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Capitulo 1

Introduccion general

1.1 La filogeografia

La distribucion actual de la variacidon genética en las poblaciones de una misma especie,
o bien entre especies muy cercanamente emparentadas, es el resultado tanto de procesos
contemporaneos, como de eventos historicos de diversa naturaleza (deriva génica, flujo
génico, desplazamiento del intervalo de distribucion, cambios demograficos, etc.). La
huella genética que dejan estos procesos es estudiada por la filogeografia para abordar la
historia reciente de la distribucion de las poblaciones y explicar los patrones de
distribucion de la variacion genética (Avise, 2000; Cruzan & Templeton, 2002; Avise
2009).

La posibilidad creciente de contar con datos provenientes de marcadores
moleculares de DNA variables, asi como el desarrollo de un cuerpo tedrico coherente (la
teoria de coalescencia) para poder inferir las genealogias de genes abrio la posibilidad de
estudiar de manera integrativa la historia de la distribucion de los linajes genéticos
(Emerson & Hewitt, 2005). La filogeografia permite estudiar las relacion entre las
genealogias de genes y la distribucidon espacial de la variaciéon genética para inferir la
historia evolutiva de poblaciones, variedades, subespecies y especies cercanamente
emparentadas. Para ello, es necesario integrar la informacion proveniente de diferentes
fuentes como el registro fosil, la paleoclimatologia, las genealogias de genes y la
morfologia para reconstruir los procesos histéricos que han dado origen a la distribucion
geografica actual de la diversidad genética dentro de una misma especie o entre especies
cercanamente relacionadas (Avise, 2000; Carstens & Knowles, 2007).

Los fragmentos o regiones del DNA mas informativos para estudiar la variacion
genética en este nivel (grupos de muy reciente divergencia) son aquellos que presentan
tasas de mutacion relativamente altas. En el caso de los animales el genoma maés

utilizado para inferir este tipo de procesos relativamente recientes ha sido el DNA



mitocondrial, mientras que en las plantas el DNA del cloroplasto ha servido de base para
muchos estudios (Hewitt & Emmerson, 2005; Avise, 2009; Pleines et al. 2009; Qiu et
al., 2009) en los que sus tiempos de coalescencia relativamente cortos han resultado
utiles para realizar inferencias sobre procesos muy recientes. Por otra parte, algunos
genes nucleares de copia tUnica han sido de utilidad en el estudio de patrones
filogeograficos en diversos organismos (Pleines et al., 2009); este tipo de marcadores
permiten aproximarse a procesos de divergencia mas antiguos.

En todos los casos, los marcadores moleculares de utilidad para la filogeografia
son aquéllos que son neutrales, presentan variacion a nivel intraespecifico y presentan
estados de cardcter que pueden ser ordenados (lo cual es necesario para poder establecer
relaciones de ancestria-descendencia entre los diferentes estados de caracter (Pons &
Petit, 1996; Schaal et al., 1998; Posada & Crandall, 2001). Las relaciones genealdgicas
entre las diferentes variantes genéticas (haplotipos en el caso de los marcadores
moleculares de herencia uniparental) pueden inferirse empleando las predicciones y
supuestos de la teoria de coalescencia.

Los alelos que componen la variacion genética actual en una muestra descienden
de un ancestro comun que existi6 generaciones atras; el estado actual de los alelos en esa
muestra es el resultado de la historia genealdgica y mutacional que subyace a esa
muestra (Nordborg, 2001). A cada evento en el que dos linajes genéticos convergen
hacia un ancestro comun en el pasado se le llama evento de coalescencia y la teoria de
coalescencia permite modelar, empleando algunos supuestos acerca de las fuerzas
evolutivas actuantes, la secuencia de eventos de coalescencia que unen a una muestra de
genes tomada en la actualidad con un ancestro comun en el pasado (Nordborg, 2001).

La teoria de coalescencia describe las relaciones de ancestria y descendencia de
una muestra de genes bajo un modelo y permite hacer predicciones acerca de los
patrones de variacion genética (Wakeley, 2009). El tiempo de coalescencia hacia el
ancestro comun mas reciente (Most Recent Common Ancestor, MRCA, por sus siglas en
inglés) y las formas de las genealogias se ven modificados por los procesos
demograficos (reflejados en la deriva génica), selectivos y de flujo génico que han
afectado a la poblacion o conjunto de poblaciones de las que proviene una muestra; lo

anterior posibilita inferir a partir de los patrones de variacion actuales, parte de la



historia que les ha dado origen. De este modo, la teoria de coalescencia procede de
manera retrospectiva, “yendo hacia atras en el tiempo”, reconstruyendo genealogias de
genes y permitiendo inferir parte de la historia de las poblaciones en las que éstos se
encuentran.

La genealogia de un locus en particular no necesariamente refleja de modo
preciso la historia de la genealogia de las poblaciones de una especie (Posada &
Crandall, 2001; Rosenberg & Nordborg, 2002). Esto se debe a que los linajes de un gen
pueden coalescer antes del ultimo evento de divergencia entre dos poblaciones o bien,
tener tiempos de coalescencia mas antiguos que la divergencia entre poblaciones (sobre
todo cuando ésta es muy reciente); lo anterior ocasiona que los arboles de genes y los
arboles de las especies o poblaciones no sean completamente congruentes.

El hecho de que las genealogias de genes no diverjan de manera absolutamente
sincronica con las poblaciones resulta de utilidad, pues los genomas de herencia
uniparental (como aquéllos del cloroplasto o la mitocondria), que no presentan
recombinacion y que tienen tamafios efectivos poblacionales mas pequefios que el
nucleo son mas sensibles a procesos de deriva génica (Schaal et al., 1998; Templeton,
2004). Esto ocasiona que incluso entre linajes de reciente divergencia sea posible inferir
los procesos historicos que los han afectado. Al alcanzar monofilia reciproca mas
rapidamente que los genes diploides, los marcadores haploides permiten detectar de
mejor manera eventos recientes de especiacion o de separacion entre poblaciones. En
general, para un locus dado, las inferencias sobre la historia evolutiva son mas
confiables si el tiempo medio de coalescencia para los alelos muestreados es menor que
el tiempo transcurrido entre los posibles eventos de separacion geografica entre linajes
(Avise, 2000; Wakeley, 2000; Rosenberg & Nordborg, 2002; Broughton & Harrison,
2003).

Una vez que dos poblaciones quedan aisladas entre si, la deriva génica ocasiona
que exista un arreglo aleatorio de linajes (en inglés, lineage sorting), en el que
paulatinamente se van extinguiendo al interior de cada una de ellas linajes que estaban
presentes antes del inicio de la separacion (Avise, 2000). Eventualmente, cada poblacion
queda constituida por descendientes de un ancestro comun propio, alcanzando la

condicion de monofilia reciproca. Visto el proceso desde el pasado hacia el presente, los



linajes genéticos de las poblaciones aisladas geograficamente pasan de una condicion de
polifila (en la que en ambas poblaciones se encuentran linajes que comparten un
ancestro comun primero con miembros de la otra poblacion) a una de parafilia (en la que
en una de las poblaciones se encuentran algunos linajes que tienen su ancestro comun

mas reciente en la otra) y solo finalmente alcanzan la monofilia reciproca (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Cambio en las relaciones genealdgicas entre los linajes geneticos presentes en dos poblaciones
a partir de que surge una barrera geografica entre ellas: A) Relaciones tempranas de polifilia; B) La
poblacion del lado derecho es monofilética, pero la poblacion del lado izquierdo de la barrera es
parafilética respecto a ella; ¢c) Ambas poblaciones son reciprocamente monofiléticas. El tiempo que que
transcurre entre la separacion geografica y el establecimiento de la monofilia reciproca depende del
tamafio efectivo de la poblacion N, por lo que los procesos demograficos que ocurran a ambos lados de la

barrera son relevantes.

En términos de la teoria de coalescencia, para poblaciones que han divergido
muy recientemente, el tiempo medio de coalescencia al ltimo ancestro comin mas
reciente (TMRCA) de una muestra de linajes antecede al evento de separacion (las
relaciones serian por tanto polifiléticas entre las poblaciones). El siguiente tipo de
relaciones que se pueden presentar entre los linajes de dos poblaciones es la parafilia; en
poblaciones en las que la separacion geografica es mas antigua se esperaria encontrar

que solamente una parte de los linajes presentes en una poblacion tienen su ancestro



comun mas reciente dentro de la misma, mientras que otros coalescen primero con
linajes genéticos de otra poblacion. Por ultimo, poblaciones con divergencia antigua -en
términos generales con una divergencia superior a 2N, generaciones para un marcador
haploide (donde N, es el tamafio efectivo de cada poblacion) tienen una alta probabilidad
de ser reciprocamente monofiléticas (Avise, 2000).

Cuando dos o mas poblaciones presentan divergencias antiguas (como las
resultantes de proceso de vicarianza), la presencia de variacion genética compartida
podria interpretarse como evidencia de flujo génico reciente. Sin embargo, en
poblaciones de reciente divergencia, un fendmeno que puede llevar a inferencias
erréneas es la presencia de polimorfismo ancestral compartido, el cual puede
confundirse con flujo génico reciente. Efectivamente, cuando una poblacion ancestral es
altamente polimorfica, las poblaciones resultantes pueden conservar dicho polimorfismo
en promedio durante un nimero 2N, (para marcadores haploides) de generaciones, lo
cual ocasiona que las poblaciones resultantes puedan compartir algunos alelos, aun
cuando ¢éstos se hallen en baja frecuencia (por azar) en alguna de las dos. Este patron
puede interpretarse como evidencia de flujo génico restringido o esporadico entre las
poblaciones, a pesar de ser resultado del polimorfismo ancestral (Ver Figura 1.2).
Distinguir el flujo génico reciente del polimorfismo ancestral compartido requiere
complementar la informacién genética con informacion ecoldgica, del registro fosil,
paleogeografica y en general de la historia de vida del organismo de interés (Knowles &
Carstens, 2007), de manera que se cuente con informacion independiente que permita
estimar aspectos como el tiempo de divergencia entre las poblaciones, y asi determinar
qué tan plausibles escenarios de divergencia muy reciente (polimorfismo ancestral

compartido) o bien de flujo génico posterior a una separacion.



A) Polimorfismo ancestral B) Flujo génico reciente

Presente Presente

[ Barrera geogrffica |

[ Barrera geografica |

Figura 1.2. Dos procesos diferentes pueden subyacer a la presencia de variacién genética compartida
entre dos poblaciones; A) La variacion comin a ambas poblaciones se debe a arreglo incompleto de
linajes (incomplete lineage sorting), que ocasiona que ambas poblaciones compartan polimorfismo
ancestral; B) La variacion comin a ambas poblaciones se debe a eventos de flujo génico reciente, el

polimorfismo compartido no es ancestral.

Lo anterior lleva a que para un locus dado, las inferencias de la historia evolutiva
que se hagan a partir de ¢€l, serdn mas confiables si el tiempo de coalescencia para los
alelos de una muestra son menores que el tiempo de separacion entre linajes (Broughton
& Harrison, 2003), pues ello garantizaria en principio una mayor probabilidad de que los
linajes poblacionales o especificos se hayan convertido en grupos monfiléticos. Estos
grupos monofiléticos se forman en diferentes escalas, dependiendo de los niveles de
comparacion en los que se realiza un estudio. La utilidad de un marcador molecular esta
por tanto determinada por el grado de variabilidad genética que presenta, la escala
temporal de interés y la naturaleza de los eventos de separacion o flujo que se presume
podrian haber ocurrido entre las poblaciones de interés. Se han desarrollado diferentes
métodos de analisis que buscan identificar grupos de linajes relacionados dentro de una
misma especie en el contexto de la distribucion espacial, asi como la asociacion

geografica de linajes de genes.



1.2 Distribucion de la biota en las islas

1.2.1 Tipos de islas y origen de su biota

A partir de la conjugacion de los métodos de la sistematica filogenética con el estudio de
la tectonica de placas, la biogeografia filogenética considerd tradicionalmente a la
vicarianza como que el proceso mas importante en la conformacion de los patrones de
distribucion de las especies, lo cual explicaria el origen de distribuciones disjuntas. En
este contexto, se supondria que la ampliacion en la distribucion de una especie
antecederia al surgimiento de las barreras geograficas que hacen que en la actualidad la
distribucion de un linaje sea discontinua, lo cual seria explicado como un proceso de
vicarianza clasico (De Queiroz, 2005). Los procesos de vicarianza, asociados a la
separacion de masas continentales, han sido postulados como los tnicos capaces, por lo
menos en esta escala, de producir patrones generales de distribucion para varios grupos
de taxa —incluyendo la similitud/disimilitud de la biota entre regiones-, cuya explicacion
seria uno de los objetivos centrales de la biogeografia (Patterson, 1981; Nelson &
Platnick, 1981; Morrone & Crisci, 1995)

Stace (1989) sefiald que tanto la vicarianza como la dispersion a larga distancia
han sido relevantes en la historia de la distribucion de los organismos, por lo que
deberian ser tomados en cuenta al trazar hipdtesis sobre a distribucion de taxa. Asi,
desde hace ya algunos afios, se considera importante el papel de la dispersion a larga
distancia (De Queiroz, 2005; Heany 2007), particularmente para linajes de reciente
arribo a islas y/o en casos en los que la edad de una isla es menor a la edad de los clados
que en habitan en ella.

