) ¢, indirectamente, se revelan

raices parciales y se polarizan los caracteres del grupo intemo, exclusivamente (Keller, 1998).
Los caracteres moleculares en la inferencia filogenética

Como se refirié anteriormente, el dadismo puede utilizar cualquier informacién comparada y organizarla segin
sus principios, por lo que la utilizacién de datos moleculares en fa construccion de filogenias no sélo es muy popular, sino
que crece dia con dia.

La homologia significa parecido por ancestria comtin, al tratarse de biologia com parada la homologia es el
concepto central, sin embargo, ésta no puede descubrirse  prior? (Williams, 1992). En la sistemndtica molecular pueden
descubrirse diferentes niveles de homolgia. Por ejemplo, hay relacién entre los genes de un mismo genoma, ademds hay
una correspondencia entre los aminodcidas y/o las secuencias de nuciedtidos dentro de los genes individuales, generando
todas ellas caracteres potencialmente informativos (Forey et al, 1992).

En la sistemética molecular temprana, a homologia era equivalente a la similitud (Patterson, 1988). Peroain
cuando dos secuencias fuetan muy parecidas entre si, digamas un 95%, existe Ia posibilidad de que muchos de esos
caracteres sean homopldsicos o que no sean Gtiles en fa inferencia filogenética (p.€. si se trata de simplesiomorfias o
autoapomorfias). Asimismo, existen diferentes fuentes de datos utilizables como fuente de caracteres en la
reconstruccion filogenética, como el Polimorfismo de Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP; Sagahai Maroof
et al.1995; Dowlin et al, 1996), el Polimorfismo en la Amplificacion al azar de DNA (RAPD; Williams er /., 19%0; Russell
et al., 1993) y la secuenciacion de nucledtidos (Gardes e? 4l 1993; Berbee et al.,, 1992). Todos ellos pueden aportar
informacién diferente, por lo que su uso debe corresponder a los objetivos 0 los planteamientos iniciales del problema que

se quiera resolver.
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En la sistematica molecular existen tipos particulares de homologia entre las secuendias: las secuencias ort6logas
(Fitch, 1970) son secuencias homélogas que ‘reﬂejan la descendencia de las especies en tanto que la duplicacion que les
da origen ocurre justo antes de un evento de especiacion, es la equivalencia a los caracteres sinapomoérficos en morfologia.
En contraste, las secuencias pardlogas (Fitch, 1970) son secuencias homélogas que reflejan [ historia del gen y pueden
coexistir en un Mismo organismo, se trata de secuencias que se duplican independientemente al evento de especiacion.
También existen otros tipos de secuencias, como las xendlogas (Gray y Fitch, 1983)que son adguiridas, es el caso de
decirlo, mediante Ia transferencia hotizontal de genes, por lo que mostrarian resultados incongruentes en una filogenia
(comosi se tratara de homoplasias en caracteres morfol6gjcos), y las plerélogas (Patterson, 1988), que son secuencias
pardlogas cuya similitud estd dada por la tranformacién de secuencias, consecuencia de la evolucion concertada (Zimmer et
al. 1980).

La alineacién de secuencias y la homologia

Tratandose especificamente de la alineacion de secuencias de nuclettidos para la obtencion de caracteres, debe
resaltarse que el apareamiento de cada una de las bases es una hipétesis de homologia (homologia de posicion}, por lo
que el algoritmo de alineacién que se utilice debe ser lo suficientemente poderoso como para lograr la mejor alineacion
posible. Esto es, durante la alineacién de secuencias, existen bases apareadas que coinciden exactamente y otras que no;
asimismo, existe un tercer caso en donde se encuentran nucle6tidos que no son alineados con los de la secuencia o las
secuencias que se comparan, generando un “hueco” en estas ultimas (fig. 2). Dicho hueco recibe el nombre de “indel”
(apocope de insercién/delecion)’ porque a este nivel es imposible decir si el “hueco” generado en la secuencia que no se
alinea es una insercidn en ésta o una delecién en las otras. Resulta claro que cualquier nucledtido que no tenga
correspondencia en alguna de las secuencias con las que se le compara podria convertirse en un “indel”. Ast pues, la mejor

alineacion es aquella que equilibre el nimero de “indels” con el de nucledtidos apareados pero diferentes.

1 También conocidos como GAP en textos anglosajones.
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ATTTGC|GICGCGTTA ATTTGCG|_ _CGTTA

ATTTGCICICGCGTTA ATTTGCGAAICGTTA
1 2

Figura 2. Alineacion de dos secuencias de nucledtidos en donde se muestran aquellos que estdn alineados sin
corresponder (1) y aquellos cuya alineacién produce un “indel” (2).

Un algoritmo que busca la generacion de alineaciones con las propiedades antes mencionadas es el desarrollado
por Thompson, Higgins y Gibson (1994), que consiste en la alineacion por separado de todas las secuencias por pares, a
partir de la cual se construye una matriz de distancias y se calcula el grado de divergendia de las secuencias; después se
erige un “4rbol guia” (un drbol construido a partir de distancias) y se alinean todas las secuendias progresivamente de
acuerdo a las relaciones que el arbol construido refleja. Debido a que el algoritmo puede conservar preferentemente
“indels” de las secuencias més parecidas y alinear sobre ellos 2 fas que lo son menas, generando errores, es necesario

revisar visualmente fa alineacién.

Los genes ribosomales y el espaciador interno transcrito(ITS)

La familia de los genes ribosomales es una de las més utilizadas para la sistemdtica molecular y en particular de los
hongos (p.e. Bruns et al., 1991; Briard et al., 1995; Jasalavich ef al, 1995; Morales et 4/, 1995), se rata de genes
paralogos dispuestos en serie dentro de un mismo genoma (figura 3). A pesar de tratarse de genes parilogos, su uso es
factible porque presentan evolucién concertada (Zimmer ef al., 1980). Es decir, un proceso por el que existen muchos
loci relacionados en los cuales las secuencias repetidas se homogeneizan tal que las relaciones de ortologfa/paralogia se
enmascaran. En familias de genes completamente concertadas, como la de los genes ribosomales, los genes pardlogos
dentro de un individuo son més similares entre eflos que con sus presumibles ortélogos en los individuos de otras
especies, haciéndolos parecer derivados por descendencia reciente més que por una duplicacion ancestral. Los
mecanismos principales responsables de la evolucion concertada son: i) la recombinacion desigual en secuencias repetidas
contiguas y if} la conversi6n génica que no est imitada a fas secuencias contiguas (Li y Graur, 1991).

El uso extendido de los genes ribosomales en la sistemética molecular se debe a que en la misma region del
genoma se pueden encontrar secuencias muy conservadas y otras altamente variables, lo que permite hacer

aproximaciones fllogenéticas a diferentes niveles jerdrquicos. Su estructura (figura 3) los hace de facil lonacion, pues se
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pueden anclar primers’ “universales” (i.e. que pueden ser utilizados en organismos muy diversos} que lo mismo son

utilizables para amplificar las subunidades ribosomales que los espaciadores flanquedndolas.

_________ 1285 4 NTS . ETS 4185, ITS ;| 285§ NTS
| | / —
ITS1 ITS2
18SrDNA BSrDNA 28SMDNA

Figura 3. Disposicion de los genes ribosomales y sus espaciadores en el genoma. En la parte inferior se representa con
mas detalle la regidn del ITS. El esquema no €s proporcional a los tamafios reales; rDNA: DNA ribosomal; NTS:
espaciador intemo no transcrito; ETS: espaciador extemo Lranscrito.

F} ITS est4 constituido por dos regiones traducibles no codificantes llamadas ITS1 e ITS2, localizadas a ambos
lados de la subunidad ribosomal pequéﬁa (ssu rDNA), todo lo anterior en conjunto es llamado el ITS total (ITS1, ssu
rDNA e ITS2).

Para el caso particular de los hongos, el ITS ha sido utilizado para distinguir entre géneros diferentes e incluso
entre especies de un mismo género (Gardes y Bruns, 1993). Por lo general tienen una longitud de 600 a 800 pares de
bases {pb), lo que permite su secuenciacion completa.

Cabe sefialar que dentro del genoma flingico son muy comunes los intrones, secuencias de variable tamafio que
se integran en el genoma interrumpiendo genes o aumentando su fongitud, se conocen de dos tipos. Los intrones del

tipo uno pueden transmitirse via horizontal, mientras que los del tipo dos se transmiten slo por via parental (Voety Voet,
1995).

Otras controversias

Los grandes avances en biologia nos han permitido analizar directamente i variacin genética para la

reconstruccién flogenética. Muy por el contrario de convertirse en una panacea, la sistematica molecular ha engendrado

nuevas controversias (Doyle, 1996). Una de ellas es lade inferir flogenias de organismos a partir de filogenias de genes.

2 También llamados sonda s o cebadores en algunas traducciones.
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A este respecto, Roth (1991), sefiala la desconexion existente entre estos niveles de organizacién y la dificultad de
extrapolar informacién de uno nivel a otro. Por ejemplo, la utilizacién de genes redundantes o de genes involucrados en la
ontogenia, en donde las redes de interacciones entre ellos "desconecta” e nivel genético con el nivel morfolégico. En
resumen, los genes y la morfologfa no tienen una relacion directa; por lo general, los genes interactdan entre ellos y sus
productos antes de dar como resultado una morfologia dada. Ademds, la homoplasia en la funcion de los genes estd
pdbremente relacionada con Ia homoplasia total del 4rbol construido con el gen.

Por otra parte, fa influencia de la evolucién concertada en la homoplasia de arboles de genes depende del grado al
cual opere. Cuando la evolucién concertada homogeneiza las secuendias completamente y todas las copias de un gen
dado son iguales dentro de una especie, entonces la familia completa actia como si fuese una sola. En tales casos, la
homoplasia todavia puede estar presente debido a paralaleismo y a errores en la alineacion. 1a probabilidad para fijarse de
cualquier secuencia dada debe ser la misma, sea 0 no un estado homopésico cuando se ka compara con un caracter
homélogo en otro grupo de arreglos homogeneizados.

Todo lo anterior adquiere un significado més practico desde que la primera aproximacién a los organimos y ain su

identificacién siguen siendo mayormente desde el punto de vista morfolégico.
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Historias naturales I: los pinos

Los pinos mexicanos

Los pinos son plantas gimnospermas perennes con unas %0-120 especies (Perry, 1991) y comprenden un grupo natural
bien separado de otras coniferas. Son nativos solamente del hemisferio noﬁe, con la excepcién de una especie, Pinus
merkusii, que se encuentra al sur del ecuador, en Sumatra. Los pinos estan excelentemente distribuidos en zonas
boreales o frfas aunque con poca diversidad de especies, mientras que en zonas montafiosas més tropicales la disiribucion
es limitada y contrastante con la gran diversidad de especies (McCune, 1988): México es un centro de diversificacion de
los pinos (Styles, 1993), aqui existen entre 43 y 51 especies y taxa infraespecificos (dependiendo del autor), casi ta mitad

de las especies de pinos conocidas en todo el mundo.

),.h' 7 |
Figura 4. Estrdbilos femeninos maduros de P. monticola y de P.contorta, de los subgéneros Pinus y Strobus, respectivamente.
(Tomado de Maddison, 1998).

Los pinos s0n un grupo bastante antiguo, sus ancestros ya poblaban la Tierra hace més de 100 millones de anos
(Perry, 1991). Hay dos grupos naturales dentro del género, los pinos blandos y los pinos duros, del subgénero Strobus y
Pinus, respectivamente (figura 4). Dentro de estos dos grupos existen a su vez clasificaciones que los agrupan en
secciones y subsecciones; hay unas 17 subsecciones, aunque algunos especialistas consideran que debian surgir nuevas

que incluyeran propiamente 2 algunos pinos mexicancs, clasificados dudosamente dentro de alguna de las subsecciones

existentes (Farjon, 1996).
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Cerca de los tr6picos, los pinos se distribuyen principalmente en zonas altas y montafiosas. En México hay dos
importantes cordilleras que cruzan el pais de norte a sur, la Sierra Madre Oriental y la Sierra Madre Occidental; més al sur, el
Eje Neovolcanico une estas cordilleras de este a ceste, alcanzando grandes altitudes (mas de 4000m). Adn al sur, la Sierra
Madre del Sur contintia 2 1o largo de la costa del océano Pacifico junto con la Sierra Norte de Oaxaca (continuacion de ta
Sierra Madre Oriental). Hacia el sureste, pasando el Itsmo de Tehuantepec, que en general es de elevaciones bajas, las
montadias se elevan de nuevo en la Sierra Madre de Chiapas y la Mesa de Chiapas, contintiando hacia Centroamérica (Perry,
1991).

Dada la intrincada emergencia del terreno, en México existen practicamente todos los climas en los que los pinos
pueden vivir y més adn, los pinos explotan ambientes que nommalmente les son poco favorables, como zonas
semidesérticas en el noreste de México, donde una gran diversidad de especies (en su mayoria endémicas) resisten la
sequia y altas temperaturas (Martinez, 1948). Por lo anterior, el noreste mexicano es considerado un centro de
diversificacion de pinos. Existe uno més en el Eje Neovolcanico (Farjon, 1996), donde es tan comun el endemismo como
os altos niveles de variacion genética y morfoldgica en especies como P. montezumae. '

Econémicamente l0s pinos son muy importantes, de ellos se aprovechala madera, las semillas de algunos son
comestibles, se obtienen resinas, solventes, combustibles, etc. (Martinez, 1948); pero quizis cumplan papeles mucho
s fundamentales en su relacién con el medio biético y abidtico. Los pinos producen oxigeno sirven de refugio alas
aves, mamiferos e insectos; son substrato de hongos, liquenes, plantas epfitas; se asocian simbidticamente con algunos
hongos para formar micorrizas protegiendoalos suelos de la erosion y mis aun, sostienen en el interior de sus hojas a toda
una comunidad de microorganismos amados endéfitos.

