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RESUMEN

Se realizaron andlisis de fechamiento con dos regiones del cloroplasto (i.e. region
matK-trnK y gen ycfl) y un muestreo representativo de los principales linajes de
familia Bromeliaceae, la subfamilia Tillandsioideae y el género Tillandsia. Se
encontro que las caracteristicas observables del polen fosil no son suficientes para
confirmar o refutar su asignacion a la familia Bromeliaceae, por lo que no es posible
asignar inequivocamente dicho polen fosil a la familia Bromeliaceae. En
consecuencia al nulo material fosil para la familia, |la alternativa de fechamiento méas
confiable es la calibracion secundaria. Las edades medias estimadas para
Bromeliaceae fueron 102.94 m.a. (troncal; intevalo de 120.92-91.25 m.a.) y 63.23
m.a. (corona; intervalo de 96.7-32.43 m.a.); para Tillandsioideae 43.19 m.a. (troncal;
intervalo de 71.44-22.59 m.a.) y 37.77 m.a. (corona; intervalo de 59.94-19.31 m.a.);
y para Tillandsia 19.65 m.a. (troncal; intervalo de 31.2-9.84 m.a.) y 18.99 m.a.
(corona; 29.88-9.25 m.a.). El estimado de la edad troncal y corona de Bromeliaceae
se encuentra dentro del rango obtenido en estudios previos, mientras que las
edades troncales y corona de la subfamilia Tillandsioideae resultaron mas antiguas
gue los trabajos previos. El presente estudio es el primero en proponer edades

toncal y corona para Tillandsia y sus linajes internos.



INTRODUCCION

La vida en la Tierra esta intimamente vinculada a las plantas con flores
(angiospermas). Las angiospermas son productoras primarias y representan la base
energética, ecologica y estructural de los ecosistemas terrestres modernos
(Magallén et al., 2015). Hoy en dia, las plantas con flores son excepcionalmente
diversas con aproximadamente 290.000 especies descritas (Ramirez-Barahona et
al., 2020); de ese total un aproximado de 22% de especies esta representado por
monocotiledéneas (lles et al., 2015). Muchos linajes bioldgicos han florecido en
mutualidad con las monocotiledoneas dependiendo de ellos para comida, refugio o

asociacion simbiética (Magallon et al., 2015).

A pesar del incremento en la disponibilidad de herramientas para conocer las
edades de origen y diversificacibn en monocotiledoneas los estudios sobre algunas
familias sigue siendo insuficiente para esclarecer dichas edades, tal es el caso de
Bromeliaceae. Por ello proponemos en este trabajo incluir un muestreo mas amplio
para la familia, ademas de afadir una region de cloroplasto no utilizada para
estudios de fechamiento (ycfl).con respecto al registro fosil, aqui compilamos los
fésiles atribuidos para la familia y las razones por las que fueron descartados.
Incluimos una evaluacién morfoldgica de un fosil que no ha sido revisado por estudio
alguno, ademas de que comparamos nuestras estimaciones con las de estudios

previos.



ANTECEDENTES

Generalidades de la familia Bromeliaceae y el género Tillandsia

Bromeliaceae (Poales) constituye una de las familias de monocotiledéneas mas
distintivas de los bosques Neotropicales debido a su diversidad morfologica, su
rigueza de especies (3,601 spp. clasificadas en 76  géneros

(http://bromeliad.nl/encyclopedia/ accedido 21/01/2020) y capacidad de

establecerse en una amplia variedad de ambientes. Se distribuyen casi
exclusivamente en el continente Americano, con excepcion de Pitcarnia feliciana
que se distribuye en Africa Occidental (McVaugh, 1989; Benzing, 2000; Givnish et

al., 2004).

Anteriormente eran reconocidas tres subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsoideae y
Bromeloideae (Smith y Downs, 1977). Sin embargo, un estudio molecular que
analiz6 el gen del cloroplasto ndhF (Givnish et al., 2007) encontré que la subfamilia
Pitcairnioideae, en su delimitacion tradicional, no es monofilética. Con la finalidad
de reconocer solo grupos naturales, los autores de dicho estudio propusieron una
nueva delimitacion de Pitcairnioideae y la segregacion de otras cinco subfamilias
(Brocchinioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae, Puyoideae y Navioideae) dando
un total de ocho subfamilias. Dicha clasificacion fue confirmada por estudios

moleculares posteriores (Crayn et al., 2000; Givnish et al., 2011; Schitz et al., 2016).
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La subfamilia Tillandsoideae actualmente comprende cerca de 1,487 especies y fue
dividida en cuatro tribus (Catopsideae, Glomeropitcairnieae, Tillandsieae y
Vrieseeae) con base en un andlisis filogenético de las regiones del cloroplasto rpoB-
trnC-petN, matK-trnK y el gen ycfl, asi como el gen nuclear PHYC (Barfuss et al.,
2016). La tribu Tillandsieae incluye al género Tillandsia L. asi como a los géneros .;
Barfussia Manzan. & W. Till, Gregbrownia W. Till & Barfuss, Guzmania Ruiz & Pav,.
Lemeltonia Barfuss & W. Till, Pseudalcantarea (Mez) Pinzén & Barfuss Racinaea
M.A. Spencer & L.B. Sm, Wallisia E. Morren, y Al interior del género Tillandsia se
reconocieron los subgéneros Aerobia, Anoplophytum, Diaphoranthema,
Phytarrhiza, Pseudovriesea, Viridantha y Tillandsia, siendo este ultimo el mas
diverso (casi 270 spp.). Estudios previos han recuperado consistentemente un linaje
al interior del subgénero Tillandsia identificado inicialmente por Barfuss et al., (2005)

como clado K, y confirmado mas tarde por Granados Mendoza et al., (2017).

Las especies del género Tillandsia poseen caracteristicas Unicas resultado de su
remarcable adaptabilidad a una gran variedad de ambientes. Sus hojas dispuestas
en rosetas forman, en algunas especies, tanques que almacenan agua, hojarasca
y materia organica. Dichos tanques son conocidos como fitotelmatas que permiten
el desarrollo de microambientes con condiciones estables de humedad, temperatura
y disponibilidad de nutrimentos. Estos microambientes proporcionan refugio a
diversos organismos asociados como artropodos, aves, reptiles, anfibios,

protoctistas, platelmintos, anélidos, hongos, algas e incluso otras plantas. Las
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interacciones ecoldgicas de los fitotelmatas son de vital importancia para el
ecosistema en general, particularmente en la dispersion, polinizacion e interaccion
entre especies (Liria, 2007; Isaza, 2009). A diferencia de la mayoria de las plantas
vasculares, en donde la funcién de absorcion de agua y nutrientes es desarrollada
por las raices, las tillandsias presentan tricomas peltados distribuidos sobre la
superficie de hojas, bracteas y otras estructuras principalmente foliaceas que
desempefian dicha funcion de absorcion. Otra caracteristica remarcable en el
género es la presencia de las vias fotosintéticas Cz y CAM en sus especies, atributos
gue posiblemente estén asociados con su capacidad de colonizar una amplia gama

de ambientes (McVaugh, 1989; Benzing, 2000; Givnish et al., 2011;).

Fechamiento de linajes de plantas con flores

Las edades de origen y diversificacion de los diferentes linajes de plantas han sido
de gran interés para la biologia evolutiva, permiten insertar estudios de patrones
evolutivos y biogeograficos en un contexto temporal (Magallén et al., 2015). La
estimacion de dichas edades puede estar basada tanto en el registro fésil y/o
eventos geoldgicos, como en informacion de estudios previos. Los fésiles proveen
un marco de referencia sobre el surgimiento, diversificacion y extincion de linajes,
ademas de ser evidencia fisica de los eventos biolégicos pasados. Sin embargo,
ciertos linajes carecen o tienen una representacion pobre en el registro fésil debido
a sesgos de preservacion asociados, por ejemplo, a habitos predominantemente

herbaceos o a las condiciones ambientales donde se desarrollan como humedad y
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temperatura elevada que promueven la descomposicion. Para poder ser usado en
un andlisis de fechamiento, la asignacion taxonémica y estrato al que pertenece el
fésil deben ser confirmados con un nivel de certeza aceptable (lles et al., 2015;
Bromham et al., 2018). La incertidumbre en la determinacion taxonémica de algunos
fésiles puede deberse a que en muchos casos las estructuras conservadas son
vegetativas, frecuentemente no diagnésticas, impidiendo realizar una asignacion
precisa a un grupo taxonémico determinado ( GOmez, 1972; Smith y Till, 1998; lles
et al.,, 2015). Adicionalmente, existen casos en los que, aunque la asignacién
taxonomica de un fosil sea certera, su fechamiento no lo es, derivando en la
imposibilidad de tomar dichos fosiles como referencia para el fechamiento de

filogenias.

Una alternativa al uso exclusivo de fésiles es la integracion de referencias a eventos
geologicos de edad conocida, afiadiendo una fuente adicional de validacion e
incorporando elementos para la interpretacion biogeografica. Sin embargo, no es
recomendable utilizar dichos eventos geograficos de manera individual porque
pueden asumir que la divergencia surgid como consecuencia directa de estos

fendmenos en lugar de probar la coincidencia temporal (Renner, 2005).