La relevancia de diferentes procesos relacionados con el origen de la distribucion
de una especie o conjunto de ellas en las islas esta intrinsecamente relacionados con dos
grandes aspectos: 1) la naturaleza geoldgica de las islas y 2) la edad de los linajes que
habitan hoy en dia en ellas.

En términos generales existen tres tipos de islas marinas segiin de su origen
geologico: las islas ocednicas, las islas de plataforma continental y los fragmentos
continentales (Whittaker & Fernandez-Palacios, 2007).

Las islas oceanicas (Ver Figura 1.3) suelen tener un origen volcanico y nunca

han estado conectadas a masas continentales; en ocasiones el desplazamiento tectonico



es importante en su conformacion o en cambios en su posicion respecto a las masas
continentales. La dispersion a larga distancia, ha sido detectada como una fuerza
relevante en la distribucidon de especies en islas ocednicas, pues al tratarse de islas cuyo
origen no tiene que ver con el desprendimiento desde masas continentales adyacentes, en
ellas la vicarianza no juega un papel importante (De Queiroz, 2005; Heany 2007).
Ejemplos de este tipo de islas con el archipi¢lago de las Canarias y el archipiélago de
Hawaii.

Las islas continentales son islas formadas por fragmentos emergentes de la
plataforma continental sobre la cual se ubican (Figura 1.3; Whittaker & Fernandez-
Palacios, 2007), por lo general son de menor tamafio que los fragmentos continentales.
Estas islas estan separadas de las masas continentales por franjas de agua estrechas y
poco profundas, lo cual permite que durante algunos periodos glaciales estas islas
queden unidas al continente por puentes terrestres. Por el origen de su biota, las islas
continentales estan mucho mas relacionadas con los continentes cercanos y tanto la
dispersion sobre la franja relativamente pequefia de agua como el contacto recurrente
con los continentes a través de puentes terrestres suelen ser procesos relevantes. Islas
como las Vancouver o Terranova son ejemplos de islas continentales (Whittaker &

Fernandez-Palacios, 2007).



A) Islas oceanicas B) Fragmentos C) Fragmentos D) Islas continentales
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Figura 1.3 Diferentes tipos de islas y los procesos que determinan la presencia de taxa en ellas. Las islas
oceanicas, de origen mayormente volcanico, surgen separadas de las masas continentales, son colonizadas
(A) por los taxa terrestres que son capaces de dispersarse a través la distancia que las separa de tierra
firme. Los fragmentos continentales (B y C), originados principalmente por plegamiento, son islas que se
han separado de la masa continental por desplazamiento tectonico desde hace millones de afios; cuando el
origen de un taxa es posterior a la separacion su distribucion en la isla se origina por dispersion sobre el
mar (B); cuando el taxa existia en la zona desde antes de la separacion, el origen puede explicarse por
vicarianza (C). Las islas continentales, cercanas a la costa, son fragmentos elevados de la plataforma
continental, pueden establecer conexiones temporales con el continente durante periodos de disminucion
en el nivel global del mar (isostasia) durante los periodos glaciales; en estos casos ciclos de
expansion/fragmentacion reciente de las poblaciones originan la distribucion actual en las islas (Whittaker

& Fernandez-Palacios, 2007).

Los fragmentos continentales son islas que se han originado por la separacion de
pedazos de roca continental debido al desplazamiento tectonico, el cual es el principal
proceso que afecta su conformacion. Estas islas pueden asemejarse a islas oceanicas por

su localizacidon pero son islas que se originaron a partir de fragmentos viejos de roca



continental, arrastrada desde hace millones afios a su posicion actual por procesos
tectonicos (Whittaker & Fernandez Palacios, 2007; las islas de Cuba y La Espafola son
ejemplos de este tipo de fragmentos). Debido a su origen, estas islas heredan parte de su
biota de los continentes desde los cuales se formaron, aunque la especiacion in situ
puede ser intensa (Whittaker & Fernandez Palacios, 2007; Ricklefs & Bermingham,
2008). Recientemente se ha revalorado también la importancia de la dispersion a larga
distancia en las islas del tipo fragmentos continentales que han estado separadas durante
mucho tiempo de las masas que les dieron origen (Cook & Crisp, 2005; Whittaker &
Fernandez Palacios, 2007). En este contexto el arribo de algunos linajes de organismos
es reciente en comparacion con la edad de las islas y en los casos en los que no ha
habido conexiones terrestres (por ejemplo debidas al descenso en el nivel del mar), la
dispersion sobre el agua es el mecanismo mas plausible para explicar la distribucion de
ellos. Lo anterior hace que la historia que subyace los patrones de distribucion de las
especies que habitan en este tipo de islas sea compleja (Zink et al., 2000; Cook & Crisp,
2005).

El caso de la flora de Nueva Zelanda es un ejemplo claro de la relevancia de los
proceso de colonizacion desde los continentes. Si bien Nueva Zelanda es un fragmento
continental, la evidencia fosil sefiala que la mayor parte de su flora actual arrib6 a estas
islas durante el Terciario después de que la deriva continental las separ6 de Australia
durante el Cretacico (hace mas de 60 millones de afios; Pole, 1994, 2001; Jordan, 2001).

Diversos factores y procesos pueden incidir sobre la diversidad y patrones de
distribucion de las especies en las islas, entre otros: la diversificacion a partir de una
poblacion fundadora en un grupo de especies, posiblemente adaptadas a diferentes
medios fisicos; muchas colonizaciones exitosas desde una masa continental cercana;
diversificacion de la poblacion fundadora por procesos de vicarianza posteriores,
asociados a la fragmentacion de la distribucion; procesos de especiacion acelerados por
cuellos de botella y efecto fundador (Emerson, 2002). La importancia relativa de los
procesos de dispersion y vicarianza ha variado dependiendo de la edad de las islas, del
tipo de origen que tengan y de la historia ambiental de cada archipi¢lago (Emerson,

2002; Whittaker & Fernadndez Palacios, 2007).
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El caso de la biota de la Cuenca del Caribe ha sido utilizado para ilustrar esta
diversidad de procesos (Buskirk, 1985; Whittaker & Fernandez Palacios, 2007; Ricklefs
& Birmingham, 2008). En las Antillas mayores se ha encontrado evidencia de que la
mayor parte de la fauna arribé por dispersion a través del mar, siendo factores
ecologicos los principales determinantes de la posibilidad de colonizacion; al mismo
tiempo, los procesos tectonicos y ambientales habrian afectado tanto la distancia a la
que fue posible dicha colonizacién como la posibilidad de mantener o no contacto con
las poblaciones continentales de las cuales se originaron (Buskrik, 1985; Davalos, 2007).
En el segundo capitulo de esta tesis se revisara con mas detalle la relacion entre la
historia geoldgica y la biogeografia de las plantas de esta region, que es el centro de este
trabajo.

Asi, los estudios recientes de la biota en las islas han comenzado a modificar el
paradigma predominante en la biogeografia, que solia negar a priori la relevancia de los
procesos de dispersion sobre el mar (Heaney, 2007). La cuestiéon debatida en la
actualidad tiene que ver mas con la frecuencia relativa de ambos procesos (Zink et al.,
2000), asi como con la escala espacial en la que la dispersion puede ocurrir en diferentes
linajes, fluctuando de unos cuantos kiloémetros para los peces de agua dulce, hasta miles
de kilometros en el caso de los murciélagos, pasando por el intervalo de 1000 km para
las gimnospermas (Juniperus y Taxus; citado en Whittaker & Fernandez-Palacios,
2007). La flora de la region de Macaronesia (Azores, Cabo Verde y las Canarias; Kim et
al., 2008; Galbany-Casals et al., 2009) indica que la colonizacidon a grandes distancias
suele ocurrir desde los continentes hacia las islas, aunque en ventanas de tiempo
relativamente reducidas y no como un fenomeno continuo (siendo la limitacion de estas
ventanas de tiempo lo que permite radiaciones adaptativas independientes en los
archipi¢lagos; Galbany-Cassals et al. 2009). Al mismo tiempo, el movimiento posterior
de taxa entre las propias islas (incluso entre los archipiélagos) es otro fendémeno que ha

moldeado la diversidad de las islas (si bien no sus radiaciones adaptativas).
1.2.2 Colonizacion de islas y distribucion de la variacion genética

En los casos de eventos relativamente recientes de colonizacion, una

aproximacion filogenética clasica, a nivel del analisis del area de distribucion de las
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especies, puede no tener suficiente resolucion. Es en estos casos donde se puede sacar
ventaja de los métodos de analisis de la filogeografia, incorporando las genealogias de
genes, para explicar la forma en que la distribucion de plantas y animales se ha visto
afectada por procesos historicos (Beebee & Rowe, 2008). Aprovechando el escenario
que plantean los ambientes insulares, con poblaciones relativamente pequefias separadas
por barreras geograficas, los genetistas han usado lo marcadores moleculares para
examinar fendémenos como las tasas de flujo génico, el grado de aislamiento genético, la
magnitud de los efectos fundador y la tasa de evolucion para diferentes grupos en estos
ambientes (Franks, 2010). Cuando hay colonizacion a grandes distancias, se esperaria
encontrar huellas genéticas de estos eventos, que al llevar asociados procesos de evento
fundador, dejarian una marca en la estructura de las poblaciones en las islas; de la misma
manera, los patrones de flujo génico observados en la actualidad, pueden arrojar luz
sobre la importancia relativa de las barreras acuaticas en la historia de la distribucion de
organismos terrestres que habitan en las islas.

Los eventos historicos que moldean la distribucion espacial de las poblaciones de
una especie tienen efectos genéticos transitorios (Epperson, 2004); cuando ha pasado
suficiente tiempo, si los eventos histéricos que ocasionan cuellos de botella o de efecto
fundador no son repetitivos (p. €j., reducciones ciclicas en la cantidad de hébitat
disponible), el flujo génico recurrente termina por diluir estos efectos y las condiciones
de equilibrio (en el sentido de Wright, 1951; Malécot, 1975) se establecen. La escala
temporal en la que se analizan los procesos tiene que ver justamente con el periodo en el
que los efectos genéticos transitorios producto de los eventos historicos, atin prevalece;
es una escala de tiempo y espacio en la que es posible usar la evidencia genética para
detectar rastros de eventos del pasado y dilucidar caracteristicas del pasado para un
contexto-espacio-temporal particular (Epperson, 2004). La filogeografia permite
entonces poner a prueba diferentes hipotesis asociadas al proceso de colonizacion de
islas desde continentes, abordando el problema de la dispersion y colonizacion a largas
distancias en un marco tedrico y escala temporal tales que estos procesos no son
hipotesis ad-hoc, sino parte del conjunto de eventos histéricos que pueden haber
afectado la distribucion de la variacion genética en linajes de reciente divergencia. Asi,

cuando una especie llega a un area nueva (p. €j. una isla) atraviesa por reducciones en
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su tamafio demografico que ocasionan pérdida de variacion (Nei, 1975; Barton &
Charlesworth, 1984).

Dentro de un mismo archipiélago los niveles y patrones de flujo génico y/o de
dispersion entre las poblaciones de las islas suelen variar dependiendo de las
caracteristicas de los organismos estudiados, lo cual parece indicar que la forma y el
grado en el que la historia geoldgica de una region afecta los patrones de diversificacion
esta mediado por las caracteristicas ecologicas (vagilidad, grado de especializacion,
plasticidad fenotipica, etc.) de cada organismo (Heany, 2007). Un ejemplo claro de lo
anterior es el caso de los murcié¢lagos de la Subtribu Stenodermatina en las Antillas
Mayores y Menores, en el cual algunos linajes muestran escasa divergencia y alto flujo
génico, mientras que otros se han encontrado completamente aislados entre las
diferentes islas, llevando a la monofilia reciproca entre éstas (Carstens et al., 2004;
Dévalos, 2007).

Franks (2010) ha sintetizado una serie de hipdtesis acerca de las consecuencias
genéticas del arribo a hébitats insulares y su posterior evolucioén. En general, se esperaria
observar un menor flujo génico entre las islas que dentro de ellas, resultando en una
estructura genética significativa en la que parte importante de la varianza genética se
encuentra entre las islas y una parte menor dentro de las islas. Al mismo tiempo, dado
que poblaciones islefias surgidas de la colonizacién sobre el mar habrian sido
probablemente fundadas por individuos provenientes de un continente, mostrarian la
huella de un efecto fundador en la forma de una menor diversidad genética en
comparacion con lo observado en el continente. Es importante sefialar que la proporcion
de disminucioén en la diversidad genética que se observe estara afectada por la magnitud
y la duracién del cuello de botella, asi como el tiempo transcurrido desde que éste
ocurrio (Epperson, 2004). Seria plausible esperar que si el flujo génico posterior a la
colonizacién se ha mantenido pero la distancia entre las poblaciones lo limita, se
observaria un gradiente en el que las islas mas distantes y/o mas pequefias, contendrian
una menor diversidad genética (Franks, 2010). Por lo tanto, si los eventos de dispersion
son poco frecuentes y el flujo génico a grandes distancias es esporadico, la magnitud de
la diferenciacion genética seria directamente proporcional a la distancia (Rousset, 1997,

2001).

