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Resumen

Las coniferas, el grupo mas diversificado de las gimnospermas, se caracterizan por sus
estructuras reproductivas denominadas conos. Mientras que los conos masculinos se
encuentran  conservados morfoldgicamente, los femeninos presentan numerosas
modificaciones entre los diferentes linajes. Por un lado, el amplio registro fosil de este orden
ha permitido el planteamiento de hipdtesis reltivas al origen de las estructuras reproductivas
femeninas. Por otro lado, el nimero relativamente reducido de especies en este grupo (ca.
500) ha facilitado analizar a fondo su diversificacion morfolégica. Sin embargo, dichas
hipotesis han sido planteadas fuera del marco filogenético y ademas, se desconocen las bases
genéticas de la evolucion y la diversificacion morfolégica. En esta tesis se aplican dos
aproximaciones para el estudio de la evolucidn de estructruars reproductivas femeninas en las
coniferas. Primero, las hipdtesis concernientes a la identidad del linaje a partir del cual se
derivaron las coniferas modernas, se ponen a prueba con herramientas de sistematica y
evolucion molecular. Una filogenia de parsimonia con base en una matriz combinada de
cuatro genes (18S y 26S nrDNA, rbcL y matK) fué usada para el mapeo de caracteres y
subsecuentemente para la reconstruccion de caracteres morfologicos ancestrales. Esta misma
filogenia fungié como arbol de restriccion para la inferencia de una filogenia morfoldgica que
incluye taxa vivientes y fosiles. Ademas, mediante el método de verosimilitud penalizada
(PL), se estimo el tiempo de divergencia de la familia Pinaceae y el resto de familias de
Coniferales vivientes. Los resultados de los analisis morfoldgicos y moleculares indican que
las coniferas vivientes se originaron durante el Pérmico Superior a partir de un ancestro tipo
Walchia. Segundo, en la basqueda de las bases genéticas del cambio morfoldgico de las
estructuras reproductivas femeninas, se realizo un analisis comparativo de patrones de
expresion de los genes reguladores del desarrollo LFY/FLO y NLY en tres géneros de
coniferas —Picea (Pinaceae), Podocarpus (Podocarpaceae), y Taxus (Taxaceae). Los patrones
comparativos de la expresion espaciotemporal de estos genes, sugieren divergencia funcional
de los homdlogos de LFY/FLO respecto a los homélogos de NLY en estas familias.
Adicionalmente, estos estudios proveen evidencia acerca de las bases genéticas de los
procesos heterocronicos que subyacen al al evolucién de los conos femeninos de las
coniferas.



Abstract

Conifers, the most diversified group of gymnosperms, are characterized by its reproductive
structures known as cones. While the male cones are morphologically conserved, the female
ones display numerous modifications between lineages. On one hand, the completeness of
fossil record in this order has allowed the statement of evolutionary hypotheses on the origin
of female reproductive structures. On the other hand, the relatively reduced number of
species (ca. 500) has provided to analyze the morphological diversification. Although, these
hypotheses has been stated out of the phylogenetic framework and little is known respect the
genetic basis of morphological evolution and diversification. Two approaches are used in this
thesis to study the evolution of female reproductive structures in conifers. First, hypotheses
regarding the identity of the lineage from which modern conifers were derived are tested with
molecular systematic and molecular evolutionary tools. A parsimony phylogeny based on
combined matrix of four genes (18S and 26S nrDNA, rbcL and matK), was used to map
characters for the reconstruction of morphological ancestral characters, also was used as
constrain tree to infer a morphological-based tree including fossil and extant taxa.
Additionally, the penalized likelihood method (PL) was used to estimate the divergence time
of Pinaceae and the rest conifer extant families. Results from morphological and molecular
analysis point towards an Upper Permian extant conifer origin from a Walchia-type ancestor.
Second, looking for the genetic basis of morphological change in female reproductive
structures, a comparative analysis of expression patterns of the developmental regulator
genes LFY/FLO and NLY was conducted in three conifer genera —Picea (Pinaceae),
Podocarpus (Podocarpaceae), and Taxus (Taxaceae). Comparative spatiotemporal patterns
in the expression of these genes suggest a functional divergence for LFY/FLO with respect to
NLY homologues in gymnosperms. In addition, these studies provide evidence about the
genetic basis of heterochronic processes behind morphological evolution of female cones in
conifers.



PREFACIO

El Orden taxondémico Coniferales, es uno de los cuatro que integran la Division Pinophyta
(las gimnospermas; Woodland 1991). Este Orden es el méas diverso y abundante dentro de
este grupo de plantas con semilla, y estd conformado por nueve familias que incluyen
aproximadamente 51 géneros y 550 especies (Stewart y Rothwell 1993). El registro
paleobotanico de las coniferas estd ampliamente documentado y se extiende desde el
Carbonifero hasta el presente (Kenrick y Crane 1997), y de acuerdo con Miller (1977) todas
las familias actuales de coniferas aparecieron durante el Mesozoico.

Las estructuras reproductivas femeninas -denominadas estrébilos megaesporangiados o
conos ovulados- presentan una amplia diversificacion morfoldgica al interior de las coniferas,
lo cual ha dificultado el establecimiento de hipotesis de homologia entre los érganos que
componen los ejes reproductivos por un lado y por otro de relaciones taxicas entre coniferas
actuales y fosiles. Las descripciones de la ontogenia, asi como las de los estados adultos,
dejan en claro que el cono ovulado de las coniferas es compuesto, sin embargo, el origen
evolutivo de la escama ovulifera ha sido un problema no resuelto a lo largo de varias décadas.
La escama ovulifera es similar a una megaesporéfila que lleva 6vulos adaxialmente, pero su
posicion axilar con respecto a la bractea y su vascularizacion han conducido a planteamientos
de relaciones de homologia con las estructuras que tradicionalmente se han empleado como la
guia para proponer los estados ancestrales de los estrobilos contemporaneos: los fosiles con
afinidades coniferales.

El problema del origen y la diversificacion de los conos femeninos y en especial las
secuencias de cambio de sus caracteres puede ser analizado en un contexto filogenético, y las
hipdtesis ya existentes pueden sustentarse con evidencias relativas a los patrones de expresion
de algunos genes cuya participacion en la ontogenia de estructuras reproductivas en plantas
con semilla contemporaneas ha resultado ser crucial para la diferenciacion correcta de las
estructuras adultas.

Se ha postulado que las escamas ovuliferas derivaron de coniferas del Carbonifero-
Superior-Pérmico Inferior cuyas estructuras reproductivas femeninas no presentan fusion de
componentes, 0 bien que derivaron a partir de grupos del Pérmico Superior-Trisico Inferior,

con estructuras femeninas muy similares a las escamas ovuliferas actuales. Debido a lo



anterior en el primer capitulo de esta tesis se pondran a prueba las hip6tesis paleobotanicas
relativas al origen de la escama ovulifera, por un lado reconstruyendo una filogenia que
incluye tanto los grupos vivientes como los fésiles que han sido postulados como ancestros de
las coniferas modernas. Por otro lado, se inferird el tiempo de divergencia de la familia
Pinaceae y el resto de las coniferas modernas, para establecer el tiempo de origen del grupo
corona de Coniferales y relacionar este evento con los fésiles presentes en dicho tiempo. En
este primer capitulo también se revisaran las descripciones de las estructuras reproductivas
femeninas y las hipdtesis paleobotanicas relativas al origen de la escama ovulifera.

En el segundo capitulo se presenta una revision de los trabajos relativos a la genética
evolutiva del desarrollo de las coniferas y el papel de los genes LEAFY/FLORICAULA y
NEEDLY (LFY/FLO y NLY) en el desarrollo y evolucion de las plantas con semilla, con el
objetivo de establecer un marco conceptual para el tercer capitulo de esta tésis. El tercer
capitulo es un manuscrito en el que se presenta un estudio comparativo de la expresion de los
genes LFY/FLO y NLY en especies de tres familias diferentes de coniferas (Pinaceae,
Podocarpaceae y Taxaceae). El objetivo de este analisis es encontrar cambios en los patrones
de expresion de estos genes del desarrollo que pudieran estar asociados con la evolucion
morfoldgica de las estructuras reproductivas femeninas.

El presente trabajo pretende ser una contribucion al estudio de un problema especifico
en la historia de la botanica: la evolucion de las estructuras femeninas de las coniferas. En
este analisis de biologia comparada, se integran las herramientas de la sistematica
contemporanea, la evolucion molecular y datos empiricos relativos a las bases moleculares de

la morfogénesis de estructuras fenotipicas complejas



CAPITULO 1. ORIGEN Y DIVERSIFICACION DE LAS ESTRUCTURAS
REPRODUCTIVAS FEMENINAS DE LAS CONIFERAS

Introduccion

Las estructuras reproductivas femeninas de las coniferas modernas

La descripcion del estrobilo megaesporangiado de la familia Pinaceae puede generalizarse
para comprender la naturaleza del estrébilo femenino de todo el orden. El cono ovulado
consiste de un eje central con crecimiento determinado, a lo largo del cual se disponen con
filotaxia helicoidal estructuras portadoras de dvulos, denominadas escamas ovuliferas. El
cono productor de polen es considerado un estrébilo simple, ya que presenta Unicamente
estructuras fértiles denominadas microesporofilas, unidas directamente a un eje de altimo
orden, sin asociacion con brécteas. En contraste, en una seccion longitudinal de un estrébilo
femenino, puede observarse que cada escama ovulifera porta adaxialmente uno o méas 6vulos
con un solo tegumento y que estan asociadas abaxialmente a una bractea, por lo cual el cono
ovulado es generalmente descrito como un estrébilo compuesto (Figura 1). Debido a la
posicion axilar de la escama ovulifera respecto a una bractea, ésta podria considerarse
homologa a una rama, por lo tanto cada cono femenino estaria compuesto por multiples ejes

reproductivos a diferencia del cono masculino, conformado por un eje Unicamente.

Figura 1. Cortes longitudinales de conos de un pino. En el cono masculino (izquierda) las
microesporofilas (ms) se desarrollan directamente del eje. En el cono femenino (derecha) las
escamas ovuliferas (eo) se desarrollan en las axilas de bracteas (b). Imagen tomada de:
web.gccaz.edu

Mientras que el patron morfoldgico de los conos ovulados en las coniferas es variable

entre los diferentes linajes del grupo, el de los estrébilos masculinos se encuentra conservado



incluso en comparacion con otras gimnospermas, por lo tanto, los caracteres de los estrobilos
masculinos son poco informativos en términos de reconstruccion filogenética. Por ejemplo, a
pesar de la apariencia floral de los conos masculinos de las taxaceas, el patron de desarrollo
es el mismo que en el resto de las coniferas, ya que el eje central del cono se encuentra muy

reducido y las microesporofilas se desarrollan fusionandose desde la base.

Figura 2. Diversidad de conos ovulados en Coniferales. Pinaceae: (a) Pinus, (b) Pseudotsuga;
Araucariaceae: (c) Araucaria; Taxodiaceae: (d) Cunninghamia, (e) Metasequoia, (f)
Cryptomeria; Podocarpaceae: (g) Podocarpus; Taxaceae: (h) Taxus globosa, (i) Taxus baccata;
Cupressaceae: (j) Cupressus, (k) Tetraclinis, (1) Juniperus. La barra negra representa 1cm. Fotos
René Cerritos.

En general, las familias Pinaceae, Araucariaceae, Sciadopityaceae, Taxodiaceae y
Cupressaceae, presentan conos ovulados tipicos, compuestos por multiples escamas
ovuliferas lignificadas, con dorsoventralidad pronunciada (Figura 2; Florin, 1951). Las
principales variaciones en el patron morfoldgico entre estas familias se encuentran en el grado
de fusion de los componentes del complejo bractea-escama ovulifera, por ejemplo, a
diferencia de las familias Pinaceae y Sciadopityaceae, en la familia Araucariaceae la escama
ovulifera se encuentra parcial a totalmente fusionada con la bractea y en algunos géneros de
Cupressaceae y Taxodiaceae (Cupressaceae s.l.), la bractea y la escama ovulifera se
encuentran fusionadas a tal grado, que es dificil distinguir la identidad de ambas estructuras
(Tomlinson y Takaso 2002), sin embargo, los cortes transversales permiten distinguir los

haces vasculares correspondientes a la bractea (Figura 3; Aase 1915, Florin 1951). Algunas



cupresaceas presentan gran reduccion en el nUmero de escamas por cono, por ejemplo, en el
género Juniperus todos los componentes del estrébilo femenino (las escamas ovuliferas y sus
respectivas bracteas), se encuentran fusionados y reducidos a tal grado, que el cono completo

tiene apariencia de drupa (Figura 2; Schulz et al. 2003).
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Figura 3. Esquematizacién de cortes transversales de estructuras portadoras de évulos en
coniferas. Los circulos grises representan la posicion de los 6vulos. Los circulos negros
representan los haces vasculares de la escama ovulifera o el epimacio y los circulos blancos
representan el haz vascular de la bractea. Los ejes reproductivos pertenecen a (a) Pinaceae, (b)
Araucariaceae, (c) Sciadopityaceae, (d) Cupressaceae, (e) Podocarpaceae y (f) Taxaceae. Eo,
escama ovulifera; b, bractea; e, epimacio; a, arilo. Modificado de Aase (1915) y Florin (1951).

La escama ovulifera de estas familias se encuentra alimentada por multiples haces
vasculares, que varian en nimero desde cinco hasta cerca de veinte haces por cada escama
(Figura 3; Aase 1915, Florin 1951). La escama ovulifera (eo) de las familias Pinaceae,
Sciadopityaceae y Araucariaceae es conspicua y de mayor tamafio que la bractea, inclusive en
las araucarias la escama ovulifera se recurva cubriendo al 6vulo (Figura 4). En contraste, en
Taxodiaceae y Cupressaceae algunos géneros presentan una pronunciada reduccion del
tamarfio y del nimero de haces vasculares de la escama ovulifera, ejemplo de ello es el género
Cunninghamia, donde la escama se encuentra reducida a tal grado que las bracteas son las
estructuras méas conspicuas del cono ovulado (Florin 1951, Farjon y Ortiz Garcia 2003).

El nimero de 6vulos por escama ovulifera es constante en las familias Pinaceae y
Araucariaceae (dos y uno respectivamente) y estos se encuentran siempre invertidos -el
micrépilo se encuentra dirigido hacia el extremo basal de la escama ovulifera-, mientras que
el nimero de 6vulos en Sciadopityaceae, Cupressaceae y Taxodiaceae varia de uno a nueve y
algunos géneros de estas familias, por ejemplo Taxodium, presentan 6vulos erectos (Figura 4;

Tomlinson y Takaso 2002).