Existen dos grupos naturales en pinos, los subgéneros Strobus y Pinus, que muestran algunas caracteristicas
diferentes entre si. Las especies pertenecientes al subgénero Pinus son, por lo general, tolerantes al fuego e incluso
dependen de él para la liberacion y el establecimiento de sus semillas, sus conos son muy duros y resistentes, el fuste de
sus arboles es largo, las aciculas gruesas, las semillas casi siempre son aladas, etc. Mientras que en el subgénero Strobus las
especies son tolerantes a la sombra de los bosques (no necesitan de claros para establecerse), con requerimientos
espedificos de humedad, tienen conos menos gruesos que las especies del otro subgénero, sus semillas casi nunca
presentan alas, sus aciculas son cortas y delgadas, crecen ripidamente, son precoces en cuantoa la edad de reproduccion,

etc.
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Lo anterior, como una importancia biokégica particular, hace que cualquier intencién de estudiar los pinos se tenga
que adecuar a Ia variacion anteriormente Citacla, es por €so que esta tesis considera a un representante de cada uno de los

dos subgéneros de pinos: P. ayacabuite y P. montezumae.

Pinus ayacabuite Ehren.

P, ayacabuite pertenece al subgénero Strobus (pinos biandos) en la seccion Paracembra. En 1838 se describio
por primera vez en el sureste de México, por Ehrenber. Actualmente se conocen dos variedades, brachyptera Shaw, al
norte del pais y veitchii Shaw en el centro (Eguiluz, 1978).

Esta especie crece normalmente mezclada con otros pines y abetos en las montaias del sur de México,
Guatemala, Honduras y El Salvador. En México forma pequefias masas puras, principalmente en Chiapas, Oaxacay
Guerrero; mientras que en Colima, Puebla, Tlaxcala, Hidalgo y Veracruz comunmente se le encuentra asociado con
P. montezumae, P. teocote, P. odxacana, P. oocarpa var. ochoterenat, Quercus brachyptera, Abies guatemalensis,
A religiosa, Alnus sp., P. pseudostrobus y P. rudis. (Eguiluz, 1978).

Normalmente crece en altitudes que van de los 2000 a los 3200m; es una especie que tolera varios tipos de
ambientes, pero alcanza su plenitud en suelos bien drenados y en ambientes frics y himedos (Perry, 1991).

1a variedad brachyptera se diferencia del tipico ayacahuite en 1a forma y tamafio del cono, asi comoen la
distribucién, restringida a las montafias del norte de México, donde prefiere sitios elevados, himedos y con sombra, como
{as barrancas. Algunas veces forma masas puras, pero €s mas frecuente encontrarlo asociado con P. teocote, P. cooper,

P. duranguensis, P. rudis, P. berrerai, P. arizonica, P. engelmanii, Psedotsuga sp., Abies spp., Juniperus spp. y rara vez
con P. lumboltzii y P. leiophylla (Eguiluz, 1978, Perry, 1991).

1a variedad veilchii estd ampliamente distribuida en el Eje Neovolcinico, en pequefos grupos de individuos
asociados 2 otros pinos, abetos y otros drboles (P. montezumae, P. teocole, Abies religiosa, Alnius sp., Arbutus sp.,
Quercus spp., etc.); crece, sobre todo, en lugares frios, humedos y sombreados. Su designacion como variedad también
est4 dada por el tamaio, el color y la forma de sus conos. Se ha reportado en el Distrito Federal, Guerrero, Hidalgo,
Michoacin, México, Morelos, Puebla y Veracruz (Eguiluz, 1978, Perry, 1991). |

P. ayacahuite es la inica especie del subgénero Strobus que tiene una amplia distribucién en nuestro pais. La
mayor parte de los pinos blandos de México se encuentran en zonas semidesérticas, donde P. ayacabuite no puede vivir;

sin embargo, hacia el sur puede coexistir con Otro pino blando que llega a estas latitudes, P. chiapensis (Mart.) Andersen.
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Este altimo se distribuye solamente en los estados mexicanos de Veracruz, Guerrero, Oaxaca y Chiapas, y en los
departamentos guatemaltecos de Quiché y Huehuetenango; puede desarrollarse desde los 500 y hasta los 2250msnm,
siempre y cuando tenga vientos himedos. Aligual que P.ayacabuite, P. chiapensis es una especie que prefiere sitios
sombreados. Sus poblaciones estan formadas generalmente por individuos separados, combinados con algunos pinos y

otra vegetacidn de los lugares en los que se desarrolla, como los bosques mesofilos (Perry, 1991).

Pinus monteztimae Lamb.

Esta especie pertenece a la seccién Montezumae y a a Subseccidn de) mismo nombre en el subgénero Pinus
(Perry, 1991). Se encuentra practicimente en todos los complejos de serranias del pais, adentrandose hasta las montarias
de Guatemala. Crece en una gran variedad de condiciones, desde climas semi-templados, hasta templados-frios, de los
2000 y hasta los 3200msnm; la humedad también varfa bastante en los sitios en los que se desarrolla, es quizis por eso
que también es una de las especies de pino con més variabilidad morfolégica, ademds suele producir hibridos fertiles con
muchas otras especies de pinos, especialmente con P. pseudostrobus Lindl., en la Mesa del Centro, y con P.bartwegii
Lindl y 2. rudis Endl. en Coahuila y Nuevo Ledn. |

En algunas localidades forma masas puras de varias decenas de hectdreas, pero cominmente se asocia con
P. bartwegii, P. rudis, P. pseudostrobus, P. leiophylla, P. lawsonti, P. michoacana, P. douglasiana, P. ayacabuite,

P. ayacabuite var veitchii y P. teocote. '

Por la morfologia del cono y de las aciculas, se han distinguido algunas variedades que son mds o menos
aceptadas, dependiendo del autor (Martinez, 1948; Eguiluz, 1978, y Perty, 1991). P. montezumae comparte localidades
con muchas especies de pinos, entre ellas cabe mencionar a P.hartwegii y a P. greggii Engel. P. bartwegii penenece ala
Seccién Montezumae en fa Subseccién Rudis (Perry, 1991), crece 2 grandes altitudes, formando masas puras de bosque
entre los 3000 y los 3700msnm, se le puede encontrar en gran parte de las altas montarias del pafs, por lo que algunas
veces es posible encontrarlo con P. montezumae. Por su parte, P. greggi, tiene un intervalo de distribucion mds limitado,
s6lo se le encuentra en las montaias de Ia Sierra Madre Oriental, en los estados de Coahuila, Nuevo Le6n, San Luis Potosi

e Hidalgo (Eguiluz, 1978), entre los 1300 y los 3000msnim, es un pino de ambiente seco y frio.
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Historias Naturales 11: los hongos endofitos

El endofitismo

Los hongos juegan un papel fundamental en fa naturaleza. Se les conoce por ser los "recicladores” de la materia organica
en practicamente todos los ecosistemas terrestres. Adems de este rol tan imporiante, los hongos suelen asociarse a
otros organismos; dos terceras partes de las especies conocidas de hongos, forman relaciones estrechas con otros
organismos, estableciendo simbiosis pardsitas, comensalistas 0 mutualistas (Pirozynski y Hawksworth, 1988). En el caso
de las plantas terrestres, los hongos han estado intimamente relacionados con ellas desde su origen (Pirozynski y Malloch,
1975, Atsatt, 1988; Sherwood-Pike, 1990; Taylor, 1990 y Le Tacon, 1998). A pesar de ello, las implicaciones evolutivas de
dichas relaciones han sido ignoradas casi por completo tanto para el hongo como para su hospedero, con la excepcion de
ciertos fitopatdgenos importantes en la agricultura (Savile, 1976). '

Un ejemplo de lo anterior son los hongos que habitan dentro de las blmws. Durante los estudios microscopicos
del interior de la parte aérea de las plantas, los fitopatologos se encontraban con hongos y bacterias poco familiares a su
vista que “innegablemente ejercian un pape! importante sobre el desarrollo de otros organismos y de su hospedero”
(Gremmen, 1981); debido a que colonizan el interior de las plantas, se les di6 el nombre de endéficos.

Ios hongos endéfitos habian sido definidos por Bary (1866, en Petrini, 1986) como todo aquel organismo que
invade los tejidos internos de las plantas; desde entonces se han encontrado hongos enddfitos en el interior de mis de
trescientas especies de plantas, incluyendo musgos, helechos y coniferas. De hecho, fue en una conifera (Pseudotsuga
menziersii (Mirb.)Franco), donde Berstein y Carrolt (1977), demostraron que la planta no suftia dafio alguno al ser
colonizada por cierto hongo; lo que hizo precisar a Carroli la definichn de Bary, sefialando que para que un hongo sea
endéfito es indispensable que no le cause dafios a su hospedero. '

Por su parte, Petrini (1991) replantea adn la propuesta de Carroll y propone que un hongo endéfito es aquél que
infecta a las plantas sin causarles dafio aunque solo sea en alguna parte del ciclo de vida del hongo, lo que incluiria a todos
aquellos hongos patdgenas con etapas de latencia, Esto Gltimo ha generado cierta controversia sobre la definicion de
endéfito, basada principalmente en los dos argumentos anteriores. Sin embargo, debe tomarse en cuenta que el
significado més simple de enddfito s6lo involucra un espacio que ocupa un Organismoy no la funcion que cumple en €l
Adems, se trata de un sistema dinamico en donde, ante ciertas circunstanias, €l hongo actiia como mutualista y en otras
como parasito, habiendo también todos los estados intermedios. Finalmente, un hongo enddfito es todo aquel que es

aislado del interior de la parte aérea de las plantas.
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Taxonomia y ecologia de los bongos endéfitos

Con pocas excepciones, todos los hongos enddfitos son Ascomicetos, principalmente del grupo de los
Loculoascomicetos, Discomicetos y Pirenomicetos (Petrini, 1986). Algunos aprecen siempre, no importando la planta con
la cual coexisten, como Cryptocline, Cryptosporiopsis, Leptostroma, Phomopsis 'y Phyllosticta, es decir, son inespecificos
o generalistas. En contraste, Rbabdocline parkerii Sherwood s6lo prospera en oyameles y no en otras coniferas que
cohabitan con ellos. En realidad, ta especificidad de los endéfitos es relativa y variable, se ha reportado a nivel especifico,
genérico y en muchos casos a nivel de familia en cuanto a sus hospederos (para una revision completa, ver Clay, 1988b).

La diversidad de end6fitos, la composicidn de sus comunidades y los factores ambientales que las afectan, han
sido estudiados en numerosas ocasiones (Carroll y Carroll, 1978; Bertoni y Cabral, 1986, Legault et al., 1989; Espinosa-
Garcia y Langenheim, 1991; Fisher ef /., 1995; Petrini, 1991; etc.). Los enddfitos pueden infectar (o colonizar’) un
porceniaje variable de la poblacion de hospederos dependiendo de ciertas condiciones. 1 edad del hospedero aumenta
el porcentaje de colonizacion y la diversidad de endéfitos (Espinosa-Garcia y Langerheim, 1991), al igual que las heladas y
fa disposicion de nutrientes, (Petrini y Carroll, 1981) y atin, la contaminacién atmosférica (Alvarado y de Bauer, 1991). Por
el contrario, la posicion relativa del hospedero con respecto a la exposicin al viento disminuye la colonizacién; mientras
que la cantidad de humedad y la altitud tienen efectos en ambos sentidos (Sieber, 1989).

Otro hecho relevante de la refacdién endéfito-hospedero es que, a pesar de la variacion que pueda haber en la
composicion de las comunidades de endéfitos, en todas ellas existe una especie dominante para cada hospedero, sin
importar su localizacién geogréfica (Petrini, 1986), pero limitada a variaciones ambientales importantes. En Picea abies,
Lophodermium piceae es 1a especie dominante a grandes altitudes y poca humedad, mientras que Tiarosporella parca
lo es a bajas elevaciones y humedad mayor (Sieber, 1989). Esto es, existe cierta afinidad de algunos hongos a su
hospedero, limitada por los factores ambientales especificos de cada poblacién de plantas. Sin embargo, los hdbitos del

hongo endéfito también son relevantes para entender las interacciones entre estos simbiontes.

De la colonizacion y el mutualismo

Existen dos tipos de enddfitos de acuerdo a la manera en que se dispersan: los constitutivos y 1os inducidos. Los

constitutivos se dispersan verticalmente por Ia semilla del hospedero de una generacion a otra, como en el caso de los

} 1as denominaciones infeccién y colonizacién se usan indistintamente durante esta tesis, aunque para muchos la colonizacién sea
exclusiva de endéfitos y la infeccion de patogenos.
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pastos y sus enddfitos (Carroll, 1986, 1988; Clay 1988a, 1988b). Los inducidos, en cambio, se dispersan horizontaimente,
colonizando los tejidos vitales solo cuando el hospedero es danado por herbivoros o parasitos.

En el caso de lo hongos dispersados por la semitla del hospedero, estd demostrada la produccién de sustancias
que disminuyen la palatabilidad, inhibiendo o minimizando la herbivoria (Clay, 19882). En cambio, no se ha demostrado tal
caracteristica para los hongos que se transmiten via horizontal, m4s bien, se ha propuesto, actiian como una barrera
topoldgica contra los patdgenos infecciosos en cuanto a que colonizan las zonas dafiadas por €stos y previenen nuevas
infecciones. Por ejemplo, Minter y Millar (1980) encontraron que las aciculas colonizadas por una especie que s6lo se
desarrolla ante la senescencia de la acicula, Zophodermium conigeum (Brunaud) Hilitz, no son infectadas por L
seditiosum Minter, Staley y Millar, una especie conocida como patdgena.

Es bien conocida la produccion de defensas quimicas por parte de Jas plantas contra pardsitos y fitéfagos, por lo
que la presencia de un endofito con este propdsito es cuestionable. A este respecto, Carroll (1988) postula que la
longevidad de los arboles, vista en una escala temporal grande, los haria vulnerables ante patGgenos o herbivoros con
tiempos generacionales mucho mds cortos, ergo con posibilidades mayores de variabilidad genética que ripidamente
vencerian las defensas de éste. Asi, serfa favorable la existencia de hongos endéfitos con ciclos de vida parecidos o iguales
al de sus enemigos.

Muchas de las evidencias recabadas hasta ahora apuntan a que los hongos endéfitos evolucionaron a partir de
hongos patogenos (Carroll, 1988; Clay, 19883, 1988b). Algunos enddfitos causan sintomas de parésito en hospederos
que han sido expuestos a estrés, frecuentemente las especies de endofitos estin cercanamente relacionadas a las de
parasitos y hay especulaciones sobre las preadaptaciones que pudieron exitrir en estos hongos para convertirse en
endéfitos, como los periodos de latencia largos y fa produccién de micotoxinas. A este respecto, la evolucion de los
hongos endéfitos en pastos ha generado modelos sobre como se pudo dar [a ruta evolutiva pardsito-simbionte mutualista;

informacion que puede ser muy til en el control de_plagas (Carroll, 1988, Clay, 1988a).