Durante los ultimos 60 afios y gracias al progreso en diferentes métodos de analisis,
se ha incrementado el conocimiento sobre la evolucién de las plantas, asi como del

marco temporal en el cual se han dado eventos evolutivos clave (Ho, 2015; Lee y
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Ho, 2016). Entre los avances analiticos, se encuentran aquellos asociados a la
técnica del "reloj molecular”, la cual fue propuesta en la década de 1960 con el
objetivo de hipotetizar arboles evolutivos que no solo mostraran las relaciones entre
especies, sino ademas las edades de origen y diversificacion de los linajes. Dicha
técnica actualmente combina el uso de filogenias moleculares con elementos de
referencia de edad minima conocida, asignados a los nodos (restricciones) los
cuales pueden ser calibraciones “primarias” que integran edades conocidas de
fosiles o eventos biogeograficos o calibraciones secundarias, que incorporan
fechamientos provenientes de estudios previos. Su utilizacion ha tenido un impacto
mayor en la biologia filogenética y varios han sido los esfuerzos en la generacion
de métodos que permitan la obtencion de edades mas confiables (Bromham y

Penny, 2003; Magallon, 2014; Lee y Ho, 2016; Schenk, 2016).

Inicialmente las hipodtesis del reloj molecular asumian que las tasas de evolucion
molecular, que se definen como los cambios en secuencias de ADN o de proteinas
a través del tiempo, eran constantes entre linajes, pero no a través de diferentes
regiones del genoma (Ho, 2015). De manera que la distancia genética entre dos
organismos, se refleja linealmente en el tiempo trascurrido desde la divergencia de
Su ancestro comun mas reciente asumiendo un reloj molecular estricto (Fourment'y
Darling, 2018). Sin embargo, las tasas de evolucibn en muchos organismos,
especialmente en linajes altamente diversos, cambian con el tiempo a consecuencia

de diferencias en las tasas de mutacién, el tamafio poblacional y las presiones de
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seleccion actuantes, algo que los métodos de reloj molecular estricto no reflejan.
Puesto que la precision en la estimacion de las tasas de cambio juega un papel
importante en las hipétesis sobre el tiempo de origen y diversificacién de los linajes
fue necesario desarrollar modelos mas realistas como los relojes locales y el reloj

molecular relajado (Fourment y Darling, 2018).

Los métodos de reloj molecular estricto, local y relajado se diferencian entre si de
acuerdo con el numero de tasas de sustitucién (k) asumidas respecto al nimero de
ramas (n) a lo largo de un arbol filogenético. En el reloj molecular estricto el valor es
de k=1, ya que la tasa de sustitucion es la misma en todo el arbol; en los relojes
locales, existen mas de una tasa de sustitucion en el arbol, pero menos que el
numero de ramas, es decir 1>k<n; mientras que en los relojes relajados el nimero
de tasas es igual al nimero de ramas k=n, es decir, cada rama tiene su propia tasa

(Ho y Duchéne, 2014).

Los métodos de reloj relajado pueden dividirse en aquellos con “tersura” de tasas y
los paramétricos. Los métodos con “tersura” de tasas asumen que la tasa de
sustitucion de cada linaje esta correlacionada con la del linaje original, con cambios
graduales de la tasa entre linajes vecinos ( Yang & Yoder 2000, Yoder & Yang,
2000;, 2000). Los relojes relajados estiman estadisticamente las tasas de
sustitucién entre sus ramas mediante probabilidad penalizada (semiparamétrico) o

métodos Bayesianos (paramétricos). La probabilidad penalizada asume que las
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tasas de sustitucion de linajes ancestrales y descendientes (sobre un nodo) se
correlacionan autométicamente en el tiempo, e introduce una penalizacion por los
cambios bruscos de velocidad entre ellos. Los enfoques Bayesianos han permitido
implementar modelos de evolucién complejos y ricos en parametros, incluidos los
modelos de variacién de tasas de sustitucion entre linajes. Debido a la velocidad del
calculo de probabilidades de la cadena de Markov Monte Carlo, es posible utilizar
simultaneamente longitudes de rama obtenidas de diferentes genes o particiones
de datos (por ejemplo primera, segunda y tercera posicién de los codones), cada

una con su propio modelo evolutivo molecular ajustado (Bromham et al., 2018)

Fuentes de datos moleculares para la generacion de contextos filogenéticos

en plantas

Los estudios filogenéticos de plantas con flores han utilizado cuatro fuentes
principales de marcadores moleculares: 1) loci del genoma del cloroplasto, 2) loci
ribosomal-nucleares, 3) genes nucleares de una o bajas copias, y 4) loci
mitocondriales. Por su naturaleza generalmente de copia Unica y facilidad de
amplificacion, los marcadores del cloroplasto han sido los mas frecuentemente
usados en filogenética de plantas con flores (Soltis y Soltis, 1998; Granados-

Mendoza et al., 2020).

En angiospermas una region ampliamente utilizada para la reconstruccion

filogenética es la regidon del cloroplasto de matK-trnK (Soltis y Soltis, 1998). Dicho
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marcador se localiza en la porcidn grande de una sola copia del cloroplasto (Figura
1) e incluye al gen matK, que codifica para una proteina madurasa, el cual se
encuentra embebido en el intron del gen trnK, que codifica para el RNA de
trasferencia de la lisina (trnK; Figura 1). Esta region tiene una longitud promedio de
1,550 pares de bases (pb) en las angiospermas (Soltis y Soltis, 1998). El gen matK
se encuentra en la mayoria de las plantas terrestres con un amplio rango de
sustitucion molecular y es considerado un gen apropiado para resolver relaciones
intergénericas o interespecificas en plantas con semilla (Soltis y Soltis, 1998 Hilu et

al., 2003).
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Tillandsia usneoides
genoma del cloroplasto completo

L] iTe _
159,657 bp region trnk-matK

pseudogen ycf1 get

[ pseudogen ycft

[l gen ycft
[ gen matk
[ gen tmK

Figura 2. Posicion de la region matK-trnK (rosa y azul), el gen ycfl (amarillo) y el pseudogen
ycfl (verde) en el genoma completo del cloroplasto de Tillandsia usneoides (NUumero de

acceso a GenBank KY293680.1).

Un gen menos frecuentemente usado, pero que se ha reconocido como la regién
codificante del cloroplasto mas variable en diversos grupos de diferentes familias de

plantas vasculares (Orchidaceae: Arévalo, 2015; Chase et al., 2009; Granados-
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Mendoza et al., 2020; Neubig et al., 2012; Lamiaceae: Drew y Sytsma, 2011, 2013,
2012; Rosaceae: Shi et al., 2013; Pinaceae: Gernandt et al., 2009 y Bromeliaceae:
Barfuss et al., 2016; Castello et al., 2016) es el gen del cloroplasto ycfl, presentando
variaciones tanto en forma de sustituciones como de indels (Neubig et al., 2009). El
gen ycfl se ha reportado en algunas algas verdes y esta presente en la mayoria de
las plantas con flores, pero se ha perdido en representantes de los 6rdenes Acorales
y Malpigiales (Wicke et al., 2011), la familia Poaceae (de Vries et al., 2015), algunas
eudicotiledéeas holoparasitas (Orobanche purpurea, Orobanchaceae) vy
fotosintéticas como Vaccinium macrocarpon y otras especies de las familias
Ericaceae, Rodium y Geraniaceae (de Vries et al., 2015)). Este gen se ubica entre
la copia unica pequefia (SSC, por sus siglas en inglés) y la region invertida repetida
“‘B” (IRB, por sus siglas en inglés). Tiene una longitud de 5593 pb en Tillandsia
usneoides (KY293680.1) y en Bromeliaceae presenta un pseudogen de ca. 1,088
pb localizado en la regién invertida repetida “A” (Poczai y Hyvonen (2017; Figura 1).
Aunque sus funciones biolégicas aun no son del todo claras, se cree que el gen ycfl
codifica una proteina de aproximadamente 1,800 aminoacidos la cual es parte de
un complejo de proteinas asociadas con la traslocacion de polipéptidos a través de
la membrana interna del cloroplasto (de Vries et al., 2015; Neubig et al., 2009). En
la mayoria de los linajes de plantas terrestres, ycfl tiene tasas de sustitucion

elevadas y, en algunos casos, ha sufrido pseudogenizacién (Wicke et al., 2011). Su
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nivel de variabilidad se ha comparado con la del espaciador transcrito interno (ITS,

por sus siglas en inglés), pero sin estar duplicado (Neubig et al., 2009).

Fosiles atribuidos a la familia Bromeliaceae

Con el propésito de conocer todos los fésiles previamente atribuidos a la familia los
enlistamos a continuacion, ademas de describir brevemente sus caracteristicas
morfolégicas y su edad. Con la intencidon de reconocer si pueden utilizarse en

estudios de fechamiento de manera confiable.