Figura 4. Representacion de cortes longitudinales de ejes reproductivos de Coniferales. ()
Pinus, (b) Araucaria, (¢) Taxodium, (d) Phyllocladus, (e) Podocarpus, (f) Taxus; i, integumento;
eo, escama ovulifera; b, bréactea; e, epimacio; a, arilo. Tomadas de Florin (1951).

La familia Podocarpaceae, presenta estrobilos compuestos por uno o dos ejes
reproductivos carnosos no lignificados y sin compresion dorsoventral, por lo tanto el estrébilo
completo no tiene apariencia de cono (Figuras 2 y 4). Cada eje reproductivo porta sélo un
ovulo invertido y la seccidn estéril esta alimentada por dos haces vasculares Unicamente
(Figura 3; Florin 1951); al igual que en Araucariaceae dicha estructura carnosa estéril cubre al
ovulo invertido y es denominada epimacio y probablemente es homologa a la escama
ovulifera (Tomlinson y Takaso 2002). La familia Phyllocladaceae presenta ejes
reproductivos similares a los de los podocarpos, sin embargo en esta familia los 6vulos son
erectos y el epimacio no los cubre en su totalidad (Figura 4), ademas estos llegan a formar
estrobilos con més de seis estructuras portadoras de 6vulos (Wilde 1944; Tomlinson y Takaso
2002).

Finalmente, en las familias Cephalotaxaceae y Taxaceae las estructuras reproductivas
femeninas son ejes de segundo orden que Unicamente portan uno o dos Ovulos terminales
erectos, cubiertos por un arilo sin vasculatura (Figuras 3 y 4), que a diferencia de los arilos de
las angiospermas se desarrolla a partir del eje principal de crecimiento y no es un crecimiento
externo del dvulo (Figura 4; Florin 1954, Stutzel y Réwemkamp 1999).

En resumen, caracteres como la dorsoventralizacion del eje y la direccion invertida de
los Gvulos, se encuentran ampliamente distribuidos en los grupos vivos de coniferas, mientras

que otros caracteres son muy variables, como el nimero de 6vulos por eje, el grado de fusion
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de los componentes del eje y el nimero de haces vasculares por escama. Sin embargo, en
ciertos linajes la forma y los patrones del desarrollo de los ejes reproductivos femeninos han
cambiado resultando en formas que divergen radicalmente del patron general. De estas
modificaciones destacan el cambio en la polaridad y dorsoventralidad del eje —eventos
implicados en el cambio de simetria-, la pérdida de partes estériles y la modificacion de las
estructuras asociadas al 6vulo, como el epimacio de la familia Podocarpaceae y el arilo en
Taxaceae y Cephalotaxaceae.

La diversificacion morfologica y de patrones del desarrollo en el nivel del orden
Coniferales, ha dificultado el planteamiento de hipdtesis de homologia de estructuras
reproductivas, de relaciones taxicas y de secuencias de cambio morfoldgico al interior de este
grupo. En el nivel de todas las plantas con semilla este fendmeno se acentla, ya que los cinco
grandes grupos de plantas con semilla modernos —angiospermas y los cuatro Ordenes de
gimnospermas- presentan ejes reproductivos con caracteristicas morfoldgicas y patrones del
desarrollo Unicos, de tal manera que la escama ovulifera puede interpretarse como una
novedad evolutiva, poco comparable con otros ejes femeninos en gimnospermas.

En el orden monotipico Ginkgoales, las estructuras reproductivas femeninas son
simplemente un pedunculo o tallo terminal —interpretado en ocasiones como megaesporoéfila-
con dos dvulos terminales erectos y sin asociacion con apéndices estériles (Page 1990).
Similarmente, en el orden Cycadales tampoco hay presencia de estructuras estériles en el eje
reproductivo y en este grupo la estructura femenina es estrobilar, compuesta por un gran eje
terminal a lo largo del cual se disponen en filotaxia helicoidal multiples megaespordfilas que
portan adaxialmente dos dvulos unitegumentados, excepto en el género Cycas, donde cada
megaesporofila puede producir maltiples 6vulos (Page 1990).

El grupo respecto al cual se han generado mas diferencias interpretativas es el orden
Gnetales, que estd conformado por las familias Ephedraceae, Gnetaceae y Welwitschiaceae.
Debido a que no hay acuerdo acerca de cuales componentes vegetales forman parte del eje
reproductivo, las estructuras femeninas de la familia Ephedraceae pueden ser interpretadas
de dos maneras. Por un lado, se describen simplemente como una nucela cubierta por dos
tegumentos asociados axilarmente a una bractea (Page 1990) y por otro lado como un eje con
aproximadamente seis apéndices estériles decusados y con dos dvulos axilares tegumentados

(Endress 1996, Mundry y Stutzel 2004). La primera interpretacion, implica que los ejes de las
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efedraceas son simples -porque no tienen escamas estériles-, bilaterales y con una ligera
dorsoventralizacién. La segunda interpretacion implica que los ejes son compuestos,
bilaterales y sin dorsoventralizacion. En la familia Gnetaceae las unidades reproductivas se
desarrollan asociadas a una estructura verticilada denominada collar y estan conformadas
Unicamente por una nucela cubierta por tres tegumentos, es radial y sin dorsoventralizacion
(Price 1996). Finalmente, en la familia Welwitschiaceae la unidad reproductiva femenina
esta conformado por un par de bréacteas asociadas a una nucela con dos tegumentos, de los
cuales el mas externo se desarrolla formando las alas de las semillas (Page 1990, Mundry y
Stutzel 2004). Debido a que en Gnetaceae se observan tres tegumentos rodeando a la nucela,
mientras que en Ephedraceae y Welwitschiaceae sélo hay dos y uno de ellos esta alimentado
por dos haces vasculares, se ha argumentado que en estas dos familias se han fusionado dos
capas de tegumentos y el estado ancestral es la presencia de tres tegumentos (Endress 1996,
Mundry y Stutzel 2004).

La posicidn axilar respecto a una bractea de las escamas ovuliferas de las coniferas
indicaria que estas estructuras son homologas a los ejes axilares descritos en Gnetales o los
ovulos terminales en Ginkgo, sin embargo, la posicion lateralizada e invertida del 6vulo
dificulta esta interpretacion, ya que la escama ovulifera podria ser homoéloga a una
megaesporofila cuyos haces vasculares se han multiplicado. Intuitivamente, el analisis del
registro fésil podria ser de utilidad para determinar el origen y las secuencias de cambio
morfoldgico y efectivamente, las hipdtesis relativas al origen de la escama ovulifera estan
basadas en comparaciones con taxa extintos que hipotéticamente corresponden a los ancestros

de las coniferas modernas.

Interpretacion del registro fosil y las hipdtesis paleobotanicas del origen de la escama
ovulifera

En la primera mitad del Siglo XX, el paleoboténico sueco Rudolf Florin realizé un analisis
detallado de la morfologia de coniferas modernas y de estructuras fosiles del Paleozoico y
Mesozoico con afinidades coniferofiticas. Las observaciones y analisis de Florin (1951-1963)
sustentaron la hipotesis de que las escamas ovuliferas de las coniferas modernas se derivaron
de ejes reproductivos compuestos por apéndices libres estériles y fértiles, arreglados

helicoidalmente a lo largo de una rama. A pesar de que las hipétesis de Florin siguen teniendo

12



vigencia, sobre todo en el marco de los patrones del desarrollo vegetal, algunos autores han
diferido de las interpretaciones morfoldgicas (Schweitzer 1963), taxondmicas (Clement-
Westerhof 1988) y en el tipo de estructuras que pudieron haber dado origen a los multiples
haces vasculares de las escamas ovuliferas contemporaneas (Meyen 1984).

Existen diferentes clasificaciones de coniferas fosiles, sin embargo, en general se
reconocen los siguientes grupos principales. Las coniferas del Carbonifero Superior-Pérmico
Inferior (CS-PI) que se distribuyen particularmente en el hemisferio norte y que poseen ejes
reproductivos femeninos con simetria bilateral, con diferentes grados de compresién
dorsoventral y mdltiples escamas fértiles y estériles, son denominadas en general como
walchias —Walchiaceae (Clement-Westerhof 1988), cf. Utrechtiaceae (Mapes y Rothwell
1991)-. Las coniferas dominantes del Pérmico Superior-Triasico Inferior (PS-TI), también del
hemisferio norte, con ejes ovuliferos con marcada dorsoventralidad y diferentes grados de
reduccion en namero y fusion de apéndices son agrupadas en las familias Majonicaceae
(Clement-Westerhof 1988) y Voltziaceae (Florin 1951). La flora de Angara, descrita por
Meyen (1984 y 1987), se distribuye en Europa Oriental durante el Pérmico, y es caracterizada
por ejes reproductivos femeninos radiales, con apéndices libres o ligeramente connados y
maultiples escamas fértiles. Finalmente, la flora de Gondwana, distribuida en el hemisferio sur
durante el Pérmico y cuyos ejes reproductivos presentan un reducido nimero de apéndices
fértiles y estériles, con diferentes grados de fusion (Clement-Westerhof 1988).

Ademas de los grupos con claras afinidades coniferofiticas, es importante mencionar al
orden Cordaitales, que es el grupo con afinidades gimnospérmicas mas antiguo (Beck y Wight
1988), cuyos primeros registros aparecen hace 325 millones de afios y se extienden hasta
principios del Carbonifero Superior (Beck 1966). Para Florin, los estudios anatdmicos en las
estructuras de este grupo, fueron la base para el planteamiento hipétesis relativas al origen de
las escamas ovuliferas contemporaneas y de acuerdo con sus interpretaciones paleobotanicas,
los ejes reproductivos femeninos modernos, se derivaron de este tipo de estructuras a traves
de eventos de cambio morfolégico como dorsoventralizacion, polaridad, fusion y reduccion
en nimero de componentes de cada eje femenino (Florin 1951, Florin 1954).

Los ejes reproductivos de Cordaianthus pseudofluitans tienen simetria radial, estan
compuestos por escamas estériles arregladas helicoidalmente y un par de escamas fértiles que

portan terminalmente un par de 6vulos pedunculados ligeramente recurvados. Estos ejes se
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encuentran asociados adaxialmente a una bractea formando un complejo que se distribuye en
un eje de crecimiento secundario (Figura 5). Florin establece que las coniferas del
Carbonifero Superior —basandose principalmente en observaciones del género Lebachia (cf.
Walchia, Clement-Westerhof 1988)- se derivaron de las cordaitales. Dichas coniferas del
Carbonifero Superior-Pérmico Inferior, portan ejes reproductivos similares a los de las
Cordaitales del Carbonifero Inferior, pero con cierto grado de compresion dorsoventral y
polarizacién —por lo tanto, estos ejes son bilaterales- y uno mas apéndices fértiles que portan
un évulo terminal lateralizado por recurvamiento (Figura 5).

Una modificacion adicional en la transicion a las escamas ovuliferas lignificadas, en el
planteamiento de Florin, estd representado en las estructuras tipo Voltzia (Voltziaceae)
Pseudovoltzia (Majonicaceae; Clement-Westerhof 1988), del Pérmico Superior-Triésico
Inferior. Las estructuras reproductivas femeninas correspondientes a estos periodos, presentan
marcada dorsoventralidad y lateralizacién del 6vulo —producto del recurvamiento de la
megaesporofila-, reduccion en el numero de apéndices estériles y mayor grado de fusion de
las estructuras estériles del eje (Figura 5).

Este esquema de transformacién morfolégica permite establecer la identidad de la
escama ovulifera como un eje reproductivo de crecimiento determinado, cuyos componentes
estériles y fértiles se encuentran fusionados, lo cual es congruente con la presencia de una
seccion estéril en la escama alimentada por multiples haces vasculares, con la posicion axilar
respecto a la bractea y con la forma de las escamas ovuliferas de la especie moderna
Cryptomeria japonica, que presenta escamas compuestas por cinco apéndices libres. Florin,
es ambiguo respecto al destino de los apéndices estériles de las coniferas ancestrales, ya que
por un lado sugiere que los haces vasculares de la seccion estéril, observados en las familias
modernas, son vestigios de las escamas estériles ancestrales (Florin 1951). Por otro lado,
también sugiere que las escamas ovuliferas modernas son el resultado de la reduccién en
namero de los apéndices estériles y por lo tanto son homélogas a una sola escama estéril

cuyos haces vasculares se han multiplicado y ramificado (Florin 1951).

14



Paleozoico Mesozoico

ma 320 285 260 244 207
Carbonifero {Carboniferoi Pérmico | Pérmico Tridsi lurdsico
Inferior Superior Inferior | Superior riasieo Jurast
br

-.‘\‘ /! "II
X \),' es d
/ / \T o/s
€s ’ b
}}/ f Wa \ Pseudovoltzia
74

F

/ Al .
Cordaianthus

W
e/
Thuringiostroby.

=

Volizia Podocarpus

Figura 5. Distribucién temporal de fésiles con afinidades coniferales. br, bractea; es, componentes
estériles del eje (apéndices 0 escamas); o/s, évulo o semilla. Basado en Florin (1951) y Clement-
Westerhof (1988).

A pesar de que Florin plantea una hipotesis de cambio morfologico que es en general
transicional, también postula ciertas relaciones particulares que implican patrones de
divergencia filogenética. Por ejemplo, plantea que los ejes de los podocarpos pudieron haber
divergido a partir de estructuras tipo Ernestiodendron (Walchiaceae) durante el Pérmico
Inferior (Florin 1951) y el resto de las coniferas se derivaron de estructuras tipo Lebachia (cf.
Walchia). Sin embargo, algunos de estos planteamientos son incongruentes con las hipotesis
de relaciones filogenéticas de los taxa modernos (ver seccién: La filogenia de las
gimnospermas).

La principal objecion a las observaciones de Florin tiene que ver con la interpretacion
de la posicion del évulo respecto a la megaesporofila. Schweitzer (1963), basado en la
documentacién de la trayectoria de los haces vasculares en estructuras fésiles, plantea que los
ovulos de Pseudovoltzia, se encuentran adnados abaxialmente (respecto al eje reproductivo
individual) a una estructura foliar fértil, en lugar de ser dvulos recurvados pedunculados

unidos terminalmente a una megaesporoéfila. Las observaciones de Schweitzer dificultan el
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planteamiento de relaciones de ancestria entre las walchias y las coniferas del PS-T1 y ciertas
familias modernas, debido a que tanto en Walchiaceae, como en Taxaceae y Phyllocladaceae,
los ejes femeninos portan dvulos terminales. La interpretacion de Schweitzer respecto a la
posicion de los 6vulos es retomada por Clement-Westerhof (1988) para Walchiaceae, cuyas
observaciones sugieren que también en este grupo los Ovulos invertidos estan unidos
lateralmente a una escama fértil y son abaxiales respecto al eje reproductivo. En este caso,
tales observaciones ponen en duda las relaciones entre Walchiaceae y Cordaitales.