13



Estas hipodtesis pueden ser contrastadas de forma bastante clara en casos en los
que una misma especie presenta una distribucion que abarca tanto una fraccion
continental como una insular, pues éste es un marco de referencia adecuado para
ponderar los efectos de la insularidad en la diversidad genética.

Respecto a la existencia de cuellos de botella en las poblaciones que han
colonizado islas, la evidencia sefiala que la biologia de cada organismo afecta de manera
importante la intensidad del proceso. Asi, en algunos casos se ha encontrado evidencia
que sustenta que la intensidad y frecuencia de los cuellos de botella es alta (Avise &
Marick, 1996), mientras que otros estudios han arrojado que muchas plantas invasoras o
introducidas no pasan por cuellos de botella o no sufren pérdidas significativas en su
adecuacion (Hollingsworth & Bailey, 2000; Richards et al., 2008; Ross & Shoemaker,
2008; Suarez et al., 2008).

La filogeografia ha aportado evidencia genética soélida acerca de los procesos
recientes que han afectado a las poblaciones insulares. Asi, se han podido reconocer
casos en los que la fragmentacion del habitat por pérdida de conexiones entre las islas o
entre éstas y el continente ha jugado un papel importante para diferentes plantas en las
islas Ryukyu al sur de Japon (Kyoda & Setoguchi, 2010; Nakamura et al. 2010). Por
otra parte, estudios filogeograficos han permitido reconocer casos de flujo génico por
encima del mar, superando una aparente barrera geografica durante el Pleistosceno, en
una especie de Rubiaceae en las islas Ryukyu (Nakamura et al., 2010), en la llegada del
género Anolis a Dominica desde Puerto Rico (Eales et al., 2010) y en multiples eventos
de colonizacion de las Antillas Menores desde Sudamérica por peces del género Rivulus
(Walter et al., 2010). En el otro extremo, las poblaciones de Nigella arvensis
(Ranunculaceae) en islas continentales del Mar Egeo han evolucionado
predominantemente por deriva génica posterior a la fragmentacién por cambios en el
nivel del mar, sin que el flujo génico o la colonizacion a largas distancias hayan
desempefiado un papel importante (Bikttau & Comes, 2005).

En especies del género Pinus, este enfoque ha provisto de algunos ejemplos con
patrones interesantes. En particular, la colonizacion de islas de naturaleza diversa desde
las poblaciones continentales ha sido documentada para algunas especies de pinos en

Asia y Africa. Por ejemplo, en Pinus luchuensis, una especie distribuida en el sudeste de
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China, las islas Ryukyu y Taiwan, andlisis filogeograficos empleando marcadores de
DNA mitocondrial y de cloroplasto han mostrado evidencia filogeografica de eventos
repetidos de colonizacion desde el continente hacia las islas (Chiang et al., 2006). Este
estudio también soporta la existencia de un patrén de colonizacion reciente desde un
refugio glacial (Taiwan), hacia las islas del norte, sin que ello tenga correlacion con la
edad de las islas, como normalmente ocurre (Emerson, 2002) debido a que todas estas
islas tienen la misma edad. Los altos niveles de diversidad genética encontrados en las
poblaciones islefias de P. luchuensis sugieren que permanecieron relativamente estables
durante las glaciaciones, resultando menos sujetas a cuellos de botella que las
poblaciones del continente, las cuales presentan niveles de variaciébn genética en
cloroplasto y mitocondria inesperadamente bajos (Chiang et al., 2006). Un patron
similar fue encontrado en la unica poblacion de Callitrosis guadalupensis en la isla de
Guadalupe, donde los niveles de variacion en la isla son mayores a los de las especies
del continente (Norteamérica) probablemente debido a una historia demografica mas
estable en la isla (Rosas et al., 2011).

Mientras las islas al sudeste de China pueden considerarse como claramente
continentales en su origen, en el otro extremo tenemos el caso de las Islas Canarias, las
cuales son de origen volcéanico y corresponden claramente a islas oceanicas (Ancochea
et al., 1990). En ellas habita Pinus canariensis, cuya demografia histérica y genética de
poblaciones ha sido ampliamente estudiada a partir de microsatélites de cloroplasto
(Goémez et al., 2003; Vaxevanidou et al., 2006; Navascués et al., 2006, 2009). La
evidencia de estos trabajos indica que una vez colonizadas las islas, se ha mantenido
flujo recurrente entre varias de ellas incluso a larga distancia (sin necesidad de “piedras
de paso”), resultando en que la mayor parte de la varianza genética se encuentra
contenida en poblaciones dentro de las mismas islas y muy poca entre las islas (Goémez
et al. 2003). Al mismo tiempo se ha sugerido que P. canarienssis se origind a partir de
un solo evento de colonizacion de las Islas Canarias desde la Cuenca del Mediterraneo.
Mas atn, el patron de colonizacién observado en ésta especie es concordante también
con la direccion predominante de los vientos (Gomez et al., 2003), dado que las
poblaciones mas occidentales del archipi¢lago (y alejadas del continente) muestran

también los linajes mas jovenes, sugiriendo un patrén de colonizacion este-oeste.
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El patron de distribucion de la variacion genética en Pinus pumila — si bien ha
sido menos estudiado que P. canariesnsis- permite ilustrar la naturaleza compleja del
flujo génico en contextos insulares. P. pumila se distribuye en Siberia, el Noreste de
China, la peninsula de Corea y en las islas de Hokkaido y Honshu en el archipiélago
Japonés. En esta especie, las poblaciones no muestran disminucién en la diversidad
genética (a nivel de isoenzimas) en Hokkaido y en la porcién norte de Honshu; sin
embargo al interior de la isla de Honshu, se ha encontrado una disminucion de la
diversidad en la region sur (Tani ef al., 1996). Se ha sugerido que esta especie extendio
su intervalo de distribucion durante los periodos glaciales y que el factor clave en la
determinacion de la magnitud del fenomeno de cuello de botella dependio de la
presencia cadenas montafiosas que permitiesen un flujo génico mas extenso a lo largo de
ellas (Tsumura, 2003). Estos ejemplos ilustran como las expectativas descritas por
Franks (2010) respecto a la magnitud de los cuellos de botella, el flujo génico dentro y
entre las poblaciones de la islas pueden ser corroboradas o no, dependiendo de la
naturaleza, no solo biologica, sino geoldgica del sistema de estudio. La subseccion
Australes del género Pinus ofrece, en la Cuenca del Caribe un modelo interesante para
estudiar los procesos histéricos que han afectado la distribucion de la variacion genética

en un archipiélago.

1.3 El género Pinus y la Subseccion Australes
El género Pinus es el grupo de coniferas mas diverso en la actualidad, con 115 especies
(Farjon & Styles, 1997; Eckenwalder, 2009). Las sinapomorfias morfoldgicas que
distinguen al género de otras coniferas son la presencia de hojas secundarias tipo aguja,
comunmente agrupadas en fasciculos y con una vaina en la base constituida por escamas
del brote (la vaina puede ser perenne o caduca); por otra parte, los conos ovuliferos
compuestos presentan los extremos de las escamas ovuliferas engrosados en la forma de
una apo6fisis, mientras que la bractea adosada a cada escama se encuentra muy reducida
(Farjon & Styles, 1997).

Los pinos se originaron en el hemisferio norte, probablemente en el este de Asia
o el Oeste de Norteamérica hace alrededor de 155 millones de afios [MA] (Gernandt et

al., 2008). Aunque su presencia en Norteamérica es antigua, el género Pinus se
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diversifico notablemente a partir de su llegada a México, hace 21 millones de afos
(Farjon & Styles, 1997; Styles, 1997; Graham, 1991; Gernandt et al., 2006, 2008). La
direccion general de la colonizacion de México y Centroamérica por los pinos fue norte-
sur.

La circunscripcion de Pinus subseccion Australes (Loudon, 1838) ha cambiado a
lo largo del tiempo, siendo la propuesta de Gernandt et al. (2004) la que seguiremos en
este trabajo. En esta definicion, la Subseccion Australes es un grupo monofilético dentro
de la Seccion Trifoliae (Figura 1.4); aunque por otra parte diversos trabajos no han
logrado resolver completamente las relaciones filogenéticos al interior de este grupo
(Dvorak, 2000; Geada-Lopez, 2005; Eckert & Hall, 2006; Gernandt et al, 2008). De
acuerdo a Gernandt et al(2008) dentro del grupo monofilético de la Subseccion
Australes estan incluidas especies del Oeste de Norteamérica (Pinus attenuata, P.
radiata y P. muricata), especies del este y Sureste de Estados Unidos (P. echinata, P.
elliotii, P. palustris, P. pungens, P. rigida, P. taeda,) asi como especies con distribucion
en México, Centroamérica y la Cuenca del Caribe (P. caribaea, P. cubensis, P. elliottii,
P. greggii, P.lawsonii, P. leiophylla, P. lumholtzii, P. oocarpa, P. occidentalis P. patula,
P. pringlei, P. teocote; ver tfigura 1.4). Se ha estimado que la edad de la divergencia que
dio origen a la Subseccion Australes es reciente, oscilando entre hace aproximadamente

11 MA (Willyard et al., 2007) y 5 MA (Gernandt et al., 2008).

17



. Este de norteamérica P.pungens
P rigida
P.taeda

P. serotina

Oeste de norteamérica

P. attenuata
P. radiata
P. muricata

P. cubensis
P. occidentalis

,Z' CTI_"'!;?_?G Subseccion
> elliottii

P. lumholtzii Australes
P. lawsoni

P. teocote

P.patula

P. pringlei

P. greggii

P.oocarpa

P. herrerae

P. palustris

P.echinata Seccidn
P. leiophylla

P ponderosa Trifoliae
Subseccion
Ponderosae

. Cubay la Espafiola

Mesoamérica y Cuenca
del Caribe

P. durangensis
P.engelmannii
P. douglasiana
P. maximinoi

P. cooperi

P. coulteri

P. torreyana
P.sabineana

P. jeffreyi

P. hartwegii

P. montezumae
P. pseudostrobus

T |11 LL A

P.clausa

P. devoniana
P virginiana Subseccion

P. contorta

P. banksiana Contortae

‘ Subseccion
Pinus
Seccion
Pinus
Subseccion
‘ Pinaster

Figura 1.4 Filogenia reconstruida utilizando secuencias de rbcL y matK totalizando 2817 pb, modificada
de Gernandt y colaboradores (2005). Se incluye en esta figura solamente la parte que corresponde al
subgénero Pinus, sin detallar las relaciones al interior de la Seccién Pinus. Las franjas de color del lado

derecho indican las areas geograficas donde se distribuyen los diferentes grupos.
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Autores como Mirov (1967) o Price (1998) han propuesto un posible origen
centroamericano para la distribucion de la Subseccion Australes en la Cuenca del
Caribe. Hipotesis similares han sido planteadas por Little y Dorman (1954) y por
Dorman (1974), sosteniendo que P. elliottii var. densa, distribuida en Florida, se habria
originado a partir de poblaciones de P. caribaea. En un sentido ligeramente diferente,
Dvorak (2000) planted, a partir de analisis filogenéticos basados en caracteres
moleculares, que el linaje de P. caribaea habria colonizado las islas del Caribe y
posteriormente originado P. elliottii var. elliottii, compartiendo la hipdtesis de una
colonizacién de las islas del Caribe desde el sur, a partir de la posicidon relativamente

derivada de la especie de Florida.
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Figura 1.5 Distribucion geografica de las especies de la Subseccion Australes en la Cuenca del Caribe.
Las areas de distribucion corresponden al trazo de Critchfield & Little (1966), distinguiéndose el area de

distribucion que corresponde a P. maestrensis de acuerdo a Lopez-Almirall (1982).
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Por otra parte tanto Farjon (1996) como Adams y Jackson (1997) han propuesto
un origen Norteamericano para la distribucion de la Subseccion Australes en la Cuenca
del Caribe. El trabajo de Adams y Jackson (1997) basd el andlisis filogenético en
caracteres del cono ovulifero. En este anélisis, se recuper6 a P. occidentalis, P. cubensis
y P. caribaea como grupos sucesivamente mas derivados, mientras los grupos basales en
la filogenia corresponden a P. elliottii, lo cual llevo a inferir una colonizacion de las
Antillas y luego de Centroamérica desde Norteamérica siguiendo el patron norte-sur.

En la Cuenca del Caribe se distribuyen cuatro especies diferentes de Pinus
correspondientes a la subseccion Australes (Figuras 1.5 y 1.6). Con un origen
relativamente reciente, la subseccion Australes ha evolucionado en la cuenca del Caribe
ocupando habitats completamente tropicales, siendo el linaje de pinos con distribucion
mas meridional en América. Al contar con especies como P. caribaea (Figura 1.6), cuya
distribucion abarca tanto tierras continentales en Centroamérica como parte las Antillas
Occidentales, el grupo permite analizar la historia de la distribucion entre el continente y
las islas. Al mismo tiempo, la distribucidon contrastante entre las especies del grupo, (la
amplia distribucion de P. caribaea por un lado y la distribucion mucho mas restringida
de P. cubensis, P. maestrenesis y P. occidentalis por el otro) el grupo también permite
comparar la distribucion de la variacion genética entre estos dos casos. Por ultimo, se
trata de un grupo de evolucién reciente, con una tasa de diversificacion mayor a la de
otros linajes del género (Gernandt et al., 2008). Las especies caribefias se distribuyen en
islas cuya historia geoldgica sugiere, como veremos en el segundo capitulo de esta tesis,
que estan separadas de las masas continentales desde antes de que la Subseccion
Australes hubiese divergido. Por lo que es posible pensar que las especies de esta
subseccion, hubiesen llegado a la parte insular de la distribucion a través de colonizacion

sobre el mar.
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Figura 1.6 Pinos de la subseccion Australes en la Cuenca del Caribe: Pinus caribaea en una Sabana de
Pinos madura (a), y colonizando un afloramiento de coral (b); P. cubensis en la zona de Cabonico, Cuba
(c); P. maestrensis en las vertiente sur de la Sierra Maestra; P. occidentalis en un bosque himedo en el

centro de La Espafola.