La fisiologia de la interaccién enddfita
Dedicado
La colonizacién asintomdtica de los tejidos vegetales ha sido demostrada por investigaciones histologicas solo en
un numero limitado de casos (Stone, 1987; Johnson y Whitney, 1989; Stone et af, 1994; etc). Por ejemplo,

Rbabdocline parkerii forman infecciones intracelulares que aparentemente s restringen a una sola célula epidérmica
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hasta el advenimiento de la senescencia foliar, entonces el hongo infecta el follaje penetrando directamente la pared de la
célula hospedera con una hifa muy delgada y produciendo haustorios intracelulares (Stone, 1987). Lophodermium piceae

coloniza similarmente, con pocas hifas, localizadas en la subepidermis de la acicula (Susker y Acker, 1989).

Fn una ohservacion més detallada, Chapela et al. (1993) observaron que la colonizacién enddfita de Hypoxylon
fragiforme (Peus.:Fr) Kickx se inicia a partir de cuerpos unicelulares y multinucleados dentro de las células radiales
parenquimatosas del hospedero. Las primeras hifas producidas son extremadamente delgadas, lo que parece una
generalidad en fa colonizacién fingica (O'Connel, 1987) y se extienden a lo largo de tos rayos antes de invadir el limen de
los vasos donde producen hifas irregulares y henchidas. Chapelaet al. (1993) postulan que lo visto en el parénquima
radiial de Fagus sp. al inicio de la infeccion, podsia ser la suma de estructuras endofitas y vegetales, posiblemente
protoplastos fingicos incluidos dentro de las células del hospedero, desde donde el niicleo puede migrar a |a hifa tan
pronto como el crecimiento micelial se dispare por las condiciones ecoldgicas apropiadas. Esta situacion se repite, en cierta
medida, con la infeccién de insectos por hongos Entomophthorales (Zygomycota), que parasitan 2 su hospedero
despojandose de la pared celular. En realidad, se puede pensar en muchas situaciones de colonizacién en la naturaleza, si
se toma en cuenta la enorme capacidad de la pared ﬁingicé para invadiir sustratos (Bartniki-Garcia, 1970) y la que tienen los

protoplastos de estos organismos para resistir condiciones extremas (O'Connel et al., 1984; Peraza, 1997).

El género Lophodermium Chév.

Lopbodermium es un género de Ascomycota que se ha asociado a mas 0 mencs ciento tres especies de plantas en todo
el mundo (Hawksworth ef al., 1995). En los pinos se le conoce por causar |a caida prematura de las aciculas en los pinos.
En el pasado se reconocia solamente a L pinastri (Shrad. ex Hook) Chév que es una especie muy variable desde el punto
de vista ecolégico y también en apariencia. Habia grandes confusiones con respecto 2 la patogenicidad de este hongo
pues se aistaban cepas altamente patgenas y otras con caracteristicas de endéfito que no diferian aparentemenie en
morfologfa con los primeros (Minter, 1980b).

En 1978, Minter, Staley y Millar se dieron a la tarea de profundizar en este tema. Observaron sisteraticamente
diferentes sitios donde se habia reportado L pinastri sobre Pinus sylvestris L.a lo largo de un ciclo de estaciones. El
cesultado de su estudio demostrd que L pinastri no era una especie muy variable, sino que se trataba de un complejo de
especies, cada una con un habitat diferente y con tiemposy habitos diferentes parala produccién de esporas. Exisie una

especie claramente patdgena, una que es saprobia inducida u oportunista y otra que s saprobia constitutiva,
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Asi, las especies de Lophodermium pueden separarse por la morfologia del ascocarpo y por su ecologia (Minter
y Millar, 1980; Minter, Staley y Millar, 1978; Staley, 1975). Con esta informacion, Minter (1981) reconoce dieciseis
especies de Lophodermiwm en pinos. Aungue recientemente en Japén se describio una nueva especie de
Lophodermium en P. taiwanensis (Changlin et al., 1996).

Lophodermium pertenece a la familia Rhytismataceae del orden Rhytismatales que son Ascomicetos con
ascomas (apotecios®; “histerotecios”) embebidos y unidos fuertemente al tejido de su hospedero, las ascas son
unitunicadas y de forma dlavada, las ascosporas pueden ser unicelulares o fragmentadas. Se ha reportado en varios tipos de
coniferas y en pastos (Johnston, 1992). La taxonomia de Rhytismataceae ha sido muy discutida (Darker, 1967;
Hawksworth et al., 1995) y no existe una revisién definitiva sobre esta familia y fas refaciones que guarda con otros
ascomicetos que producen apotecios; de ahi que cualquier aproximacion filogenética a los miembros de este grupo debe
establecer el contexto taxondmico desde niveles jerirquicos altos.

De las dieciseis especies que se asocian a pinos, doce tienen una fase anamorfa’ en el género Leptostroma Fr.:
Fr. (ver la tabla 1), once producen lineas de zona (figura 6), todas colonizan hojas secundarias (de més de tres afios), dos
se han encontrado en aciculas primarias y tres en las apdfisis de los conos.

Algunas especies estdn restringidas geograficamente al intervalo de distribcion de su hospedero, siendo
limitadas, por ejemplo, a los subgéneros de pinos, Strobus y Pinus, mientras otras se han encontrado en una amplia drea y
en varias especies de pinos.

En la mayoria, el ascoma es subepidérmico (con referencia a la epidermis de la acicula colonizada) aunque
también fos hay subcuticulares. En cualquiera de estos casos, pueden existic células del huésped delineando las
prominencias entorno  la hendidura que han sido Hamadas labios (figura 6) y que pueden ser hialinas o de varios colores
caracteristicos de algunas especies. También se puede presentar una pared de células que divide al himenio de los tejidos
aciculares llamada linea basal, que en ocasiones se extiende hasta la superficie de la acicula provocando el efecto de una
linea alrededor de la hendidura (figura 5).

4 Un gpotecio es un tipo de ascoma en los Ascomycota.
5 Anamorfo es la fase e reproduccion asexual de los hongos, ¢l teleomorfo es la fase sexual y el hotomorfo representa a ambas, al menos

conceptualmente.
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Hendiclura

Lineas de zona

) . I P R .
Figura 6. Lineas de zona en aciculas (izquierda) y corte transversal de un ascocarpo de Lopbodermium mostrando algunas de sus
estructuras mds conspicuas,

Las doce especies con anamorfosen Leptostroma generalmente forman esporomas més pequeiios en esta fase
que en Ja teleomdrfica. Existen tres tipos morfol6gicos de Leptostroma el primero tiene el conidioma embebido bajo la
cuticula, pero abriendo por hendiduras irregulares y pequefios ostiolos en toda la superficie. El segundo tipo es
subcuticular o subepidérmico, de apariencia gris o del mismo color del substrato, se puede ver una linea perimétrica
frecuentemente provocada por la pared superior def conidioma (al contrario del esporoma teleomorfico, donde la pared
basal forma esta linea), este tipo abre por pequefios ostiolos localizades més o menos en e centro del cuerpo fructifero, lo
que no es muy frecuente. El tercer tipo es similar al segundo, pero siempre abre por una hendidura y nunca por ostiolos;
los ostiolos, si se presentan, se localizan en el interior de la linea que define ala hendidura (Minter, 1980b).

En los tres tipos de Leptostroma  pueden observarse lineas de zona de alguno de los siguientes tipos: 1)Lineas

delgadas, negras, bien definidas y en gran nimero sobre la acicula; se han visto aciculas con mds de treinta lineas de esta
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forma o 2)Lineas mds anchas, cafés y difusas, menos especies las presentan y no hay més de cuatro en cada acicula

(Minter, 1980b).

Cabe sefialar que la exploracion de este género no ha sido suficiente. En particular, para México, no se han hecho

sino reportes circunstanciales (p. €. Alvarado y De Bauer, 1991) y en consecuencia no se ha desarrollado ninguna hipotesis

acerca de las relaciones entre Lophodermium y sus hospederos en el nivel ecolégico y evolutivo.

Las especies de Lophodermium descritas hasta la publicacién del articulo de Minter (1981) se resumen en la

tabla 1.

Teleomorfo Anamorfo
Lophodermium nitens Dacker Leptostroma morf. nitens
L molitoris Minter A Lmorf. molitoris
Lspl no desctito
Lbaculiferum Mayr Ldecipens
Lstaleyi Minter L morf. staleyi

L pinastri(Schrad.ex. Hook )Chév. no descrito

L indianum Singh y Minter no s€ conoce

L. conigeum (Brunaud)Hilitz Lpinorum

L asutrale Dear L durissimum

L ravenelli Minter . no descrito

L seditiosum Minter, Staley y Millar L rostrupii

L. pini-excelsae Ahmad no descrito

L pini pumilae Sawada no descrito

L. orientale Minter no se conoce

L canberrianwm Stahl ex. Minter y Millar no se conoce

L. durtlabrum Darker 10 s€ conoce

Tabla 1. Especies de Lophodermium descritas en pinos. *morf, Se refiere a un morfo® de Leptostroma que se correlaciona con el
teleomorfo respectivo pero que no ha sido descrito como tal. (sensu Minter, 1981},

8 ] ¢érmino morfo es usado como un apocope de morfoespecie, € decir cuando se designa una especie en base solo a la morfologia.
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Objetivos

i) Explorar la diversidad del género Lophodermium Chév. (Rhytismataceae) en poblaciones naturales de una
especie representante de cada uno de los dos subgéneros de Pinus:

P. montezumae (subgénero Pinus) y P. ayacahuite (subgénero Strobus) en una distribucién geogrifica amplia.

ii) Establecer hipétesis de relaciones filogenéticas entre las especies encontradas, basindose en caracteres

morfolégicos y moleculares

iii) Utilizar las hipétesis fitogenéticas encontradas para las especies como evidencias que apoyen o descarten la

especificidad entre pinos y Lopbodermium.

iv) Contribuir en alguna medida con la sistemética filogenética de este grupo de hongos mediante el uso de

caracteres moleculares y morfolégicos.
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Materiales y Métodos

Los grandes misterios no son enigmas para los que haya una solucién
precisa. Para penetrar en ellos, hay que dejarse transformar por ellos.
Quien no esté dispuesto 0 no sea capaz de ello, se empefara en vano.
Pero el que lo ha conseguido no es capaz de revelar-nunca nada a
quienes no quisieron o no pudieron. No le entienden.

Asilos misterios se protegen a si mismos.
Michael Ende, Metamorfosis.

Planteamiento del método

El estudio de los hongos enddfitos en México ha sido casi nulo. Con la excepcién de algunos estudios derivados de la
fitopatologia o de la ciencia forestal (p.e. Alvarado y de Bauer, 1991), no se ha explorado la diverisidad de estos hongos en
nuestra biota, considerada como megadiversa (Ramamoorthy et al., 1993). Por estos motivos, el objetivo inicial de esta
tesis es el de explorar la diversidad de un género importante de hongos endéfitos sobre dos especies de pinos mexicanos;
sin embargo, al mismo tiempo se pretende plantear hip6tesis acerca de Iz historia evolutiva de las especies encontradas y
ver la relacidn que guarda ésta con la historia de los pinos y con el ambiente donde éstos se desarrollan, Con estas miras,
se requiere que las especies de pino a utilizar tengan una amplia distribucion, va que, de esta manera, se puede saber si
existe alguna especificidad por parte del hongo hacia su hospedero, al mismo tiempo se puede evaluar si las condiciones
ambientales determinan el habitat del hongo o si la composicion de especies de pinos de cada sitio afecta la ¢colonizacion
del mismo. A este respecto, la gran cantidad de especies de pinos que existen en México hace practicamente imposible
que se pudiera involucrar a todas ellas en un estudio como este, asi que se decidié utilizar sélo a un representante de cada
uno de los subgéneros de pinos, Strobus y Pinus que tuvieran una amplia distribucién. Para el subgénero Strobus, sélo
hay una especie ampliamente distribuida, Pinus ayacabuite Ehren., mientras que para el subgénero Pinus existen
muchas especies bien distribuidas y de ellas se escogi6 a una de las mas comunes, facil de identificar y que en ocasiones es
simpdtrica con respecto a P. ayacabuite, ésta es P. montezumae Lamb.

Se escogieron cuatro sitios de colecta:

1) El Cerro del Potosi, en Nuevo Ledn, al noreste de México, en donde se puedien encontrar ambas especies de
pinos junto con otras, formando un gradiente de sucesidn de especies relacionado con la altitud de la montafia. El Cerro del
Potosi es la montafia més alta de Nuevo Le6n (3500msnm), estd rodeado de grandes dreas semidesérticas por lo se
encuentran varias especies endémicas, como P. rielsonii y P. culminicola, en dichas zonas semidesérticas también hay
pinos endémicos, todos pertenecientes al subgénero Strobus. Quizds e aistamiento del Cerro del Potosf sea su

caracteristica mas importante.

25



Materiales y métodos

2) El Parque Nacional de las Lagunas de Zempoala, en el estado de Morelos, al suroeste de la Ciudad de México,
enclavado en el eje neovolcanico, presenta gran variedad de microambientes, por lo que P. ayacabuite y P. montezumae
forman masas puras y simpétricas.

3) En la Sierra Norte de Oaxaca, o Sierra de Judrez, en donde sélo se colecté P. ayacabuite; se rata de un
maremagmim de microambientes por lo que las poblaciones de pinos casi siempre estin mezcladas. Existen localidades
en donde se pueden encontrar hasta diez especies de pinos en un drea muy pequena.

4) En las cercanias de Ocosingo y San Cristobal de las casas, Chiapas, al sureste del pais, donde P. ayacabuite
forma masas puras en ciertos micrcambientes y P. montezumae esti mezclado con varias especies de pinos con las que
incluso forma algunos hibridos evidentes. .