Esta controversia introducida por Schweitzer lleva a Meyen (1984) a plantear una nueva
version de la hipdtesis, basada en restos paleobotanicos de la flora de Angara,
especificamente considerando al género Sashinia, del Pérmico Superior. Meyen, plantea que
los ejes reproductivos femeninos tipo Pseudovoltzia se derivaron ejes tipo Sashinia,
compuestos basicamente por una serie de apéndices multiples pedunculados que portan
ovulos abaxialmente y una serie de escamas estériles basales, arregladas radialmente (Figura
6b). De acuerdo a esta hipdtesis, la transicion entre estos dos tipos de ejes reproductivos
(Sashinia y Pseudovoltzia) implica un estado hipotético en el cual se observa una polarizacion
del eje de tercer orden, donde las megaesporofilas abaxiales (respecto al eje de segundo
orden) pierden la fertilidad y una ocurre una dorsoventralizacion y fusién de érganos del eje
(Figura 6¢). Lo anterior implicaria que los haces vasculares de las escamas contemporaneas se
derivaron de pedunculos ancestrales fértiles y no necesariamente de estructuras originalmente
estériles. Similarmente, Clement-Westerhof (1988) plantea un tipo de transicion similar,

sustituyendo a Sashinia por el género Thuringiostrobus.
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Figura 6. Serie de transformaciones propuesta por Meyen (1984) implicadas en el origen de la
escama ovulifera moderna. (a) Walchia, (b) Sashinia, (c) estado hipotético, (d) Pseudovoltzia.
Abajo de cada eje se observa un esquema de secciones transversales, donde los circulos con la
mitad negra representan haces vasculares, los rectangulos blancos los dvulos y el circulo negro
dentro del blanco el eje del cono. Modificado de Meyen (1984).

Los hallazgos paleobotanicos recientes muestran que la diversidad de las coniferas
fésiles fue mucho mayor que la considerada por Florin, ejemplo claro de ello son los trabajos
de Hernandez-Castillo et al. (2001) y de Rothwell et al. (2005). Sin embargo, la distribucion
espacio-temporal y las formas de estos fosiles no generan incongruencias con las hip6tesis de
Florin, debido a que en general dichas formas son identificables con aquellas consideradas en
su planteamiento. Por ejemplo, en el género fosil con estrobilos masculinos compuestos,
Thucydia, distribuido en Norte América durante el Carbonifero Superior (Hernandez-Castillo
et al. 2001), al igual que en otros géneros del Paleozoico Superior, los ejes reproductivos
femeninos se arreglan helicoidalmente a lo largo de un eje indeterminado, cuyo meristemo
apical puede continuar desarrollandose como un eje vegetativo, es decir, no hay formacion de
conos determinados, sino que los ejes reproductivos se encuentran en zonas fértiles del arbol
(Rothwell y Mapes 2001). En este caso, los ejes reproductivos individuales son similares a los
de las walchias y la falta de determinacion del cono no corresponde necesariamente a un
estado ancestral, ya que se ha observado la perdida de la determinacion del cono en pinaceas
modernas como la variedad “Acrocona” Picea abies, bajo condiciones de estrés hidrico. Otros

hallazgos paleobotanicos, como por ejemplo las estructuras reproductivas femeninas del
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género del Tridsico Conewagia (Axsmith et al. 1998), que estdn compuestas por ejes de tercer
orden determinados y que portan multiples 6rganos estériles sin fusion alguna, ponen en
evidencia que los patrones de cambio evolutivo respecto a la fusion y perdida de 6rganos no
son lineares y que las reversiones y convergencias son comunes en la evoluciéon morfoldgica
de las coniferas.

Finalmente, se han planteado diferentes esquemas de transicién morfoldgica relativos al
origen de la escama ovulifera, que pueden resumirse en dos hipdtesis alternativas: a) la
propuesta de Florin, que implica que las familias modernas divergieron durante el CS-PI, a
partir de estructuras reproductivas tipo Walchiaceae y cuyos estados intermedios se
encuentran en los fosiles del PS-TI, y b) Las propuestas de Meyen (1984) y Clement-
Westerhof (1988), que sugieren una divergencia durante el Pérmico Superior-Triasico
Inferior, a partir de estructuras tipo Pseudovoltzia, con un paso previo tipo Sashinia,

El planteamiento de hipotesis de relaciones taxicas y de cambio morfoldgico entre las
coniferas fosiles y las modernas ha sido abordado por diferentes autores, sin embargo, dichas
hipdtesis no han sido elaboradas en general en el marco de una filogenia (v.gr. Florin 1951,
Clement-Westerhof 1988, Meyen 1984). En fechas més recientes, se han utilizado matrices de
caracteres morfoldgicos para inferir, hipoOtesis de relaciones taxicas entre coniferas
contemporaneas y fosiles (Crane 1985, Miller 1988, Miller 1999). En general, los resultados
de estos andlisis tienen congruencia con las hipétesis de Florin, sin embargo, las topologias
resultantes, contrastan con las hipotesis de relaciones filogenéticas basadas en secuencias
génicas, para las familias de coniferas modernas (ver siguientes secciones), probablemente
debido a las incongruencias generadas por caracteres morfolégicos homopléasicos.

Una aproximacion practica para determinar los patrones evolutivos del cambio
morfologico de las plantas con semilla es la reconstruccion de filogenias basadas en
caracteres independientes de la determinacion de la homologia de estructuras vegetales, es
decir, en caracteres moleculares. A pesar de que este tipo de informacién ha generado
hipbtesis contradictorias y no permite incluir datos de los ancestros fosiles, mediante el
mapeo de caracteres dicho contexto filogenético permite evaluar independientemente las
secuencias de cambio de caracteres morfoldgicos en un marco de relaciones de ancestria

comun.
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La aplicacion del concepto de homologia en estructuras reproductivas femeninas de las
coniferas y el andlisis de la evolucidn de caracteres morfoldgicos discretos.

Para obtener un panorama general de la evolucién de caracteres morfoldgicos de las
estructuras reproductivas femeninas de las coniferas a través del acoplamiento de las hipotesis
de transformacién de caracteres y los patrones filogenéticos, se requiere por un lado, contar
con una filogenia bien resuelta y sélidamente apoyada, y por otro, un analisis detallado de los
caracteres a evaluar. El andlisis de caracteres morfologicos implica principalmente el
reconocimiento de la homologia de carécteres, la identificacion de caracteres discretos y la
determinacion de estados de caracter (Wake 1994).

La homologia siempre es postulada a través de la comparacion, por lo tanto ésta es
siempre relativa. Esto implica que ciertas estructuras pueden ser homdlogas en cierto nivel y
no en otro (Sattler 1988). Ademas, de acuerdo con Rieppel (1993), existen dos tipos de
homologia filogenética: la taxica y la transformacional. Los caracteres derivados sin
modificacion exclusivos de un grupo -sinapomorfias-, son caracteres con homologia taxica.
En el marco de las relaciones filogenéticas, se pueden hacer conjeturas de transformacion de
caracteres, a partir de las cuales se pueden plantear hipétesis de homologia transformacional.
Esto implica que una condicion previa -plesiomorfia- se modifica en una condicion posterior
—apomorfia- y que ambas se heredaron de un ancestro comun (DelLuna y Mishler 1996). Para
ejemplificar, en el nivel de organizacién de o6rganos, se ha determinado que existe una
homologia entre el follaje y las bracteas, ya que ambas son estructuras foliares. En el nivel
inferior, tomando en cuenta las subcategorias de filomas, es decir de estructuras foliares, las
bracteas y el follaje no son consideradas estructuras homologas (Sattler 1988) y desde el
punto de vista de Rieppel, se considerarian homoélogas transformacionalmente. Otro ejemplo,
dentro de las coniferas, el epimacio asociado al Ovulo de Podocarpaceae se considera
homologo transformacionalmente a la escama ovulifera, mientras que las escamas ovuliferas
de Araucariaceae y Pinaceae se consideran homologas taxicamente, por las relaciones entre
las familias y las pocas modificaciones que se observan entre estas estructuras.

Hay un acuerdo general en cuanto a una division de categorias estructurales de la
organizacién vegetal: tallo, hojas, raiz y estructuras reproductivas (Sattler 1988); pero esta
division morfologica se vuelve un tanto obsoleta en el contexto ontogenético, principalmente

porque esta division no toma en cuenta la evolucién de los patrones del desarrollo vegetal.
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Entonces, establecer hipdtesis de homologia fuera del marco de las relaciones filogenéticas se
vuelve una tarea dificil debido a las particularidades de la evolucion de la morfologia vegetal.
Existe evidencia de que durante la evolucién de las plantas se han presentado distintas
combinaciones de los patrones del desarrollo de las diferentes categorias estructurales (Sattler
1994). Sattler (1988) se refiere a estas combinaciones de patrones, como "hibridizacion del
desarrollo”, ya que permiten la aparicion de estructuras hibridas, inclusive de categorias
estructurales diferentes, como podria ser el caso de las escamas ovuliferas de las coniferas.
Desde este punto de vista, la diversificacion morfoldgica, se debe a una diversidad en las
combinaciones de los procesos ontogenéticos, mientras que la evolucion de patrones del
desarrollo se debe a cambios en las combinaciones de dichos procesos durante la ontogenia y
la filogenia (Sattler y Rutishauser 1997).

El patron general de diferenciacion del meristemo apical de las plantas con semillas
permite determinar estructuras de referencia para el establecimiento de la homologia
transformacional. EI meristemo apical, a partir del cual se forman todas las estructuras
vegetales excepto la raiz, esta conformado por un grupo de células indiferenciadas centrales,
encargadas de mantener el meristemo y del crecimiento del tallo de primer orden, y por un
grupo de células periféricas a partir de las cuales se forman los primordios de érganos -hojas
y flores en angiospermas-, mientras que los ejes laterales se desarrollan generalmente en las
axilas de un érgano foliar (Ma 1998). Bajo este principio, es posible establecer como drganos
de referencia a las bracteas de los conos megaesporangiados de las coniferas y por lo tanto las
escamas ovuliferas que se desarrollan en sus axilas, son homologas a ejes laterales de
crecimiento determinado, sin embargo, son pocas las evidencias para establecer a qué tipo de
organos del eje son homologos transformacionalmente las estructuras fusionadas presentes en
las escamas ovuliferas.

Entonces, en el contexto de la filogenia, es posible determinar cuales estructuras tienen
homologia téxica, y la utilizacion de o6rganos de referencia permite plantear hipotesis de
transformacion. Una vez establecida la homologia de caracteres, es posible regresar a la
filogenia para probar hipétesis evolutivas mediante el establecimiento de secuencias de
cambio (adquisicion y pérdida de caracteres), la inferencia de caracteres ancestrales y la

correlacién de caracteres.
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De acuerdo con Grande y Rieppel (1994), los patrones macroevolutivos se dividen en
dos tipos. Por un lado, los patrones jerarquicos son aquellos que representan las relaciones
filogenéticas. Por otro lado, los patrones de secuencia temporal describen secuencias de
cambio lineal, como las secuencias de cambio de estados de caracter. Debido a que las
filogenias no son so6lo postulados acerca de las relaciones entre los taxa, sino que también
implican hipoétesis de evolucion de caracteres, dichos postulados, a su vez, pueden sugerir
hipdtesis causales acerca de como ocurren los cambios de caracteres de una manera particular
(Brooks y McLennan 1991). Es decir, mediante el mapeo de caracteres morfologicos, las
filogenias moleculares pueden ser utilizadas como templados para reconstruir el patrén
historico de origen y diversificacion de caracteres y para la inferencia de carécteres
ancestrales.

La reconstruccion de caracteres ancestrales, que ha sido una técnica ampliamente usada
para probar hipétesis adaptativas a nivel filogenético, mediante el uso del método
comparativo (Harvey y Pagel 1991, Losos 1999), puede también usarse en la inferencia de
caracteres genéticos (Chang 2003, Rossnes et al. 2005) ¢ morfoldgicos (Miller y Venable
2003, Sanchez-Baracaldo et al. 2005) de un Gltimo ancestro comin de dos clados divergentes
y subsecuentemente para probar hipétesis de ancestria mediante la comparacion con grupos
fosiles (Marshall y Schultze 1992). Generalmente, para la inferencia de caracteres
morfoldgicos discretos se ha aplicado el método de maxima parsimonia, el cual se basa en el
mapeo de carécteres sobre una filogenia y la comparacion de los grupos externos con los
descendientes del nodo a estimar, asumiendo probabilidades iguales para las ganancias y
pérdidas de carécteres (Swofford y Maddison 1987, Maddison, 1992). Este método puede
conducir a inferencias equivocas cuando las tasas de evolucion son muy rapidas y cuando las
probabilidades de pérdidas y ganancias de caracteres no son iguales (Cunningham et al.
1998), y no permite establecer el grado de incertidumbre en el estado ancestral para cada
nodo. En contraste, los métodos de maxima verosimilitud (Cunnigham 1999, Pagel 1994) y
las inferencias Bayesianas (Pagel et al. 2004, Ronquist 2004) permiten establecer la
incertidumbre de cada nodo, aunque requieren un modelo evolutivo que especifique la tasa de
cambio entre estados de caracter. Una vez inferidos, el conjunto de estados de caracter
ancestrales se puede considerar como un ancestro hipotético, sin embargo es probable que las

caracteristicas inferidas no coincidan perfectamente con ningdn organismo, fésil o viviente.
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En otro contexto, el estudio de los procesos subyacentes a los patrones de distribucion
filogenética de estructuras fenotipicas complejas en animales ha permitido, en fechas
recientes, sustentar hipdtesis de homologia transformacional que antes Unicamente se
planteaban en términos especulativos. Lo anterior se ha conseguido mediante el andlisis de las
diferencias en los patrones de expresion de genes reguladores del desarrollo; ejemplo de ello
son los trabajos de Averof y Cohen (1997) y Averof y Patel (1997) enfocados en el origen de
los apéndices en artrépodos, y de Kramer e Irish (2000) Bharathan et al. (2002), los cuales
buscan homologia entre los pétalos y los estambres o en hojas. En general, estos métodos se
basan en el supuesto de que la expresion de un gen regulador o de una red de regulacion se
conservara en estructuras nuevas y aungue la homologia de estructuras divergentes no puede
ser probada con toda certeza, ya que genes individuales pueden adquirir diferentes funciones
en contextos filogenéticos y del desarrollo distintos, los resultados obtenidos mediante este
tipo de estudios representan una evidencia solida de los cambios genéticos que subyacen a las
innovaciones morfoldgicas.

La filogenia de las gimnospermas

Para el planteamiento de hipotesis de cambio morfologico de las estructuras reproductivas de
coniferas, es necesario tomar en cuenta las relaciones de ancestria comin de acuerdo a una
filogenia. La inferencia filogenética basada en caracteres nucleotidicos elimina la dificultad
de establecer hipdtesis de homologia entre estructuras morfologicas divergentes y permite
realizar analisis independientes de evolucion de caracteres morfoldgicos, evitando la
circularidad de los resultados. Ademas, el uso de caracteres moleculares permite, mediante la
estimacion de tasas de evolucion molecular y datos del registro fosil, fechar el tiempo de
divergencia de las especies.