El objetivo de este trabajo es aportar elementos a la comprension de los procesos
histéricos que han dado origen a la distribucion de las especies de pinos en esta region y
al mismo tiempo, utilizar éstas especies como un grupo modelo para el estudio de
algunos procesos relevantes en la distribucion de la variacidon genética, tales como el
flujo genético a larga distancia y los procesos demograficos asociados a los cambios

ambientales durante los periodos glaciales propios del Pleistosceno. La distribucion de
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estos linajes en la Cuenca del Caribe proporciona un modelo interesante para estudiar el
tipo de factores que ha moldeado la distribuciéon de un grupo de especies afines en un
contexto de continentes e islas de tipo fragmentos continentales. Por otra parte, Pinus
caribaea y los linajes del Oriente de la Cuenca tienen patrones de distribucion
contrastantes, teniendo la primera una amplia distribucion y los segundos estan
restringidos a una sola isla. Por lo anterior, este modelo permite contrastar los procesos
que afectan diferentes tipos de especies, con habitos ecologicos diferentes. Al mismo
tiempo, la naturaleza de la distribucion de Pinus caribaea permite comparar la variacion
genética entre la parte continental de la distribucion y las poblaciones de las islas.

La historia geologica de la Cuenca del Caribe resulta relevante en la medida en
que, como resultado de ésta, quedo configurado el escenario en el que el género Pinus
evoluciond en esta region. En general, la historia de las islas que componen el
archipi¢lago de las Antillas Mayores, asi como las islas adyacentes sobre la Plataforma
de Las Bahamas ha sido relevante para la historia biogeografica de la region. Por ello, el
segundo capitulo de esta tesis revisa la historia geologica y biogeografica de la Cuenca
del Caribe, con énfasis en dos aspectos: 1) la paleogeografia de la Cuenca, relacionada
directamente con la cantidad de tierras emergidas disponibles a la colonizacion de Pinus
y 2) el origen geografico de los linajes de plantas que viven en la actualidad en las islas
del Caribe, particularmente en las Antillas Mayores.

A partir de se contexto general, realicé un analisis filogeografico basado en
marcadores moleculares de cloroplasto, mismo que fue publicado como un articulo
independiente y que se incluye en esta tesis como tercer capitulo.

Para profundizar en esta linea realicé un analisis filogeografico de clados
anidados (NCPA), el cual sirvio como matriz para realizar una serie de analisis de
demografia historica y para contrastar de manera explicita el papel del flujo génico a
larga distancia a través de andlisis de grafica de poblaciones. Estos analisis se
desarrollan en el cuarto capitulo de esta tesis, enfatizando los procesos generales en cuya
inferencia coinciden diferentes aproximaciones.

Finalmente, en el capitulo 5 se elaboran algunas conclusiones generales y

perspectivas para posteriores trabajos.
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1.4 Hipétesis

La Subseccion Australes es mas reciente que la conformaciéon de la placa del Caribe y
que la edad estimada para la emergencia de las islas del Caribe en las que en la
actualidad de distribuyen P. caribaea, P. cubensis, P. maestrensis 'y P. occidentalis. Por
lo que se espera encontrar un patrén de colonizacion desde el continente
(Centroamérica) hacia las islas. Ello deberia reflejarse tanto en la distribucion de los
niveles de variacion genética, como en la distribucion de los haplotipos probablemente

ancestrales.

Pinus caribaea es una especie que se distribuye en regiones sujetas a incendios
periodicos, los cuales se incrementan durante los periodos mas secos. Considerando que
durante los maximos glaciales la precipitaciéon en Centroamérica y el Caribe habria
disminuido, al tiempo que la superficie emergida de las islas se incrementd debido al
descenso en el nivel del mar (Iturralde-Vinent, 2006), esperariamos encontrar evidencia
de incrementos demograficos en las poblaciones asociados a las fechas de alguno de los
maximos glaciales.

Los patrones contrastantes en la distribucion de las especies en el Occidente y
en el Oriente de la Cuenca del Caribe se veran reflejados en diferentes niveles de
estructura y de variacion, prevaleciendo mayor variacidon y mayor grado de

estructuracion en P. caribaea que en las especies con distribucion mas restringida.

1.5 Objetivos

1. Identificar las formas de flujo génico y de aislamiento que se presentan en los pinos
de la subseccion Australes en la Cuenca del Caribe, en particular poner a prueba las

hipotesis de aislamiento por distancia, dispersion a larga distancia y fragmentacion

alopatrica de las poblaciones.

2. Inferir el origen de los linajes cloroplasticos de la subseccion Australes que se

distribuyen en la actualidad en las islas de la Cuenca del Caribe.
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3. Analizar la evidencia genética de expansion poblacional durante los periodos
glaciales, a partir de la comparacion de los patrones de variacién observados en los
haplotipos de cloroplasto, con los esperados bajo un modelo genealdgico que suponga

dicha expansion.

4. Comparar los niveles de variacion genética y de estructura geografica de dicha
variacion entre los linajes de pinos que se distribuyen en el occidente y en el oriente de

la Cuenca del Caribe
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Capitulo 2

Historia geologica de la Cuenca del Caribe
y su impacto sobre la distribucion de la
vegetacion terrestre

2.1 Historia geolégica del Caribe

Tectonica de la Placa del Caribe y placas vecinas

La historia tectonica tiene clara relevancia en el estudio de la distribucion de los seres
vivos en la medida en que ha afectado la distribucion y la cantidad de habitats
disponibles para los mismos. En el caso de la vegetacion terrestre de la que se distribuye
alrededor y dentro de la Cuenca del Caribe las relaciones geoldgicas entre las islas y los
continentes han afectado la conectividad y aislamiento entre las diferentes zonas de la
actual Cuenca. Por ello, es importante comenzar tratando brevemente los movimientos
tectonicos mas importantes en la region.

El origen geologico de la Cuenca del Caribe se remonta a la fractura de la antigua
placa de Farallones y el posterior desplazamiento del fragmento correspondiente a la
placa del Caribe, el cual se inicia en el Cretacico superior, hace alrededor de 95 millones
de afios (Lopez-Ramos, 2001). En términos estrictos, la corteza que conforma el piso del
actual mar Caribe no existio sino hasta el Cretacico tardio, hace unos 70 MA (Pindell,
1990; Escobar 2005). El desplazamiento subsecuente dio origen a la formacion del arco
magmatico del que surgieron las Antillas mayores y menores. Este arco magmatico
surgid, al parecer, a unos 1000 km al oeste-sudoeste de su posicion actual y hacia el
Eoceno medio (hace 49 millones de afos) comenzd a desplazarse hacia el noreste
(Iturralde-Vinent & Mc Phee, 1999; Lopez-Ramos, 2001; Graham, 2003a, b). El
vulcanismo ha jugado un papel importante en la conformacion temprana de las Antillas
mayores, sin embargo los procesos de plegamiento por subduccion en esta region han
sido més importantes que en las Antillas menores (Iturralde-Vinent, 2006). Lo anterior

ha derivado en una diversidad mayor de tipos de roca madre en las primeras, esto ultimo
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asociado a una mayor diversidad de suelos y como consecuencia una mayor
heterogeneidad de habitats (Lewis & Draper, 1990; Hedges, 2001; Lopez-Ramos, 2001;
Santiago-Valentin & Olmstead, 2004).

Los procesos geologicos que afectan la Cuenca del Caribe abarcan por lo menos
cuatro placas tectonicas adicionales a la Placa del Caribe, la Placa de Cocos, la Placa
Nazca, la Placa Sudamericana y la Placa Norteamericana (Figura 2.1). Dentro de la
Placa de Norteamericana, las unidades morfotectonicas del bloque Yucatan y la
Plataforma de Bahamas han sido importantes en la conformacién de la cuenca del Caribe
al haber sido obstaculos al desplazamiento del arco magmatico en diferentes €pocas
(Tturralde-Vinent, 2006; Pindell & Kennan, 2009). En general la historia de las Antillas
se explica en funcion del desplazamiento de dos arcos magmaticos, siendo el de las
Antillas mayores el mas viejo (Pindell & Kennan, 2009). Es importante sefialar que al
ser el objeto central de esta seccion el abordar la historia de la cuenca del Caribe, el
desplazamiento al que se prestard mayor atencion es el de la Placa del Caribe en relacion
con las ya mencionadas en este parrafo; sin embargo, se sabe que este movimiento
relativo es el resultado de que el desplazamiento hacia el oeste es mas rapido para las
Placas Sudamericana y Norteamericana (Pindell & Kennan, 2009).

La rotacion en sentido contrario a las manecillas del reloj del bloque de Yucatan
abrid una zona de fractura que determind la ruta que siguio el desplazamiento de la placa
de corteza que dio origen a la Placa del Caribe, el cual se ubicaria en el actual Océano
Pacifico, (Pindell et al., 2006). A lo largo del Terciario, el bloque de Chortis se desplazo
detras de la placa de Caribe; las tierras emergidas del Bloque de Chortis y
posteriormente el arco magmatico surgido de la subduccion en el borde de la placa
Centroamericana terminaria por delimitar la cuenca del mar Caribe como una unidad
separada y aislada del océano Pacifico (Iturralde-Vinent, 2006; Meschede & Frisch,
1998). La mencionada rotacion del bloque de Yucatan, al mismo tiempo que delimito el
subsistema de la Cuenca del Golfo de México, permitio la delimitacion noroccidental del
actual mar Caribe. A la fecha ambas cuencas se consideran subsistemas acoplados del
Mar Intra-Americano (Intra-Americas Sea) por la intensidad del flujo de agua entre

ambas cuencas y su grado de integracion a nivel ecosistémico (Escobar 2005).
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La direccion inicial del desplazamiento de la placa ProtoCaribe fue
predominantemente hacia el Este, tendencia que se mantuvo hasta el Paleoceno (hace
aproximadamente 54 Ma; Iturralde-Vinent, 2006). Este desplazamiento llevd al choque
con la placa del Atlantico, formandose un borde de subduccion a lo largo del cual se
elevo la cresta de Aves, con importante actividad volcénica, como resultado del
hundimiento de la placa del Atlantico bajo la placa ProtoCaribe (Giunta et al., 2006).
Esta etapa ha sido llamada la Segunda EoCaribe. La placa del Caribe, como la
conocemos hoy en dia incluye a los bloques de Chortis, y Chorotega, los cuales
conforman el limite occidental de la Placa del Caribe a partir de un proceso de rotacion
ocurrido del Cretacico-tardio al Pale6geno (Pindell & Kennan, 2009).

Se ha calculado que es hacia el Eoceno Medio o inmediatamente después (hace
49 millones de afios) que comenzaron a emerger los primeros fragmentos de lo que hoy
son las Antillas Mayores, aunque como hemos dicho, esto ocurri6 lejos de su ubicacion
actual (Graham, 2003a; Iturralde-Vinent, 2006). Es hasta unos 30 millones de afios
después, en el Mioceno medio (hace unos 10 Ma) que los fragmentos de las Antillas
Mayores y el arco volcanico de las Antillas quedaron en una posiciéon muy cercana a la
de nuestros dias, en relacioén con las masas continentales de Norteamérica y Sudamérica.

En el Eoceno Tardio (hace unos 38 Ma) ocurri6 un cambio en el régimen
tectonico que acentud el levantamiento de tierras en la porcion norte del arco de las
Antillas. La placa de Farallones altero la direccion de su desplazamiento del hacia el este
a hacia el noreste. Este cambio (Engbertson et al., 1985; Meschede, 1994) ha sido
interpretado como consecuencia de alteraciones en el plegamiento del margen norte de
la Placa del Caribe debido a la transmision de la tension a lo largo de la frontera
tectonica Farallones/Caribe (Meschede ef al., 1997; Meschede & Frisch 1998; Iturralde-
Vinent, 2006). Respecto a la causa del cambio en la direccion del desplazamiento,
parece haber consenso en que justamente en esta época (50-38 MA) habria comenzado
el choque de la placa del Caribe con la plataforma de las Bahamas (Mann & Burke,
1984; Buskirk, 1985; Pindell & Barret, 1990; Iturralde-Vinent & Mac Phee, 1999). Este
choque esta relacionado con el incremento en la elevacion del Arco de las Antillas
Mayores en esa época, de Cuba a Puerto Rico. Es importante sefialar que en ese

momento, la isla de Jamaica se habria encontrado en su mayor parte sumergida cientos
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de kilometros al este de su posicion actual, iniciando el desplazamiento hacia el Este
junto con el Bloque Chortis hasta el Mioceno temprano (hace alrededor de 23 MA),
conforme el borde noreste de la placa del Caribe se convirtié en borde de transformacion
(Buskirk, 1985).