El amable lector encontrara que ademds de las dos especies de pinos mencionadas anteriormente, también se

colectaron en algunos sitios' P. gregii, P. bartwegii (subgénero Pinus), y P. chiapensis (subgénero Strobus) y que
también se incluyen descripciones de Lophodermia provenientes de algunas especies de pinos blandos extranjeros:
P. cembra, P. longaeva v P. albicaulis y de sitios de colecta ajenos a este trabajo. Todo ésto fue con el objetivo de
obtener mds informacién sobre la especificidad de las especies de Lopbodermium en pinos. Es decir: jmuestreando
algunas especies simpétricas a las dos principales para corroborar que la especie al uso no esté presente en ellas y
ifjutilizando muestras lejanas a los sitios de colecta planteados en este tesis para saber si existen especies de
Lophodermium que persistieran a pesar de las barreras geogrificas. |

A continuacion se detalla ms el procedimiento de colecta de Lophodermium y los lugares exactos en donde se

efectud; asi como los métodos de cultivo, técnicas moleculares y la reconstruccién de filogenias.

Colecta de Lophodermium

Se colectaron ascomas de Lophodermium de cualquiera de las siguientes condiciones: aciculas senescentes
unidas al arbol, unidas al rbol y muertas por dafios a las ramas, de hojas parcialmente muertas y de la hojarasca cercana.
Aunque se sabe que se pueden encontrar ascomas en estrébilos y en hojas no senescentes, estas condiciones no fueron
observadas en ninguna ocasion. Se colectd la mayor cantidad posible de agujas con ascocarpos de Lophodermium de, al
menos, cinco individuos por localidad, separados entre si por més de diez meiros. La recolecta se realizd durante los
meses de septiembre y octubre de 1996 en el Cerro del Potosi, Nuevo Ledn (24°51'N, 100°13'W y entre 2,000 y
3,500msnmy; el Parque Nacional de las Lagunas de Zempoala, Morelos (19°3'N, 99°19'W a 2,800msnm}; en las cercanias
de Capulalpam, Xiacui y La Trinidad, Oaxaca (17°14'N, 96°26'W a 2,500msnm) y entre las ciudades de Sn Cristobal de las
Casas y Ocosingo, Chiapas (16°44'N, 92°37°W a 1950 msnm) (figura 7).

!Ver la introducci6n para més informacidn sobre estas especies de pinos.
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Figura 7. Distribucién de los pinos en México. Los nimeros representan los sitios de colecta: 1, Cerro del Potosi, NL,;
2. Parque Nacional de Ias Lagunas de Zempoala, Mor.; 3. Sierra de Judrez, Oax.; y 4. Sierra Madre de Chiapas, Chis.

Los sitios de colecta fueron seleccionados por abarcar una buena parte de la distribucion de los pinos utilizados en
este trabajo. La época del afio en que se colectd, septiembre y octubre, es una de las mejores para encontrar ascomas
maduros de Lophodermium (Minter et al,, 1978). Las coordenadas geogréficas fueron tomadas con un geoposicionador

Magellan (punto geogéfico de cien metros cuadrados).
Cultivo

Una vez que se colectaron las muestras, fueron conservadas hasta su procesamiento en bolsas de papel de
estraza a temperatusa ambiente y cambiando la bolsa cuando ésta se humedecia. Se obtuvieron esporas de
Lophodermium pegando un trozo de acicula sin esterifizar en la tapa de cajas petri (55 mm @) con medio de cultivo Malta-
Agar (MA: 20g/1), adicionado con Streptomycina, Tetraciclina y Ampicilina en proporciones estandar. Se procurd que
hubiera un ascoma maduro con la abertura hacia el medio de cultivo. Los ascomas fueron escogidos al microscopio
estereoscapico por su buena apariencia; sin embargo, no siempre se obtuvieron esporas (0 esporas viables) de un
apotecio en buenas condiciones.

Las esporas, cuando se obtuvieron, cayeron al medio después de unas horas y hasta varios dias después. Fueron
aisladas con Ia ayuda de agujas hipodérmicas finas (del tipo que se usa para inyectar insulina) bajo el microscopio
estereoscopico (30X) y cultivadas por separado en medio de cultivo estéril Malta-Agar-V8 (extracto Malta, 20g/; Jugo V8,
200ml/1) 2 temperatura ambiente y sin ningun régimen de luz en especial. Cuando el crecimiento micelial era lento

también se agregd madera de pino molida y estéril (dispersada sobre el cultivo) y/o se integraron al medio de cultivo
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aciculas molidas (6g por litro de medio); mds frecuentemente se repitié la fase exponencial® del crecimiento
subcultivando en el mismo tipo de medio trozos grandes de micelio (~0.7-1cm @).

Se mantuvo fa identidad de la espora, del ascocarpo, de la especie de pino y de la localidad de Ia que provenia,
Todos los ascocarpos utilizados para la obtencidn de esporas, las hayan liberado 0 no, se recuperaron para observaciones

microscdpicas detaliadas a continuacién.
Observaciones microscépicas

Se hicieron preparaciones semipermanentes con alcohol polivinilico (PVP) de cortes efectuados con navajas de
afeitar a los ascocarpos utilizados en la obtenci6n de esporas; algunos cortes fueron tefiidos con azul de metileno para
observar algunas estructuras. Se realizaron observaciones a 100X y 400X de estos cortes y se tomaron fotografias de
algunos de ellos. Se describieron en texto y en diagramas y en su caso se determinaron las especies con base en la
monografia que Minter (1981} elabord para el género en pinos. Los diagramas antes mencionados son representaciones
esquemdticas de la forma en que los apotecios estin embebidos en la acicula de su hospedero, caracteristicas radicionales

para la descripcién y determinacién de las diferentes especies (figura 8).

Linea Basal
[Hipodermis

Figura 8, Representacién esquemdtica y micrografia de un corte transversal de Lophodermium sp. en el que se muestra la forma en que
el apotecio estd embebido en la acicula. La cuticula, la epidermis y la hipodermis son parte del tejido vegetal, mientras que la linea
basal es del hongo.

Obtencion de caracteres para la inferencia filogenética

Caracteres morfologicos

Se elabord una matriz de caracteres morfoldgicos de las dieciseis especies de Lophodermium descritas para
pinos con base en informacion bibliografica, mayormente en la monografia antes mencionada (Minter, 1981) y en otros
trabajos sobre Lophodermium y otros Rhytismataceae como los de Minter, Staley y Millar (1978) y Darker (1967). Esta
matriz fue utilizada para reconsttuir un cladograma de las relaciones dentro del grupo. Los caracteres se refieren

mayormente al cuerpo fructifero de este género. 1a orientacién del arbol fue arbitratia.

2EL crecimiento in vitro de los hongos tiene at menos dos fases, una en la que el crecimiento es muy acelerado, la exponencial, y otra
en donde el crecimiento es lento y constante,

28



Materiales y métodos

Asimismo se obtuvieron algunos caracteres morfolégicas evidentes de los ascomas utilizados para la obtencién
de esporas a partir de observaciones microscpicas y de su descripcion. Estos se refieren tinicamente a la manera de estar
embebidos en la acicula ya la presencia de otras estructuras peculiares, como la presencia de labios. La matriz que se
generd contenia muy pocos caracteres, por lo que no se le consider para un nuevo andlisis filogenético sino que se afiadié

a la matriz de caracteres moleculares como se detalla més adelante.
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Figura 9. Método de extraccion de DNA de hongos empleado (Vazquez Lobo, 1996).

Caracteres moleculares

Extraccion de DNA
Se obtuvo una cantidad suficiente de micelio (1g aproximadamente) para el aislamiento de DNA (ver Protocolos) después
de dos a tres semanas de haber aislaco las ascosporas. La extraccién de DNA se hizo con €l método de Xu er al, (1994)
modificado por Vizquez Lobo (1996) (figura 9; ver Protocolos).

Una vez extraido el DNA se elimin el RNA que también se obtiene en grandes cantidades (figura 10; ver

Protocolos). El DNA fue usado como templado para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

L]

Amplificacién del ITS total

El PCR fue utilizado como método de amplificacion del ITS fingico. Las condiciones de amplificacion y la

concentracion de los reactivos se desarrollé de acuerdo con Vézquez Lobo (1996; ver Protocolos).
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DNA Total

< Marcadlor i
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Figura 10. Electroforésis en gel de agarosa 0.8% en el que se observa el DNA total extraido. pb. pares de bases de nucledtidos.

Marcadw
100pb

1,400pb

Figura 11. Electroforésis en agarosa 0.8% que muestra el ITS1 amplificado y purificado. pb: pares de bases de nucledtidos.

Alineacion de secuencias

El programa utilizado en ¢l termociclador Perkin Elmer 9600 Ver. 2.00 incluye un minuto de desnaturalizacion a
94°C, 15 segundos para la alinedcién de los primers a 55°C, el tiempo necesario para agregar fa enzima DNA polimerasa a
72°C, 35 ciclos de amplificacion: 94°C por diez segundos, 20 segundas a 55°C y un minuto 11 segundos a 72°C;
finalmente un periodo extra de extension a 72°C por seis minutos.

Los oligonucleétidos utilizades para Ia amplificacién de la region ITS del rDNA fueron el ITS1F:
5".CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3' (Gardes y Bruns, 1993) y el NL6A: 5-CAAGTGCTT-CCCTTTCAACA-¥'
(Egger, 1996) que reconocen sitios conservados en [as subunidades 18S y 285, respectivamente.

Los productos de PCR fueron reamplificados cuando la concentracion fue baja y en todos los casos purificados
(figura 11) con el paguete comercial Qiagene utilizando el protocolo incluido en éste (ver Protocolos). Los ITSs
amplificados y purificados se mandaron a un secuenciador automético (ABI) en el Departamenio de Botinica y

Fitopatologfa de la Universidad Estatal de Oregon en Corvallis.
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En todos los casos, las secuendias fueron alineadas con el programa Clustalx (Modificacién del programa Clustalw;
Thompson, Higgins y Gibson, 1994) para procesador Power PC, MacOS y revisadas visualmente,

Como se argumenta en la introduccion, la estructuracion de las hipdtesis de homologia es fundamental en un
andlisis cladista, por lo que la alineacion de Jas secuencias en la elaboracion de una matriz de caracteres moleculares es el
punto mas importante en dichos andlisis. Bajo esta premisa, la bisqueda de la mejor alineacion conlleva varios pasos que
se describen para el particular de este trabajo, a saber:

i. Se alinearon las se(;uencias obtenidas con el oligo ITSIF y las del NL6A pernienecientes al mismo individuo de
cuya alineacion se obtuvo una secuencia con menos nucledtidos sin identificar (se redujeron las N's) y con mayor nimero
de caracteres para cada uno de los OTUs.

ii. Algunas de las secuencias incluian un intrén de ~230pb que fue eliminado por pertenecer al grupo I de
intrones, es decir, intrones que pueden transmitirse horizontalmente (Voet et al., 1996).

iii. Se alinearon las secuencias de todos los individuos obtenidas a partir del pﬁmer paso junto con las de los
grupos externos. La utilidad del grupo externo estd en la optimizacién de la inferencia orientindola y haciendo evidentes
grupos monofiléticos’, pero s6lo hasta que el andlisis se ha efectuado.

Para la implementacion de este método es necesario tener algun conocimiento del contexto taxonomico del
objeto de estudio. En este caso particular, la sistemdtica del grupo no esté bien definida por lo que es recomendable
utilizar taxa cercanos y otros lejanos de modo que ese contexto del que se habla exista.

En consecuencia, se hizo una aproximacion utilizando los siguientes grupos externos, escogidos en el contexto de
Ascomycota y particulacmente ascomicetos que producen apotecios (Discomycetes): Coipoma sp., Tryblidiopsis sp., y
Rbabdocline spp, (Rhytismataceae, setie apotecios; Gemandt et al, 1997), Lopbodermium picea, proveniente del
cepario ATCC (American Type Culture Collection), Phacidium sp. (Phacidaceae, Leotiales, serie apotecios; Gernandt ef
al, 1997), Botryotinia convoluta (Sclerotiniaceae, Leotiales; Holst-Jensen, 1997), Sclerotinia homoeocarpa
(Sclerotiniaceae; Travanty et al., 1998), Fusarium kyushuense (Nectriaceae mitospérico, Hypocreales, serie peritecios;
O'Donnel, 1997), Hormonema sp. (serie bitunicados, mitospérico) cuya secuencia proviene del cultivo de este hongo en
nuestro laboratorio a partir de aislamientos de cortes de aciculas de Pinus patula Schl. et Cham, Hormonema
dematioides (Catal y Adams, 1997) y Eupenicillum spp. (Trichocomaceae, Eurotiales; serie peritecios; Peterson, 1998).
La taxonomia fue referida a Eriksson y Winka (1998).

Es importante destacar que salvo Hormonema spp. y Eupenicilium spp., el resto de los grupos externos tiene

un ITS de ~500pb, menor al de las {as cepas utilizadas que es de ~850pb; as también que la informacién que aporta el

3 Para una explicacién detallada sobre el uso del grupo externo véase la introduccion,
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ITS es mejor por debajo del nivel de familias (Bruns et al., 1991), por lo que es necesaria la ptudencia en un andlisis que
rebase ese limite.

También cabe enfatizar que las cepas de Lophodermium utilizadas en el andlisis provienen de individuos del
mismo género y probablemente de la misma espedie, es decir, es necesaria informacion que sea resolutiva a estos niveles.

iv. Partiendo del hecho de que no todas las secuencias son de! mismo tamafio, de los principios del uso del grupo
externoy del tipo de informacion que se requiere, se decidié explorar tres alineaciones diferentes para alimentar un igual
numero de andlisis filogenéticos: en la primera se alinearon todas las secuencias y se redujo la matriz de caracteres a
aquellos que fueran comparables en cuanto al ndmero de bases nucleotidicas; en la segunda se utilizaron menos OTUs
para elevar la capacidad resolutiva de un andlisis como el anterior, i.e. con un ndmero limitado de caracteres y una gran
cantidad de OTUs, y en la tercera se utilizaron sélo las secuencias que tuvieran el mayor nimero de caracteres posibles (las
mismas que més tarde llamaré “targas”) con el fin de explotar al médximo la informacion del ITS.

v. En todos los casos se utilizé el resultado de ta alineacitn como matriz de caracteres en un andlisis Bootstrap de
1,000 réplicas con busqueda heuristica (adicion aleatoria, 10 réplicas) en el programa PAUP 3.0 (Swoford, 1991); asi como
una biisqueda tipo Branch and Bound en el programa MEGA (Kumar et al., 1993).

vi. Se compararon los resultados de las filogenias.