En general, las hipotesis de relaciones taxicas de familias coniferales modernas basadas
en secuencias génicas son congruentes entre si, incluso utilizando diferentes métodos de
inferencia filogenética y secuencias provenientes de diferentes organelos celulares (Chaw et
al. 1997, Stefanovic et al. 1998, Bowe et al. 1999, Chaw et al. 2000, Rydin et al. 2002, Soltis
et al. 2002). En contraste, el uso de diferentes genes y de diferentes métodos de
reconstruccion conduce a incongruencias respecto a las relaciones entre los cinco linajes de
plantas con semilla vivientes, es decir las relaciones de los cuatro 6rdenes de gimnospermas

(Ginkgoales, Cycadales, Gnetales, Coniferales) y las angiospermas (Chaw et al. 1997,
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Stefanovic et al. 1998, Bowe et al. 1999, Chaw et al. 2000, Magallon y Sanderson 2002,
Rydin et al. 2002, Soltis et al. 2002, Burleigh y Mathews 2007a y 2007Db).

En particular la posicion de Gnetales es ambigua, ya que en diferentes reconstrucciones
aparece como grupo hermano de las coniferas (Chaw et al. 1997, Bowe et al. 2000, Rydin et
al. 2002, Rydin y Kallersjo 2002) o como grupo hermano de Pinaceae —arreglo que es
denominado gne-pine hypothesis (Bowe et al. 2000, Chaw et al. 2000, Sanderson et al. 2000,
Gugerli et al. 2001, Magallén y Sanderson 2002, Burleigh y Mathews 2004). También se han
reportado filogenias donde las gnetales aparecen como el grupo mas tempranamente
divergente entre las gimnospermas vivientes (Schmidt y Schneider-Poetsch 2002) vy
topologias donde se pone en duda la monofilia de las gimnospermas, con Gnetales como
grupo hermano de las angiospermas -arreglo que es denominado “hipotesis antofita”
(Stefanovic et al. 1998, Rydin et al. 2002) o como el grupo hermano de todas las plantas con
semilla (Chaw et al. 2000, Magallon y Sanderson 2002, Rydin et al. 2002).

Para resolver inconsistencias entre diversas reconstrucciones, se ha planteado que los
analisis simultaneos pueden representar una herramienta poderosa para lograr un consenso
entre topologias incongruentes (Nixon y Carpenter 1996). Por lo tanto, mediante la
combinacion, puede obtenerse la informacion requerida para resolver relaciones profundas y
superficiales de la filogenia de las coniferas, uniendo matrices nucleotidicas de evolucion
lenta y rapida, ademas de que el incremento en el nimero de caracteres informativos en la
matriz aumenta la confiabilidad de las hipdtesis de relaciones taxicas (Nixon y Carpenter
1996, Rydin et al. 2002, Soltis et al. 2002). Intuitivamente, la suma de datos podria aumentar
la resolucion de las ramas de la filogenia, sin embargo, puede ocurrir que la adiciéon de
matrices incongruentes entre si -es decir matrices cuyos datos apoyen diferentes relaciones
entre las ramas- conduzca a reconstrucciones erroneas (Burleighs y Mathews 2007a) .

Se ha argumentado que las incongruencias entre estas hipdtesis de divergencia son
atribuibles a la atraccion de ramas largas o a la saturacion de la sefial de las terceras
posiciones y de las transiciones (Bowe et al. 2000, Sanderson et al. 2000, Rydin et al. 2002,
Soltis et al. 2002), a sesgos en el muestreo de taxa (Rydin y Kallersjo 2002), a sefiales
independientes determinadas por el organelo de origen del gen (Rydin et al. 2002, Soltis et al.
2002) o a diferencias en la metodologia de reconstruccion empleada (Soltis et al. 2002,
Burleigh y Mathews 2004 y 2007b). Los trabajos de Burleigh y Mathews (2004, 2007a y
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2007b) muestran que la heterogeneidad en la sefial filogenética entre loci no es atribuible a las
diferencias en el organelo de origen de cada gen o al muestreo de taxa y que no existe
evidencia de que la heterogeneidad en la tasa de evolucion entre linajes o genes afecte los
analisis filogenéticos de méxima verosimilitud. Las inferencias de maxima verosimilitud
basadas en matrices concatenadas de 12 genes favorecen la hipotesis gne-pine, mientras que
las reconstrucciones con maxima parsimonia o las que incluyen Gnicamente sitios rapidos
favorecen la hipdtesis de Gnetales como grupo hermano de todas las plantas con semilla
(Burleigh y Mathews 2007a 'y 2007b). De acuerdo con los analisis de bootstrap parametricos,
la hipdtesis gne-pine es la mas corroborada por diferentes loci y la matriz de concatenada de
12 genes (Burleigh y Mathews 2007b). Sin embargo los caracteres morfologicos no sustentan
plenamente la relacion de hermandad entre Pinaceae y Gnetales, ya que este arreglo
implicaria escenarios de evolucion paralela o bien de pérdida de caracteres en Gnetales (Hart
1987, Burleigh y Mathews 2004)

Inferencia del tiempo de divergencia
Una vez establecida una hipotesis filogenética con base en caracteres nucleotidicos, es posible
utilizar los mismos marcadores moleculares para establecer tiempos de divergencia entre
linajes. Basandose en estudios comparativos de secuencias de aminoacidos, Zuckerkandl y
Pauling (1965) propusieron la hipdtesis del reloj molecular, la cual postula que la tasa de
evolucion de una proteina es aproximadamente constante a través del tiempo. Tal postulado
implica la posibilidad de estimar tiempos de divergencia entre linajes, utilizando el nimero de
diferencias de un gen entre dos ramas como un reloj molecular. Sin embargo los analisis
comparativos de secuencias nucleotidicas han revelado que la constancia en la tasa de
evolucion de un gen entre linajes debe de ser probada, ya que las variaciones en la tasa de
mutacion, la seleccion natural, el tamafio efectivo de la poblacional y el efecto del tiempo
generacional pueden afectar la constancia en la tasa de evolucion e impiden establecer un
reloj molecular (Ayala et al. 1996, Ayala 1999, Bromham y Penny 2003).

Entonces, para aplicar el reloj molecular, es necesario probar la constancia de tasas entre
linajes. Cuando se encuentran linajes heterogeneos es posible eliminar dichas ramas para
establecer el reloj, sin embargo esta solucion implica pérdida de informacion. En afios

recientes se han propuesto diversas metodologias que permiten establecer relojes locales o
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penalizar la heterogeneidad en determinadas ramas de una filogenia para calcular tiempos de
divergencia sin asumir constancia en las tasas. De estos métodos, destaca el desarrollado por
Sanderson (2002) llamado Penalized Likelihood (PL), el cual se basa en un modelo que
constrifie las fluctuaciones de tasas de sustitucion con una penalizacién para la “rugosidad”,
es decir para la velocidad a la que varian las tasas entre ramas vecinas. La penalizacion se
expresa como un pardmetro de suavidad que es determinado a partir de una prueba de
validacién cruzada y que permite analizar linajes con cambios que pueden ser altamente
penalizados (donde las tasas son casi constantes) y otros con heterogeneidad entre linajes
Entonces, para datos que se comportan de acuerdo al modelo de reloj molecular se obtienen
valores de penalizacion altos (Sanderson 2002, Rutschmann 2006).

La determinacion de tiempos de divergencia junto con las topologias filogenéticas nos
brindan evidencia para probar hipétesis paleontoldgicas, ya que el tiempo calculado en el que
existié el ultimo ancestro comun de dos linajes divergentes puede ser comparado con el
tiempo durante el cual existieron los grupos involucrados en tales hipétesis. Por un lado, de
acuerdo con Florin, pudo haber derivado apartir de un ancestro tipo Walchia durante el
Carbonifero Superior-Pérmico Inferior y por otro lado de acuerdo con Meyen, el ancestro
correponderia a un tipo Voltzia y la divergencia ocurriria durante el Pérmico Superior-Trasico
Inferior. Debido a la incertidumbre relativa a las relaciones téxicas dentro del clado de las
gimnospermas, en este trabajo se presenta un andlisis filogenético usando secuencias
publicadas, correspondientes a cuatro genes nucleares y de cloroplasto, que son comdnmente
utilizados en sistematica vegetal. Dicha filogenia se usé como templado para la validacién de
hipotesis paleobotanicas relativas al origen de la escama ovulifera, por un lado, estimando el
tiempo de divergencia de las pinaceas y el resto de las coniferas y por otro lado, mapeando
sobre dicha filogenia, caracteres morfologicos de estructuras reproductivas de coniferas
vivientes para reconstruir los caracteres del ultimo ancestro comin de las coniferas. La
filogenia se usé también como restriccion para la reconstruccion de una filogenia morfolgica
que incluye a los organismos fosiles para encontrar evidencias respecto a los eventos de

divergencia entre los organismos propuestos como ancestros de las coniferas modernas.
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Materiales y Métodos

Filogenia de las coniferas modernas

Para la inferencia filogenética, se obtuvo una matriz combinada de marcadores moleculares
con secuencias obtenidas del Genbank, de dos genes nucleares y dos genes de cloroplasto -los
genes ribosomales nucleares 18S (18S rDNA) y 26S (26S rDNA), y los genes de cloroplasto
ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa (rbcL) y maturasa K (matK)- de 23 géneros
representativos de las nueve familias de coniferas y de los restantes 3 Ordenes de
gimnospermas (Tabla 1). Las alineaciones se realizaron a mano en el programa Se-Al 1.0
(Rambaut 1996) y posteriormente se eliminaron las 3as posiciones del codén del gen rbcL y
todos los sitios no informativos para parsimonia. Para la busqueda del arbol maés
parsimonioso se realiz6 una bdsqueda heuristica con 100 réplicas de adicion al azar y un
intercambio de ramas TBR considerando los gaps como 5to estado de caracter, incluso
cuando los gaps abarcaron mas de un sitio, como esta implementado en el programa PAUP*
4.0b (Swofford 2000). Para conocer el apoyo estadistico de las ramas se efectud un analisis de
bootstrap con 500 réplicas y los mismos parametros de bdsqueda usados para la

reconstruccion.

Reconstruccién de caracteres ancestrales y reconstruccién filogenética con caracteres
morfoldgicos.
Para inferir los caracteres morfologicos del dltimo ancestro comdn de las coniferas se utilizé
el programa MacClade 4.02 (Maddison y Maddison 2001), en el cual se construy6 una matriz
de carécteres morfologicos de los ejes reproductivos femeninos de las familias modernas de
coniferas y representantes de los otros érdenes de gimnospermas como grupos externos, la
reconstruccion se baso en las interpretaciones de Aase (1915), Florin (1954), Endress (1996),
Nixon y Carpenter (1996), Stitzel y Réwemkamp (1999), Tomlinson y Takaso (2002),
Mundry y Stutzel (2004) y observaciones propias.

Los carécteres incluidos fueron (1) simetria del eje, (2) compresion dorsoventral, (3)
numero de apéndices estériles, (4) fusion de la bractea y el eje reproductivo, (5) proporcién

Tabla 1. Especies, secuencias y nimeros de acceso al Genbank, usados en los analisis
filogenéticos y de estimacion del tiempo de divergencia.

Taxa

18S rDNA 26S rDNA matK rbcL
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grupo externo Equisetum hyemale U18500 u90713
Angiospermas Oryza sativa AF069218 M19228 AF148650 D00207
Lycopersicon esculentum X51576 X13557 L14403
Ginkgoales Ginkgo biloba AB029355  U90672 AJ235804
Cycadales Cycas circinalis L12674
Cycas revoluta AB029356 U90673
Cycas panzhihaensis AF143440
Zamia furfuracea u90677 AF202959
Zamia pumila M20017
Gnetales Gnetum gnemon U42416 Ua0710 L12680
Welwitschia mirabilis D85299 U90708 AJ235814
Ephedra nebrodensis u90709
Ephedra sinica D38242 D10732
Pinaceae Abies grandis U90683?
Abies lasiocarpa X79407 AB029664
Abies veitchii AB015649
Pinus canariensis AB019823
Pinus cembra U90681 AB019832  AB019795
Pinus wallichiana X750802
Phyllocladaceae Phyllocladus trichomanoides D38244 AF249654
Podocarpaceae Podocarpus costalis D38473
Podocarpus gracilor X58135
Podocarpus macrophyllus U90685 AF228111
Nageia nagi D16447
Araucariaceae Araucaria agustifolia U90691 u96470
Araucaria excelsa D38240
Agathis australis U90692
Agathis borneensis D85302 AB027310
Agathis macrophylla AB023975
Sciadopityaceae Sciadopitys verticillata D85292 U90698 AB023994  L25753
Taxaceae Taxus baccata X59453 U90695 AB023996
Taxus mairei D16455 AB027316
Torreya grandis U90696
Torreya nucifera D38249 AB030137  AB027317
Cephalotaxaceae ~ Cephalotaxus harringtonia u90697 AB030138
Cephalotaxus wilsoniana D38241 AB027312
Taxodiaceae Taiwania cryptomeroides D38250 U90700 AF152211 L25756
Cryptomeria japonica D85304 U90703 AF152184 L25751
Cupressaceae Juniperus communis U90705
Juniperus conferta AF152197 L12573
Juniperus chinensis D38243
Calocedrus decurrens D85293 U90707 AF152178 L12569

entre el eje y la bractea, (6) proporcidn entre los apéndices estériles y el 6vuo, (7) grado de
fusion de los componentes del eje, (8) posicion, (9) direccion y (10) ndmero de o6vulos
(Apéndices 1y 2). Los caracteres fueron mapeados en la filogenia para estimar los estados de
caracter del ultimo ancestro comdn, bajo el supuesto de maxima parsimonia. Aquellos nodos

en los que el cardcter ancestral resulté ambiguo, se resolvieron acelerando los cambios
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(optimizacion ACCTRAN; Farris, 1970), lo cual implica que los cambios ocurrieron en los
linajes basales y no en las ramas derivadas, lo cual es congruente con el registro fosil.

En el presente trabajo las estructuras portadoras de 6vulos con crecimiento determinado,
situadas en la axila de una bractea fueron consideradas como homélogas a ejes reproductivos
con crecimiento determinado. Los haces vasculares multiples, caracteristicos de las escamas
ovuliferas de las coniferas modernas, fueron interpretado como remanentes de apéndices
estériles, entonces, se considerd que el nimero aproximado de haces vasculares reflejaria el
numero de apéndices estériles en cada eje. La posicién del évulo fue codificada Unicamente
bajo un criterio topoldgico sin asumir que un evento evolutivo determinado causo el
desplazamiento (polarizacion o recurvamiento). Debido a que la relacion taxonémica de
Gnetales con Coniferales es controversial, también se realizaron reconstrucciones de
caracteres ancestrales considerando a Gnetales como grupo hermano de Pinaceae y como
grupo hermano de todas las coniferas.