Las consecuencias del cambio en el desplazamiento de la Placa Caribe también
afectaron el desarrollo de la Cresta de Aves, la cual describe un arco casi paralelo a las
Antillas Menores actuales y estuvo expuesta como un continuo de tierras emergidas
solamente por un breve periodo (alrededor de 4 millones de afos, Iturralde-Vinent,
2006). Aunque la importancia biogeografica como un puente para la biota terrestre de
esta cresta es debatida ain por Hedges (2006), su existencia, al menos como un
archipi¢lago durante el Eoceno tardio-Oligoceno temprano (35-33 Ma) coincide entre
diferentes investigadores (Meschede & Frisch, 1998; Iturralde-Vinent & MacPhee,
1999; Iturralde-Vinent, 2006; Pindell, 1990, 2006). En ultima instancia, durante el
Oligoceno (33.7 a 23.8 Ma), el incremento en el nivel del mar result6 en la inundacion
de tierras bajas y el fraccionamiento de las porciones emergidas de la Cresta de Aves
(llamada GAARIlandia como acronimo laxo de los nombres “Greater Antilles” y “Aves
Ridge” por Iturralde-Vinent, 1999, 2006).

A partir de la transicion del Mioceno al Plioceno (alrededor de 5.3 Ma atras) el
movimiento predominante que se ha mantenido en la Placa del Caribe ha sido hacia el
Este. De esta manera el arco de las Antillas Menores es un borde de subduccion (ver
Figura 2.1), mientras que la frontera norte de la Placa, que corre al sur de Cuba es
predominantemente un borde de transformacion (Meschede & Frisch, 1998; Kerr ef al.,
1999, Iturralde-Vinent, 2006). Entonces es importante sefalar que el actual arco
volcanico de las Antillas Menores se origind recientemente, mientras que el paleo-arco,
la Cresta de Aves, se encuentra hoy completamente sumergido (Iturralde-Vinent, 2006).

En el extremo sudoccidental de la placa del Caribe desde hace unos 12 millones
de afios comenzo la colision de la Placa de Cocos desde el Pacifico (MacMillan et al.,
2004). Esta colision es el origen de la subduccion de la Placa de Cocos debajo de la
placa del Caribe, misma que se fue desarrollando y origind actividad volcéanica
importante. En la parte sur de este arco volcanico se originaron las porciones de Tierra

que hoy conforman Costa Rica y Panamad, cerrandose el Istmo de Panamé hace unos 3
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millones de afios (MacMillan et al, 2004; Pindell & Keenan, 2009). Este hecho
geologico termind de delimitar la Cuenca del Caribe en su forma actual, con
implicaciones geograficas y para la distribucion de la biota que se discutiran en un

apartado subsiguiente.

d
e Borde de subduccion
e Borde de transformacion

TN Florida e 70nNa de rifting

5 A Acrecion
O

Plataforma de las Bahamas
Placa Norteamericana

Figura 2.1. Mapa tecténico de la Cuenca del Caribe (modificado a partir de Iturralde-Vinent,

2006 y Pindell & Kennan, 2009).

Cambios en el nivel del mar

Los cambios en el nivel del mar pueden deberse tanto a cambios en el volumen real del
océano (eustasia) o a cambios en el nivel de “flotacion” de la corteza sobre el manto
(isostasia, Schopf, 1980). El papel relativo de estos dos procesos en la Cuenca del Caribe
ha sido poco estudiado.

En el caso del hundimiento de la Cresta Aves y de algunos de los procesos de
hundimiento de la isla de Jamaica, es posible que los cambios isostaticos hayan jugado
un papel de alguna relevancia (Buskirk, 1985, Iturralde-Vinent, 2006). Por otra parte, los
cambios en el volumen del océano han jugado un papel importante, sobre todo en los

ultimos 5 millones de afos (Miller ef al., 2005; Iturralde-Vinent, 2006).

33



El efecto de las glaciaciones del Pleistoceno en las tierras emergidas del Caribe
debio ser distinto al de las zonas que estuvieron sujetas a la formacion de los cascos de
hielo, como Norteamérica y Europa. Los maximos glaciales implican una reduccion del
volumen global de agua en estado liquido en la Tierra, reduciendo el nivel del mar
(eustasia). Esta reduccion en el nivel del mar se vio parcialmente compensada en Europa
y en Norteamérica debido al peso de los bloques de hielo, cuyo espesor se calcula hasta
en 4000 m. Estos bloques cubrieron gran parte de dichos continentes lo cual habria
modificado su flotabilidad por el incremento en el peso (Tinkler, 1983). La ausencia de
este tipo de masas de hielo en las islas del Caribe y la mayor parte de Centroamérica,
habria ocasionado que el cambio en el nivel del mar fuese mas acentuado (Schopff,
1980). De modo concordante durante los interglaciares recientes, asi como en épocas de
mayor calidez (p. ¢j. el Oligoceno), la tendencia predominante habria sido el incremento
en el nivel del mar (Dodge et al., 1983; Miller et al., 2005; Iturralde-Vinent, 2006),
incluso mas acentuado que en las costas de zonas templadas. Por ejemplo, se ha
documentado para hace 130 mil afios, un ascenso de hasta 40 metros respecto al nivel
actual en la costa de Haiti (Dodge et al., 1983). Los incrementos en el nivel del mar
durante los interglaciales ocasionaron reducciones significativas en la superficie de
tierras emergidas en las islas (Dodge et al., 1983; Iturralde-Vinent, 2006)

En el caso del Golfo de México, con el cual la Cuenca del Caribe guarda una
estrecha relacion, se ha propuesto que las costas norteamericanas, incluyendo las del Sur
de EU, habrian sido afectadas tanto por la baja en el nivel del mar como por el peso del
hielo sobre la corteza (Simms et al., 2007). De esta manera el descenso aparente
(isostatico) tal y como es leido en la distribucion de isétopos de carbono en el Golfo de
México hace 20 mil afios, fue hasta 35 metros menor que en regiones ecuatoriales, aun
asi, las estimaciones realizadas a partir de datos de nucleos de diferentes puntos de la
costa del Golfo, indican una disminucién en hasta 100m respecto al nivel actual del mar
para hace 20 mil afios (Fairbanks, 1987; Simms et al., 2007).

La historia reconstruida para las islas de la Cuenca del Caribe indica que el
cambio en el nivel del mar fue intenso en la medida en que no fueron afectadas de forma
importante por el peso del hielo. Asi, tanto las inferencias de Dodge et al. (1983) como

de Iturralde-Vinent y MacPhee (1999) ubican un descenso importante en el nivel del mar
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en las costas de Cuba y Haiti durante los periodos glaciales, de hasta 100m menos que el
nivel actual. Estos descensos, de naturaleza eustatica, formaron algunas conexiones entre
islas, pero de corta duracion y que no volvieron a poner en contacto a las Antillas
mayores entre si ni con Bahamas o Caiman, asi como tampoco generaron conexiones
con los continentes (Iturralde Vinent & MacPhee, 1999). Aunque el Canal de Yucatan
ciertamente debid estrecharse.

Entre hace 15 y 10 millones de afios, durante el Mioceno medio, comenz6 la
separacion entre la parte oriental de Cuba y la parte noroccidental de La Espafiola; este
hecho es importante pues al parecer dio origen a procesos de vicarianza comunes a
varios grupos, como se tratara mas adelante. En esta misma época, Puerto Rico se separ6d
de La Espafiola manteniéndose emergida y en su posicion actual desde hace unos 21
millones de afios (Iturralde-Vinent & Mc Phee, 1999).

Es hasta el Mioceno tardio (10-5 millones de afios) que se form6 un continuo
terrestre desde el occidente de Cuba (la actual Pinar del Rio) hasta la parte occidental de
la isla (Graham, 2003b). Antes de este periodo, hace 36 millones de afios, la parte
occidental de la isla de Cuba, aun no emergida, junto con la parte oriental de la misma y
la Plataforma de Las Bahamas habia quedado separada de las Antillas Mayores y
Menores por el “Paso del Caiman”, falla geoldgica que coloco el frente de subduccion

cerca del borde sur de la isla de Cuba (Figura 2.1; Lopez-Ramos, 2001).

2.2 Paleogeografia de la Cuenca del Caribe

He sefialado que en la época de su surgimiento, hace unos 49 millones de afios, el arco
volcanico de las Antillas mayores se ubicaba unos 1000 km al sudoeste de su posicioén
actual. En el Eoceno medio (hace 50-40 millones de afos), la parte central de la isla de
Cuba no estaba emergida, mientras que el extremo oriental de la isla formaba un
continuo de tierras emergidas con la isla de la Espafiola (Iturralde-Vinent & Mac Phee,
1999). En esta region encontramos en la actualidad algunas de las rocas mas viejas
dentro de las Antillas mayores. Como he mencionado, durante el Oligoceno muchas de
las tierras emergidas dentro del Caribe estuvieron sumergidas debido al incremento en el
nivel del mar. La importancia atribuida a la conectividad entre Sudamérica y las Antillas

mayores debida a la existencia de una faja de tierra llamada GAARIlandia por Iturralde-
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Vinent (1999, 2006) ha disminuido. Aun asi el debate permanece acerca de si la
elevacion de la Cresta de Aves afectd sensiblemente la circulacion del agua dentro de la
Cuenca; para Hedges (1992, 1996 y 2001), esta elevacion habria tenido un papel menor
y el patron de direccion de las corrientes dominantes en El Caribe habria sido en
términos generales desde este hacia el oeste.

Entre hace 15 y 10 millones de afos, durante el Mioceno medio, comenz6 la
separacion entre la parte oriental de Cuba y la parte noroccidental de La Espafiola, el
proceso esta asociado. Este hecho es importante pues al parecer dio origen a procesos de
vicarianza comunes a varios grupos, como se tratara mas adelante. En esta misma época,
Puerto Rico se separ6 de La Espafiola manteniéndose emergida y en su posicidon actual
desde hace unos 10 millones de afios (Iturralde-Vinent & Mc Phee, 1999). Por tltimo, es
importante sefialar que el proceso de levantamiento de generalizado de la isla de La
Espanola corresponde al Plioceno-Plesitoceno (Mann et al., 1984).

Posteriormente al choque entre la Placa del Caribe y la plataforma de Bahamas,
Cuba existié como un archipiélago en el que la division mas importante estuvo dada por
el Canal Habana-Matanzas, que existid6 como una barrera maritima durante todo el
periodo entre el Eoceno (40 millones de afios) y el Mioceno tardio (Roughgarden, 1998;
Iturralde-Vinent, 2006).

Es hasta el Mioceno tardio (10-5 millones de afios) que se form6 un continuo
terrestre desde el occidente de Cuba (la actual Pinar del Rio) hasta la parte occidental de
la isla (Graham, 2003b). Antes, hace 36 millones de afos, la parte occidental de la isla
de Cuba, aun no emergida, junto con la parte oriental de la misma y la Plataforma de Las
Bahamas habia quedado separada de las Antillas Mayores y Menores por el “Paso del
Caiman”, falla geologica que coloco el frente de subduccion cerca del borde sur de la
isla de Cuba (Lopez-Ramos, 2001). Este borde hoy en dia es un borde de
transformacion, Cuba se encuentra sobre la placa Norteamericana y en relacion a ella la
Placa del Caribe se desplaza a lo largo de la falla en direccion al Oriente.

La historia geoldgica de Jamaica presenta peculiaridades respecto a la del resto
de las islas. De entrada, los bloques que la conforman en la actualidad tienen dos
origenes diferentes. La porcion que conforma hoy en dia el oriente de la isla, donde se

encuentran las Blue Mountains, habria formado parte del arco de las Antillas, con una
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historia asociada a la de La Espafiola, con la cual habria formado un continuo terrestre
hasta el Oligoceno temprano (Buskirk, 1984; Iturralde-Vinent, 2006). Durante el
Mioceno temprano y medio (hasta hace unos 14 millones de afios) esta porcion habria
estado completamente sumergida, por lo que la biota actual debi6 llegar posteriormente
a esa ¢época. El resto de Jamaica proviene de una porcion de la placa Protocaribe que
después de chocar con el Bloque de Yucatan, fue empujado hacia el centro del Caribe
por el desplazamiento del Bloque Chortis.

Ambas porciones quedaron unidas para el Mioceno medio y solamente para el
Mioceno tardio (unos 10 millones de afios) los primeros fragmentos de Jamaica
comenzaron a emerger, con lo que, es la tltima isla de las Antillas mayores en emerger
hace menos de 10 millones de afios. Sin embargo, la tendencia a levantarse de modo
sostenido proviene de los ultimos 3 millones de afios (Buskirk, 1984). La compleja
historia geologica de Jamaica parece haber afectado la composicion de la flora esta isla,
con la ausencia de representantes de varios grupos presentes en el resto de las islas, entre
ellos el género Pinus.

Las Bahamas son islas relativamente recientes y emergieron durante las
glaciaciones del Pleistoceno, hace menos de 1.9 millones de afos. Esta ausencia, asi
como el hecho de que la porcion mas meridional de la peninsula de Florida emergio
posteriormente a las Antillas Mayores influy6 en los patrones de distribucion de algunos
grupos de plantas.