Smith y Till (1998) revisaron y descartaron una serie de registros fosiles atribuidos
a la familia Bromeliaceae en publicaciones previas. En dicha revision incluyeron: 1)
Bromelia tenuifolia Lesquereux del Cretacico, consistente en un segmento corto de
hoja casi oblongo, con margen finamente aserrado y nervadura paralela en toda su
extension, como sucede en muchas cicadaceas, y no asi en las bromeliaceas en
las que las venas convergen en los extremos (Gémez, 1972; Smith y Downs, 1974);
2) Bromelianthus heuflerianus Massalongo del Eoceno, consistente en una flor
cuatro veces lobada, caracter que no es propio de Bromeliaceae donde las flores
presentan sus partes en multiplos de tres (Gémez, 1972); 3) Bromelites dolinskii
Schmalhausen del Eoceno, que incluye fragmentos de raices, tallos y bases de
hojas con alargamientos epidérmicos (Schmalhausen, 1883), cuyas caracteristicas
no son lo suficientemente precisas para confirmar o descartar su pertenencia a

Bromeliaceae (Gémez, 1972); 4) Bromeliaceophyllum rhenanthum Weyland vy
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Bromelia oligovaenicum Weyland, Hermman y Kilpper del Oligoceno superior
consisten de impresiones en carbon marron de células epidérmicas las cuales no
estan distribuidas en lineas regulares y tampoco presenta ningun indicio de los
tricomas peltados distintivos de Bromeliaceae; y 5) Bromelia gaudinii Heer del
Mioceno, que corresponde a fragmentos de hojas y tallos mas bien largos que
podrian corresponder a varias familias de monocotiledoneas. Dichos registros
fueron también descartados por GOmez (1972) ya que no presentan caracteres

diagnosticos que los relacionaran inequivocamente a Bromeliaceae.

Posteriormente, se report6 de Costa Rica Karatophyllum bromelioides
(Gomez,1972), consiste en un molde de un fragmento de hoja con margen aserrado.
Aunque Baresch et al., (2011) pudo corroborar su asignacion taxonémica a la familia
Bromeliaceae, incluso asociarla al género Aechemea, no pudo corroborar su edad,
ya que la publicacion original no precis0 el area donde se encontrd el fosil,
mencionando Unicamente el area San Ramoén. Baresch et al., (2011) no localizé el
sedimento descrito por Gomez (1979) registrado para la zona y asumio la edad de

este registro como no confiable, imposibilitando su uso en estudios de fechamiento.

En 1985 Graham publicé de la Formacion Gatuncillo del Eoceno medio al tardio dos
granos de polen (tipos 1 y 2) a los que le asumié afinidades morfologicas con el
género Tillandsia (Figura 2). Sin embargo, en un enfoque mas conservador decidio

atribuirlos a la familia Bromeliaceae. El polen tipo 1 de Tillandsia fue descrito por
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Graham (1985) como prolado; monocolpado, con el colpus recto, estrecho, margen
interno entero, de 45 um de largo, extendiéndose casi a todo lo largo del grano de
polen; tectado-perforado, pared delgada (ca. 1.5-2 um), finamente reticulado, lumen
ligeramente irregular en el contorno, ca. 1-1.5 pum en su superficie distal,
disminuyendo hacia el colpus y especialmente hacia los polos, muri de casi 1-1.5
pm de ancho, liso, con margen entero; 50-55 um por 25-30 pum. El polen tipo 2 de
Tillandsia comparte la mayoria de las caracteristicas del tipo 1 difiriendo Gnicamente
en tener un reticulo mucho mas grueso y un diametro del lumen mas grande ( 3-4
pm vs. 1.5-2, um). La asignacion estratigrafica del sedimento donde se localizaron
los granos de polen fosil fue corroborada en el mismo estudio con analisis
geoldgicos, la historia tectonica del yacimiento y la evaluacion de otros microfosiles

presentes en dichos sedimentos, especificamente invertebrados marinos.

Figura 3. Fotografia modificada de los granos de polen tipo 1 (A1-A3) y 2 (B1-B2) asignados
por Graham 1985 a Bromeliaceae y posiblemente a Tillandsia.
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Posterior a la publicacién de Graham (1985) no se ha realizado una revision mas
exhaustiva para confirmar o refutar la asignacion taxonémica de dichos granos de

polen fésil a la familia Bromeliaceae.

Estudios previos sobre la morfologia del polen en Bromeliaceae

La forma de los granos de polen se describen con base en los ejes ecuatorial y polar
gue se conocen al analizar la posicidén de las microesporas en la tétrada meiética
(Figura 3), es decir en la etapa previa a la unidad de dispersion del grano de polen.
El eje polar va desde el polo proximal localizado hacia el centro de la tetrada hasta
el polo distal ubicado en el sito mas alejado del centro de la tétrada. Mientras que el
eje ecuatorial es perpendicular al eje polar y se encuentra al centro de la

microespora (Halbritter et al., 2018).

Figura 4. Del lado izquierdo se muestra la disposicién de los granos de polen (circulos
grises) en la tétrada. La regién proximal es aquella que se encuentra mas cercana al sitio
de unién entre los cuatro granos de polen, opuesto al eje distal (triAngulo negro). En el lado
derecho se muestran granos de polen individuales (ménada) el eje polar (linea continua),
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eje ecuatorial (linea punteada) y polo distal (triangulo negro). En la parte superior uno grano
de polen heteropolar donde las caras proximal y distal son desiguales. En la parte inferior
grano de polen isopolar con caras proximal y distal iguales.

Erdtman y Praglowski en (1974) analizaron 125 especies pertenecientes a 40
géneros y compilaron una diagnosis para los granos de polen de la familia
Bromeliaceae. Dichos autores propusieron la division de la familia en dos grupos
principales segun el tipo de grano de polen que presentaran. En el grupo A
clasificaron a los miembros con granos de polen con un solo sulco o poro, mientras
gue en el grupo B clasificaron a los miembros que poseen granos de polen con mas
de una apertura. Su estudio hasta la actualidad incluye el muestreo taxondmico mas

amplio para Bromeliaceae.

Uno de los estudios mas completos y detallados para la familia es el de Halbritter
(1992) quien describi6 y clasificd los granos de polen con base en la presencia o
ausencia de sulcos y poros, asi como los elementos de exina que los acompafian.
Utilizé 338 especies distribuidas en 31 géneros y compilé un abundante material
fotografico. Describio a los granos de polen de la familia como mayoritariamente
reticulados, pero también foveolados o raramente lisos y de acuerdo a su apertura
se clasifican en tres tipos: 1) porado (restringido a la subfamilia Bromelioideae); 2)
inaperturado; y 3) predominantemente sulcado. El tipo de polen sulcado a su vez se
subdivide en seis subtipos: 1) Puya (subtipo a); 2) Catopsis (subtipo b); 3) sulco
difuso (subtipo c); 4) insular (subtipo d); 5) opérculo (subtipo e); y 6) Vriesea

(actualmente Alcantarea) imperialis (subtipo f; Tabla 1). Halbritter (1992) clasificd

24



los subtipos a-b como de sulco simple y los subtipos c-f como de sulco con area de

germinacién distal (sulco “complejo”).
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Tipo Subtipo Descripcién Ejemplo
Porado 1, 2, 3 (-4) poros, con S
elementos de exina
variables
Nidularium innocentii
vista ecuatorial
Inaperturado No aperturado (sulco) no BT

visible; exina reticulada

Guzmania monostachya

Sulcado, tipo
simple
(Tipo A)

Sulco con
margenes
graduales mas o
menos claros; sin
elementos de exina
cubriendo la
apertura; exina
reticulada

vista distal

Puya (a) Sulcos con apertura de
margenes gradual
Puya ferruginea
vista distal-ecuatorial
Catopsis Sulcos con margenes de
(b) apertura mas o menos claros

Catopsis sp.
vista distal-ecuatorial
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Sulcado,
complejo

Sulcos con
margenes de
apertura mas o
menos distintos e
indistintos;
elementos de exina
cubriendo la
apertura mas o
menos aislados;
exina reticulada o
raramente no
reticulada

difuso (c)

Sulcos con méargenes
indistintos ; mas o menos
coherentes, exina perdida
(difusa), elementos cubriendo
la apertura

Tillandsia g|
vista distl

insular (d)

Sulco con margenes de
apertura mas o menos
distintos ; insular tipo
(parecido a una isla)
elementos de exina compacta
cubriendo la apertura

Tillandsia penladii
vista distal

Opérculo (e)

Sulco con margenes de
apertura mas o0 menos
distintos; mas o menos
coherentes, elementos de
exina compactos en el centro
de la apertura (opérculo)

Alcantarea
Vriesea
imperialis

(f)

Sulco con margenes de
apertura mas o menos
distintos; mas o menos
coherentes, elementos de
exina compacta en la
apertura de los bordes

Tillandsia geminiflora
vista distal

Tabla 3. Clasificacion y ejemplos de los tipos de granos de polen propuestos por Halbritter (1992). Microfotografias
tomadas de Halbritter(1992).
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Silva et al., (2016) analiz6 16 especies de Bromelias distribuidas en 8 géneros
presentes en el sureste de Brasil y las clasifico en tres categorias: a) tipo 1, granos
de polen pantoporados; 2) tipo 2, granos de polen 2-porados; y 3) tipo 3, granos de

polen 1-colpados.

Fechamientos previos en la familia Bromeliaceae

Los trabajos previos que han estimado la edad de origen y diversificacion de la
familia Bromeliaceae son escasos. La mayoria de los estudios de fechamiento que
han incluido representantes de la familia Bromeliaceae se han enfocado en estimar
las edades de los principales linajes de angiospermas o monocotiledoneas, donde
los taxa utilizados para representar a la familia son limitados (Tabla 2). A

continuacioén se describen dichos estudios.