Con el objetivo de establecer la cercania entre los taxa actuales y los fosiles, en la
matriz se incluyeron coniferas fdsiles (Apéndices 1 y 2) con base en las interpretaciones
taxonémicas y morfologicas de Clement-Westerhorf (1988). Los taxa incluidos son (a) la
familia Walchiaceae —Utrechtiaceae (Mapes y Rothwell 1991)- que incluye cuatro géneros del
Carbonifero Superior-Pérmico Inferior, distribuidos en Europa, China y Norteamérica:
Walchia, Ernestiodendron, Otovicia y Ortiseia. (b) La familia Majonicaceae, que incluye los
géneros Majonica, Dolomitia y Pseudovoltzia, distribuidos en Europa durante el Pérmico
Superior y los géneros (c) Ullmania (Pérmico Superior; Europa y China); (d) Voltzia
(Pérmico Superior-Tridsico Inferior; Europa) (e) Sashinia (Pérmico Superior; Europa
Oriental) y (f) Thuringiostrobus (Carbonifero Superior-Pérmico Inferior; Europa). Para
obtener la topologia mas parsimoniosa se realiz6 una busqueda de branch and bound, como
esta implementada en PAUP*4.0b (Swofford 2000), restringiendo la busqueda mediante la
inclusion de la topologia obtenida con caracteres moleculares como arbol backbone y
considerando polimérficos los cardcteres multiples para cada taxa. Para evaluar el apoyo
estadistico de las ramas se realizd una prueba de bootstrap de 100 réplicas mediante el

algoritmo de busqueda heuristica con 10 réplicas de adicion de taxa al azar
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Estimacion del tiempo de divergencia de las coniferas

Ademas de la matriz combinada para los cuatro genes, se generaron matrices de alineacion
independientes para cada uno de los genes. Usando el criterio de AIC, implementado en el
programa Modeltest 3.06 (Posada y Crandall 1998), se selecciond el modelo evolutivo que
mejor se ajusta a cada una de las secuencias. Para obtener el modelo evolutivo més apropiado
para la matriz combinada, se excluyeron los mismos caracteres que en el analisis filogenético
(los sitios no informativos y las 3as posiciones de rbcL). Para esta parte del analisis, el gen
matK fue excluido debido a la falta de secuencias representativas de todos los géneros (Tabla
1). Los parametros de verosimilitud obtenidos en Modeltest se usaron para calcular la
distancia de las ramas en PAUP*4.0 (Swofford 2000), usando el arbol de méxima parsimonia
de caracteres nucleotidicos como restriccion.

Para estimar el tiempo desde la divergencia entre Pinaceae y el resto de las coniferas,
se aplicd el método de Verosimilitud Penalizada (PL por sus siglas en inglés; Sanderson
2002), implementado en el programa r8s 1.01 (Sanderson 2001). El parametro de suavidad
para cada secuencia fue obtenido usando un criterio de validacion cruzada. Para fijar la edad
de la divergencia entre angiospermas y gimnospermas, se usO la aparicion de
Cordaitanthaceae en el registro fosil -325 millones de afios (ma; Beck 1966). Los primeros
registros fosiles de Pinus, y Araucariaceae se usaron para establecer la edad de las
divergencias Abies-Pinus y Araucariaceae-Podocarpaceae -140 ma y 200 ma, respectivamente
(Alvin 1960, Stockey 1982).
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Resultados

Filogenia de las coniferas

Se encontré un sélo arbol mas parsimonioso, con base en los 688 sitios informativos de la
matriz combinada. En general, todas las ramas que sostienen a las familias tienen un apoyo
bootstrap mayor al 50%, sin embargo, la rama que sostiene a Torreya y Taxus no esta bien
soportada (Figura 7). La topologia obtenida sugiere (a) la monofilia de las coniferas, (b)
relacion de grupos hermanos entre Gnetales y coniferas, (c) una relacion de grupos hermanos

entre Cycadales y Ginkgo y (d) monofilia de las gimnospermas.

Figura 7. Arbol mas parsimonioso derivado de una matriz combinada de los genes 18S rDNA,
Calocedrus

Juniperus

Cryptomeria

Taiwania
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Taxus

Cephalotaxus
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28S rDNA, rbcL y matK, encontrado con una busqueda heuristica y 100 réplicas de adicion al
azar. Los numeros arriba de las ramas corresponden a valores de bootstrap para 500 réplicas.

Identidad del altimo ancestro comun de las coniferas modernas
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La presencia de ejes reproductivos femeninos compuestos, bilaterales y dorsoventralmente
comprimidos, compuestos por una seccion estéril conspicua, es una condicién plesiomorfica
presente en Pinaceae, Araucariaceae, Sciadopityaceae, Taxodiaceae y Cupressaceae, con
excepcion de algunos miembros de Taxodiaceae, como Cunninghamia lanceolata, donde la
parte estéril se encuentra extremadamente reducida. En contraste, la reduccién de la porcion
estéril del eje, la perdida de dorsoventralidad y la apariencia carnosa, son caracteres derivados
que aparecen independientemente en las familias Phyllocladaceae-Podocarpaceae y en
Cephalotaxaceae-Taxaceae (Figura 8).

El dnico caracter que resultd ambiguo para el nodo del ultimo ancestro comdn de las
coniferas modernas es el nimero de 6vulos por eje reproductivo. Cuando este caracter es
codificado binariamente con los estados de caracter presencia/ausencia (P/A), se tiene como
resultado tres caracteres: (1) P/A de un évulo, (2) P/A de dos dvulos y P/A de méas de dos
Ovulos. Para los tres caracteres el estado ancestral resulté en ausencia. Cuando este caracter es
codificado multiestado (0 = un O6vulo, 1 = dos dvulos y 2 = mas de dos O6vulos), la
reconstruccion resulta ambigua, pero si se utiliza la optimizacion ACCTRAN el estado
ancestral resulta un 6vulo (Figura 8).

Entonces el ancestro hipotético portaria ejes reproductivos bilaterales comprimidos
dorsoventralmente, que se desarrollan libres de la bréactea. El eje estd compuesto por mas de
cinco apéndices estériles fusionados que rebasan el apice de la bractea y un s6lo ovulo
invertido que no rebasa el apice de los apéndices estériles. El Unico caracter afectado por la
hipbtesis gne-pine -donde Gnetales es un grupo hermano de Pinaceae- es el nimero de
apéndices estériles por eje reproductivo, que resultaria menor a cinco.

A partir de la busqueda de branch and bound con caracteres morfologicos para
coniferas vivientes y fosiles -utilizando como &rbol back-bone aquel que representa las
relaciones familiares de la topologia presentada en la figura 7- se encontré un arbol mas
parsimonioso de 44 pasos con bajo apoyo estadistico (Figura 9). De acuerdo con esta
topologia, las coniferas del Pérmico Superior-Tridsico Inferior (Majonicaceae, Voltzia y

Ullmania) representan ramas derivadas relacionadas con Taxodiaceae y Cupressaceae, que a
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Figura 8. Reconstruccion de caracteres ancestrales por maxima parsimonia. En las ramas con
lineas punteadas no se resolvid el estado de caracter correspondiente.
su vez se agrupan monofiléticamente con todas las coniferas vivientes. Walchiaceae se agrupa
parafiléticamente con Pinaceae, indicando que las coniferas mas recientes comparten un
altimo ancestro comun con esta familia del Carbonifero Superior-Pérmico Inferior. En el
arbol resultante los géneros con simetria radial -Sashinia y Thuringiostrobus- se encuentran
monofiléticamente relacionados y representan a un grupo hermano de los grupos modernos de

coniferas (Figura 9).

Ginkgoales
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£|: Ephedraceae
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9 Phyllocladaceae

Podocarpaceae
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Ullmania
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Figura 9. Relaciones filogenética de las coniferas vivientes y fosiles. Arbol mas parsimonioso
inferido a partir de caracteres morfoldgicos (apéndices 1y 2). Los nimeros arriba de las ramas
muestran los indices de 100 réplicas de bootsrap.

Adicionalmente se hizo una inferencia restringiendo las busqueda con un arbol
backbone con la topologia que representa la hipdtesis gne-pine, a partir de la cual se
obtuvieron 21 arboles méas parsimoniosos de 48 pasos (datos no mostrados). El arbol de
consenso estricto de los 21 &rboles muestra un grupo monofilético en el que se incluyen las

coniferas del Pérmico Superior-Triasico Inferior y el resto de las coniferas modernas excepto
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Pinaceae. Este grupo monofilético forma una politomia junto con Pinaceae, Walchiaceae,
Gnetales , Sashinia y Thuringiostrobus. En general las diferencias etre las 21 topologias se
observan en las relaciones entre Sashinia y Thuringiostrobus y el grupo gne-pine, que en
todas las topologias se encuentra cercanamente relacionado con Walchiaceae (datos no

mostrados).

Estimacién del tiempo de divergencia de Pinaceae y las otras familias de Coniferales
modernas

De acuerdo con los resultados arrojados por Modeltest, se determiné que dos modelos de
evolucion molecular se ajustan mejor a las diferentes matrices de alineacion: general time
reversible (GTR; Rodriguez et al. 1990) para 18S rDNA y para la matriz combinada de tres
genes y Tamura y Nei (TrN; Tamura y Nei 1993) para las secuencias 26S rDNA y rbcL
(Tabla 2).

Tabla 2. Modelos de evolucion usados para la estimacion de longitud de ramas para estimar
tiempos de divergencia, proporcidén empirica de sitios invariantes y el pardmetro Gamma para

cada matriz nucleotidica, obtenidos con Modeltest.

Secuencia Modelo Proporcion de sitios  Parametro
invariantes Gamma

18S rDNA TIM+1+G* 0.5712 0.5440

26S rDNA TrN+1+G 0.2294 0.5487

rbcL TrN+1+G 0.5561 1.4173

3 genes GTR+I+G 0.4728 0.6287

*El modelo transicional (TIM) es una variacion del modelo General Time Reversible (Posada, 1998)

El valor mas bajo obtenido del anélisis de validacion cruzada para cada secuencia fue
seleccionado como el parametro de suavidad para penalizar el analisis de verosimilitud para
calcular el tiempo de divergencia de la familia Pinaceae. Se obtuvieron diferentes estimados a
partir de cada una de las matrices, con fechas que van desde el Pérmico Inferior hasta el
Triasico Inferior (Tabla 3). La divergencia mas temprana se obtuvo del gen 26S rDNA (272
ma, Pérmico Inferior), mientras que la mas reciente se obtuvo del gen 18S rDNA (239 ma,

Triasico Inferior). A partir de la matriz combinada, se estimo6 un tiempo de divergencia de 261
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ma que corresponde al Pérmico Inferior. A pesar de que los estimados resultaron diferentes

para cada matriz, la desviacion estdndar para el promedio es relativamente pequefia (13 ma).

Tabla 3. Estimados de tiempo de divergencia (ma) para los linajes de gimnospermas y
coniferas, con 4 diferentes matrices y el promedio para cada nodo. Los nimeros en negritas

corresponden al estimado del grupo corona de Coniferales.

Evento de divergencia 18S rDNA 26S rDNA rbcL 3genes  promedio+DS
Angiospermas/Gimnospermas 325.00 325.00 325.00 325.00 325.00+00
Ginkgoales-Cycadales/Otras gimnospermas ~ 314.89 folakal 276.14 291.75 294.26+19
Ginkgoales/Cycadales falekal 257.94 falekal 254.01 255.97+03
Gnetales/Coniferales 275.86 275.04 ol 284.39 278.43+05
Pinaceae/otras coniferas 238.69 271.65 254.93 260.90 256.54+13
Araucariaceae/Podocarpaceae 200.00 200.00 200.00 200.00 200.00+00
Pinus/Abies 140.00 140.00 140.00 140.00 140.00+00
Araucariaceae/Sciadopityaceae 222.59 Hx 206.03 229.94 219.52+12
Sciadopityacaeae/Taxaceae 179.31 134.1 190.90 208.69 178.25+32
Cephalotaxaceae/Taxaceae 117.90 92.25 104.73 falekal 104.96+12
Taxaceae/Taxodiaceae 127.62 ok 114.94 133.76 125.44+10

***No calculado debido a que la rama se colapso por tener una longitud de 0
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Discusioén

La utilizacion de una matriz combinada para la inferencia filogenética permitid obtener un
arbol con valores de apoyo relativamente altos (Figura 7). Las hipdtesis de relaciones taxicas
entre las coniferas implicitas en este arbol son congruentes con algunos trabajos publicados
(Chaw et al. 1997 y 2000, Bowe et al. 2000, Rydin et al. 2002, Soltis et al. 2002). Sin
embargo, las relaciones entre los linajes de gimnospermas muestran una relacion téxica
dudosa entre Ginkgo y las dos cycadas incluidas —Cycas y Zamia. Este arreglo contradice las
topologias basadas en multiples genes obtenidas mediante reconstrucciones de maxima
verosimilitud (ML) de Chaw et al. (2000), de Bowe et al. (2000) con ML, neighbor-joining, y
Maéaxima Parsimonia (MP) y los analisis de Rydin et al. (2002). En estos casos, Ginkgo
aparece como grupo hermanos del clado compuesto por Gnetales y Coniferales, 0 como grupo
hermano del resto de las gimnospermas. Esta hipdtesis de relacion cercana entre Ginkgo y
Cycadales ha sido obtenido también por Chaw et al. (1997) y Soltis et al. 2002 y esta
sustentada por un indice de bootstrap de 75%, sin embargo esta asociacién podria resultar de
un artefacto de atraccion de ramas largas o un sesgo atribuible la falta de muestras de cycadas.