En el terreno geoldgico, el impacto del meteorito al final del Cretacico tuvo tener
un efecto mayor en la composiciéon de la biota de las Antillas Mayores, borrando la
huella de eventos de vicarianza anteriores (Iturralde-Vinent & McPhee, 1996), al quedar
sujeta la region a tsunamis de mas de un kilometro de altura (Maurrasse, 1991). A partir
de esto, la forma de vicarianza posible entre las Antillas Mayores y las masas
continentales tendria que haber estado mediada por expansion/fragmentacion del
intervalo de distribucion, asociada a cambios en el nivel del mar; sin embrago, las
reconstrucciones paleoclimaticas y lo que se conoce de la eustasia en la region, no ha
habido conexiones terrestres entre Norte o Centroamérica y las Antillas Mayores en los

ultimos 12 millones de afios. Por otra parte, la posibilidad de una conexion terrestre
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entre Sudamérica y Las Antillas mayores a partir de un paleoarco (la Cresta de Aves) es
muy polémica.

Si los eventos posteriores corresponden principalmente a vicarianza (debida a la
expansion/fragmentacion del habitat) o a dispersion/colonizacién es ain materia de
debate. Para sus defensores la hipdtesis de una conexion terrestre entre Sudamérica y las
Antillas Mayores durante el Oligoceno permitiria explicar mediante vicarianza el origen
sudamericano de parte de la biota de las Antillas, sin recurrir al mecanismo de la
dispersion sobre o a través del mar (Iturralde-Vinent & McPhee, 1999). Por su parte,
Hedges (1992, 1996 y 2001) ha insistido en el papel de las vegetacion flotante,
constituida por troncos, pedazos de raices y diversos restos vegetales que se aglutinan
formando pequefios “islotes flotantes” arrancados de margenes de rios y de las costas de
Sudamérica principalmente durante huracanes, como posible vehiculo de dispersion de
plantas y animales; de esta misma forma, Hedges ha insistido en la incidencia de
huracanes como agentes de dispersion de varios grupos.

El papel de los cambios recurrentes en el nivel del mar en la distribucion de la
biota del Caribe estd atn por discernirse y es probable que estos cambios, de los cuales
los mayores se habrian dado en el Oligoceno (-160 metros con respecto al nivel actual) y
en el Pleistoceno (alrededor de -100 metros; Fairbanks, 1989; Simmes, et al. 2007) hayan

generado procesos de expansion/fragmentacion de la distribucion de diferentes grupos.

2.3 Biogeografia vegetal de las Antillas Mayores

Las islas del Caribe destacan por su elevada diversidad vegetal en relacion a su
superficie de tierras emergidas (alrededor de 220 000 km?), habiéndose estimado en
12000 especies de las cuales alrededor de 7000 son endémicas (Myers et al., 2000). A
nivel de géneros, la region presenta 2500 de los cuales 100 son endémicos (Santiago-
Valentin & Olmstead, 2004). Las Antillas constituyen adicionalmente el segundo
archipi¢lago en extension del mundo después de Indonesia. Hay consenso en que la rica
composicion de su biota se debe, tanto su cercania a diferentes masas continentales,
como a una compleja historia geologica donde la actividad tectonica y volcanica han
jugado un papel importante, a las cuales se suma la existencia de procesos de

diversificacion in situ.
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La cantidad de grupos de plantas para los que se posee informacion
biogeografica en la region del Caribe es claramente reducida, en particular si se
contrasta con la diversidad vegetal que presenta la regioén. Sin embargo, a partir de los
grupos que han sido estudiados, es posible sefialar algunos patrones generales de
relacion entre las Antillas mayores y los continentes, asi como al interior de las islas que
conforman el mencionado archipiélago.

En contribucion relativa de Norte, Centro y Sudamérica a la biota de estas islas
parece haber variado dependiendo del grupo de que se trate. En el caso de Pinus, no
existe evidencia de presencia natural del género en Sudamérica o Las Antillas menores
El area geografica yel tipo de procesos que dieron origen a la distribucion actual de los
diferentes grupos de plantas (vicarianza y dispersion) son el objeto central de esta
seccion, enfocandonos a la porcion occidental del archipi¢lago, conocida como Antillas
Mayores. Las Antillas Mayores ( Cuba, La Espafiola, Puerto Rico y Jamaica) son todas
islas de tipo fragmentos continentales (Whitakker & Fernandez Palacios, 2007; vease la
introduccion) habitando pinos en las dos primeras; inmediatamente al norte se
encuentran islas continentales (ubicadas sobre la plataforma continental) mas pequeiias,
como los archipi¢lagos secundarios de Las Bahamas y de las islas Turks & Caicos, que
forman parte de la distribucion de P. caribaea var. bahamenesis.

La composicion de la flora de las Antillas mayores y en particular para algunos
ecosistemas (bosques mesofilos, Luna-Vega et al., 2001), la distribucion de orquideas
(Trejo-Torres & Ackerman, 2001) permiten sostener una relacion cercana entre la flora
de Centroamérica y la de las Antillas mayores sin que sea necesario apelar a la llegada
de taxa desde Sudamérica. Las relaciones filogenéticas al interior de varios grupos
brindan evidencia en este mismo sentido: Ericaceae (Judd, 2001); Rubiaceae (McDowell
& Bremer, 1998; Negron Ortiz & Watson, 2002, 2003); Fabaceae (Lavin et al., 2001,
2003); algunas especies de Lythraceae (Graham 2003) y Dryopteridaceae (Davis et al.,
2003). A pesar de la relacion cercana entre las floras, la evidencia que se tiene hasta hoy
indica que la divergencia entre linajes centroamericanos y antillanos para muchos
grupos, ha ocurrido muchas veces en diferentes épocas.

En otros casos, los grupos distribuidos en las Antillas mayores parecen haber

llegado desde las Antillas menores y, en ultima instancia desde Sudamérica (p- ej.
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algunas especies de Rubiaceae, McDowell & Bremer,1998; Styraceae, Fritsch 2003;
algunas especies de Lythraceae, Graham 2003). Entre estos grupos de plantas
encontramos algunos que arribaron temprano en el Terciario (Styrax: Styraceae; Fritsch
2003) al archipié¢lago de las Antillas, y algunos otros de reciente llegada o

diversificacion (algunas especies de Lythraceae; Graham, 2003).

2.3.1 Relaciones entre las areas
Existen diversos esfuerzos para identificar a los componentes de la region biogeografica
del Caribe asi como su relaciones con otras areas (Santiago-Valentin y Olmstead, 2004).
Uno de los trabajos mas sintéticos proveniente de distintos taxa es el de Morrone (2001)
quien identifico a partir de una aproximacion panbiogeografica una region Caribena
amplia, que incluye el centro y el sur de México, Mesoamérica, las Antillas y el noroeste
de América del Sur, Ecuador, Venezuela y Trinidad y Tobago. Varios trazos especificos
vinculan a las Antillas Mayores con Centroamérica y muchos sugieren un vinculo entre
el norte de Sudamérica y las Antillas Menores.

Las Antillas Menores, tanto en su porcion sur como norte, han tenido una
relacion cercana con la flora sudamericana, misma que ha sido explicadas mediante las
relaciones entre areas (Warren & Crother, 2001), asi como en términos de la posible ruta
de colonizacion de un grupo en particular (Rivera-Ocasio ef al., 2002). Las relaciones de
las Antillas Mayores con los continentes y con las propias Antillas Menores responden a
una historia mas compleja, donde la vicarianza y la dispersion parecen haber jugado
papeles complementarios en la configuracion de los patrones actuales de distribucion. Es
interesante que aproximaciones tan disimbolas como las anteriores lleguen a
conclusiones similares.

Algunos estudios de biogeografia cladistica, como los de Warren y Crother
(2001), Luna-Vega y colaboradores (2002), Trejo-Torres y Ackerman (2001) y Judd
(2001) ofrecen algunas hipodtesis de relacion de estas islas con varias partes de América.

Por ejemplo, Warren y Crother (2001) analizando datos de distribucion de cuatro
géneros de peces (Rivulus, Gambusia, Trachemys y Sphaerodactylus) mediante
diferentes enfoques cladisticos, encontraron de manera consistente que Cuba es un clado

basal con respecto a La Espafiola y Puerto Rico; asimismo, Jamaica oscil6 entre ser un
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clado hermano de Cuba y estar en una posicion mas basal como hermano de las otras
tres Antillas Mayores. Aunque no se trata de un trabajo de biogeografia vegetal, se
incluye en esta revision por la consistencia que presenta el patron con respecto a los
reportados en varios trabajos de biogeografia vegetal.

Ademas de las diferencias operativas entre los diferentes métodos, la
inconsistencia en la posicion de Jamaica podria deberse a la peculiar historia de esta isla,
que ha ocasionado patrones de distribucion discordantes incluso entre géneros
cercanamente emparentados (p. €j. Negron-Ortiz & Watson, 2003). En su trabajo,
Warren y Crother (2001) encontraron que la relacion del grupo de las Antillas con los
continentes no quedaba completamente resuelta en los diferentes analisis.

En el caso de la flora de los bosques mesofilos de montafia, Luna Vega et al.
(2002), empleando herramientas panbiogeograficas y andlisis de simplicidad de
endemismos, encontraron una clara relacion entre las islas del Caribe y Centroamérica.
Todos los bosques mesodfilos neotropicales que fueron incluidos en el trabajo formaron
un grupo monofilético. Los bosques del pico Turquino en Cuba y las Blue Mountains en
Jamaica aparecieron como grupo hermano de un conjunto de bosques de México y
Centroamérica. Esta relacion fue confirmada por los trazos generalizados construidos a
partir de la distribucion de cinco géneros vegetales (Begonia, Epiglosssum, Epidendrum,
Miconia y Peperomia). Las relaciones de la isla de Puerto Rico no fueron
completamente resueltas por este trabajo ya que la posicion de esta isla en el extremo
oriente de las Antillas Mayores puede afectar la afinidad de la biota de la misma.

Por su parte, Trejo-Torres y Ackerman (2001a y 2001b) reconstruyeron las
relaciones entre las Antillas basados en la distribucion de las orquideas en la region
encontrando que las Antillas Menores son un grupo parafilético con afinidades diversas.
Por otro laod, observaron dos grandes grupos monofiléticos que aportan un patron
interesante: el archipié¢lago de las Bahamas y las Antillas Mayores. Las islas que
conforman las Antillas Mayores comparten una edad mayor, montafias mayores a los
600 msnmm y poseen una diversidad climdtica y de habitats en general mayor; los
suelos de estas islas se formaron en su mayor parte a partir de roca madre volcanica.
Mientras tanto, las Bahamas son islas de menor altitud, de origen calcareo y mas

jovenes; estas caracteristicas también se presentan en la Isla de la Juventud, la cual a
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pesar de su proximidad geografica con Cuba (Antillas Mayores), se agrupa con las
Bahamas en cualquiera de las reconstrucciones elaboradas (Trejo-Torres y Ackerman,
2001 a y b). Este grupo de las Bahamas estaria relacionado con Yucatdn y Florida
(Figura 2.2). A partir de esta informacidn, estos autores discuten la posibilidad de que la
dispersion haya jugado un papel importante en la distribucion de las orquideas, toda vez
que la relacion entre las islas parece estar relacionada con los tipos de suelo que se
presentan en éstas, siendo éste el factor determinante, en lugar de la cercania geografica,
el factor determinante de la distribucion de las orquideas. El  que  Trejo-Torres y
Ackerman (2001) hayan encontrado que el archipié¢lago de las Bahamas comparta solo
una especie restringida con Florida, mientras que comparte siete con las Antillas
Mayores, pareceria indicar una direccion sur-norte de los procesos que dieron origen a la
distribucion de las orquideas en esta parte del Caribe, sean estos resultado de la
vicarianza o de la dispersion.

Un patron similar fue para el género Lyonia en el cual los niveles de endemismo
se asocian a los tipos de suelo de las islas (Judd, 2001). Al estudiar la relacion entre las
islas a partir de la distribucion de las especies del género Lyonia (Ericaceae) y de su
filogenia, Judd (2001) encontrd un patron segun el cual todas las especies que habitan
las islas del Caribe se agrupan en un solo clado con la excepcion de la region de La
Trinidad, en el centro de Cuba. Este patron parece significativo en vista de que la region
central de Cuba, a la cual pertenece La Trinidad, fue la Gltima en emerger. Por otro lado,
la distribucion de endemismos entre las islas sugiere que el oriente de Cuba y el norte de
La Espafiola son centros de diversificacion monofiléticos uno respecto al otro y
relacionados en cada caso con otras especies dentro de la misma isla. La ausencia de
estimaciones del tiempo de divergencia entre estos dos grandes clados impide corroborar
en este caso la hipotesis de que la separacion de Cuba y La Espaiola hace entre 10-15
millones de afios ocasiond la vicarianza para varios grupos, como lo presenta Graham
(2003b). A pesar de estar del todo resuelta la relacion de las islas con las masas
continentales, es interesante el efecto de factores ambientales en la distribucion de
Lyonia. Buena parte del endemismo en areas pequefias esta relacionado con condiciones
edaficas y diferencias altitudinales que delimitan qué areas estan relacionadas entre si

(Judd, 2001). Esto indica eventos de dispersiéon a larga distancia, que habrian sido
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seguidos de procesos de diversificacion dentro de cada isla marcados por diferenciacion

de habitats.
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Figura 2.2. Afinidad entre las diferentes areas (modificado de Trejo-Torres & Ackerman, 2001).
Las lineas punteadas en negro indican grupos de islas; las lineas punteadas en color, relaciones
entre islas y continentes. A partir de la distribucion de orquideas, los autores encontraron dos
grupos al interior de la Cuenca del Caribe, denominados “Grupo Calcareo” y “Grupo del arco de
islas”. Las abreviaturas corresponden a: AMP = Antillas menores principales, AMS = Antillas
menores secudarias, B = Barbados, C = Cuba, IC = Islas Caiman, H = La Espaiiola, 1J = Isla de la
Juventud, J= Jamaica, , M = Mona, MT = Margarita y Tobago, NBA= Noroeste de las Bahamas,
PR = Puerto Rico, SBA= Sudeste de las Bahamas, AHS= Antillas Holandesas del Sur, T =
Trinidad, VI = Islas Virgenes.