Otro tipo de informacién que se puede obtener de fa alineacion de secuencias es la tasa de sustituciones de las
secuencias a partir de la distancia que hay entre éstas. 1a tasa de evolucion, como también se le llama, habla de la cantidad
de cambios que ocurren entre las ramas con fespecto a otras de ellas. El célculo de las distancias entre las secuencias y la
tasa de evolucion es el primer paso para hacer uso del reloj molecular. Se calcularon las distancias entre las secuencias con
{a ayuda de los programas MEGA (Kumar et al., 1993) y Phyltest (Kumar et al. 1996). Con éste ultimo también se

 calcularon las tasas de sustitucion entre algunos OTUs tomando como base la distribucion de estos en el resultado del
andlisis de las secuencias “largas”.
Caracteres combinados
Como se ha mendionado en la introduccién, la tnica manera consistente de probar una hipétesis es poniéndola a prueba
(Kiuge, 1997) y una manera de hacer esto €s agregando elementos a la matriz con que se hizo la inferencia y haciendo de
quevo el andlisis. Asi es como se decidi6 aprovechar los caracteres morfolégicos de los ejemplares cuyas cepas s¢
utilizaron en el andlisis molecular e incluirios en una nueva matriz que incluy ambos tipos de datos. Con ésta se efectud
una nueva bisqueda con PAUP (el mismo tipo de bsqueda antes mepcionado) y se compar con las otras topologias

obtenidas.
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Resultados
Los resultados se muestran a continuacion en dos partes. En la primera se desarrollz [a parte de colecta y
descripcién morfologia de los individuos de Zophodermium utilizados. En la segunda se muestran las filogenias
obtenidas con loscaracteres morfoldgicos y moleculares.

En la gréfica 1 se muestra la diversidad de morfos (los morfos pueden cotresponder a especies
morfolégicas diferentes y estar repetidas en diferente hospedero) encontradas para cada especie de hospedero.

Cabe resaltar que no todos los morfos o especies que se encontaron para esta grifica fueron utilizados en el andlisis

filogenético.

P.rudis [

P. montezumac AN

P.longaeva
P. hartwegii
P.greggii |.

P. contorta

P. chiapensis |

P.cembra [N

P.ayacahuite [0 i

0 1 2 3 4 5 6 7

Grifica 1. Niimero de morfos y/o especies de Lophodermium encontradas por especie de hospedero.
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En la siguiente tabla se resume el destino de los individuas de Lophodermium colectados. Se muestra el

resultado de su determinacién, el hospedero del cual provinieron, la localidad en que fueron colectados y si fueron

utilizados o no en la filogenia molecular. La clave asignada es la que se utiliza para designarlos en los subsecuente.

Especie Ejemplar Hospedero Localidad Andlisis Filo.
Lsp2 abicadlis | P. albicaulis  |Herbario

L nitens aP-006 P. ayacahuite Cerro del Potosi, NL v
L nitens ayadur P. ayacabuite El Salto, Dgo.

L nilens a0-122 P. ayacabuite 1a Trinidad, Oax. v
L nitens aC-013 P. ayacahuite Sn C. de las Casas, Chis. v
L nitens aZ026 P. ayacahuite Zempoala, Mor. v
L nitens aZ-027 P. ayacahuite Zempoala, Mo, v
Lsp2 aZ-002 P. ayacabuite Zempoala, Mor. v
Lsp2 aZ-022 P. ayacabuite Zempoala, Mor. v
Lsp5 cembra P. cembra Herbario
L nitens cembra2 P. cembra Herbario
Lsp3 c0-001 P. chiapensis Capulalpam, Oax. v
Lsp3 c0-015 P. chiapensis Capulalpam, Oax. v
L molitoris contorta P. contorta Herbario
L indianum gP-004 P. greggii Cerro del Potosi, NL v
Lspd hA-081 P. hartwegii Ajusco, D.F. v
L indianum h0-001 P. hartwegii S. de Juirez, Oax. v
L nitens longaeva P. longaeva Herbario

Lsp2 longaeva2 P. longaeva Herbario

L baculiferum mpP-002 P. montezumae  |Cerro det Potosi, NL v
L baculiferum mP-003 P. montezumae | Cerro del Potosi, NL v
L baculiferum mP-005 P. montezumae  |Cerro del Potosi, NL v
aff. Laustrale mP-001 P. montezumae  |Cerro del Potost, NL

L indianum mP-004 P. montezumae | Cerro del Potosi, NL

aff. L australe mC-002 P. montezumae | Ocosingo, Chis.

L. durilabrum mC-003 P. montezumae | Ocosingo, Chis.

aff. L. pini-pumilae | mC-005 P. montezumae | Ocosingo, Chis. v

? mZ-001 P. montezumae | Zempoala, Mor. v

L. baculiferum mZ-002 P. montezumae | Zempoala, Mor. v
aff. L. indianum mZ-003 P. montezumae | Zempoala, Mor.

L orientale rP-001 P. rudis Cerro del Potosi, NL

Tahla 2. Relacion de los individuos de Lophodermium colectados con respecto al sitio de colecta y su hospedero.
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Observaciones microscépicas
.Descripciones de los ejemplares
Se presentan a continuacion las descripciones hechas de los individuos usados en los andlisis flogenéticos, asi
como los esquemas de su morfologfa y micrografias de los ejemplares. Existen descripciones para individuos

que no fueron incluidos por alguna razon en la inferencia filogenética, lo que se expresa para cada caso.

Ascomas subepidérmicos

L sp..2- Ascoma subepidérmico parcial, centralmente subcuticular, con algunas células de la hipodermis en la pared
superior sin ningln arreglo en particular. Los labios no se observan en todos os individuos, cuando estan
presentes son inconspicuos y hialinos. La pared basal es difusa, pero continua hasta el exterior de la acicula por
lo que forma linea perimétrica. Sobre el centro de la linea basal se pueden distinguir de cuatro a cinco células
epidérmicas desplazadas. No corresponde a ninguna descripcién de las presentadas por Minter (1981b)
(figuras 12y 23). Los ejemplares que corresponden a esta descripcion son: aZ-002, aZ-022, de aciculas
secundarias de P. @a&:bldte, colectadas en Zempoala, Mor.(s6lo estos dos fueron utilizados en el andlisis
flogenético) y longaeva2, albicaulis y cembra2 de aciculas secundarias de P. longaeva,

P. albicaulis y P. cembra (todos del subgénero Strobus), respectivamente.

Figura 12. Representacién de L sp.2. L. Labios; C. Cuticula; E. Epidermis; H. Hipodermis y LB. Linea basal.

L sp.5.- Ascoma subepidérmico total, con algunas células de la hipodermis en la pared superior sin ningin arreglo.
Labios muy grandes. Pared basal continua pero algo difusa, por lo que no es posible saber si existen células de
la epidermis desplazadas en ella. No coincide con las descripciones de las especies, pero es muy parecidoa los
Ascomas de L sp.2 (figura 12) y L sp.3 (figura 14). De aciculas de P. cembra (subgénero Strobus), de
muestras de herbario; ejemplar nombrado cembra. No incluido en el anlisis filogenético.

L baculiferum.- Ascoma subepidémico total, sin labios. Pared basal bien definida sobre la hipodermis. Su
abertura se localiza sobre la linea estomética de la acicuta (figuras 13 y 24). Sobre aciculas secundarias de
P. montezumae, colectadas en Zempoala, Morelos (ejemplar mZ-002) y en el Cerro del Potosi, Nuevo Ledn
(ejemplares mP-002, mP-003, y mP-005). Todos fueron incluidos en el anélisis filogenético.
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C Linea estomdtica

Figura 13. Representacién de L. baculiferum, n6tese la ausencia de labios y la linea estomdtica en el centro de! Ascoma. C.
Cuticula; E. Epidermis; H. Hipodermis y LB. Linea basal. '

L. p.3.- Ascoma subepidérmico parcial, centralmente subcuticular; con algunas células de fa hipodermis en la pared
superior sin ningtin arreglo en particular. Labios muy grandes. Pared basal bien definida y continua, forma linea
perimétrica. La epidermis del hospedero es tan delgada que exterionneﬂce el Ascoma es muy obscuro (ﬁgums.
14y 25). No corresponde con ninguna descripcion pero es muy parecido sp.2. En aciculas secundarias de
P. chiapensis, colectadas en Caputatpam, Sierra de Judrez, Oaxaca. Ejemplares ch-001y ch-015. Todos

fueron incluidos en el andlisis filogenético.

H
" Figura 14. Representacion esquemdtica de L sp.3. L. Labios; C. Cuticula; E. Epidermis; H. Hipodermis y LB. Linea basal.

aff. L pini-pumilae - Ascoma subepidérmico total, Sin labios. Pared basal continuay difusa sobre las células de la
hipodermis (figuras 15y 26). De aciculas secundatias de P. montezumae colectadas en las cercanias de

Ocosingo, Chiapas. Ejemplar mC-005. Incluido en el andlisis filogenético.

Figura 15. Representacién de aff. L pini-pumilae. C. Cuticula; E. Epidermis; H. Hipodermis y LB. Linea basal.
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L sp.4.- Ascoma subepidérmico total, o subhipodémmico parcial, no esta claro si existen células de la hipodermis a lo
largo de todo el ascoma. Labios pequenos y en apariencia multicelulares. Pared basal discontinua con tres a
cuatro células epidérmicas desplazadas, éstas no provienen del centro, sino, probablemente, de algunas zonas
intermedias. No corresponde con ninguna descripcion (figuras 16y 27). De aciculas secundarias de
P. bartwegit, volcin Ajusco, Distrito Federal (ejemplar nombrado hA-081; si se incluye en el analisis

filogenético).
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Figura 16. Representacion esquemitica de L. sp.4. L. Labios; C. Cuticula; E. Epidermis; H. Hipodermis y LB. Linea basal.

Ascomas subcuticulares
L nitens.- Ascoma subcuticular total. Sin labios. Pared basal bien definida sobre la epidermis (figuras 17y 28). De
aciculas secudarias de P. ayacabuite del Cerro del Potosi, N.L. (ejemplar aP-006), de Zempoala, Morelos
(ejemplares aZ-026 y aZ-027), de 1a Sierra de Judrez, Oaxﬁca (ejemplar a0-122), San Critobal de las Casas,
Chiapas (ejemplar aC-013) y de El Salto, Durango (ejemplar ayadur, no incluido en el andlisis filogenético).
De aciculas secundarias de P. longaeva (ejemplar longaeva; no incluido en el andlisis filogenético). Todos los

hospederos pertenecen al subgénero Strobus.

Figura 17. Representacion esquemdtica de L nitens. C. Cuticula; E. Epidermis; H. Hipodermis y LB. Linea basal.
L molitoris.- Ascoma subcuticular total. Con labios. Pared basal continua (figura 18). De aciculas de P. contorta
(subgénero Strobus) provenientes de ejemplares de herbario (ejemplar llamado contorta; no incluido en el

andlisis filogenético).

H
Figura 18. Representacién de L molitoris. L. Labios; C. Cuticula; E. Epidermis; H. Hipodermis y LB. Linea basal.
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Ascomas subbipodermicos

L indianum.- Ascoma subhipodérmico parcial, centralmente subcuticular creciendo entre dos vasos conductores
que permanecen en la pared superiror del ascoma; en estos casos se les tinen de dos a cuatro células dela
segunda capa de la hipodermis. Labios pequefios y hialinos. Pared basal discontinua. En el centro de la pared
basal se distinguen tres células epidérmicas, desplazadas de la pared superior, sobre dos capas de células
hipodérmicas. La hipodermis es més gruesa en esta zona que en otras partes de la acicula (figuras 19y 29). En
aciculas secundarias de P. greggii, colectadas en el Cerro de Potosi, Nuevo Ledn (ejemplar gP~004);
P. hartwegii, colectadas en 1a Sierra de Judrez, Oaxaca (ejemplar hO-001); y P. montezumae, colectadas en el
Cerro de Potosi, Nuevo Ledn (ejemplar mP-004, no utilizado en fa inferencia filogenética) y en Zempoala,
Morelos (ejemplar mZA)03, no utilizado en el andlisis ﬁ!ogénético).

Figura 19. Representacién de L indianum. L. labios; C. Cuticula; E. Epidermis; H. Hipodermis y LB. Linea basal.

aff. L. qustrale.- Ascoma subhipodérmico parcial, centralmente subepidérmico, con dos células epidérmicas a
manera de labios: el obscurecimiento de la pared superior del ascoma termina cerca de la abertura dejando al
descubierto éstas células, dando la apariencia de labios. Sin pared basal. Algunas células de la hipodermis
permanecen pegadas a la epidermis en los extremos del ascoma, lo que podria deberse a la adherencia a los
poros estométicos que se encuentran a los lados del Ascoma (figuras 20y 30). Es parecido a la descripcién de
L australe, asi como en su apariencia exterior. En aciculas secundarias de P. montezumae colectadas en el
Cerro del Potosi, Nuevo Leon (ejemplar mP-001) y en Ocosingo, Chiapas (ejemplar mC-002). Ninguno de

los dos estd incluido en el anlisis filogenético.

C

 RERRRRA R
SR

Figura 20. Representacién de aff. L qustrale. EL. Células de la epidermis a manera de labios; C. Cuticula; E. Epidermis; H.
Hipodermis y LB, Linea basal. :
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|
L durilabrum -Ascoma subhipodérmico central. Sin labios. Linea basal continua. (figura 21). De aciculas

secundarias de P. montezumae colectadas en las cercanias de Ocosingo, Chiapas; ejemplar mC-003, no
incluido en el andlisis filogenético.

I:Illlllllllllllll]lIIlIlll[lllllllIlE
H

Figura 21. Representacién de L. durilabrum. C. Cuticulz; E. Epidermis; H. Hipodermis y LB. Linea basal.

L orientale - Ascoma subepidérmico total. Sin labios. Sin pared basal (Rgura 22). De aciculas secundarias de P.

rudis (subgénero Pinus) colectadas en el Cerro del potosi, Nuevo Le6n. Ejemplar rP-001, no incluido en el
andtisis filogenético.