Hasebe (1997), resaltd el hecho de que, en contraste con los datos morfoldgicos, los
datos moleculares apoyan el clado Ginkgo-Cycadales. Incluso, de acuerdo con Bowe et al
(2000), cuando se usa Unicamente el gen nrl8S como marcador molecular, dicho
agrupamiento es constante independientemente del método de reconstruccion. Por otro lado,
Rydin et al. (2002), encontraron mediante analisis cladistas y Bayesianos de matrices
multigénicas una tricotomia entre Ginkgoales, Cycadales y Gnetales-Coniferales. Mientras
que los genes LEAFY/NEEDLY (LFY/NLY), -los cuales participan en procesos del desarrollo
de estructuras reproductivas de las plantas con semilla- también indican que Cycadales se
encuentran mas cercanamente relacionado con Ginkgo, que con cualquier otro taxa (Frohlich
y Parker 2000). De acuerdo con el registro fésil, Ginkgoales muestra una minima evolucién
morfoldgica desde su aparicion (Zhou 1997), incluso conserva gametas masculinas moviles,
caracter que comparte con cycadales y que no esta presente en ningun otro grupo de plantas
con semilla (Poort et al. 1996). Dado lo anterior es razonable apoyar las relaciones entre
ambos clados, sin embargo es necesario desarrollar analisis mas detallados respecto a las

relaciones de Ginkgo con el resto de las gimnospermas.
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La hipdtesis de grupos hermanos entre Gnetales y Coniferales mostrada en este trabajo

ha sido reportada en otros trabajos (Chaw et al. 1997, Bowe et al. 2000, Rydin et al. 2002,
Rydin y Kéllersjo 2002), sin embargo existe mas evidencia molecular que apoya la hipétesis
gne-pine (Burleigh y Mathews 2007b), por lo cual para las inferencias de caracteres
ancestrales y la filogenia de coniferas vivientes y fosiles, también se consider6 esta hipotesis.
La topologia obtenida aqui puede ser el resultado de un sesgo causado por el gen 18S, ya que
los analisis de Burleigh y Mathews (2007a) muestra que con este gen es muy probable inferir
la topologia que soporta la monofilia de las coniferas, incluso cuando este no es el arbol
verdadero. Actualmente la evidencia molecular apunta a que las Gnetales son mas cercanas a
las coniferas que a cualquier otro grupo, sin embargo permanece la incertidumbre acerca de la
relacion entre Pinaceae y Gnetales, ya que los caracteres morfoldgicos y caracteristicas del
genoma del cloroplasto no la sustentan plenamente (Hart 1987, Raubeson y Jansen 1992,
Donoghue y Doyle 2000, Burleigh y Mathews 2004)

De acuerdo con el mapeo de caracteres sobre la filogenia molecular presentada en éste
trabajo, el eje reproductivo ancestral es muy similar a una escama ovulifera de Pinaceae.
Debido a que existen hipétesis alternativas relativas a las relaciones entre gnetofitas y
coniferas, se evaluaron ambas hipotesis de relaciones taxicas para la inferencia de caracteres
ancestrales, obteniendo los mismos estados para el ancestro comdn mas reciente, con
excepcion del nimero de apéndices estériles. En el contexto de las coniferas como grupo
monofilético, este ancestro portaria mas de cinco apéndices estériles por eje reproductivo,
mientras que en el contexto de la hipdtesis gne-pine, el ancestro portaria maximo cinco
apéndices estériles.

Un punto critico respecto a las hipotesis de ancestria de las coniferas es el grado de
fusion de los componentes del eje, ya que el ancestro inferido presentaria fusion total, mientras
que las coniferas del Paleozoico y Mesozoico presentan apéndices libres o parcialmente
fusionados, caracter que también esta presente en algunos géneros actuales (v. gr.
Cryptomeria), por lo que se ha planteado que la fusién de componentes ocurrié en los linajes
tempranamente divergentes. Otra posibilidad es que la fusion haya ocurrido en diferentes
linajes paralelamente, por lo que el ancestro podria presentar estructuras sin fusionar y
paralelamente ocurriria fusién en diferentes linajes lo cual es también congruente con la

hipdtesis gne-pine.
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La reconstruccién filogenética con coniferas fosiles favorece el escenario de evolucién
paralela, ya que las coniferas modernas comparten un ultimo ancesto comun con Walchiaceae,
familia en la cual no estan fusionados los componentes del eje reproductio femenino. Esta
topologia también es congruente con el planteamiento de Florin, ya que las coniferas del
Pérmico Superior-Tridsico Inferior representan formas intermedias asociadas con ramas
derivadas de Coniferales. Sashinia y Thuringiostrobus divergieron antes y por lo tanto no
representan a los estados ancestrales de las coniferas vivientes.

De acuerdo con las fechas obtenidas con base en diferentes matrices de alineacion
nucleotidica, la divergencia de Pinaceae pudo ocurrir desde el Pérmico Inferior hasta el
Tridsico Inferior en un intervalo de 32 ma. Sin embargo, con excepcion de la fecha arrojada
por el marcador nr18S el resto de las fechas caen en el intervalo de tiempo de la existencia de
Walchiaceae (Pérmico Inferior, en el limite con el Pérmico Superior). Ademas de Florin, otros
paleobotanicos han relacionado este grupo con el origen de las coniferas -principalmente con

las pinaceas (Lam 1954Crane 1985, Miller 1999,)-, no sélo por su morfologia, sino también
porque su amplia distribucion en toda Laurasia favorece la hipotesis de que a partir de este
grupo de gimnospermas se diversificaron las coniferas que actualmente se encuentran en
todos los continentes (Florin 1963). Finalmente, con este analisis no se encontrd evidencia a
favor de las hipotesis de Clement-Westerhof (1988) y Meyen (1984) que postulan
respectivamente a Thuringiostrobus y Sashinia —coniferas con ejes reproductivos femeninos
con simetria radial- como los ancestros directos de Majonicaceae.

Las evidencias obtenidas con herramientas de evoluciéon y sistematica molecular,
permiten poner a prueba hipdtesis relativas a la historia evolutiva de las plantas. La resolucion
de polémicas paleobotanicas abre las puertas a nuevos cuestionamientos en el estudio de la
biologia, especificamente, a cudles son los procesos evolutivos implicados en la evolucién
morfoldgica. Por ejemplo, Florin (1951) y Lam (1954) recurrieron a la teoria telémica de
Zimmermann para explicar los patrones transicionales en la evolucion de estructuras
vegetales de las gimnospermas, argumentando una serie de transformaciones desde
Walchiaceae hasta las coniferas modernas. Los adelantos del conocimiento relativo a los
procesos genéticos del desarrollo detras del cambio morfoldgico permitirian explicar tanto
cambios graduales como cambios abruptos en la escala del tiempo geoldgico, lo cual es

congruente con la diversidad de formas actuales y los patrones filogenéticos. Por ejemplo, los
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eventos de fusidn son atribuibles a procesos heterocronicos como la aceleracién, mientras que
la pérdida o ganancia de 6rganos, las heterotopias y los cambios en la simetria de los ejes se
asocian con cambios drasticos en la expresion de genes reguladores del desarrollo. De tal
manera, que la investigacion concerniente a las bases moleculares del desarrollo en las plantas
con semilla, proporcionaré las bases para establecer los procesos involucrados en la evolucion

morfoldgica de las coniferas.
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CAPITULO 2. LA EVOLUCION DEL DESARROLLO Y LOS GENES
LEAFY/FLORICAULA Y NEEDLY EN LAS PLANTAS CON SEMILLA

La genética evolutiva del desarrollo en plantas

A partir de la ultima década del Siglo XX, el descubrimiento y caracterizacion de genes
implicados en la morfogénesis de estructuras y érganos de angiospermas ha permitido el
establecimiento de los mecanismos genético-moleculares involucrados en la evolucion
morfoldgica de las plantas con semilla (Carrol et al. 2001, Wilkins 2002). Los primeros genes
del desarrollo caracterizados provenian de organismos vegetales “modelos” como
Arabidopsis thaliana (Brassicaceae) y Antirrhinum majus (Scrophulariaceae), sin embargo, el
alto nivel de conservacion nucleotidica de éstos posibilitd el descubrimiento de numerosos
genes homologos en diversos linajes de las plantas. El estudio comparativo de estos genes en
el marco de la sistematica filogenética y de la evolucion de caracteres morfologicos ha
conformado un nuevo campo interdisciplinario de investigacion denominado “genética
evolutiva del desarrollo en plantas” —en inglés, plant evolutionary developmental genetics o
plant evodevo.

La genética evolutiva del desarrollo parte de diferentes tipos de evidencias para
determinar cudles son los cambios genético-moleculares que subyacen a la evolucion
fenotipica. Por ejemplo, mediante los analisis de hibridizacion in situ es posible comparar
patrones de expresion de genes entre especies distantes. Las similitudes en patrones de
expresion de genes asociados a determinadas estructuras u drganos dan evidencia de
conservacion de funciones y homologia de 6rganos, mientras que las diferencias de expresion
asociadas a variaciones morfoldgicas, permiten plantear hipétesis relativas a los mecanismo
causales de la variacion fenotipica (Bharathan et al. 2002, Pruitt et al. 2003, Dong et al.
2005). Sin embargo, la similitud de patrones de expresién de determinados genes entre
especies lejanas no siempre implica conservacion de funciones, por lo que las pruebas de
expresion heterdloga de genes en plantas transgénicas permiten inferir si genes de linajes
divergentes son capaces de activar los mismos genes de una red regulatoria en un organismo
modelo como Arabidopsis. Esto es generalmente posible ya que los genes reguladores se
encuentran muy conservados a nivel de secuencias, de tal manera que la construccion de

genes quiméricos y la aplicacién de la técnica de microarreglos, ha revelado que parte de los
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cambios asociados con la evolucién fenotipica han ocurrido en regiones regulatorias de los
mismos genes (regulacion-Cis) o de los genes blanco. Finalmente, las pruebas de evolucion
molecular permiten el reconocimiento de sustituciones de reemplazo asociadas a cambios de
funcion génica y la deteccion de eventos de seleccidn natural (Martinez-Castilla y Alvarez-
Buylla 2004), mientras que el analisis filogenético de las secuencias de los genes implicados
en redes regulatorias permite reconstruir eventos de diversificacion y duplicacion génica,
asociados a la evolucion morfologica (Alvarez-Buylla et al. 2000, Becker y Theissen 2003,
Irish 2003)

La genética del desarrollo en las coniferas

En contraste con las angiospermas, existen pocos trabajos relativos a la genética del
desarrollo de las coniferas. Los tiempos generacionales de las coniferas son relativamente
grandes, lo cual implica dificultades para la implementacion de metodologias transgénicas,
que permitan pruebas de expresion constitutiva y/o de expresion heterologa, asi como la
generacion de constructos con genes reporteros. Sin embargo la evidencia obtenida a través
de la comparacion de patrones de expresion de mensajeros y la reconstruccién de filogenias
de estos genes posibilita el establecimiento de inferencias referentes a los cambios genéticos
que subyacen a la evolucion morfoldgica de las coniferas.

Los esfuerzos de investigacion se han concentrado en la familia Pinaceae,
particularmente en los géneros Pinus y Picea, para los cuales se han caracterizado diversos
genes pertenecientes a la familia MADS, algunos con homologia clara a las familias génicas
propuestas para angiospermas y otros que podrian conformar nuevos linajes unicos para
coniferas y/o gimnospermas (Tabla 4). La expresion de los genes MADS encontrados en
coniferas se asocia con la formacion de organos foliares y de estructuras masculinas y/o
femeninas (Tabla 4). De acuerdo con las relaciones filogenéticas de los genes y las pruebas de
expresion heterologa en Arabidopsis, se ha establecido que la funcion de los genes se
encuentra ampliamente conservada en los linajes vivientes de las plantas con semilla.

Tabla 4. Genes reguladores estudiados en coniferas

gen

Expresion en

Arabidopsis Referencia

Orto6logo en a b|c]|d
Arabidopsis

al \aZ
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MADS1 AGL2 Pinus radiata DIG |no |[Nb |[no [no |no Mouradov et al. 1998b
PrMADS2 |AGL6 Pinus radiata DIG |no |[Nb |[no [no |no Mouradov et al. 1998b
PrMADS3 |AGL6 Pinus radiata DIG |no |DIG|DIG|Nb |no Mouradov et al. 1998b
DAL 1 AGL6 Picea abies R R |R |[R |R [|adelantoen la Tandre et al. 1995
floracién Carlsbecker et al. 2004
PrDGL AP3/PI Pinus radiata no [no |DIGno [no |no Mouradov et al. 1999
DAL 11/13 |AP3/PI Picea abies no |no DIG|no |no |no Sundstrom et al. 1999
CjMADS1/2|AP3/PI Cryptomeria japonicajno |no |[Nb |no |no |no Fukui et al. 2001
DAL 2 AG Picea abies R no [Nb [no |no [flores similares aag [Tandre et al. 1995
Tandre et al. 1998
SAG 1 AG Picea mariana DIG |no |DIG|no |no [flores similares a ag |Rutledge et al. 1998
DAL 3 TM3 Picea abies Nb? Nb |? |Nb |no Tandre et al. 1995
DAL 10 nueva familia |Picea abies R R |no [ho [no [adelantoen la Carlsbecker et al. 2003
floracién
PaAP2L1 |AP2 Picea abies R no no [? |RT |no Nilsson et al. 2007
PaAP2L2 |AP2 Picea abies RT? RT [? |RT |afectada larosetay |Vahalaetal. 2001
las flores Nilsson et al. 2007
PaAP2L3 |AP2 Picea abies R no ? R |R Nilsson et al. 2007
PtANTL1 |ANT Pinus thunbergii DIG IDIGIRT |[RT [?  |no Shigyo y Ito 2004
PtAP2L1 |AP2 Pinus thunbergii DIG [DIG|RT [RT [? |no Shigyo y Ito 2005
PtAP2L2 |AP2 Pinus thunbergii DIG |[DIG|RT |[RT [?  |no Shigyo y Ito 2006
PRFLL LFY Pinus radiata no |no |Nb |? [Nb |no Mellerowicz et al. 1998
PcLFY LFY Pinus caribaea DIG? DIG|DIG|DIG|complementacidn en|Dornelas y Rodriguez
plantas Ify 2005¢c
PaLFY LFY Picea abies R R R R [R |no Vazquez-Lobo et al. 2007
PodLFY LFY Podocarpus reichei |R R R |[R |R |no Vazquez-Lobo et al. 2007
TgLFY LFY Taxus globosa R R |R R [R |no Vazquez-Lobo et al. 2007
NEEDLY |nueva familia |Pinus radiata DIG |DIG|DIG|DIG|DIG|Adelanto en la Mouradov et al. 1998a
(NLY) floracion
complementacion en
plantas Ify
PaNLY NLY Picea abies R R R R [R |no Vazquez-Lobo et al. 2007
PodNLY  |NLY Podocarpus reichei R R IR R [R |no Vazquez-Lobo et al. 2007
TgNLY NLY Taxus globosa R R IR R [R |no Vazquez-Lobo et al. 2007

a, expresion en estructuras femeninas; al, expresion en escama ovulifera; a2 expresion en bractea; b,
expresion en conos masculinos; ¢, expresion en primordios foliares u hojas; d, expresion en meristemo
apical.