La evidencia acumulada hasta el momento, indica un aporte importante de
Centroamérica hacia las Antillas Mayores, aunque las areas particulares involucradas,
asi como sus edades y la secuencia de separacion de las &reas no han sido
completamente estimadas (Pindell & Keenan, 2009). Adicionalmente, son necesarios
datos que estimen de manera mas precisa la edad aproximada de los grupos
monofiléticos distribuidos en estas islas, pues eso permitiria ubicar los procesos
geologicos que expliquen la historia de la distribucidon de dichos grupos. Hasta ahora,

solo el trabajo de Hedges (1996) ha establecido la edad en las islas de varios grupos de
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vertebrados con afinidad sudamericana, encontrando que los clados distribuidos en el
Caribe se originaron a lo largo del Cuaternario.

Por su parte, Ibarra-Manriquez y colaboradores (2002) encontraron una relacion
relativamente distante en la composicion de la flora de arboles de la Peninsula de
Yucatan y la de las islas del Caribe. Utilizando dendrogramas a partir de los datos de
distribucion de 434 especies de arboles ,concluyeron que en términos de su composicion
floristica existe una relacion cercana entre la Peninsula de Yucatan y otras partes de
Mesoamérica, y que las islas del Caribe forman un clado junto con la Peninsula de
Florida. Sin embargo, éstas conclusiones, s6lo permiten hacer inferencias limitadas
respecto a la biota de las Antillas ya que el interés primario del trabajo era la historia

biogeografica de la Peninsula de Yucatan.

2.3.2 Implicaciones biogeograficas de las relaciones filogenéticas de algunos

grupos de plantas
La informacion de las relaciones filogenéticas de diferentes grupos ha sido utilizada
ampliamente para establecer hipodtesis biogeograficas de la region caribefia. Segun
Graham (2003), la principal limitante es la escasez de estudios paleontologicos en la
region. Los estudios realizados hasta ahora en la Cuenca del Caribe han abordado las
relaciones biogeograficas de plantas con diversos habitos de crecimiento y diferentes
procedencias hipotéticas (Mc Dowell & Bremer, 1998; Fritsch, 2003; Graham S., 2003;
Little & Barringthon, 2003; Negréon-Ortiz & Watson, 2003; Davis et al., 2004) Algunos
estudios han encontrado patrones filogenéticos en los que las especies centroamericanas
aparecen como grupo hermano respecto a las especies de las Antillas Menores. Esto,
aunado a la ausencia de algunos de estos grupos en Jamaica (la isla mas joven de las
Antillas Mayores), o bien a la posicion relativamente basal de las especies de esta isla
con respecto a las demas, parece fortalecer la hipotesis de que varios grupos de plantas
llegaron desde Centroamérica colonizando las islas, o bien se originaron por la
fragmentacion posterior a una presunta conexion de tierra emergida entre las islas y el
continente.

A continuacién se exponen algunos grupos selectos de plantas que se han

utilizado para discernir la historia biogeografica del area.
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Rubiaceae

Para esta familia de plantas vasculares se ha propuesto que la dispersion podria
constituir el principal proceso causal de la distribucidon actual, resultando en que la
familia se halle ampliamente distribuida en el archipi¢lago (McDowell & Bremer, 1998;
Negron-Ortiz & Watson, 2002, 2003). Por ejemplo, se ha encontrado que en las
secciones Exostema y Brachyantha del género Exostema, los grupos basales dentro de
cada una de ellas son especies que se distribuyen en Centroamérica y México. Por lo
anterior, se sostiene que el grupo llegd a las islas del Caribe por dispersion
(principalmente ornitocoria) desde Centroamérica y posteriormente ocurrio la radiacion
de la mayor parte de las especies ya en las islas (McDowell & Bremer, 1998). En el caso
de especies de amplia distribucion, como Exostema caribaeum, su posicion filogenética
es concordante con procesos de dispersion sobre el mar, tanto desde Mesoamérica hacia
Cuba como de Cuba hacia Mesoamérica (Figura 2.3; McDowell et al., 2003). Varias
especies de Exostema de Cuba tienen especies hermanas en la isla de La Espafiola, lo
cual apoya un fendmeno de vicarianza provocado por la separacion de estas dos islas,
aunque la falta de registro palinoldgico impide tener estimaciones de los tiempos de
divergencia de las Antillas Mayores (McDowell & Bremer, 1998; McDowell et al.,
2003).

En el caso de los Ernodea y Erithalis, anélisis de parsimonia de Brooks sugieren
también un origen centroamericano (Negron-Ortiz & Watson, 2002, 2003; Figura 2.4).
Algunas especies como Erithalis fruticosa, E. odorifera y E. salmeoides tienen una
amplia distribucion en las islas, lo cual sugiere que en esos casos en especifico la
dispersion podria explicar la distribucion de estas especies (Negron-Ortiz & Watson,
2002, 2003). Al mismo tiempo, para el género Erithalis el analisis de parsimonia de
Brooks indica que hubo una dispersion desde las Antillas hacia Florida, al igual que para
el género Lyonia, lo que acumula como evidencia de la contribucion de las islas a la

biota de Florida.
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Coutraea hexandra Sudy Centroamérica

Exostema spinosum Este de Cuba, Norte Espafnola
E. nitens Norte Espafiola
E purpureum Este de Cuba
E. lancifolium Este de Cuba
A — E. salicifoilum Oeste de Cuba
L— E acuminatum La Espafola
E. caribaeum Centroamérica, Antillas
y Bahamas
e [ myrtifolium Este de Cuba
— [ selleanum Este de Cuba, Suroeste de
La Espafnola
E. ixoroides Cuba
E. parviflorum La Espafiola
C
E. mexicanum Centroamérica-México
, C
E. corymbosum Perd-Andes

Figura 2.3 Relaciones filogenéticas recuperadas para algunos miembros del género Exostema y

su ubicacion geografica. Adaptado de McDowell ef al. (2003).

A. Género Erithalis B. Género Ernodea

e Cuba Florida

Norte de las Bahamas

b | 3 Espaiiola

Otras islas Bahamas
Bahamas: San Salvador

Bahamas: Gran Inagua

Bahamas: Gran Inagua

La Espafiola

Jamaica Cuba

Panama Centro, Sudamérica y
Africa

Figura 2.4. Cladogramas de area para los géneros Ernodea y Ertithalis. Adaptada de Negron-Ortiz &
Watson (2003).

Otro género que ha sido estudiado dentro de Rubiaceae es Neolaugeria,

endémico al arco de las Antillas (Moynihan & Watson, 2001). A partir de la

reconstruccion de las relaciones filogenéticas entre las tres especies del género y de los

46



datos de distribucion, Moynihan y Watson (2001) obtuvieron evidencia de que éste
género Neolaugeria se origin6 en las Antillas Menores hace unos 20 millones de afos,
probablemente por vicarianza. Posteriormente habria ocurrido una colonizacién de las
Antillas Mayores y posteriormente a las Bahamas, probablemente gracias al fruto
drupaceo de larga viabilidad (Moinyihan & Watson, 2001), y a la direcciéon dominante
de las corrientes marinas en los ultimos millones de afios (Hedges, 2002), aunque aun
hay debate acerca de las alteraciones locales de estas corrientes durante las glaciaciones

(ver Hedges, 2002 e Iturralde-Vinent & McPhee, 1999 para visiones contrastantes).

Styraceae

Al analizar la distribucion del género Styrax Fritsch (2003) discutié la existencia de una
conexion antigua entre Sudamérica y las Antillas (Iturralde-Vinent & MacPhee, 1999)
ene el marco de las inferencias biogeograficas mediante la optimizacion por parsimonia
de Fitch. El andlisis de dispersion-vicarianza (DIVA por sus siglas en inglés; Ronquist,
1997) arrojo especies en las que se detectd dispersion, por ejemplo transito de tres
especies de Norteamérica a Sudamérica; dos especies presuntamente dispersadas de
Sudamérica a las Antillas; y finalmente el paso de una especie del sudeste de
Norteamérica a las Antillas. La distribucion geografica ancestral y el analisis
biogeografico de la distribuciéon ancestral de dos especies de este género resulto
compatible con la existencia del puente entre Sudamérica y las Antillas, llamado
GAARIlandia (Iturralde-Vinent & MacPhee; 1999; Ali, 2011). La desaparicion hace 30-
35 millones de afios de esta conexion indica a la vicarianza como el proceso que origind
la distribucion actual de estas especies. Sin embargo para el resto del género (39
especies) no se encontrd evidencia compatible con este escenario. Por su parte, Hedges
(1996, 2001) ha criticado el caracter ad-hoc de adecuar la datacion de las divergencias a
la supuesta desaparicion del puente terrestre llamado GAARIlandia que los sustentantes

de esta idea han hecho.
Solanaceae

En el estudio de la subfamilia Goetzoideae ,nuevamente se hace evidente la necesidad de

contar con estimados de las edades de divergencia entre los clados para poder juzgar la
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plausibilidad de los escenarios de colonizacién tardia o de fragmentacion temprana. A
partir de la reconstruccion de las relaciones filogenéticas dentro de Goetzoideae, se sabe
que el grupo existido en la zona del Caribe antes del cierre del Istmo centroamericano
(Santiago-Valentin & Olmstead, 2003). Sin embargo, lo extremadamente corto de las
ramas de las reconstrucciones filogenéticas multigénicas introduce un factor de
confusion, lo cual podria deberse al origen muy reciente de los grupos del Caribe,
mediante un proceso de participacion de la dispersion a grandes distancias a las islas. De
manera alternativa, la escasa divergencia entre las secuencias se explicaria por tasas
bajas de sustitucion y entonces seria posible suponer un origen anterior de las especies,
lo que requeriria la existencia de dos separaciones de masas terrestres y dos
coalescencias posteriores entre Cuba y La Espafiola (Santiago-Valentin & Olmstead,
2003). Ambas explicaciones requieren el mismo numero de pasos, por lo que no es
posible discernir la factibilidad de uno u otro con la informacion que se tiene.

Dentro del Género Cestrum, estudios recientes han mostrado que las especies que
habitan en la isla de La Espafola serian el grupo hermano de un gran clado que abarcaria
las especies de México y Centroamérica (Montero-Castro, et al., 2006). En
conconrdancia con los tiempos de divergencia recientes para los linajes dentro de este
género, la dispersion a larga distancia ha sido el proceso invocado para explicar el patron

de distribucion (Montero-Castro, et al., 2006).

Fabaceae

A partir de analisis biogeograficos como la parsimonia de Brooks y de datacion de
divergencias filogenéticas por reloj molecular, se ha inferido que procesos de vicarianza
antiguos y posteriormente de dispersion son los principales agentes explicativos de la
distribucion actual de las leguminosas robinioides, especialmente los géneros Poitea,
Pictetia y Gliciridia (Lavin et al., 2001, 2003). El patrén general que se infiere implica
que las Antillas Mayores sirvieron como refugios durante el Terciario y el Cuaternario
Temprano para estos dos géneros, los cuales estan presentes en las islas mas viejas desde
el Terciario, cuando las islas apenas emergian (Lavin et al., 2001 y 2003). Aunque
inicialmente Lavin y su grupo sostuvieron que la separacion del clado de las fabaceas

robinioides habia ocurrido entre Norteamérica y el Caribe, evidencia posterior mostro
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que esta separacion ocurrid entre Centroamérica y el Caribe (Lavin et al., 2003), pues
Gliciridia, género de distribucion sud y centroamericana, y Poitea, género distribuido en
las Antillas, resultaron grupos hermanos. Estos autores encontraron evidencia de eventos
de vicarianza entre Cuba, La Espafiola y Puerto Rico durante el Terciario, asi como
evidencia de eventos de dispersion a larga distancia en épocas recientes hacia Dominica
y Jamaica. En este caso el uso combinado de evidencia molecular y paleontologica

permitio distinguir claramente los eventos de vicarianza en la region.