Trabajos enfocados en grupos distintos a Bromeliaceae

A partir de una filogenia inferida con secuencias de rbcL mediante probabilidad
penalizada Janssen y Bremer en el (2004) estimaron las edades de los principales
linajes de monocotiledoneas. En el caso de la familia Bromeliaceae, incluyeron siete
especies de los géneros Aechemea, Ananas, Catopsis, Glomeropitcairnia, Hetchia,
Puya y Tillandsia, obteniendo una edad troncal de 112 m.a. y corona de 96 m.a.

para la familia Bromeliaceae.
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Con el propésito de obtener las edades corona y troncal para miembros del género
Sparganium, perteneciente a la familia hermana de Bromeliaceae (Typhaceae).
Sulman et al., (2013) analizaron con métodos bayesianos las regiones del
cloroplasto trnL-trnF, psbJ-petA, la region ribosomal-nuclear ITS y el gen nuclear
phyC, y calibraron el nodo raiz con un intervalo obtenido de Givnish et al., (2014).
Para Bromeliaceae muestrearon tres especies correspondientes a dos géneros

(Brocchinia y Puya) y determinaron su edad troncal en 100 m.a.

Bouchenak-Khelladi et al., (2014) utilizaron secuencias de los genes de cloroplasto
rbcL y ndhF para estimar las edades de diferentes linajes dentro de Poales mediante
métodos bayesianos. Dichos autores incluyeron un muestreo de 38 especies de
Bromeliaceae, distribuidas en 34 géneros y calcularon la edad corona de la familia

en 19.5 m.a.

Tank et al., (2015) estimaron las edades troncales para un amplio muestreo de
familias de Angiospermas, incluyendo Bromeliaceae. Restringieron el nodo raiz con
una edad obtenida por Zanne et al., (2014) quienes realizaron sus analisis de
fechamiento sobre una filogenia previa obtenida por Soltis et al., (2011) que incluyo
17 marcadores (18S, 26S, matK, rbcL, ndhF, atpB, rps16, matK rpoC2, rps3, rps4,
atpl, nad5, psbB, psbT, psbN y psbH) y como representantes de la familia
Bromeliaceae cuatro especies del género Vriesea. El estimado de la edad troncal

para la familia Bromeliaceae del estudio de Tank et al., (2015) fue de 85.9 m.a.
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Magallon et al., (2015) estimaron el origen y diversificacion de las angiospermas
incluyendo sus clados mayores. Utilizaron un amplio muestreo de familias de
angiospermas y secuencias de tres genes de plastidicos (atpB, rbcL y matK), asi
como dos marcadores ribosomal-nucleares (18S y 26S). En su estudio realizaron
dos estimaciones, la primera mediante probabilidad penalizada y la segunda con el
método bayesiano lognormal no correlacionado (UCNL, por sus siglas en inglés).
De este ultimo método, presentaron las edades de los diferentes clados. Incluyeron
cuatro especies de Bromeliaceae correspondientes a los géneros Vriesea y Puyay

propusieron una edad troncal de 75.9 m.a. para la familia.

Utilizando las regiones atpB-rbcL, psbA-trnH, rpl32- trnL, rps16 intron y trnL- trnF y
métodos Bayesianos Zhou et al., en el (2018) investigaron las edades de origen y
diversificacion de miembros de los géneros Typha y Saparganiium (Typhaceae),
donde incluyeron un muestreo de cinco especies, correspondientes a cinco
subfamilias de Bromeliaceae, estimaron una edad troncal para la familia de 98.63

m.a.

Ramirez-Barahona et al., (2020) realizaron una analisis de fechamiento con el
propdsito de obtener las edades de origen y diversificacién para las familias de
angiospermas utilizando una filogenia genes nucleares ribosomales (18S, 26S,
5.8S) y genes plastidicos codificantes (rbcL, atpB, matK, ndhF) cuyo muestreo para

la familia Bromeliaceae incluyé 17 especies correspondientes a 13 géneros.
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Mediante métodos bayesianos realizaron dos analisis, el primero con la intencién
de reconocer la diferencias entre los supuestos de la edad corona de las
angiospermas que a su vez incluyd tres analisis con distintos ajustes de calibracion
y el segundo con el propésito de evaluar el efecto de la variacion de la confianza en
las calibraciones utilizando dos diferentes conjuntos de fésiles basados en su
asignacion filogenética: 1) un conjunto completo que incluyé 238 fésiles utilizados
para calibrar 203 nodos distintos y 2) un conjunto de 45 fésiles, cuyas relaciones
fueron corroboradas meticulosamente mediante andlisis filogenéticos, para calibrar
40 nodos. Lo que representa uno de los estudios mas completos. Obtuvieron para

la edad troncal de Bromeliaceae un estimado de 110.1 m.a.

Trabajos enfocados en la familia Bromeliaceae

Givnish et al., (2004) utilizaron la region ndhF y probabilidad penalizada para estimar
las edades de divergencia entre la familia Rapataceae y Bromeliaceae. Incluyeron
35 especies pertenecientes a la familia Bromeliaceae correspondientes a 26
géneros, y obtuvieron una edad de 84 m.a. para el nodo troncal de Bromeliaceae y

de 24 m.a. para el nodo corona.

Givnish et al.,, en el 2011 se enfocaron en estimar las edades de origen y
diversificacion de Bromeliaceae y sus subfamilias, incluyendo un muestreo mas
amplio de 90 especies de 46 géneros diferentes. Su estudio se realiz6 en dos

etapas. En la primera calibraron una filogenia que incluyd un muestreo
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representativo (333 taxa) de los principales linajes de las monocotiledoneas,
incluyendo Bromeliaceae (71 taxa), y secuencias de la region ndhF analizadas con
probabilidad penalizada y seis calibraciones fosiles. La segunda etapa consistio en
un andlisis que incluyo ocho marcadores (atpB-rbcL, matK, ndhF, psbA-trnH, rpl32-
trnL, rps16 , trnL intron, trnL-trnF y ndhF) y un muestreo representativo de las ocho
subfamilias actualmente reconocidas para Bromeliaceae. Sin embargo, con una
limitada representacion de los géneros actualmente reconocidos para la subfamilia
Tillandsioideae, asi como de los diferentes subgéneros de Tillandsia. En esta
filogenia se incluyo una calibracion secundaria con edades obtenidas del primer
analisis, 100 + 5.2 m.a. para el nodo troncal y 19.1 + 3.4 m.a. para el nodo corona
de Bromeliaceae, mientras que las edades obtenidas para Tillandsioideae fueron
15.4 (troncal) y 11.8 m.a. (corona) y para del clado “core” Tillandsioideae 14.2 m.a.
(troncal) y 8.7 m.a. (corona). Estos autores reportaron las edades troncal y corona
para las subfamilias, tanto para la filogenia de ndhF como para la de ocho

marcadores.
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Tabla 2. Estudios de fechamiento que estimaron edades troncales y/o corona para

Bromeliaceae.

Muestreo Troncal Corona
Grupo de para Bromeliaceae | Bromeliaceae
Autor y ano interés Regiones |Bromeliaceae | en m.a. enm.a
35 especies, 26
Givnish et al., 2004 | Rapataceae ndhF géneros 84 24
Janssen y Bremer., 7 especies, 7
2004 Monocotiledoneas | rbcL géneros 112 96
atpB-rbcL,
matK, ndhF,
psbA-trnH,
rpl32-trnL,
{,ﬁ’tféﬁ,’t‘rL”LL_ 90 especies, 46
Givnish et al., 2011 | Bromeliaceae trnF generos 100 19.1
Sparganium ggéf_?eﬁ;\, ITs | 3 especies, 2
Sulman et al., 2013 | (Typhaceae) y phyC géneros 100 NA
Bouchenak-Khelladi 38 especies, 34
etal., 2014 Poales rbcLy ndhF | géneros 100 19.5
atpB, rbcl,
Magallén et al., %ﬂﬁ';ggs 1 especie, 1
2015 Angiospermae rDNA género 75.9 NA
18S IDNA,
tbcl, atpB, perteneciente a
Tank et al., 2015 Angiospermae and trnL-F un género 85.59 NA
atpB-rbclL,
psbA-trnH,
rpl32- trnL, .
rleG introny | © €species, 5
Zhou et al., 2018 Typhaceae trnL- trnF géneros 98.63 20.73
18S, 26S,
Ramirez-Barahona 2&22: :ﬁg{‘k, 17 especies, 13
et al., 2020 Angiospermas ndhF géneros 110.1 26
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Las preguntas de investigacion que abordo el presente estudio fueron: 1) ¢ El polen
fésil de Graham (1985) podria ser asignado inequivocamente a la familia
Bromeliaceae?; 2) ¢ Cudl es la alternativa de fechamiento (calibracion primaria vs.
secundaria) mas confiable para Bromeliaceae?. De acuerdo con la alternativa de
fechamiento identificada como mas confiable en el presente trabajo, 3) ¢ Cuéles son
las edades troncales y corona de Bromeliaceae, Tillandsioideae y Tillandsia?; y 4)
¢, Como se comparan los fechamientos de estudios previos con los obtenidos en el

presente trabajo?.