Nb, expresion detectada por Northern blot
RT, expresion detectada por RT-PCR
DIG, expresion detectada por hibridizacion in situ con fluorescencia
R, expresion detectada por hibridizacion in situ con radiactividad

? el estudio no permite distinguir con precision la ubicacion de los mensajeros
Particularmente, la conservacion de funciones ha sido probada en los genes de la

funcién B, es decir los genes asociados con el desarrollo de los pétalos y los estambres en las

angiospermas, que en coniferas se expresan especificamente en conos masculinos (Tabla 4).
Ademas, los ortélogos de AGAMOUS (AG) DAL2 y SAGL, encontrados en Picea abies y
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Picea mariana, ademas de expresarse especificamente en las escamas ovuliferas, se expresan
en conos masculinos, lo que indicaria que este gen como en las angiospermas, se expresa en
ambos tipos de tejidos y puede estar involucrado tanto en la diferenciacion de las escamas
ovuliferas como en la diferenciacion de las microespordfilas.

El desarrollo de estudios en familias diferentes de coniferales, resultaria fructifero ya
que la morfologia de las estructuras reproductivas femeninas ha divergido a tal grado entre las
nueve familias del Orden, que los criterios embrioldgicos y topoldgicos no son suficientes
para el establecimiento de hipotesis robustas de homologia de 6rganos entre diferentes linajes.
La diversificacion de las estructuras reproductivas observada actualmente entre las familias de
coniferas ocurri6 presumiblemente en un tiempo relativamente corto. Entonces, la
comparacion de patrones de expresion de genes asociados especificamente con la
diferenciacion de determinados 6rganos, podria brindar evidencias relativas a la homologia
organos entre estructuras divergentes, mientras que la comparacién de patrones de genes con
funciones relativas a la estructura, la bilateralidad y la dorsoventralizacion, podrian esclarecer
el origen y la naturaleza de las estructuras asociadas a 6vulos.

En contraste con los ejes de Pinaceae, Araucariaceae 0 Taxodiaceae, donde se
observan multiples estructuras portadoras de Ovulos -escamas ovuliferas-, lignificadas y
comprimidas dorsoventralmente, en las familias Podocarpaceae-Phyllocladaceae y Taxaceae-
Cephalotaxaceae los conos estan compuestos por una o dos estructuras asociadas a évulos con
apariencia carnosa. De acuerdo con las observaciones detalladas del desarrollo de estas
estructuras, tales diferencias podrian estar relacionadas con cambios en los patrones de
expresion y en las redes de regulacion de genes del desarrollo, implicados en la transicion de
la fase vegetativa a la reproductiva, en el tiempo de determinacion del meristemo apical y la

dorsoventralizacion.

La participacion de LEAFY en el inicio de la floracién y la estructura de la inflorescencia

La identificacion de muchos de los genes involucrados en la morfogénesis vegetal ha sido
posible mediante el anélisis de mutantes fenotipicas, lo cual ha facilitado asociar a cada gen
con una funcion determinada en el desarrollo. En general, la interrupcion de la expresion de
los genes reguladores puede causar cambios en la arquitectura general de la planta o puede

afectar directamente el desarrollo de determinados 6rganos o estructuras. Entre tales mutantes
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fenotipicas destacan los fenotipos leafy de Arabidopsis thaliana y floricaula de Antirrhinum
majus, en los cuales las flores son sustituidas por ramas laterales, y las flores que llegan a
formarse son indeterminadas y sus 6rganos muestran anormalidades (Carpenter y Coen 1990,
Shultz y Haughn 1991). El estudio de estas mutantes llevd al descubrimiento un gen del
desarrollo implicado en la transicion del crecimiento vegetativo al inicio de la floracién —
denominado por las mutantes: LEAFY/FLORICAULA (LFY/FLO)- y que codifica para un
factor de transcripcion Unico en las plantas (Coen et al. 1990, Weigel et al. 1992), el cual ha
sido encontrado y caracterizado en mdltiples linajes de las embriofitas (por ejemplo, Anthony
et al. 1993, Hofer et al. 1997, Kyozuka et al. 1998, Souer et al. 1998, Molinero-Rosales et al.
1999, Shu et al. 2000, Gocal et al. 2001, Busch y Gleissberg 2003).

La expresion de LFY es detectable en bajos niveles en estadios vegetativos del
desarrollo de plantas silvestres de A. thaliana, particularmente en los primordios foliares.
Cuando se incrementa la expresion de este gen en las periferias del meristemo apical, los
primordios que generalmente se diferencian en hojas, se convierten en meristemos florales, en
los cuales continua la expresion de LFY durante los primeros estadios del desarrollo de la flor,
por lo que LFY es generalmente clasificado como un gen de identidad de meristemo (Levy y
Dean 1998, Parcy 2005). La relacion de LFY con la transicién a la fase reproductiva es méas
clara en el contexto de la expresion constitutiva de este gen, ya que en las plantas transgénicas
35S::LFY, las ramas secundarias son sustituidas por flores y puede desarrollarse
tempranamente una flor terminal (Weigel y Nilsson 1995). En A. thaliana existen dos vias
para el cambio de fase vegetativa a reproductiva; por un lado, existe una promocién asociada
con el fotoperiodo, ya que en periodos de dias largos se induce la floracion y por otro lado,
existe una promocion enddgena o autonoma, que permite la formacion de flores en
fotoperiodos cortos y que esta relacionada con la produccion de giberelinas; en ambos casos
existe un incremento de la expresion de LFY. Particularmente, se ha probado que existe una
interaccion directa entre las giberelinas y el promotor de la transcripcion de LFY (Blazquez y
Weigel 2000) y que en contextos de mutantes de produccion de giberelinas, los mensajeros de
este gen son practicamente indetectables (Blazquez et al. 1998).

Se ha probado que la expresion de LFY no es suficiente para el inicio de la floracion,
ya que en las plantas Ify algunas flores anormales llegan a formarse debido a que existe otro

factor de transcripcion asociado a éste fenomeno denominado APETALA 1 (AP1; Irish y
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Sussex 1990, Bowman et al. 1993, Weigel y Meyerowitz 1993). Las mutantes apl son
similares al fenotipo Ify, ya que los meristemos florales son parcialmente transformados en
meristemos de inflorescencia y los dos verticilos externos son sustituidos por estructuras
foliares, ademé&s, ambos genes causan floracién temprana cuando son expresados
constitutivamente, lo cual implica que las funciones de ambos genes se sobrelapan (Bowman
et al. 1993, Weigel y Meyerovitz 1993, Mandel y Yanofski 1995). Ambos genes se regulan
positivamente, ya que en las mutantes apl decrece la expresion de LFY y la expresion
constitutiva de LFY adelanta la expresion de AP1. Sin embargo, existe una via de activacion
de AP1 independiente de LFY, que permite que este gen se active, compensando parcialmente
la ausencia de LFY (Bowman et al. 1993, Parcy et al. 1998, Wagner et al. 1999). Ademas de
LFY y AP1, se han identificado otros genes requeridos para el cambio de fase, por ejemplo:
APETALA2 (AP2), CAULIFLOWER (CAL) y FRUITFULL (FUL) (Shannon y Meeks-Wagner
1993, Ferrandiz et al. 2000). Una vez establecido el meristemo floral, Gnicamente LFY es
requerido para el mantenimiento de la identidad de éste meristemo, lo cual se atribuye por un
lado a la regulacion positiva de LFY sobre AGAMOUS (AG) y por otro lado, a la regulacion
negativa que ejerce sobre TERMINAL FLOWER (TFL), gen encargado de regular el
mantenimiento del meristemo de inflorescencia (Parcy et al. 2002). Finalmente, una vez
establecido el meristemo floral, LFY también interviene activando directa o indirectamente
los genes de identidad de 6rganos florales (Parcy et al. 1998, Lamb et al. 2002, Riechmann y
Wellmer 2005). Este gen participa en dos eventos independientes: en la activacion de la
transicion de la fase vegetativa a la reproductiva y en la morfogénesis floral, regulando

positivamente los genes de las funciones ABC (Parcy et al. 1998).

La evolucidn de los genes LEAFY/FLORICAULA y NEEDLY en las plantas con semilla

Mediante los estudios realizados en LFY, ha sido posible establecer con certidumbre la
funcion de éste gen, incluyendo con cuales proteinas interactla, qué genes participan en su
regulacion y cuales genes son regulados por éste. Dada la amplia diversidad de plantas del
planeta y la antigliedad de los linajes de embriofitas, es dificil pensar que tales caracteristicas
estdn conservadas en especies filogenéticamente lejanas del sistema modelo que es
Arabidopsis. Sin embargo, los estudios en otros linajes han revelado una amplia conservacion

de funciones y ciertas divergencias, que seran discutidas a continuacion.
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A diferencia de otros genes reguladores, los genes LFY/FLO suelen encontrarse en una
sola copia en los genomas diploides de las angiospermas (Baum et al. 2005). Sin embargo se
han encontrado obvias excepciones en linajes poliploides, donde copias con aparente
equivalencia funcional han sido reportadas —por ejemplo, Nicotiana (Solanaceae), Malus
(Rosaceae), Triticum y Zea (Poaceae) (Kelly et al. 1995, Wada et al. 2002, Bomblies et al.
2003, Shitsukawa et al. 2006)-, ademas, de la familia Brassicaceae donde se han encontrado
duplicaciones de reciente origen sin evidencia de divergencia funcional (Baum et al. 2005).
Por otro lado, en las gimnospermas existe un gen paralogo denominado NEEDLY (NLY), que
de acuerdo con las evidencias filogenéticas se duplico en el origen de las plantas con semilla
y posteriormente se perdio en el linaje de las angiospermas (Frolich y Parker 2000). Aunque
pruebas de expresion heteréloga muestran equivalencia funcional entre LFY/FLO y NLY
(Mouradov et al. 1998a), existen diferencias en los patrones de expresion entre ambos genes,
lo cual es interpretable como evidencia de diversificacion de funciones (Vazquez-Lobo et al.
2007).

Reportes iniciales (Mellerowicz et al. 1998) indicaban que los genes LFY/FLO y NLY
se expresan diferencialmente en tejidos masculinos femeninos, ya que hibridizaciones
Northern blot, con genes ortélogos del gen LFY/FLO de Pinus radiata (PRFLL; Mellerowicz
et al. 1998), sugieren expresion en estructuras vegetativas y masculinas, sin embargo, no se
detectaron mensajeros en estructuras femeninas. En contraste, los patrones de expresion
espacio-temporales del gen NLY en Pinus radiata, establecidos a través de hibridizaciones in
situ (Mouradov et al. 1998a), indican que este gen se expresa en primordios del cono
femenino, primordios de las bracteas y primordios de escamas ovuliferas, mientras que los
transcritos de este gen fueron detectados en menor nivel en primordios de conos masculinos y
de fasciculos.

Esta supuesta diferencia en patrones de expresion llevd al planteamiento de la
hipotesis denominada “The mostly male theory on the evolutionary origin of flowers” (Frolich
y Parker 2000, Frolich 2002 y 2003), que plantea que la adquisicion del hermafroditismo
floral de las angiospermas se relaciona con la pérdida del pardlogo NLY en este linaje. De
acuerdo con los resultados de Mellerowicz et al. (1998), LFY/FLO sélo estaria involucrado en
la determinacion de estructuras masculinas, por lo tanto la funciéon de activacion de

diferenciacion de organos femeninos fue adquirida por LFY/FLO en un ancestro hipotético
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con afinidades gimnospermales, que portaria flores masculinas y desarrollaria ectopicamente
dvulos. Sin embargo, la expresion diferencial entre genes LFY/FLO y NLY, no gha sido
corroborada en experimentos independientes con diferentes especies de gimnospermas, por lo
tanto la participacion del gen LFY/FLO en la aparicion de ejes reproductivos hermafroditas es
dudosa.

Una prueba de que la funcion de los genes LFY/FLO se encuentra altamente
conservada entre diferentes linajes es que en las especies en las que se han caracterizado
mutantes fenotipicas, atribuibles a cambios en genes homélogos de LFY/FLO, se observan
caracteristicas similares a las de los fenotipos de lineas leafy y floricaula; por ejemplo
también en Pisum (Fabaceae), Zea (Poaceae), Lycopersicon y Petunia (Solanaceae) se
observa un retraso en la floracion, las flores son parcialmente indeterminadas y portan
érganos sepaloides, carpeloides y/o con similitud a 6rganos foliares (Hofer et al. 1997, Souer
et al. 1998, Molinero-Rosales et al. 1999, Bomblies et al. 2002). Ademas, las comparaciones
de secuencias de aminoacidos de las proteinas LFY/FLO y NLY evidencian dos regiones
altamente conservadas, incluso entre briofitas y plantas con semilla: el dominio C -mas
cercano al final de la transcripcion- contiene un dominio de union a DNA de
aproximadamente 180 aminoacidos, mientras que el dominio N no es esencial para la union,
sin embargo, podria regular la actividad del dominio C (Maizel et al. 2005).

Otra evidencia de la conservacion de funciones, surge de las observaciones de los
patrones de expresion del gen, ya que en general existe conservacion del tiempo y el lugar
donde se transcriben los mensajeros. En la mayoria de las especies estudiadas — por
mencionar algunas, Carica papaya (Caricaceae), Eucalyptus globulus (Myrtaceae), Hevea
brasilensis (Euphorbiaceae), Jonopsidium acaule (Brassicaceae), Gnetum parvifolium
(Gnetaceae), Nicotiana tabacum (Solanaceae), Vitis vinifera (Vitaceae), y Zea maiz
(Poaceae), (Kelly et al. 1995, Southerton et al. 1998, Shu et al. 2000, Shindo et al 2001,
Bomblies et al. 2002, Carmona et al. 2002, Dornelas y Rodriguez 2005b, Yu et al. 2005)-, los
transcritos de LFY/FLO se ubican en primordios de 6rganos florales y de flores antes de la
diferenciacion -en las gimnospermas en los primordios de Organos reproductivos. Las
principales desviaciones respecto a este patron las encontramos en ciertos pastos como Oryza
sativa, Lolium temulentum y Triticum aestivum (Poaceae), en los cuales la funcion de los

genes LFY/FLO se asocia con la formacion de la inflorescencia, mas que con la diferenciacién
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del meristemo floral, ya que en ninguno de esos casos se encontraron mensajeros en los
primordios florales, en cambio, los transcritos se acumulan en los primordios del paniculo o
de la espiga. En estadios mas avanzados de estas especies, la expresion vuelve a detectarse en
primordios de 6rganos florales externos —lema, gluma y palea- pero no en los verticilos
internos que componen los estambres y carpelos (Kyozuka et al. 1998, Gocal et al. 2001,
Shitsukawa et al. 2006), por lo que se puede inferir que en el linaje de pastos denominado
clado-BEP, existe un cambio evolutivo en la regulacién de estos genes, que se asocia con
cambios en la estructura de la inflorescencia.