--------------l------------u-----u
II.II....-II..I..llll...ll.l'...l.l
-III.I..II.II..[IIIIIIIIIIII'II--I-

Figura 22. Representacién de L. orientale. C. Cuticula; E. Epidermis; H. Hipodermis y LB. Linea basal
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Figura 23. Corte transversal y vista exterior de L sp’ena.yb

. P. ayacabuite, Zempoala, Mor. y ¢ en P. longaeva, California,
EUA
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El Cerro de Potosi, N.L.

cior de L bacudiferum

. Vista exte

Figura 24

Figura 25. Corte transversal y vista exterior
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Inferencia filogenética

Caracteres morfologicos

Se obtuvo un drbol mis parsimonioso por bisqueda heuristica (adicién de ramas simple)de las relaciones
entre las especies de Lopbodermium conocidas en pinos, sensu Minter (19803, 1981). Debido a que no se utilizo

ninglin grupo externo, este cladograma en realidad es una red; es decir [a orientacién de las ramas representadas es
arbitraria (fig 31).

L nitens
L. molitoris
L spl
L indianum
L durilabrum
L orientale
L canberrianum
L pini-excelsae
L. staleyi
L pinastri
L. conigeum
L seditiosum
L ravenelli
L australe
: L baculiferum
L pini pumilae

Figura 31. Red que ‘represema las relaciones entre las especies de Lopbodermium conocidas para pinos sensu Minter (1980b,
1981). Bisqueda Heuristica: 1 irbol mds parsimonioso.
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Caracteres moleculares

Se presentan a continuacion los cladogramas postulados en el punto #v de la alineacién de secuencias en
la seccién de Materiales y Métodos:

En el primer andlisis se utilizaron todas las secuencias de grupos externos, cercanos y lejanos, y se redujo
el nimero de caracteres en la matriz para que fueran comparables. Se obtuvo un cladograma de consenso estricto
(andlisis Bootstrap (1,000 réplicas) de bisqueda heuristica, adicién de ramas al azar, 10 réplicas) en el que se
incluyen las cepas cultivadas y los grupos externos que se mencionan en 1a seccion de Materiales y Métodos. Este
4rbol incluye s6lo aquellos caracteres que fueran comparables, la matriz es de ~600 caracteres y consta de 30
OTUs. Como se ve en la figura , Lophodermium, incluyendo L piceae, forma un grupo monofilético a pesar de
que el cladograma tiene poca resolucion y bajos valores de Bootstrap(figura 32).

hA-081
hQ-001
gP-004
mZ-001
2 aZ-022
aZ-002
a0-122
% aZ-027
aC-013
2 . 0 —
, c0-015
X c0-008
aP-006
2 mP-003
mZ-002
mP-002
mP-005
mC-005
L piceae
S —
Colporma

79 e I dematicides

57 Phacidium
, B R. p parkerif
:long. 1486 2 2 _: R. parkerii
Eupenicitlum g
gll gz;g 85 Euperticiftum g2

RI 0.579 e ;fme;u ?

Figura 32, Cladograma que inctuye a todos los grupos externos cuya matriz estd reducida. Arbol consenso, prueba Bootstrap

89

b))}

(1,000 rép.), biisqueda heuristica con adicién de ramas aleatoria, diez réplicas.
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El segundo andlisis consisti6 en la reduccién del nimero de OTUs como una estrategia para aumentar el

Resultados

poder resolutivo del mismo. Se obtuvo un cladograma de consenso consenso estricto (figura 33) en el que fas

cepas de Lophodermium forman un grupo monofilético asi como a familia Rhytismataceze en. Sin embargo, se

puede apreciar que este andlisis no resuelve las relaciones entre las cepas de Lophodermium, L picea ylos

géneros de Rhytismataceae Tryblidiopsis y Colpoma de Rhytismataceae.

Long. 1004
Cl 0.639
HI 0.361
RI 0.607

85

94 —— mP-005
5 L L baculiferum
100 —— hA-081
60 .02
e
— aP-006
L piceae
63 — Triblidiopsis
L Colpoma
99 —— R parkerii
22 E— pséudotsuga
Phacidium
Eupenicillum sp
100 = Eupenicillum sp2
81 —— Fusiarium

__10_0_: H. dematioides
Hormonema sp.

Figura 33.Cladograma en el que se han eliminado algunos OTUs del supuesto grupo interno. Arbo! consenso, prueba
Bootstrap, 1,000 réplicas; bisqueda Heuristica con adicién de ramas aleatoria.
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En el tercer andlisis se decidi6 explotar toda la informacion del ITS total utilizando para elto s6lo las
secuencias con un mayor nimero de caracteres a las que se ha llamado también secuencias "largas”. Aqui se

mantuvieron todos los OTUs del grupo interno y se conservaron como grupo externo solo Hormonema sp. y

Eupem’a‘llum por ser las Unicas secuencias de grupo externo comparables por su longitud. Esta mariz es utilizada

en el andlisis de caracteres combinados y también es empleada mds adelante para el mapeo de caracteres y la
discusion. La figura 34 muestra el dadograma de consenso estricto, resultado de un andlisis de Bootstrap de
bisqueda hetristica.(adicion de ramas aleatoria, diez réplicas). La resolucion es de nuevo discutible (véase la

politomia aP-006, aC-013, aZ-026).

long. 1013 p

Cl 0.69 7 P-004

HI 031 B ﬁlzf()()l

Rl 0.682 99 hQ-001
99 e a7.022

98

22— e
99 mP-003
= s S—L
mP-002

a0-122
80 60 aP-006

69 aC-013

100 az-026

aya27

100 — 0001
— c0-015

— Hormonema sp.
L——— Eupenicillump2

Figura 34. Arbol consenso, Bootstrap 1000 réplicas, blsqueda heuristica, adicion de ramas aleatoria, diez réplicas.
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Con la matriz anterior, también se realizd un andlisis del tipo de bisqueda Branch and Bound con el
programa MEGA (Kumar et al,1993). En el dadorgama (figura 35), se pueden notar algunas diferencias con el
anterior (figura 34) como en el dado que contiene 2 aP-006, aC-013 y a c0-015y cO-001.

66 hO-001
100 mZ-001
100 gP-004

Qb " aZ-002
 —r A\

100 === mC-005
hA-081
100 s m7-002
mP-003
mP-005
mP-002
a0-122
100 az026
100 aZ-027

100 1004 aP-006
aC-013

100—— c0-001
e 0-015

 — Hormonema sp
b Bupenicillum sp2

Figura 35. Arbol consenso estricto de busqueda Branch and Bound realizado con el programa MEGA (Kumar
etal., 1993)

100

100

100
100 100
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Matriz de caracteres combinados

En el siguiente dadograma se muestra el resultado de un andlisis filogenético en donde se ha utilizado
una matriz de caracteres combinados. La fuente de caracteres moleculares es la matriz de secuencias "largas” y la
de caracteres morfolégicos proviene directamente de las observaciones microscopicas hechas al material colectado.
En ella (figura 36) se puede observar una politomia que no estaba en el anterior en donde 610 se usan caracteres
moleculares (figura 35), la que forman mZ-002, mP-003 y (mP-005, mP-002). Por otra parte, esta matriz puede
aportar informacién nueva acerca de fa evolucién de las estructuras sometidas a ella al mismo tiempo que permite

el ejercicio de la falsificacion de fa manera més consistente con la Iégica cladista del anlisis filogenético (figura 35).

Long. 1036
Cl 0.684
HI 0.318
Rl 0.679
Yok e — YV

100 hO-001

 — L

2002
95 mP-003
100 mP-005
e e IR e

20122
‘ 2P006
4 aC013
12026
27,027

LT E— oY1}

76

100

Rememnmerseirems Evspeniicillivm sp2

Figura 36. Arbol consenso estricto, Bootstrap, 100 réplicas, blisqueda heuristica, adicion de ramas aleatoria, diez réplicas. Matriz
de caracteres combinados.
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Distancias y tasas de evolucién

Resultados

De modo independiente al de 1a inferencia, se obtuvieron las distancias de Kimura (1980} entre las secuencias

y se probd la tasa de evolucion para diferentes grupo de OTUs, las siguientes tablas (tablas 3 y 4) muestran los

resultados obtenidos.

La-Lb I Z Tasa constante 1 |gP-004
A |1 [ 1.14458E-04]  0.00165583]no refutada 2 | mz-001
B |2 3 [hO-001
c B 4 |az.002
A |+2 [ -1.144588-04]  0.00165583[norefutada | | 5 |az-022
B |3 6 | mz-002
C 445 ) 7 | mP-005
A J6+7+8+9 0.014852 1.65371] no refutada 8 | mp-002
B |10+11 9 [mP-003
C  |1+243+445 101 mO-005
A |13 10,00913236 1.00627[no refutada 11| ha-081
B |16 12[20-122
c 14 13 [ aP-006
A [16+14 - -0.00655158 0.917112]no refutada 14 | 2026
B |13 151 az-027
c |5 ) . 16aC-013
n |3+14+15+16 0.0128558 1.94329|no refutada 17 co-001
B |12 ' 18{c0-015
C 17+18 19| Hormonema sp
A [1+2+3+4+5 0.0123365 1.19234 o refutada 20| Eupenicillium
B |6+7+8+9+10+11
C  |12+13+14+15+16+17+18
A +2+344+5+6+7+8+9+10+ -0.00628359 0.583036 | no refutada

11

B {12+13+14+15+16+17+18
¢ [19+20

Tabla 4. En esta tabla se muestra la comparacién entre |
Phyltest (Kumar, 1996). En la primera columna se aprecian |
en la segunda columna el resultado de la diferencia entre la

columna ¢l valor de Z correspondiente y finalmente si con es

! El grupo formado por estos OTUs no es monofilético, por to que esta comparaci6n no es de! todo vilida.

a5 tasas de evolucidn de varias secuencias calculadas con el programa
os grupos a comparar (A y B) junto con el grupo externo utilizado (C;
distancia que hay entre Ay Cy la que hay enre By C. En la siguiente
e valor se refuta o no la homogeneidad en las tasas de evolucion.
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OTUs _HNwgmmqm_@ssmaxa_am_sa
1. gPO04

2. mZ401 0018

3. mC005 007100731

4. hA0B1 01052 | 00988 00573

5. hO-001 8& 00216| 0089] 001

6.. mZ02 0808 | 0.0807 [ 00652 | 0.0767 00887

7. 2012 6} 00806 | 00807 | 0.1068] 0.0886] 0.0747

8. mP-003 __coam 00788} 0.0613 | 0.0747] 00867 | 00126 0.0825

9. aZ002 |[00308 [ 0.0327] 0.0m1| 0.1071{ 00439} 007481 0.0689 | 0.0767

10.. <0001 00925 | 0.0925 | 00866 0.1151 0.1006 | 0.1007 | 0:0383 } 0.1027| 0.0865

11. 0015 00906 | 0.0906 | 00888 0.1132{ 00987} 0.0967 | 00345 | 00987} 0.0867 00216

T2, Hormonema |[02057 | 02056 01894 0195 0192 01968 01892 02034] 02084 | 017] 0189

13.. Eupenicillium]{01919 [0.1923 ] 02041{ 02151 0.1989 [ 0.2037) 02037) 02033) 02021 02139] 02161 021

14. mP005 [0:1029 | 00967 ] 00808} 0.0885 | 0.1067 | 003081 0.0946 | 00364 0.1008| 0.1213) G.1152 02222 02103

15. aP006 01006 | 00986 00927] 0113 | 01047 | 00906 0.0235] 00945 0946 | 00496 0042 0:3983 | 02056] 00946

16.. a2 0057 | 0.0846 | 00807 | 0.1068 | 00926 0.0846 | 00107 | 0.68s| 0.0807| 00438] 0042 01983 | 02036 00926 0018

17. aC013 010271 0.1007 | 00988 0.1214 0.1063 | 00906 0018 0.1007] 0.0887} 0.0496 ] 00458 | 0.2054 | 02178} 0.1068 0.0235) 0018

18. aZ002 00906 | 00836 | 010887 0.1109 | 00966 00826 00071 0.0905] 00767 00421 | 00363 [ 01983 ] 0206) 00966} 00198 0.0071{ 00143

19. aZ02 [[00253 | 00272} 00712 00969 0.383 | 0.0669| 0.0728] 0065 00253 | 00525 | Q0506 02085 0.1944| 0.0886 | 00905 | 0.0807{ 0.0926 | 0.0806
B mpoiz ||01278| 01194| 0107] 00986]01362] 006B8| 0.136] 00668] 0.32]0.1554] 01511 0253 02459) 0077 0.1424] 01338 0.14891 0.1381 01173

Tabla 3. Distancias de dos parimetros de Kimura (1980) entre los OTUs.
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Discusién

Discusidn

Algunos representantes de la familia Rhytismataceae, a la que pertenece Lopbodermivum, han presentado serios
problemas para su clasificacién, por lo que 1a hace dudosa y confusa. Debido a esto, se trat6 de generar un contexto
en el que se valide la monofilia de algunos representantes de Rhytismataceae y de las cepas de Lophodermium
utilizadas aqui. E! contexto de que se habla es de suma importancia ya que, de no generarlo, s estaria
estableciendo una hipétesis a priori: que Lophodermium, o al menos sus representantes en pinos, €5 un grupo
monofilético. Sin embargo, los cladogramas que se obtuvieron utilizando todos los grupos externos no aportan
suficiente informacién como para cumplir todos los objetivos de este trabajo. Por tal motivo se efectu otro
andlisis, en donde los grupos externos no son los més éptimas pero sf hacen posible la comparacion de todala
informacion del ITS disponible, lo que redunda en el planteamiento de una hipétesis acerca de las relaciones entre
los taxa aisladas, es decir que existe mejor informacién para cumplir con los objetivos planteados.

Asi, de entre todos los andlisis que se realizaron, se utliza el llamado de secuencias “largas” para la
argumentacion del resto de esta discusion. El resultado de este andlisis 70 debe, de ninguna manera, ser tomado
como la filogenia del grupo porque lejanamente incluye a todos sus representantes, sin embargo si es utif en
cuanto a los objetivos que se plantearon, Se trata de una muestra de los representantes de Lophodermium sobre
algunas especies de pino en dierta parte de su distribucién en México que por si sola puede contar una historia,
aunque con limites.