HIPOTESIS

1. Dadas las escasas caracteristicas observables en las microfotografias de los
granos de polen fésil de Graham (1985), no sera posible atribuirlos inequivocamente

a la familia Bromeliaceae.

2. La alternativa de fechamiento con calibracion secundaria sera la opcion factible

para Bromeliaceae.

3. Las edades estimadas para la Bromeliaceae se encontraran entre los 100 y 75
m.a. (troncal) y 32 a 19 m.a. (corona) mientras que,para Tillandsioideae entre los 16
a 14 m.a. (troncal) y 14 a 11 m.a (corona) y Tillandsia en un rango de 6 a 5 m.a.

(troncal) 4 a 2 m.a. (corona).
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4. Las edades estimadas en este estudio resultardn mas antiguas que aquellas

obtenidas en trabajos previos.

OBJETIVOS

1. Evaluar si la asignacion taxondmica del polen fésil de Graham (1985) a la familia

Bromeliaceae es correcta.

2. Evaluar cual es la estrategia de fechamiento mas adecuada para la familia

Bromeliaceae (calibracion primaria o secundaria).

3. Determinar las edades troncales y corona de Bromeliaceae, Tillandsioideae y

Tillandsia con la estrategia de fechamiento seleccionada.

4. Comparar las edades troncal y corona de Bromeliaceae, Tillandsioideae y
Tillandsia de fechamientos de estudios previos con los obtenidos en el presente

trabajo.
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METODOS

Revision bibliografica

Se consulto literatura sobre los fundamentos del reloj molecular y los diferentes
métodos de fechamiento disponibles actualmente. Se revisaron estudios de
fechamiento filogenético para el orden Poales, con interés particular en aquellos que
incluyeron representantes de la familia Bromeliaceae. También se realiz6 una
busqueda exhaustiva sobre el registro fosil asignado a la familia Bromeliaceae, y en
la medida de lo posible, se consultaron las fuentes originales. Si disponibles,
también se consultaron revisiones de la asignacion taxondmica y fechamiento de

los fosiles candidatos.

Revision de la asignacion taxonémica del polen fésil de Graham (1985)

Se compararon las descripciones morfologicas y microfotografias de los tipos 1y 2
del polen fosil de Graham (1985) con las revisiones de la morfologia y
microfotografias del polen en la familia Bromeliaceae en Erdtman y Praglowski
(1974) y Halbritter (1992). Adicionalmente, se consulté la base de datos palinolégica

PalDat (https://www.paldat.org/; accedido 15/05/2020). Dicha base de datos

concentra el mayor acervo fotografico y compilacion de la descripciéon morfolégica
de granos de polen para Bromeliaceae, asi como otras familias de plantas

vasculares.

Graham (1985) cit6 la pertenencia de los granos de polen fésiles al Eoceno medio
o tardio. De acuerdo con la tabla cronoestratigrafica internacional V2019

desarrollada por la por la Comision Internacional de Estratigrafia (ICS, por sus siglas
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en inglés) el intervalo de edad de dichos pisos es de 47.8-33.9 m.a. (edad intermedia

de 41.2 m.a.).

Muestreo taxonémico

El muestreo taxondmico se realizé usando como guia las filogenias publicadas en
los trabajos de Barfuss et al.,(2016), Givnish et al., (2011) y Granados-Mendoza et
al., (2017). Al interior de Bromeliaceae se muestrearon representantes de las ocho
subfamilias actualmente reconocidas. En el caso de la subfamilia Tillandsioideae y
el género Tillandsia se realiz6 un muestreo mas denso que tuvo por objeto
representar los grupos corona de los principales linajes reconocidos en estudios
recientes (Barfuss et al., 2016; Granados-Mendoza, et al., 2017). Se incluyeron un
total de 58 secuencias correspondientes a 57 especies de la familia Bromeliaceae.
Como grupo externo funcional se incluy6 a Typha latifolia (Typhaceae) que es la

familia hermana de Bromeliaceae (APG lll et al., 2016;)( Anexo 1).

Métodos bioinformaticos

Seleccidon de marcadores moleculares

Los marcadores del cloroplasto gen ycfl y regiéon matK-trnK fueron seleccionados
de acuerdo a su utilidad conocida para resolver relaciones filogenéticas en
Bromeliaceae (Barfuss et al., 2016; Castello et al., 2016), asi como su disponibilidad
para los linajes de interés en GenBank. Cuando mas de una secuencia estuvo
disponible para la misma especie y marcador se seleccionaron aquellas de mejor
calidad, por ejemplo, las que presentaron un menor nimero de bases ambiguas o

gue estaban mas completas. Como se mencion6 anteriormente, en Bromeliaceae
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se identificé el pseudogen ycfl, el cual comparte 1113 pb altamente similares a una
porcion del extremo 3’ del gen ycfl funcional. Con la finalidad de descartar la
posibilidad de incluir secuencias del pseudogen en nuestros alineamientos del gen
ycfl, alineamos el gen funcional ycfl, el pseudogen ycfl de Tillandsia usneoides
(KY293680.1) y la porcion amplificada en estudios previos obtenida de GenBank
(Figura 4). Con ello se corrobor6é que la regién amplificada en estudios previos
corresponde en gran parte a una porcion no compartida con el pseudogen ycfl y a
una porcion altamente disimilar entre el gen funcional y pseudogen en el extremo

3.

Con el mismo procedimiento se corroboré0 que las secuencias de GenBank
correspondientes al marcador matK-trnK incluyen al gen matK completo y porciones

parciales de los extremos 5’ y 3’ flanqueantes del intrén del gen trnK (Figura 5).

989 5593
Pseudogen ycf1
5504
5456 6707

Figura 4. Representacion del alineamiento del gen funcional ycfl (caja sélida de color
negro) y el pseudogen ycfl (caja con lineas diagonales y caja gris) de Tillandsia usneoides
(KY293680.1) con longitudes indicadas en pares de bases (pb). La caja con lineas
diagonales indica que las secuencias del gen funcional y el pseudo gen ycfl son altamente
disimilares, en contraste con el resto del pseudogen representado por la caja gris, cuya
secuencia es altamente similar al gen funcional ycfl. El segmento utilizado en el presente
trabajo (barra inferior blanca) corresponde a porcién del gen funcional ycfl no compartida
con el pseudogen y a la porcién altamente disimil entre gen funcional y el pseudogen ycfl.
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Figura 5. Representacion del alineamiento de la regiéon matK-trnK completa de Tillandsia
usneoides (acceso a GenBank KY293680.1) con longitudes indicadas en pares de bases
(pb); cajas blancas, negra y grises) y la porcion amplificada en estudios previos disponible
en GenBank (barra inferior blanca). Las cajas blancas localizadas a los extremos
representan los exones del gen trnk 5’ y 3. la caja negra en el centro corresponde al gen
matK, que esta flanqueado por los intrones del gen trnK denotados con cajas grises.

Alineamiento de secuencias y concatenacion de matrices

Las secuencias de cada marcador fueron inicialmente alineadas con la version en
linea del programa MAFFT (Katoh et al., 2017;

https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/), usando las opciones por defecto. Los

alineamientos resultantes fueron posteriormente revisados y editados manualmente
con ayuda del programa PhyDe (Muller et al., 2005). Los alineamientos ya editados
de la region matK-trnK y el gen ycfl fueron concatenados en el programa Geneious

v.10 ( https://www.geneious.com).

El programa PartitionFinder (Lanfear et al., 2012) se utiliz6 para obtener el mejor
esquema de particion de los datos. Para ello se uso6 la matriz concatenada de los
dos marcadores, se establecié el largo de ramas como vinculado, seleccionando
todos los modelos evolutivos, los cuales fueron seleccionados con el criterio de
informacion Bayesiano (BIC, por sus siglas en inglés), definiendo cuatro particiones

“a priori” que incluyen la porcién 5’ del intrén del gen trnK, el gen matK, la porcion 3’
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del intrén del gen trnK y el gen ycfl, y seleccionamos greedy como el algoritmo de

andlisis.

Analisis filogenético y de fechamiento

El andlisis de fechamiento se realiz6 en BEAST v.2.6.1 (Bouckaert et al., 2019) con
la matriz concatenada usando particiones resultantes de un analisis de

PartitionFinder (Lanfear et al., 2012).

El modelo para el esquema de particion propuesto por PartitionFinder fueron
estimados independientemente en el caso de los sitios, pero de manera ligada en
el caso del reloj molecular y el arbol. En ambas particiones se aplicé el modelo de
sustitucion molecular GTR para los sitios, con tasas de sustitucion nucleotidica
estimadas y las frecuencias empiricas. Se aplicé el modelo Gamma con cuatro
categorias para la variacion entre las tasas de los sitios con la tasa de substitucion
y forma de la distribucion estimadas y cero como proporcién de sitios invariables.
Como “priors” del modelo de sustitucién nucleotidica se aplicd para la distribucion
Gamma a = 2 y = 0.5. Para cada parametro de la forma Gamma se aplicé una

distribucion exponencial con media = 1 y “offset” = 0.

Se aplicé un modelo de reloj relajado Log Normal como modelo de heterogeneidad

de la tasa molecular entre linajes, estimando la tasa del modelo de reloj.