La asociacién de la expresion de genes LFY/FLO con el desarrollo de las hojas no es
clara, ya que en Arabidopsis, a pesar de que este gen se detecta en primordios foliares, no se
observa ningun defecto ni en las lineas mutantes, ni en las lineas con expresion constitutiva o
con expresion heteréloga de genes LFY/FLO provenientes de otras especies. Sin embargo, en
lineas mutantes de Pisum y Lotus (Fabaceae), ademas de los cambios relacionados con el
inicio de la floracion, también la fase vegetativa es afectada, ya que estas plantas portan hojas
compuestas y en las mutantes se observa pérdida de foliolos o transformacion completa a
hojas simples (Hofer et al. 1997, Dong et al. 2005), lo cual evidencia que en diferentes linajes
la funcion de LFY/FLO se ha diversificado involucrando otros genes cascada abajo en la red
de regulacion, conservando la funcion clave en la determinacion del meristemo floral. En
monocotiledéneas no se ha detectado expresion asociada a primordios foliares, por lo que
podria postularse que las evolucién foliar en este linaje se relacionan con los cambios de
expresion de éstos genes. Sin embargo, no existe un patron claro para ciertas especies de
eudicotileddneas en las que no se ha detectado expresion en primordios foliares —por ejemplo:
Brassica oleraceae (Brassicaceae), Cedrela fissilis (Meliaceae) y Titanotrichum oldhamii
(Gesneriaceae) (Anthony et al. 1993, Wang et al. 2004, Dornelas y Rodriguez 2005a).

AUn en presencia de patrones de expresion similares entre diferentes especies es
necesario determinar si los transcritos observados pueden traducirse en factores de
transcripcion funcionales, sobre todo en aquellos linajes para los cuales no se han
desarrollado lineas transgénicas y/o mutantes, en las cuales se puede probar directamente la
funcién del gen. Una evidencia indirecta de la funcién del gen puede obtenerse mediante
pruebas de expresion constitutiva en lineas silvestres o Ify de Arabidopsis, lo cual es posible

fusionando un promotor viral de la transcripcion -usualmente el promotor viral 35S- con el
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gen homologo a LFY/FLO de la especie bajo estudio -debido a que los genes provienen de
otras especies, se dice que es una expresion heterdloga- y transformando con este constructo a
Arabidopsis. En el caso de la transformacion de lineas mutantes Ify, la conservacion de
funciones se infiere cuando se recupera el fenotipo silvestre, mientras que en lineas silvestres
se espera el mismo efecto que en la sobreexpresion 35S::LFY.

Se ha reportado que la expresion heteréloga en mutantes Ify con genes homoélogos de
LFY/FLO puede causar la recuperacion total del fenotipo silvestre (Mouradov et al. 1998a,
Dornelas y Rodriguez 2005a, 2005b y 2005c). Mientras que en las lineas silvestres de
Arabidopsis, la sobreexpresion heter6loga causa un efecto similar a la de 35S::LFY
(Southerton et al. 1998, Rottman et al. 2000, Shindo et al. 2001, Wada et al. 2002, Ordidge et
al. 2005) Curiosamente, las transformaciones 35S::NFL y 35S:: RFL -los genes LFY/FLO de
Nicotiana y Oryza- en plantas Ify, solamente recuperan parcialmente el fenotipo silvestre,
mientras que la transformacion de plantas silvestres de Nicotiana y Oryza con el constructo
35S::LFY resultan en floracion temprana. En contraste, en aquellas que son transformadas con
35S::NFL o 35S::RFL, el adelanto en la floracién es minimo o nulo (Ahearn et al. 2001,
Chujo et al. 2003), lo cual sugiere por un lado, divergencia funcional de los genes NFL y RFL
y por otro lado, conservacion de las secuencias regulatorias de los genes blanco en estas
especies.

Las pruebas de expresion heter6loga en plantas Ify, con genes homdlogos a LFY/FLO
clonados fuera del linaje de las angiospermas, deben interpretarse con cautela, ya que la
imposibilidad de recuperacion del fenotipo silvestre, no implica necesariamente divergencia
funcional. La evidencia fésil indica que las angiospermas y las gimnospermas divergieron
hace aproximadamente 325 millones de afios, por lo tanto es muy posible que tanto los genes
reguladores como sus genes blanco hayan evolucionado independientemente, conservando sus
funciones de forma paralela. Aunque se ha reportado recuperacion completa del fenotipo
silvestre con genes de Pinus radiata, Pinus caribaea (NLY y PcLFY; Mouradov et al. 19983,
Dornelas y Rodriguez 2005c), también se ha reportado recuperacion parcial, con los genes
LFY/FLO de P. radiata (PRFLL) y Gnetum parvifolium (GpLFY), y NLY de Welwitshchia
(Shindo et al. 2001, Maizel et al. 2005), por lo que se podria inferir divergencia funcional, ya

que ademas, estos genes sélo activan un gen corriente abajo en pruebas de microarreglos,
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mientras que los de las angiospermas pueden activar 13 de los 16 que es capaz de activar LFY
en plantas silvestres de Arabidopsis (Maizel et al. 2005).

Finalmente, los genes LFY/FLO, también estan presentes en pteridofitas (Himi et al.
2001) y briofitas (Tanahashi et al. 2005) y sus patrones de expresion estan asociados con el
desarrollo de drganos reproductivos. Por lo tanto es posible asumir que los genes LFY/FLO
conforman una funcion clave en el desarrollo de las estructuras reproductivas de todas las
plantas con semilla, la cual se encuentra ampliamente conservada en diversos linajes, mientras
que los cambios en secuencia, patrones de expresion y relacién en redes regulatorias de estos
genes pueden ser asociados con la evolucion morfologica de estructuras en ciertos linajes
como es el caso de los pastos. Dada la poca informacién relativa a la genética del desarrollo
en coniferas, es interesante explorar los patrones de expresion de genes LFY/FLO y NLY en
formas divergentes de coniferas, en busqueda de los mecanismos genéticos y del desarrollo

que subyacen a la evolucion morfoldgica de este grupo.
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CAPITULO 3.

Characterization of the expression patterns of LEAFY/FLORICAULA and
NEEDLY orthologues in female and male cones of the conifer genera Picea,
Podocarpus and Taxus: implications for current evo-devo hypotheses for

gymnosperms
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Conclusiones

Los analisis de la morfologia y la evolucion molecular en el contexto filogenético,
presentados en la primera parte de esta tesis brindan evidencia sobre el origen del grupo
corona de las coniferas. Los resultados indican que la divergencia de los linajes vivientes
ocurrio durante el Pérmico Superior a partir de ancestros tipo Walchia, lo cual es congruente
con la aparicion independiente de ejes sin compresion dorsoventral, o con un reducido
nimero de componentes estériles o sin fusion, como los presentes en Podocarpaceae,
Taxaceae, Taxodiaceae y Cupressaceae. Los grupos del Tridsico formnan parte del grupo
corona, relacionandose directamente como grupos hermanos de las familias modernas. Estos
andlisis se coroborarian mediante la inclusién de otros carécteres en el andlisis, ya que se han
descrito restos fosiles que incluyen ramas, hojas y conos masculinos, por lo tanto se podria
aumentar el nimero de caracteres y por lo tanto se podrian obtener resultados mas robustos.
De acuerdo con el mapeo de caracteres morfologicos sobre la filogenia molecular, la
reduccion del namero de complejos portadores de dvulos en los conos y las modificaciones
anatOmicas que producen conos con apariencia carnosa ocurrieron en tres linajes
independientemente y por modificaciones del desarrollo diferentes - Podocarpaceae,
Taxaceae y Cupressaceae. Los procesos evolutivos subyacentes a estas modificaciones
permanecen inciertos, ya que podria tratarse de adaptaciones a dispersion de semillas, sin
embargo, la aparicidn de estas estructuras ocurrio muchos millones de afios antes del origen
de los dispersores actuales, por lo tanto es dificil probar hipotesis adaptativas. Sin embargo,
los estudios de evolucion del desarrollo permiten esclarecer cuéles fueron los cambios
evolutivos de los procesos del desarrollo involucrados en la evolucion de estas innovaciones.
El estudio comparativo de patrones de expresion de genes reguladores LFY/FLO en
tres especies de Coniferales, presentado en la segunda parte de esta tesis, revela que existen
diferencias en el lugar y el tiempo de expresion de estos genes en tres tipos de conos
femeninos y por lo tanto, estos cambios podrian estar relacionados con la reduccion en el
numero de complejos portadores de évulo por cono. Dados estos resultados, es interesante
incluir en la comparacion al género Juniperus, ya que también presenta una aceleracion en el
tiempo de determinacion del cono y por lo tanto el gen ortélogo de LFY/FLO podria estar

también involucrado. Ademas, es necesario estudiar otros genes para descubrir las bases
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genéticas del desarrollo que subyacen a las modificaciones morfoldgicas relacionadas con el
cambio en nimero, forma y tiempo de desarrollo de estructuras estériles asociadas al 6vulo.
Particularmente, seria interesante estudiar en Podocarpus, Taxus, Cryptomeria y Juniperus
aquellos genes que estan asociados con la diferenciacion de drganos, por ejemplo los
ortdlogos de AGAMOUS, como DAL2 y SAG1, que en Picea se expresan exclusivamente en
la escama ovulifera.

Dada la diversificacion de patrones del desarrollo en las coniferas, no sélo es
trascendente el estudio de sus estructuras reproductivas femeninas, sino también de la
evolucion de las hojas y las ramas, particularmente la aparicién de los fasciculos en Pinaceae
y la ocurrencia de hojas primarias y secundarias en todo el orden. Las aproximaciones
utilizadas en este trabajo pueden aplicarse en el estudio de dichos caracteres y en conjunto
con el estudio de las estructuras reproductivas, podria dibujarse un panorama completo de la

evolucion de las coniferas desde el Pérmico Superior hasta nuestros dias.
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Apéndice 1

Codificacion de caracteres

1. Simetria del eje (0) radial, (1) bilateral. Este caracter no es aplicable a Ginkgo, donde el eje
reproductivo esta compuesto por dos 6vulos pedunculados. Los ejes bisimétricos de
Ephedraceae y Welwitschiaceae son considerados bilaterales y Gnetaceae, cuyos ejes
reproductivos estan conformados Unicamente por el 6vulo incluyendo sus tres tegumentos es
codificado como radial.

2. Dorsoventralidad (0) eje sin compresion dorsoventral, eje comprimido dorsoventralmente
(1). Se consideran con compresion dorsoventral a aquellos ejes con una marcada
dorsoventralidad. Tanto Gnetaceae como Ephedraceae son codificados con (0) ya que la
dorsoventralidad en estos grupos es incipiente. De acuerdo con el registro fosil en la
condicion ancestral no existia dorsoventralidad, caracter que fue acentuandose a través del
tiempo.

3. Numero de apéndices estériles (0) cero a cinco, (1) mas de cinco. Se consideran apéndices
estériles aquellos componentes del eje no asociados con el évulo, como las bracteas en
Gnetales y los haces vasculares de las escamas ovuliferas en Coniferales, de acuerdo con las
interpretaciones de Florin.

4. Asociacion escama ovulifera-bractea (0) el eje o la escama ovulifera crece libre de la
bractea, (1) ambas estructuras se encuentran fusionadas. En Araucariaceae la bractea se
encuentra casi fusionada a la escama ovulifera casi en su totalidad, excepto en el apice y es
codificada con (1). En Taxodiaceae encontramos generos como Cunninghamia, donde el
caracter no es aplicable, ya que no existe escama ovulifera o como Cryptomeria, donde la
bractea y la escama ovulifera se fusionan solo en la base del complejo, asi que esta familia se
codificé como polimorfica.

5. Longitud de la bractea respecto a la escama ovulifera o al eje reproductivo (0) el apice de la
bractea no alcanza el apice de la escama ovulifera o del eje (1) la bractea rebasa el apice de la
escama ovulifera o del eje o es del mismo largo. De acuerdo con el registro fésil la condicion
ancestral es la de ejes ascociados a bracteas que no alcanzan el apice del eje. En la familia
Pinaceae este caracter no es constante y es codificado como polimorfico (01). Abies bracteata

y Pseudotsuga presentan complejos donde la bractea rebasa el apice de la escama ovulifera.
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Para Taxodiaceae y Cupressaceae existe evidencia de que la bractea es el componente mas
conspicuo del complejo portador de 6vulos.

6. Longitud de las estructuras estériles respecto al 6vulo (0) el apice del évulo no es rebasado
por los apéndices estériles del eje (1) el apice de los apéndices estériles rebasan al évulo.
Dentro de Coniferales Gnicamente en Taxaceae y Phyllocladaceae encontramos ejes
reproductivos donde el apice del évulo no es cubierto por el arilo.

7. Grado de fusion de los apéndices del eje (0) apéndices libres, (1) apéndices parcialmente
fusionados, (2) apéndices totalmente fusionados. En los ordenes basales de gimnospermas no
existe fusion de los componentes del eje, excepto en Welwitschiaceae, donde las bracteolas se
encuentran fusionadas en la base junto con el 6vulo. En Coniferales la condicién mas comun
es la presencia de apéndices completamente fusionados, con excepcion de Cryptomeria que
presenta apéndices parcialmente fusionados en la base, y las familias Phyllocladaceae,
Taxaceae y Cephalotaxaceae, donde el apéndice estéril esta representado por un arilo que se
desarrolla independientemente del évulo y que no muestra evidencia de ser producto de una
fusion de apéndices.

8. Posicidn del 6vulo (0) ejes femeninos con 6vulos terminales, (1) dvulos laterales. Florin
(1951) plantea que la lateralizacion del évulo es consecuencia del recurvamiento de la
megaesporofila mientras que Clement-Westerhof (1988) y Schweitzer (1963) plantean que el
6vulo se desplazo a una posicion lateral. En este caso se codificé como lateral dependiendo de
la posicidn respecto a la escama ovulifera o a la megaesporofila (Cycadales),
independientemente de la causa de la lateralizacion.

9. Direccion del 6vulo (0) invertido, (1) erecto. Se codificaron como invertidos aquellos
6vulos cuyos micropilos estan claramente dirigidos a la axila del eje reproductivo.

10. Numero de 6vulos por eje reproductivo (0) uno, (1) dos (2) méas de dos. En la mayor parte
de las familias el nimero de 6uvlos por eje permanece constante. En los Gnicos linajes donde

varia el namero de 6vulos encontramos regularmente mas de dos 6vulos por eje.

Apéndice 2
Matriz de datos morfoldgicos. Se presentan los estados de caracter para cada taxon y los 10

caracteres definidos en el apéndice 1.

Taxon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ginkgoales ? 0 0 0 0 ? 0 0 0 1
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Cycadales
Gnetaceae
Ephedraceae
Welwitschiaceae
Pinaceae
Phyllocladaceae
Podocarpaceae
Araucariaceae
Sciadopityaceae
Taxaceae
Cephalotaxaceae
Taxodiaceae
Cupressaceae
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Walchiaceae
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Thuringiostrobus
Sashinia
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