Una vez que se obtuvo una hip6tesis confiable sobre las relaciones que existen entre los aistados de
Lophodermium encontrados, y que estos han sido identificados en la medida de lo posible, es plausible comparar
dicho cladograma con el obtenido a partir de informacién bibliogrdfica sobre la morfologia de las especies de
Lophodermium en pinas. Lo anterior responde at hecho de que en la taxonomia que se ha hecho hasta ahora
sobre Lophodermium(Darker, 1967; Minter, 1980a,1981; Changlin et af, 1997) stlo se han considerado unos
pocos caracteres morfologicos, y algunos del tipo ecolégico. Lo que quiere decir que como el significado
filogenético de estos caracteres es desconocido, se puexe explorar éste mapeando caracteres morfoldgicos sobre
el cladograma de datos moleculares.

Por Gitimo, es posible detallar la informacion que nos ofrece el resultado del andlisis filogenético delos
hongos aislados, cuando se Ia ve en el contexto de la distribucién y Ia historia natural de los pinos; lo que finalmente
es una aproximacion a fa historia natural de Lophodermitim en algunos pinos mexicanos a través de la inferencia

filogenética. Todo lo anterior forma parte de la discusion que se extiende a partir del siguiente pérrafo.
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La especificidad de Lophodermium

En la figura 37 se ha mapeado la especificidad al hospedero a nivel de subgénero de pinos sobre fa
filogenia molecular obtenida a partir de aislados de Lophodermium. Se puede apreciar que en términos generales,
existe especificidad por uno u otro subgénero con la excepcién de los aistados aZ-002 y aZ-022 que corresponden a
la morfoespecie definida como L sp2., las cuales fueron aistadas a partir de un mismo hospedero (P. ayacabuite),
proveniente de Zempoala, Morelos.

La hip6tesis ms simple es que ha ocurrido un salto de hospedero. Sin embargo, con los resultados aqui
obtenidos no se puede saber cudndo o desde qué otro hospedero pudo haberse dado el salto. Por otra parte, el
haber encontrado este morfo en muestras de otros pinos, como P. cembra y P. longaeva, pertenecientes al
mismo subgénero que P. ayacabuite, pero lejanos en distribucion, hace suponer que este saito no es reciente. La
interpretacion del parecidode L sp.2y L sp.3 es ambigua, pudiera ser totalmente circunstancial pero, de nuevo, al
no tratarse sino de una muestra de la biodiversidad de Lophodermium sobre pinos el cladograma podria estar

enmascarando una historia diferente.

gP-004
—
= h0-001
7002
27022
mmuen MC-005
e A-081
wazn MZ-002
s m P-()03
™ wome MP-002
- s 20-122
__._w,.ji I > 2P-006
= L ey 3C-013

| R r—

Hormonema sp

Eupenicillium 2

Figura 37. Mapeo del subgénero de pinos al que pertenecen los hospederos de las cepas de Lopbodermium utilizadas. En gris
claro el subgénero Strobus y en obscuro Pinus.
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Discusion

En la figura 38 se han contrapuesto dos cladogramas. El de la izquierda es el que se obtuvo con caracteres
morfoldgicos provenientes de la monografia de Minter (1981) y el de la derecha, es el que muestra las hipdtesis de
relaciones entre los Lopbodermia colectados, considerando datos molecualres. Se nota que la diversidad conocida
de Lophodermium es representada sélo con las especies L nitens, L indianum, L. pini-pumiale y
L baculiferum. De ellas resaltan dos, L nitens y L baculiferum, que son las mejor representadas y que ademds
forman, en este cladograma, un grupo monofilético cada una. Ademas existen tres morfos incluidos en el andlisis
con caracteres moleculares que no tienen correspondencia con ninguna especie descrita: L sp.2 (aZ-002 y aZ-022),
Lsp.3 (c0-001 y c0-015), yL sp.4. (hA-081).

La comparacion es precaria porque no estdn incluidos los mismes OTUs en cada una de ellas, porque es
muy probable que en ninguna de las dos estén representados todas las especies de Lophodermium que se
desarrolian en pinos, porque el cladograma obtenido de caracteres morfolégicos no estd enraizado y su orientacion
ha sido arbitraria y porque varias ramas del cladograma molecular corresponden 2 uno solo del morfolégico, es decir
que los niveles jerdrquicos de fa comparacién no se validan en ella. Sin émbargo, se rescaia de esta comparacion el

patrén de especificidad antes visto (i.e. Vizquez Lobo, 1996) y alguna correspondencia en la topologia.

L nitens 20-122

L. molitoris ag _3%3

Lspl a

L indiarum 22326

L. durilabrum cO-OO-I; ‘

L or:entdg QU S e e

L cqn@ema_num hO001

L gzm pumilae 001

L baculiprum 004

L austrde o

L ravendli 2700

L seditiosum mC-005 —
= i ;?:;iﬁim ,I%Ai%%% T
-, staleyi gggg

. pini-exelsae mP-002

Hormonema sp.
Eupeniciflium sp2

Figura 38. Comparacién del cladograma de las especies de Lophodermium para pinos con caracteres morfologicos (izquierlda) y
el de las cepas utilizadas en este trabajo con carcteres moleculares(derecha), Las lineas representan la correspondencia
morfologica entre ellos.
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Mapeo de caracteres morfologicos

Por otra parte, el significado de la comparacién anterior puede estimarse mejor si se conoce la distribucion
de los caracteres morfolégicos sobre el cladograma molecular. En la figura 39 se ha mapeado uno de los caracteres
més conspicuos y tradicionalmente utilizado parafa determinacién de especies de Lophodermium: la forma en que

sus ascomas estdn embebidos enla acicula,
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Figura 39, Mapeo de la forma en que estin embebidos Jos ascomas en las aciculas de su hospedero sobre el cladograma
obtenido a partir de caracteres moleculares.

T L

La hipétesis aqui obtenida, plantea que el grupo de ascomas subcuticulares es monofilético, no obstante,
es importante mencionar que actualmente sdlo se conocen dos especies reportadas para pinos que o presentan
de esta manera y de ellas sélo se tiene representada una: L #itens. LO mismo ocuire para los ascomas totaimente
subepidérmicos y subhipodérmicos parciales; para los primeros existen seis especies reportadas de las cuales solo
se tiene una: L baculiferum y de los segundos hay tres especies pero s0lo s tiene una en este estudio:

L indianum.

En los ascomas subepidérmicos parciales el patron es diferente. Primero, porque el caracter parece ser
polifilético o, mejor dicho, con el acotamiento apropiado de la muestra, homoplasico, y segundo, porque se
encontraron cuatro morfoespecies con €ste caracter de las cuales s6lo una: L pini-pumilae coincide con las ¢inco

que han sido reportadas en la literatura con el mismo caracter.
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La mayor parte de las especies de Lopbodermium tienen ascocarpos subepidérmicos, lo que hace
comprensible que la taxonomia de este grupo morfolégico se base también en caracteres como la presencia y el
color de los labios, sin embargo, como se muestra en la figura 40, la presencia o ausencia de labios no es

congruente y mas bien revela a los labios como un caractercon informacion ambigua.

gP-004
Z-001
0-001
aZ-002
aZ-022
o - 3==mC-005
T e hA-081
- - - -1 mZA002
ol = mP-003
T Foms mP-005

v = mP-002

Hormonema sp

Eupenicillium sp2

Figura 40. Presencia (gris oscuro) y ausencia (gris claro) de labios en el cladograma molecular de los aislados de
Lophodermium.

Lo anterior hace pensar que finalmente se necesitan otros caracteres que reflejen mejor relaciones de
parentesco, como la ontogenia del ascoma, y més adn, ajustar la forma en que se aprecian los caracteres
morfologicos. En cuanto a algunas caracterfsticas ecolégicas que se han utilizado para distinguir especies de
Lophodermium (Minter et al.,1978 y Minter et a/, 1980) existe el problema que es el mismo que se tiene parala
definicién de un hongo endéfito: la interaccién con su hospedero es dindmica, por lo que el hongo puede vartar sus
habitos dependiendo de las circunstancias. A este respecto, se debe destacar que el muestreo realizado para esta
tesis se realiz6 en una época del afio solamente, por lo que no se descarta la presencia de otros representantes del

género con diferentes tiempos para su reproduccion.
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éEvidencias con implicaciones ecoldgicas?

Partiendo de la comparacion entre los clados que representan a cada una de las morfoespecies, el conjunto
de clados que corresponden a L nitensy 2 L bacudiferum parecen estar representando a mas de una especie.
Las distancias y las tasas de evolucion sugieren una gran variabilidad (ver tablas 3 y 4) entre los individucs de estas
especies utilizados en el andlisis molecular. Sobre L baculiferum se tienen referencias (Stone, com.pers.) que la
hacen parecer un complejo de especies, ademds de que se tiene €} antecedente del complejo L. pinastri que ha
sido dilucidado con base en caracteristicas ecoldgicas (Minter et al, 1980). Por todo lo anterior, no serfa
* descabeliado contar una historia con el mismo argumento para L nitens.

Finalmente, esta historia requiefe de su otro elemento, los pinos, para ser contada correctamente. En
este estudio se aistaron solo dos especies de Lopbodermiumde P. ayacabuite, mientras que
P. montezumae tiene seis (ver tabla 2 en Resultados). Cabe aclarar que este resultado podria ser la consecuencia
de un muestreo insuficiente, y que para validar estas observaciones haria falta respaldarlas con el nimero de
ocurrencias para cada morfo por cada hospedero. Sin embargo, este procedimiento resulta muy tardado, pues
aunque se tenga el suficiente entrenamiento en el reconocimiento de las especies de Lopbodermium, se deben
hacer cortes de todos y cada uno de los individuos. A veces se pueden encontrar decenas de individuos en una sola
acicula y en una sola muestra pueden haber centenas de aciculas, lo que hace 2 este procedimiento poco viable en
los tiempos establecidos para la realizacién de este trabajo. '

P. ayacahuite es la Gnica especie de pincs blandos, junto con P. chiapensis, que se extiende mis alf del
eje Neovolcanico, por lo general, estd aislada de otros pinos del mismo subgénero, por lo que podria suponerse
que el salto de hospederos, teniendo como referencia el nivel de especificidad de Lophodermium encontrado en
este estudio y en anteriores (Vazquez Lobo, 1996), es mds complicado que para P. montezumae, una especie muy
bien distribuida, con muchas otras especies de pinos duros simpatricos a ellay con la capacidad de hibridar con
muchos de ellos (Perty, 1991). En otras palabras,

L nitens,y a0n L sp.2, la otra especie hallada en P. ayacabuite estarfan casi excluidos de 2 posibilidad de cambiar
su hospedero. Lo que de alguna manera también podria argumentar el contraste entre la diversidad morfologica y

la diversidad genética encontradas (figura 41).
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Figura 41. Cladograma en el que se destacan las especies de hospederos para las cepas utilizadas.

Otras consideraciones

Atn cuando el tipo de colecta realizado es insuficiente para hacer grandes hipdtesis, caben resaltar
algunos resultados que generan nuevas hipétesis sobre la ecologia de Lopbodermium. Por ejemplo, ése pueden
encontrar algunas restricciones ecologicas a través de este trabajo? L sp.2 solo fue colectado en Zempoala y no en
algin otro lugar de México, sin embargo, esta especie también fue encontrada en
P cembra y P. longaeva en EUA.; L baculiferum se encontrd sobre todo en el cerro del Potosi, ées posible
encontrar aqui restricciones a la dispersion del hongo, como el aistamiento geogrifico de este sitio? Enla
introduccion se habla de especies dominantes en las comunidades de endéfitos que varia dependiendo de varios
factores ambiencales, estd claro que para México el papel que puede jugar la altitud no debiera ser tan
determinante, pues, con una excepcién, solo hay pinos en regiones altas. Asi que los factores que més afectan la
colonizacién y la predominancia de especies en Méxcio debe estar determinada por la humedad, el tipo de suelo, la
frecuencia e intensidad de las heladas y probablemente también la combinacién de la vegetacion.

Con respecto a esto ultimo, existen lugares en México en los que los bosques son dominados por los
pinos y otros en los gue se encuentran mezclas de vegetacién poco comunes, como en los bosques mesofilos y en
otras zonas de transicion de la vegetacion. Al mismo tiempo existen bosques de pino con pocas especies y Otros
donde hay una gran cantidad de ellas, bosques con una gran cantidad de endemismos y bosques con especies muy
comunes pero altamente variables en cuanto 2 morfologia y habitos. Por todo lo anterior , seria interesante

comparar la diversidad de Lophodermium y de 0t0s hongos end6fitos en todos os ambientes antes
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mencionados; no sélo por un interés meramente académico sino porque los homngos endéfitos son una parte
importante de un recurso finito e irremplazable: los bosques.

Finalmente, es justo nombrar algunas de las viscicitudes que se deben tomar en cuenta cuando se
pretende una aproximacion como esta. En primer lugar la acotacién del lugar fisico del estudio es muy importante;
resulta muy atractivo comparar zonas distantes y ambientes disimiles, sin embargo la escala de un enddfito es
mucho menor. Hay muchos trabajos (ver introdﬁcci()n) sobre las comunidades de hongos endéfitos dentro de un
solo drbl e incluso dentro de una sola rama, por lo que los resultados que se obtengan en colectas muy generales
sern muy limitados hacia el nivel bésico de la interaccién. También debe tomarse en cuenta que la interaccion de
la que se habla es sumamente dindmica, que la época del afio en que se colecte puede mostrar resultados muy
diferentes a oras épocas, que los ascomas de Lopbodermium son muy delicados v €l tiempo que pasa entre la
colecta y su procesamiento es vital para la obtencion de esporas y la germinacion de éstas. Por Gltimo, el poder
cultivar Lophodermivum in vitro es aducir en contra de fa obligatoriedad hacia el hospedero, mas noala

especificidad.
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Conclusiones

Considerando los individuos utilizados en los andlisis filogenéticos y a las observaciones hechas a otros que no
fueron incluidos, se puede conduir que la especificidad de Lophodermium se da generalmente al nivel de
subgénero en los pinos. Lo cual corrobora lo encontrado por Vizquez Lobo (1996) para una muestra de hongos
enddfitos que presumiblemene pertenecian a diversos géneros. Por esto, seria muy interesante reanalizar los
datos de Vézquez Lobo incorporando las secuencias de identificados de Lophodermium del presente trabajo, de tal
forma que se conodiera cudntas de esas secuencias pertenecen a Lophodermium y asi completar un poco la
informacion global del género en los pinos de México.