Los “priors” del modelo de reloj relajado Log Normal consistieron en una media con
distribucion exponencial, valor de 10.0 y “offset” de 0; y una desviacion estandar con

distribucion Gamma, a = 0.5396 y 3 = 0.381.
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En los “priors” del proceso de generacion de &arboles, se utilizd el modelo
nacimiento-muerte- (Birth-Death Model) ( Kendall, 1948; Thompson, 1975; Rannala
& Yang, 1996; Yang & Rannala, 1997; Popovic, 2004; Aldous and Popovic, 2005).
En la tasa de "nacimiento” se aplico una distribucion uniforme con un limite inferior
de 0, un limite superior de 1.0, y "offset” de 0.0. En el caso de la tasa de “muerte”
relativa (u/1) se aplico una distribucion uniforme con un limite inferior de 0, un limite

superior de 1.0, "offset” de 0.0 y valor de inicio de 0.5.

Basado en las relaciones filogenéticas recuperadas por Barfuss et al., (2016, 2005)
y Givnish et al., (2011) se forzaron como monofiléticos los grupos correspondientes
al clado “core” Tillandsioideae y a los géneros Racinaea, Barfussia y Tillandsia. Se
aplicé un esquema de fechamiento con una calibracién secundaria para constreir
la edad de la raiz con valores de intervalo de confianza de 90.89 a 123.45 m.a.
obtenidos de Ramirez-Barahona et al., (2020) implementados como limites minimos
y maximos de una distribucion uniforme. se eligio el trabajo de Ramirez-Barahona
et al.,, (2020) ya que: 1) incluye un muestreo representativo para la familia
Bromeliceae, a pesar de no ser su grupo de interés y 2) la asignacion taxonémica
del material fosil de otros grupos de angiospermas fue corroborada por analisis

filogenéticos (evidencia total).

Se realizaron dos corridas independientes de 60 millones de generaciones de
cadena Markov Monte Carlo (MCMC, por sus siglas en inglés). Se guardaron
muestras de cada una de las corridas cada 4000 pasos. De los 30 mil arboles

resultantes de las dos corridas independientes 20% fueron descartados como “burn-
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in”. La convergencia de los andlisis fue evaluada mediante una inspeccion visual en
el programa Tracer v.1.7.1 (Rambaut et al., 2018), ademas de verificar la presencia
de valores de muestra efectivos (ESS por sus siglas en inglés) 6ptimos (es decir lo
suficientemente grandes para disminuir errores de muestreo, en este caso mayores

de 200) en cada parametro especificado.

Los arboles resultados de las dos corridas independientes se combinaron en un solo
archivo con ayuda del programa LogCombiner v.2.6.2 volviendo a muestrear
estados a menor frecuencia a 60,000 y con un burning de 10%. Con el resultado de
esa combinacion se genero el arbol de maxima credibilidad en TreeAnotator V.2.6.0
con alturas del clado medias, las edades estimadas fueron calcuadas con un
intervalo de confianza de mayor densidad posterior 95% (HPD por sus siglas en
inglés). Para la edicion de arboles finales se utilizé el programa FigTree v.1.4.4

(Rambaut, 2014).
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RESULTADOS

Revision de la descripcion y asignacion taxonémica del polen fésil

Se detectaron incongruencias entre los términos utilizados por Erdtman y
Praglowski (1974), Halbritter (1992) y la base de datos PalDat, respecto a aquellos
utilizados en las descripciones de Graham (1985). Dichas incongruencias apuntan
a que la orientacion de los polos distal y proximal, asi como el eje ecuatorial del

polen fueron mal interpretadas por Graham (1985).

A continuacion, se presenta las descripciones con los términos corregidos
(remarcados en negritas) considerando la orientacion correcta de los tipos de polen
1y 2 de Graham (1985). El tipo 1 es un polen oblado; monosulcado, con el sulco
recto, estrecho, margen interno entero, de 45 um de largo, extendiéndose casi a
todo lo largo de la longitud del grano; tectado-perforado, pared delgada (ca. 1.5-2
pum), finamente reticulado, lumen ligeramente irregular en el contorno, ca. 1-1.5, um
en su superficie distal, disminuyendo hacia el sulco especialmente hacia los
extremos ecuatoriales, muri de casi 1-1.5 um de ancho, liso, con margen entero;
25-30 um (largo) por 50-55 um (ancho). El polen tipo 2 de Tillandsia comparte la
mayoria de las caracteristicas del tipo 1, difiiendo Unicamente en tener un reticulo
mucho mas grueso y un diametro del lumen mas grande es de 3-4 um (versus 1.5-

2, um).

Auln considerando estos términos corregidos, la descripcion de los granos de polen
de Graham (1985) carece de caracteres que permitan confirmar o refutar la

asignacion taxonomica de los mismos a Bromeliaceae, ya que los granos de polen
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con unidad de dispersion en monada, heteropolar o isolpolar; oblado; monosulcado
y reticulados son comunes a representantes de diferentes O6rdenes de
monocotiledéneas (Alismatales, Asparagales, Commelinales, Liliales, Pandanales y

Poales; PalDat (https://www.paldat.org/; accedido 08/08/2020). Adicionalmente

consultamos la opinién de una palinéloga Halbritter Heidemarie.

Evaluacion de la estrategia de fechamiento mas adecuada

En consecuencia a la ausencia de material fosil certeramente atribuible a la familia,
se considera que la alternativa de fechamiento mas confiable es la calibracion
secundaria, utilizando las edade estimadas de un estudio que incluya material fosil
analizado meticulosamente, es decir, un estudio con filogenias previamente
calibradas con elementos fésiles certeros para aminorar el efecto del error asociado

gue pudiera generar edades mucho mas antiguas.

Edades troncales y corona de Bromeliaceae, Tillandsioideae y Tillandsia

La matriz concatenada tuvo una longitud de 6,405 pb, de las cuales 1,804
corresponde a la regiéon matK-trnK y 4,601 el gen ycfl. PartitionFinder (Lanfear et
al., 2012) identific6 dos particiones, la primera integrada por el gen matK y la

segunda por ambos fragmentos del intron trnK y el gen ycfl.

Las edades medias estimadas para Bromeliaceae fueron 102.94 m.a. (troncal;
intevalo de 120.92-91.25 m.a.) y 63.23 m.a. (corona; intervalo de 96.7-32.43 m.a.);

para Tillandsioideae 43.19 m.a. (troncal; intervalo de 71.44-22.59 m.a.) y 37.77 m.a.
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(corona; intervalo de 59.94-19.31 m.a.); y para Tillandsia 19.65 m.a. (troncal;

intervalo de 31.2-9.84 m.a.) y 18.99 m.a. (corona; 29.88-9.25 m.a.) (Figura 6).

Comparaciones con estimados de fechamiento previos

Nuestro estimado de |la edad troncal de Bromeliaceae se encuentra dentro del rango
obtenido en estudios previos y cuyo valor de media es mas cercano a las edades
troncales obtenidas por Bouchenak-Khelladi et al., (2014), Givnish et al., (2011),

Ramirez-Barahona et al., (2020) y Sulman et al., (2013) (Figura 7).

En el caso de la edad corona de Bromeliaceae estimada en el presente estudio se
encuentra entre el rango general obtenido en estudios previos, sin embargo, se
encuentra fuera del rango mas comun estimado por la mayoria de los estudios
previos gque oscila entre 26.22 a 19.1 m.a., siendo nuestro estimado mas cercano al
propuesto por Janssen y Bremmer et al., (2004), que representa un estimado atipico

(Figura 8).

Las edades troncales y corona obtenidas para Tillandsiodeae se contrastaron con
los dos unicos dos trabajos que las han inferido, i.e. Givnish et al., (2011) y Ramirez-
Barahona et al., (2020) (Figuras 9 y 10). En el caso de la edad troncal los estimados
previos no sobrepasan los 20 m.a., mientras que nuestro estimado resulté en 43.17
m.a. (Figura 9) Para las edades corona las diferencias son mucho mas notorias
nuestro estimado resulté mucho mas antiguo de 37.77 m.a. y los estudios previos

no sobrepasan los 15 m.a. (Figura 10).
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Tillandsia bergeri
Tillandsia ixioides
Tillandsia esseriana
Tillandsia usneoides
Tillandsia caulescens
Tillandsia lotieae
Tillandsia duratii
Tiltandsia kirschnekii
Tillandsia virescens
Tillandsia albertiana
Tillandsia edithae
Tillandsia gardneri
Tillandsia lymanii
Tillandsia rauhii
Tillandsia demissa
Tillandsia floribunda
Tillandsia australis
Tillandsia sphaerocephala
Tilland'sia aurea
Tillandsia heteromorpha
Tillandsia dasyliriifolia
Tillandsia limbata
Tillandsia guatemalensis
Tillandsia leiboldiana
Tillandsia fasciculata
Tillandsia filifolia
Tillandsia fuchsii
Tillandsia juerg-rutschmanni
Tillandsia punctulata
Tillandsia carlos-hankii
Tillandsia adpressiflora
Tillandsia propagulifera
Tillandsia hildae
Tillandsia paniculata
Tillandsia appenii
Tillandsia myriantha
Tillandsia disticha
Barfussia platyrhachis
Racinaea ropalocarpa
Pseudalcaniarea grandis
Pseudalcantarea viridiflora
Guzmania monostachia
Guzmania roezlii
Gregbrownia fulgens
Gregbrownia hutchisonii
Alcantarea duarteana
Mezobromelia capituligera
Catopsis nutans
Glomeropitcairnia penduliflora
Ananas nanus

Puya laxa

Encholirium magalhaesii
Pitcairnia punicea
Hechtia glomerata
Hechtia guatemalensis
Navia saxicola
Lindmania guianensis
Brocchinia micrantha
Typha latifolia
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Figura 6. Arbol calibrado de Bromeliaceae estimado utilizando el modelo de nacimiento-muerte
implementado en BEAST. Los niUmeros en los nodos indican la edad media y entre parentesis se
sefialan los intervalos de confianza como 95% (HPD) para las edades troncales (barras verde) y
corona (varras lila) de Bromeliaceae, Tillandsioideae y Tillandsia. La estrella amarilla sefiala el nodo
calibrado con las edades obtenidas del estudio de Ramirez-Barahona et al., (2020) con intervalo de
98.89 a 123.45 m.a. y media de 110 m.a. en el nodo troncal de Bromeliaceae.
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Edades troncal de Bromeliaceae
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Figura 7. Comparacion de las medias de edades troncales para Bromeliaceae de estudios
anteriores y este trabajo. Con un punto purpura se denotan las edades estimadas, los
nameros a un costado de ellos indican el estudio correspondiente como sigue: 1) Givnish
et al., 2004; 2) Janssen y Bremer et al., 2004; 3) Givnish et al., 2011; 4) Sulman et al., 2013;
5) Bouchenak-Khelladi, et al., (2014); 6) Magallon et al., 2015; 7); Tank et al., 2015; 8) Zhou
et al., 2018.; y 9) Ramirez-Barahona et al., 2020. El punto rojo denotado ademas con el
numero 10 indica la edad troncal estimada en el presente estudio.
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Figura 8. Comparacién de las medias de edades corona para Bromeliaceae de estudios
previos con este trabajo. Con un punto amarillo se indican las edades estimadas, los
nimeros a un costado de ellos indican el estudio correspondiente como sigue: 1) Givnish
et al., 2004; 2) Janssen y Bremer et al., 2004; 3) Givnish et al., 2011; 4) Sulman et al., 2013;
5) Bouchenak-Khelladi, et al., (2014); 6) Magallén et al., 2015; 7); Tank et al., 2015; 8) Zhou
et al., 2018.; y 9) Ramirez-Barahona et al., 2020. El punto rojo de notado ademas con el
ndamero 10 indica la edad troncal estimada en el presente estudi.
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Edades troncal de Tillandsioideae
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Figura 9.Se comparan las edades troncales de la subfamlia Tillandsioide. Los puntos verdes
indican los estudios y los nimeros a un costado de los puntos indican el trabajo al que

pertenecen como siguen: 1)Givnish et al.,(2011); 2)Ramirez-Barahona et al.,(2020). El
punto rojo indica la edad estimada en el presente trabajo.

Edades corona de Tillandsioideae

120 100 80 60 40 20 0
TIEMPO EN MILLONES DE ANOS
Figura 10. Se comparan las edades corona de la subfamlia Tillandsioide. Los puntos azules
indican los estudios y los nimeros a un costado de los puntos indican el trabajo al que

pertenecen como siguen: 1) Givnish et al.,(2011); 2) Ramirez-Barahona et al.,(2020). El
punto rojo indica la edad estimada en el presente trabajo.
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DISCUSION

El presente trabajo plantea la revision de la asignacion taxonomica de los granos de
polen fosil descritos por Graham (1985). Asi mismo, es el primer estudio de
fechamiento que utiliza el gen del cloroplasto ycfl, un gen que ha demostrado alta
informatividad filogenética en otros grupos de plantas con flores por presentar tasa
evolutivas inclusive mas altas que varios marcadores nucleares (Granados-
Mendoza et al., 2020). Este marcador junto con la region matK-trnK, combinan
fuentes de informacién con diferentes tasas evolutivas las cuales pueden ser
informativas a diferentes niveles taxondmicos. El presente estudio ademas se
destaca en que incorpora el mayor muestreo hasta la fecha para la subfamilia
Tillandsioideae que haya sido incluido en un analisis de fechamiento. Al incluir un
muestreo mas denso al interior del género Tillandsia que estudios previos, es el

primero en proponer edades toncal y corona para este linaje.

Descripcion y revision de la asignacion taxonémica del polen fésil de
Graham (1985)

Los analisis morfolégicos de granos de polen para la familia son escasos, y aunque
de manera general se enfocan en el tipo de apertura, no existe consistencia en
relacion a los tipos de polen propuestos. Por ejemplo, Erdtman y Praglowski en
(1974) realizan la agrupacion mas general, en el grupo A incluyen miembros que
poseen tanto sulcos, como poros y en el grupo B agrupan todos aquellos que
poseen mas de un poro. Mientras que Silva et al., (2016) son mas meticulosos en

su clasificacion y distinguen tres categorias de 3 0 4 poros (Tipo |), 2-porado (Tipo
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l);1-colpado (Tipo lll), pero su muestreo es tan escaso que no permite el
reconocimiento de granos de polen con un solo poro, ni los tipos de sulcos
identificados por Halbritter (1992). A pesar de su antigiiedad el trabajo de Halbritter

(1992) sigue siendo el mas completo.

La descripcion de los granos de polen propuesta por Graham (1985), fue incorrecta
debido a la interpretacién errénea de la orientacion del mismo, que puede
corroborarse si se conoce la posicion del grano de polen en la tétrada. Fue
necesario modificar 0 actualizar la terminologia para poder usar términos
comparables en otros grupos de plantas con flores y evaluar su asignacion

taxondmica.

Tanto la descripcion de los granos de polen fosil de Graham (1985), como las fotos
de los mismos presentan pocos detalles sobre el sulco, el cual podria contener
informacion adicional que permitiria confirmar o descartar la asignacion de dicho
material a la familia Bromeliaceae. Las caracteristicas del sulco son particularmente
importantes ya que en ellas se basan los analisis morfologicos que identifican de
manera general los grupos dentro de la familia Bromeliaceae. Las caracteristicas no
pudieron visualizarse a mayor detalle ya que en el afio en que se publico este
hallazgo el uso del miscroscopio electrénico de barrido era muy limitado. Dadas las
escasas particularidades observables los granos de polen descritos por Graham
(1985) no es posible atribuirlo inequivocamente a la familia Bromeliaceae ya que
sus caracteristicas son comunes a representantes de diferentes oOrdenes de

monocotileddneas (Alismatales, Asparagales, Commelinales, Liliales, Pandanales 'y
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Poales), ademés de estar presente en gimnospermas (Cycadales). Su uso como
punto de calibracién podria representar una estimacion errénea para la familia

Bromeliaceaea.

Halbritter (comunicacion personal, 2020) considera que la evidencia fotograficay la
version corregida de la descripcion proporcionada por Graham (1985) no resultan
suficientes para confirmar su pertenecia a la familia Bromeliaceae. Ademas,
mencionod que las paredes de los granos de polen de Bromeliaceae son delgadas
en comparaciéon con otros grupos, lo que disminuye la probabiliad de que pudieran

fosilizarse.

Evaluacion de la estrategia de fechamiento mas adecuada

Dado que no se puede confirmar o rechazar la asignacion taxonomica del grano de
polen y no existen otros registros fosiles para la familia, se optd por no utilizarlo en
el andlisis de fechamiento. Como alternativa decidimos utilizar un fechamiento
secundario basado en un estudio en el cual las calibraciones estuvieran basadas en
fésiles cuya posicion taxondmica haya sido corroborada con analisis filogenéticos.
Tal es el caso del estudio de Ramirez-Barahona et al., (2020) del cual se obtuvo la
edad para fijar el nodo raiz de nuestro arbol filogenético. Implementando esta edad
con un intervalo de confianza y distribucion uniforme, lo cual ha sido propuesto
disminuye la incertidumbre a consecuencia de incluir exclusivamente calibraciones

secundarias (Schenk, 2016).
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Edades troncales y corona de Bromeliaceae, Tillandsioideae y Tillandsia

Nuestros estimados de la edad troncal (102.94 m.a.) y corona (63.23) de
Bromeliaceae estan en concordancia con la interpretacion de Givnish et al., (2011)
que después de su origen en el Escudo Guayanés la familia Bromeliaceae se
mantuvo en dicha region por varios millones de afios, como resultado de un
aislamiento geografico provocado por cuerpos de agua cambiantes que circundaron
el Escudo Guayanés durante el Paleo-orinoco (Hoorn, 1994; Hoorn et al., 1995;
Potter, 1997). Conforme dicho aislamiento disminuyd, los linajes pudieron migrar de
el sitio de origen y comenzar a diversificarse. Es de resaltarse que el periodo
transcurrido entre el tiempo de origen y diversificacion estimados en el presente
trabajo disminuyen conforme menor es el nivel taxondmico, siendo
considerablemente mas corto entre la edad troncal y corona de Tillandsia. La rapida
diversificacion al interior de Tillandsioideae y Tillandsia pudo ser promovida por el
gradual surgimiento y conexion de los segmentos norte y sur del sistema montafioso
de los Andes que comenzé hace aproximadamente 66 millones de afios a finales

del Cretacico (Potter, 1997).