Segin los datos obtenidos en este trabajo, P. ayacabuite tiene s6lo dos especies de Lophodermium.: L
nitens y L sp*. Lo cual puede atribuirse a su aislamiento de otras especies de pinos blandos. Sin embargo, debidoa
la variabilidad encontrada dentro de la especie L nitens, es posible que ésta sea un complejo de especies o
simplemente una especie muy variable o en vias de especiacion.

Por el contrario, P. montezumae tiene mis diversidad de especies de Lophodermium, (aunque se puede
considerar que L baculiferum podcia ser Ia especie dominante en este pino a partir de los resultados obtenidos),
lo cual puede deberse al efecto contrario postulado para P. ayacabuite, es decir, la simpatria frecuente con otras
especies de pinos duros y su capacidad de hibridar con ellos podrian facilitar el salto de hospederos por parte de
hongo.

El hallazgo de morfos que no concuerdan con la descripcién de ninguna especie de Lophodermium en
una colecta que no fue exhaustiva hace suponer que existen especies de Lophodermium en nuestro pais que no
han sido descubiertas. Sin embargo, el fundamento de esta conclusién radica en el significado fllogenético que
tienen los caracteres morfolégicos cominmente utilizados para reconocer a las diferentes especies de este hongo.

Con base en lo anteriormente adudido, una de las priofidades para continuar una linea de investigacion
parecida a la presente debe partir de alguna manera sobre el hecho de que Ia taxonomia y la sistemética de
Lophodermium debe revisarse.

En el mismo contexto, serfa util generar modelos sobre la interaccién endfita como una forma de
aproximarse a la gran cantidad de incoognitas que prevalecen en este campo. En otras palabras, es necesaria la
integracion de las partes (o cuando menos de algunas de ellas) para vislumbrar el universo que en este tipo de

hejemplos se guarece.
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L. Matriz de caracteres moleculares. Solo se incluyen las secuencias “largas”

TACCCGCTGAACTT - AAGCATATCAAT: - AAGCGGAGG- - AAMAAGAAACCAACAGGG- -ATTG
TT-AAGCATATCAAT - - AAGCGGAGG- - AAMAAGAAMACCAACAGGG- - ATTG
AAAMACCCACAGGGUGAATTG

ATACCCGCTGAAC
TACCCCCTGAACTTTAACCATTITCAATTAAAGCGGAAGGAAAAA

CGGATCAGGTAGGGA
.GGATCAGGTAGGG

CA-ATGGTTGAACTCCGGATCAGGTTGGGA

CCCCACAAA-TAA- - AGGTTGACCTC
CCACACACACACAAGGTTGACCTC

cC
mP-002 CCCACTTTTA
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1. Matriz de caracteres moleculares. S6lo se incluyen las secuencias “largas”

GGAGGTGTAT-T-TTCTAAAGCTAAATATTGGUCAGA

G- TC-AAATGGGAGGTGTATCT - TTGGAAAG- TAAAT -

GCTCTAARATG

GACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGC .

-GG, .

GGAGGTGTACTCCTTCTAAAGCTAAMATATTGGCCAGA

GGTGGTGTATTTCATCTAAAGCTAAATATTGGCCAGA
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Apéndice

Morfo Asc.subcuticular | Asc.Subepidérmico | Asc.Subhipodérmico | Pared basal | labios Subgénero
gP-004 ausente ausente parcial continua presentes | duros
mZ001 | ausente ausente parcial discontinua | presentes | duros
mCH05 | ausente parcial ausente continua ausentes | durgs
ha-081 ] ausente total ausente ausente presentes | duros
h0-001 | ausente ausente parcial continua presentes | duros
mZ-002 | zusente ausente parcial continua ausentes | duros
a0-122 | to1al ausente ausente continva asuentes | blandos
mP-003 | asuente total ausente ausente ausentes | duros
az002 ausente parcial parcial continua prsentes y | blandos
ausentes

c0-001 | ausente parcial parcial continua ausentes | blandos
c0415 | ausente parcial parcial continua ausentes | blandos
mP005 | ausente toual ausente ausente ausentes | blandos
aP-00é total ausente ausente continua ausentes | blandos
az027 total ausente ausente continua ausentes | blandos
aCH13 total ausente ausente continua ausentes | blandos
aZ026 total ausente ausente continua ausentes | blandos
aZ{22 total ausente ausente continua ausentes | blandos
mP-002 ausente total ausente ausente ausentes duros

1. Datos morfolégicos anexados a la matriz de caracteres moleculares, generando una matriz de caracteres combinados (ver

matriz de caracteres moleculares).
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Apéndice

Satit BE LA BIBLIOTECA
AlBICicHl D |ElF|G|H I}}JIX]|L|MN{N|O|P
L. nitens 1 210 1 1 2 0 1]60 110 0 o lz2j1]210]|2
L.spl 1 210 1 1 2 0 1 {01 1|01 0 gcj12fj1]2j01]o
L. molitors 1 210 0 1 i 1 1 (0] 1]0] 1 112(112}10]2
L. baculiferum 1 210 0 1 1 2 0 fjo] 1]1] 0 o {2t111}10]t¢
L staleyi o[ zlol o z [T 1T 1ofol el &folzfz|r]n
L. pinastri 1 [1&2)1 0 2 1&2 1 1]0 110 1 J3&s512z|111]1 |1
L. indianum 1 210 2 1 1 1 01} 110911 4 12101043010
L. conigeum 0 0]t 0 1 1&21 1 ¢ Joj 101 s{2f1y1]o0l1
L. australe 0 210 2| 0&i&21 1 1 0 [1] 0]0] 1 112411141 0]1
L, ravenelli 2 2101{ 0 ? ? 2 0 jo) 1]01]1 1121114113
L. seditiosum 2 j1&2f 1 1 0 1&2 ] 2 o Jol 1 jop 1 j2&3)2|t[1]0]1
L pini-excelsae $1&2] 2 {0 | 2 1 &2 )1&2) 0 fJol 170 1 4 Jo]1]1q1]1
L. pini pumilae 1 210 2 ? 1 2 6 Jof 0 }O0} O 0123111 |01
L. orentale 0 210 0 ? 2 2 0 (6] 0|0 O G |ojojojoiqo0
L canberrianum | 0 {1&2( 0 1 2 1 2 0 jof 01011 1 12]0]Q|0}0
L. durilabrum 0 210 2 2 2 0 0 {2{ 1]0] 0 01zj0}j0]o]o
Alineas dezona  §D. Habitat H. Asc, L. Color de labios | N, Conidioma
subhipodérmico
0: ausencia 0: Enddfito oportunista | 0: ausente 0: ausentes 0: ausente
1: tipol 1. End. saprobio 1: parcial 1: sin color 1: presente
2: tipo2 2: Pardsito 2. central 2: azules N.R
: Conidioma
B. En hojas E. Subgénero 1. Pared basal 3; verdes 0: ausente
0: ausencia 0: ausencia 0: ausencia 4; grises I:
o subepidermico
1: primania 1: Diploxilon 1: presencia 5: rojos 2: subcuticular
2: secundaria 2: Haploxilon J. Abertura sobre linea 6: amarillo 0. Abertura
estommitica conidioma
C. En apdfisis F. Asc, subepidérmico | 0: ausente M. Tamario de Asc, | 0: 2usente
0: ausencia 0: ausente 1: presente 0: pequefio 1: presente
1 presencia 1: parcial K Labios 1. mediano P. Ostiolos de
- conidioma
CH. Posicionde | 2: total 0: ausentes 2: grande 0: ausentes
Asc.
0: indiferente G. Asc. subcuticular N1: presentes 1: Centrales
1. adaxial 0: ausente 2: Dispersos
2: abaxial 1: total 3: Sobrela
abertura

I1L. Matriz de caracteres morfol6gicos de Lopbodermium en pinos (Minter, 1981) obtenidos a partir de informacién

bibliogrifica.
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Protocolos

Protocolos

Extraccién de nDNA (Vizquez Lobo, 1996)

1. Se liofiliza alrededor de un gramo de tejido en tubos eppendorft por tres o cuatro horas, hasta que € tejido se rompa
con sblo agiear el tubo.

2. Moler el tejido liofifizado dentro del rubo hasta reducirlo a polvo. _

3. Agregar a cada tbo 600xtla 800ul de buffer de CTAB 1x (1% CTAB, 0.7M NaCl, 50mM Tris Hel pH 8) y agitar hasta
homogeneizar.

4. Incubar en una campana de flujo laminar durante 30 minutos, las tapas de los tubos deben permanecer abiertas.

5. Adicionar a cada tubo 600wl de clroformo-octanol 24:1 y agitar hasta homogeneizar.

6. Centrifugar a 12000rpm durante 5 minutos a una temperatura de 4°C. Recuperar el sobrenadante en un nuevo tuboy
precipitar ¢l DNA con un volumen igual al recuperado de 2-propanol (Isopropanol) helado.

7. Centrifugar a 9000rpm por cinco minutos. Lavar el pellet (bot6n) eliminando el sobrenadante y agregando un mililitro
de etanol al 70% frio. _

8. Centrifugar a 7000rpm durante cinco minutos y eliminar el sobrenadante.

9. Secar el pellet dejando los tubos abiertos en la campana de flujo faminar durante 45 minutos, aproximadamente.

Resuspender el pellet con 100-200u! de TE (10mM Tris-HCI pH 8, 100mM EDTA).

‘Eliminacién de RNA
1. Agregar a cada tubo 2l de enzima RNasa (10mg/ml) e incubar 2 37°C durante 30 minutos.
2. Para precipitar la enzima: agregar 100ul (/,Vf) de acetato de amonio 7.5M frio. Colocar a 4°C por quince minutos con
agitaciones ocasionales.
3. Centrifugar a 10,000cpm durante diez minutos y recuperar el sobrenadante.
4. Agregar 2-2'/, Vf de etanol 95% para precipitar el DNA. Centrifugar a 8,500cpm por 4'/, minutos y eliminar el
sobrenadante.
5. Lavar el precipitado con el tubo lleno de etanol al 70% para remover el acetato de amonio. Repetir.
6. Centrifugar a 6000rpm durante 4 minutos y eliminar el alcohol. Secar el DNA con los tubos abiertos a 37°C o en una
campana de flujo laminar a temperatura ambiente.

8. Resuspender en 200! de TE 1x pH 8.
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Protocolos

Purificacién de productos de PCR a partir de geles de agarosa con el paquete

comercial QIAGEN (QJlAquick)

* Agregar etanol 96-100% al buffer PE antes de usarlo. En la botella se indica el volumen,

Todas los pasos de centrifugacion se realizan a 13000rpm, excepto donde se indica.
1. Cortar el gel de agarosa (1.2%) €l fragmento de DNA con una navaja o escalpelo limpio. Remover el exceso de agarosa.
2. Pesar el trozo de gel escindido en un tbo sin color. Agregar 3 volimenes de Buffer QX1 por cada volumen de gel. Cada
100mg de gel corresponden a 100, aproximadamente.
3, Incubar a 50°C por diez minutos {0 hasta que el gel escindido se funda totalmente) con agitaciones cada dos o tres
minutos. Se debe solubilizar completamente el gel!
4. Verificar que el color de la mezcla sea amarillo, similar al del buffer QX1. Si el color de la mezcla es anaranjado o
violetaviolento agregar 10u] de solucién 3M de acetato de sodio pH5 y mezclar. El color se torna amarillo.
5. Agregar un volumen de gel de isopropanol (2-propancl) a {2 mezcla y mezcle.
6. Colocar la columna de QIAquick en el tubo colector de 2ml.
7.Para unir el DNA, aplicar la muestra a la columna y la columna en el tubo colector y centrifugar por un minuto. La capacida
maxima de la columna es 800ul, si se tienen muestras mds copiosas, simplemente se aplica la muestray se centrifuga
CUantas veees $ea necesario.
8. Desechar el contenido del tubo colector y colocar de nuevo la columna en él.
9. (Opcional) Afadir 0.5ml de buffer QX1 a Iz columna (incubar por un minuto) y centrifugar por un minuto.
10. Para lavar el DNA, afiadir 0.75m! de buffer PE, incubar de 2 a cinco minutos y centrifugar por un minuto.
11. Desechar el contenidlo del tubo colector y centrifugar por un minuto.
12. Poner la columna en un tubo nuevo y limpio de 1.5mi.
13, Para disolver el DNA, afiadir 50u] de 10mM Tris-HCl pH8.5 0 agua didestilada estéril al centro de la columnay
centrifugar un minuto a méxima velocidad. Se puede incrementar la concentracién del DNA obtenido anadiendo 30ul mas
de agua o de Tris, incubando un minuto y centrifugando por otro.

14. i se usd agua como solvente, es necesario congelar la muestra a-20°C INMEDIATAMENTE.
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Protocolos

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Reactivos y concentraciones (entre paréntesis) utilizados en cada reaccién de amplificacion de 100ul
1. Agua didestilada estéril, 72.5ul, |

2. DMSO, 24 (2%);

3. BSA (Suero de albimina de bovino) 10mg/ml, 2l (0.2mg/ml);

4. Buffer 10X (Tris-HCI pH 8.3 200mM, Kcl 1M, Tween 20 0.10%. y NP-40 0.10%) 5yl (1X);
5. Cloruro de Magnesio (MgCl,) 2.5mM, 6ul (1.5mM);

6. Dinucle6tidos trifosfatados (ANTP) 2.5mM, 4ul (100uM);

7. Oligonucledtidos (Primers) 100uM, 2ul (ZuM);

8. Templado, 3uly

9. DNA polimerasa (5U/ul), 0.5ul (2.5U).

Programa empleado para la amplificacién
1. Desnaturalizacién, 94°C por un minuto;
2. Alineacion, 55°C por quince segundos;
3. Adicién de Ja DNA polimerasa, 72°C, durante el tiempo necesario para poner ka enzima,
4, Treinta y cinco ciclos de amplificacion:
4.1, Desnaturalizacién a 94°C durante diez segundos,
4.2. Nineaci6n 55°C por veinte segundos,
4.3, Extension a 72°C por un minuto y once segundos;
5. Extension extraa 72°C por seis minutos y

6. Refrigeracion, 10°C indefinidamente.

Protocolo:
Buenos dias- dice-. Buenas-le contesta-. (pero piensa en realidad que no sabe como conducisse, y no deja de sentir un

poco de stima, claro, con todas sus relativas etapas y precedencias imprescindibles).
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