Los intervalos de confianza obtenidos fueron muy variables. En el caso nodo troncal
de Bromeliaceae, donde se afiadio el punto de calibracion, resulté pequefio con una
diferencia entre el limite maximo y minimo (amplitud) de 29.67 m.a. Para el nodo
corona de Bromeliaceae se encontré una amplitud de 64.27 m.a., su limite minimo
(32.43 m.a.) estaria mas aproximado a los estimados arrojados por la mayoria de

los estudios previos. Es posible que afiadiendo algun otro tipo de restriccion o
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utilizando una distribucion de probabilidad distinta, las edades arrojadas sean

distintas.

Para el nodo troncal de Tillandsioideae la amplitud fue de 48.85 m.a., mientras que
su nodo corona tuvo una amplitud de 40.63 m.a. En el caso del nodo troncal y corona
de Tillandsia las amplitudes son muy similares entre si (21.36 y 20.63 m.a.,
respectivamente) y las fechas medias estimadas son muy préximas, indicando que

la diversificacién del género ocurrio rapidamente después de su origen.

Los estimados de edades obtenidas en el presente estudio podrian verse
modificadas si se incluyeran mas especies representado otras subfamilias de
Bromeliaceae e incluso otros grupos externos pertenecientes a otras familias de

monocotileddneas, asi como si se afiadiera mas de un solo punto de calibracion.

Comparaciones con estimados de fechamiento previos

Las edades estimadas este trabajo para el nodo troncal de Bromeliaceae, difieren
ampliamente de aquellos trabajos que incluyeron en su muestreo pocos miembros
de la familia, mientras que se encuentran mas cercanos a estudios con muestreos
amplio para la familia como los trabajos de Bouchenak-Khelladi, et al., (2014);
Givnish et al. (2011); Sulman et al., (2013);Zhou et al., (2018) (Tabla 2). En el caso
de la edad corona de Bromeliaceae, encontramos una edad mucho mas antigua
gue los trabajos previos donde la mayoria de los datos se agrupan en un rango de
32.4 a 19.1 m.a., mientras que para este trabajo obtuvimos una edad media de
63.23 m.a. y un dato que resulta considerablemente mas antiguo que es el de

Janseen y Bremer et al., (2004) quienes estimaron una edad de 96 m.a. Estas
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diferencias pueden deberse a las distintas densidades de muestreo taxonémco al
interior de Bromeliaceae, asi como a las distintas regiones moleculares empleadas

en los diferentes estudios.

Nuestros estimados de las edades troncales y corona de Tillandsioideae resultaron
mucho mas antiguos en relacion a estudios previos, incluso de el estudio del cual
basamos nuestra calibracion secundaria Ramirez-Barahona et al.,(2020) apoyando
nuestra hipotesis de que tanto el muestreo taxonémico como la seleccion de las
regiones moleculares empleadas tienen un efecto amplio en los resultados.
Adicionalmente, las diferencias pueden deberse a que en nuestro trabajo afiadimos
exclusivamente un nodo de calibracion a que el muestreo estuvo enfocado hacia el

género Tillandsia.

CONSIDERACIONES FINALES

Estudios futuros podrian enfocarse en revisar directamente material fosil colectado
por Graham (1985), que podria se mas informativo que Unicamente revisar las
microfotografias publicadas por el autor y permitir una conclusion mas certera de su
afinidad taxonomica. Futuros estudios de fechamiento en Bromeliaceae podrian
ampliar el muestreo al tanto interior de la familia, como fuera de de ella con
representantes de otras familias de Poales y/o de otros Ordenes de
monocotiledéneas a fin de permitir la inclusion de calibraciones fésiles en nodos
mas profundos. En el mismo sentido, estudios futuros podrian explorar utilizar mas

marcadores moleculares provenientes de otras genomas (p.ej. nuclear o
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mitocondrial) para evaluar el efecto de incluir regiones con diferentes tasas

ecolutiva, asi como incorporar diferentes esquemas y métodos de fechamiento.
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ANEXO

matK-trnK n° de

ycfl n° de acceso

Nombre cientifico acceso GenBank | GenBank
Alcantarea duarteana (L.B. Sm.) J.R. Grant AY614031.1 KX753723.1
Ananas nanus (L.B. Sm.) L.B. Sm. KU258041.1 KU096011.1
Barfussia platyrhachis (Mez) Manzan. & W. Till KX754195.1 KX753852.1
Brocchinia micrantha (Baker) Mez KX754117.1 KX753774.1
Catopsis nutans (Sw.) Griseb. KX754101.1 KX753682.1
Encholirium magalhaesii L.B. Sm. KF784706.1 MF741101.1
Glomeropitcairnia penduliflora (Griseb.) Mez KX754103.1 KX753689.1
Gregbrownia fulgens (L.B. Sm.) W. Till & Barfuss | KX754123.1 KX753780.1
Gregbrownia hutchisonii (L.B. Sm.) W. Till &

Barfuss AY614050.1 KX753683.1
Guzmania monostachia (L.) Rusby ex Mez AY614054.1 KX753697.1
Guzmania roezlii (E. Morren) Mez KX754139.1 KX753796.1
Hechtia glomerata Zucc. AF162245.2 MF741055.1
Hechtia guatemalensis Mez. AF162246.2 MF741056.1
Lindmania guianesis (Beer) Mez AY614019.1 KX753760.1
Mezobromelia capituligera (Griseb.) J.R. Grant KX754222.1 KX753864.1
Navia saxicola L.B. Sm. KX754122.1 KX753779.1
Pitcairnia punicea Scheidw. AY614021.1 KX753738 1
Pseudalcantarea grandis (Schitdl.) Pinzén &

Barfuss KX754107.1 KX753764.1
Pseudalcantarea viridiflora (Beer) Pinzén &

Barfuss AY614066.1 KX753686.1
Puya laxa L.B. Sm. AY614022.1 KX753739.1
Racinaea ropalocarpa (André) M.A. Spencer &

L.B. Sm. AY614083.1 KX753721.1
Tillandsia adpressiflora Mez KX754183.1 KX753840.1
Tillandsia albertiana Verv. KX754127.1 KX753702.1
Tillandsia appenii (Rauh) J.R. Grant AY614077.1 KX753729.1
Tillandsia aurea Mez KX754136.1 KX753793.1
Tillandsia australis Mez KX754126.1 KX753783.1
Tillandsia bergeri Mez AY614133.1 KX753751.1
Tillandsia carlos-hankii Matuda AY614089.1 KX753726.1
Tillandsia caulescens Brongn. ex Baker AY614126.1 KX753733.1
Tillandsia dasyliriifolia Baker KY114823.1 MF741094.1
Tillandsia demissa L.B. Sm. AY614115.1 KX753737.1
Tillandsia disticha Kunth AY614068.1 KX753782.1
Tillandsia duratii Vis. AY614119.1 KX753745.1
Tillandsia edithae Rauh KX754163.1 KX753820.1
Tillandsia esseriana Rauh & L.B. Sm. AY614120 1 KX753731.1
Tillandsia fasciculata Sw. KX754189.1 KX753846.1
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Tillandsia filifolia Schltdl. & Cham.
Tillandsia floribunda Kunth
Tillandsia fuchsii W. Till

Tillandsia gardneri Lindl.
Tillandsia guatemalensis L.B. Sm.
Tillandsia heteromorpha Mez
Tillandsia hildae Rauh

Tillandsia ixioides Griseb.
Tillandsia juerg-rutschmanni Rauh
Tillandsia kirschnekii Rauh & W. Till
Tillandsia leiboldiana Schitdl.
Tillandsia limbata Schitdl.
Tillandsia lotteae H. Hrom.
Tillandsia lymanii Rauh

Tillandsia paniculata Schitdl. & Cham.
Tillandsia propagulifera Rauh
Tillandsia punctulata Schitdl. & Cham.
Tillandsia rauhii L.B. Sm.

Tillandsia sphaerocephala Baker
Tillandsia usneoides (L.) L.

Tillandsia virescens Ruiz & Pav.
Typha latifolia L.

Tillandsia myriantha (Baker) Betancur, J.

KX754199.1
KX754151.1
KX754157.1
AY614104.1
AY614094.1
KX754131.1
KX754198.1
AY614129.1
KX754188.1
KX754155.1
KX754145.1
KY114838.1
KX754204.1
KX754212.1
KX754196.1
AY614086.1
KX754143.1
AY614087.1
AY614101.1
KX754153.1
AY614121.1
KU197091.1
AB088801.1

KX753856.1
KX753808.1
KX753814.1
KX753709.1
KX753755.1
KX753788.1
KX753855.1
KX753711.1
KX753845.1
KX753812.1
KX753802.1
MF741095.1
KX753861.1
KX753869.1
KX753853.1
KX753754.1
KX753800.1
KX753725 .1
KX753748.1
KX753810.1
KX753742.1
KU285338.1

NO DISPONIBLE

Anexo 1. Se enlistan las especies utilizadas en el muestreo taxondmico y el nimero

de acceso a Genbank para la region trnK-matK y el gen ycfl del cloroplasto.
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