Lythraceae

Debido a la distribucion tropical y subtropical que presenta, los ancestros de los géneros
y especies de esta familia que se distribuyen en las Antillas podrian provenir de
cualquiera de las masas continentales circundantes (Centroamérica, Norteamérica y
Sudamérica). Graham (2003) sugiere la dispersion desde el sudeste de los E.U. de dos
especies de Lythrum y una de una de Cuphea a partir de las relaciones filogenéticas que
colocan a estas especies antillanas dentro de clados norteamericanos. Asimismo infiere
la dispersioén desde México o el norte de Guatemala de una especie (Cuphea decandra).
El resto del género se habria originado en el norte de Sudamérica, desde donde la
dispersion explicaria la colonizacion del archipi¢lago, del mismo modo que para una
especie del género Adenaria. En el caso del género Ginoria no se ha podido discernir si
el género se origind en México o en las Antillas Menores, por lo que la direccion de la
colonizacion permanece incierta (Graham, 2002). La evidencia para los géneros
hermanos Ginoria y Haitia proveniente tanto de datos moleculares como morfologicos
ha permitido establecer que la diversificacién en Cuba y La Espaiola fue posterior a la

colonizacion de las islas (Graham, 2003).

Onagraceae

De esta familia se han estudiado las relaciones filogenéticas del género Fuchsia,
analizando tanto secuencias nucleares y de cloroplasto como diversos caracteres
morfologicos (Berry et al., 2004). De este género solamente la Seccion Fuchsia se
distribuye en el Caribe, representada por dos especies. A partir de los datos de reloj

molecular, que ubican el origen del género Fuchsia hace poco mas de 30 millones de
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anos (Berry et al., 2004) se infiri6 también la divergencia de las dos especies de la
seccion Fuchsia de La Espafiola (inicas representantes en el Caribe) hace alrededor de
20 millones de anos. El grupo del Caribe aparece anidado dentro de la rama de especies

que se distribuyen en la region tropical de los Andes (Pert, Ecuador y Colombia).

Asteraceae

Dentro de esta familia los géneros Rhodogeron y Sachsia son endémicos de la Peninsula
de Florida y las Antillas (Liu ef al., 2004). A partir de la reconstruccion de las relaciones
filogenéticas de estos dos géneros con el resto de las asteraceas pertenecientes a la tribu
Plucheae y empleando un marcador ribosomal del nticleo y otro de cloroplasto, se infirio
una posicion basal para las especies distribuidas en Cuba (Liu ef al., 2004). Se propone
una colonizacién del archipiélago de las Bahamas y de la Peninsula de Florida desde
Cuba al quedar las especies distribuidas en estas areas en una posicion mas derivada
dentro del arbol (Figura 2.5; Liu et al., 2004). La polarizacion del arbol fue efectuada
incorporando otra especie de la tribu Plucheae y otras asteraceas de distribucion maés

distante (Islas Canarias y Marruecos).

Sachsia polycephalla |:| Las Bahamas
Sachsia polycephala l Florida

Sachsia divaricata 2
Sachsia divaricata 1
Sachsia tricephala Cuba

Rhodogeron
coronopifolius
Pluchea pupurascens

Ighermia

Grupo externo
Vierea

Figura 2.5 Relaciones filogenéticas recuperadas para el Género Sachsia. Adaptado de

Liu et al. (2004).
Es interesante notar que las especies cubanas hermanas de aquellas distribuidas

en Florida y las Bahamas son especies mas generalistas en cuanto a los tipos de suelo

donde habitan, mientras que los grupos mas basales solamente habitan en suelos
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derivados de roca serpentina (Liu et al., 2004). Lo anterior vuelve a aportar elementos
que permiten suponer que la disponibilidad de habitats ha sido un factor clave en la
posibilitacion o limitacion de la dispersion de algunos grupos dentro del Archipélago de
las Antillas, mientras que pone de relieve la importancia de la diversidad de suelos en
los patrones de endemismo que se observa en las Antillas como se ha observado en otros
trabajos (Trejo-Torres & Ackerman, 2001; Judd, 2002). Lo anterior podria tener
relvancia para este trabajo en la medida en que en el occidente de Cuba Pinus caribaea
var. caribaea habita en suelos que van de siliceos a serpentinos (con alto contenido en
hierro), siendo en los suelos mas extremos donde forma masas puras mas grandes

(Garcia, 2006).

Dryopteridaceae (Pteridophyta)

Este uno de los pocos grupos de helechos distribuidos en el Caribe para los que se posee
informacion. Las relaciones filogenéticas reconstruidas por Little y Barrington (2003) a
partir del gen de cloroplasto rbcL y de 41 caracteres morfologicos cualitativos del
género Polystichum. Se sugiere que las especies neotropicales del género son
monofiléticas y dentro de este clado, las especies continentales son el grupo hermano de

las especies de las Antillas (Little & Barringhton, 2003).

Malpighiaceae
La biogeografia de esta familia de amplia distribucion fue abordada por Davis y
colaboradores (2004), quienes incluyeron 103 representantes de esta familia en un
esfuerzo de reconstruccion de las relaciones filogenéticas y de fechamiento de los
eventos de cladogénesis para realizar inferencias acerca de la historia de la distribucion.
La edad de la familia y la evidencia fosil sugirieren que Malpighiaceae se origind en
América. Posteriormente, la ampliacion del intervalo de distribucidon de varias especies
permitié la entrada del grupo a Asia y la actual Africa a través de Beringia en tres
eventos: durante el Paleoceno (60 m.a.), durante el Eoceno-Oligoceno (34-31 m.a.) y
finalmente en el Mioceno (21-17 m.a.).

El trabajo de Davis et al. (2004) tiene implicaciones importantes para la historia

biogeografica del Caribe, pues las fechas estimadas por los autores para el paso de las
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malpigiaceas de Sudamérica a Norteamérica son unos 10 millones de afios anteriores a
las fechas que Graham (2003a), Iturralde-Vinent y McPhee (1999) y Lewis y Draper
(1990) adjudican a las Antillas menores. Lo anterior documenta intercambio de biota a

través del mar entre Sud y Norteamérica antes del cierre del istmo de Panama.

2.3.3 Algunos patrones biogeograficos generales
La informacion biogeografica con que se cuenta, permite indicar algunos patrones
generales de relacion entre las Antillas Mayores y los continentes, asi como al interior de
las islas que conforman el mencionado archipié¢lago. Sin embargo un vacio en la
informacion generada hasta hoy tiene que ver con la ausencia de estimaciones de los
tiempos de divergencia para los diferentes grupos, las cuales permitirian correlacionar
los procesos de divergencia, colonizaciéon y diversificacion de forma mas precisa con los
eventos geologicos.

La composicion de la flora de las Antillas Mayores, en particular para algunos
ecosistemas (bosques mesofilos, Luna-Vega et al., 2001), la distribucion de orquideas
(Trejo-Torres & Ackerman, 2001), asi como las relaciones filogenéticas al interior de
varios grupos (Ericaceae, Judd, 2001; Rubiaceae, McDowell & Bremer 1998, Negron-
Ortiz & Watson 2003 & 2002; Fabaceae, Lavin et al., 2001 & 2003; algunas especies de
Lythraceae, Graham 2003; Dryopteridaceae, Davis et al., 2003) permiten sostener una
relacion cercana entre la flora de Centroamérica y la de las Antillas Mayores sin que sea
necesario apelar a la llegada de taxa desde Sudamérica (Tabla 2.1). Un aspecto
interesante es que no parece haber una sola época en la que ocurri6 la separacion entre
los clados centroamericanos y los clados antillanos.

En otros casos los grupos distribuidos en las Antillas Mayores parecen haber
llegado desde las Antillas Menores y, en ultima instancia desde Sudamérica (algunas
especies de Rubiaceae, McDowell & Bremer,1998; Styraceae, Fritsch 2003; algunas
especies de Lythraceae, Graham, 2003). La diversificacion in situ ocurrido no solo en
grupos que llegaron desde las masas continentales, sino también en grupos que se
originaron en las propias Antillas, como es el caso de Neolaugeria, Exostema, Erithalis

y Sachsia.
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Tabla 2.1 Procesos y origen de las plantas de la Cuenca del Caribe (n.d.: no hay datos).

Procesos Grupo Origen/afinidad de las Epoca Evidencia Referencia
especies del Caribe
Mohi &
Neolaugeria Antillas menores a Antillas > 20 Ma Reconstruccion WZtslcl)Zan
(Rubiaceae) Mayores filogenética (2001)
McDowell &
Exostema Centroamerica nd Reconstruccion | Bremer (1998)
(Rubiaceae) e filogenética McDowell
(2003)
Santiago-

i 16 Goetzoid R truccio Valentin &
DlSp@I‘?lOH . a oetzoldae Sudamérica/Centroamérica | < 1.5 Ma econs'r}lcmon atentin
larga distancia (Solanaceae) filogenética Olmstead

(2003)
Sudeste de EU
“ es,e . ¢ Reconstruccion | Graham
Lythraceae México n.d. filowenética (2003)
Antillas Menores g
Rhodogeron y Colonizacion de Florida nd Reconstruccion | Liu et al.
Sachsia desde Cuba o filogenética (2004)
Paso de Sudamérica a ., .
L L. R Reconstruccion | Davis et al.
Malpighiaceae Norteamérica a través de 10 Ma (-
. filogenética (2004)
las Antillas menores

- 3 Poiteia., f’tfct'etia y B Terciario y Ané?isis c.ie Lavin (2001,

Dispersion a Gliciridia Centroamérica Cuaternario parsimonia de
. . 2003)
larga distancia, (Fabaceae) temprano Brooks
posterior 30 Ma Origen
vicarianza . del género .,
Cuba/Espaiiola Fuchsia Sudamérica 20 Ma Recosn?r%lcmon Berry et al.
(Onagraceae) L. filogenética (2004)
Vicarianza
Cuba/Espafiola
Vicar
1car1anza~ Cladograma de
Cuba/Espatfiola. R , .
Dispersion a Cuba y La Espaiiola son areas a partir
P . . Lyonia (Ericaceae) grupos reciprocamente Hace 10 Ma. de la Judd (2001)
Larga distancia . C o,
1 monofiléticos distribucion de
entre héabitats as s
similares Pp-
Vicarianza y Ernodea'y Analisis de (Negron-Ortiz
dispersion a Erithalis Centroamerica n.d. Parsimonia de & Watson
larga distancia (Rubiaceae) Brooks (2002, 2003)
Vicarianza Reconstruccion
Styrax (Styraceae) Sudamérica 30-35 Ma filogenética Fritsch (2003)
DIVA
Afinidad Clad d
malrncla(?a or Afinidad entre Bahamas, éreaasoagra;lt?r ¢ Trejo-Torres
.. P . Yucatan y Florida. P & Ackerman
condiciones Orchidaceae . . n.d. dela
i Afinidad entre Antillas e, (2001a &
edaficas. distribucion de
Mayores y Menores. 2001b)
las spp.
n.d. Flora de los Aﬁm,d?d entre . Ana11§1§ de Luna-Vega et
, Centroamérica y las islas | n.d simplicidad de
bosques mesofilos . . al. (2002)
del Caribe endemismos
.d. Little &
n Polystichum . Reconstruccion ! ?
. Centro y Sudamérica n.d. . Barringhton
(Dreyopteridaceac) filogenética (2003)
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Varios grupos parecen haber colonizado la Peninsula de Florida y el archipi¢lago
de las Bahamas desde las Antillas Mayores en algunos casos en épocas recientes, como
algunas asteraceas (Liu et al., 2004), algunas fabaceas (Lavin et al., 2003) y Erithalis
(Negron-Ortiz & Watson, 2002). Este patron constituye evidencia novedosa acerca de la
contribucion de islas a la biota de una masa continental.

Entre las Antillas Mayores el evento de vicarianza mas claro se presentd entre
Cuba y La Espafiola, al encontrarse evidencia de este evento en varios grupos, aun en
casos en los que el resto de la distribucion presentaba evidencias de dispersion. Asi,
varias especies de FExostema de Cuba y La Espafola estin mas cercanamente
emparentadas con taxa distribuidos en la otra isla. El orden de ramificacion de las
fabaceas caribenas mostré lo mismo, afiadiendo un evento de vicarianza entre La
Espanola y Puerto Rico. La ausencia de varios grupos, asi como la posicion
relativamente derivada de otros taxa que se distribuyen en la isla de Jamaica, parece
congruente con la relativamente reciente edad geoldgica de ésta. En el caso de la isla de
Puerto Rico, la relacion con la flora de las Antillas Menores tiene una importancia
relativamente mayor como lo muestran los estudios de Luna-Vega et al. (2001).

En lo que respecta a la existencia de GAARIlandia o algun otro tipo de conexion
protoantillana, aunque la distribucion o las relaciones filogenéticas de varios grupos
resultan compatibles con la postulacion de este puente, la evidencia biogeografica no
puede considerarse por si misma concluyente, pues se corre el riesgo de aportar
explicaciones circulares en las que un patrén filogenético seria la principal evidencia del
proceso geologico que se invoca como explicacion del mismo. La acumulacion de
evidencia geoldgica en el futuro tal vez permita dirimir claramente este punto.

Los elementos que se han vertido hasta aqui denotan un patrén biogeografico
complejo, en el que diferentes masas continentales han aportado distintos taxa a la flora
de las Antillas Mayores, siendo este un rasgo distintivo de la region. La dispersion en la
historia de la distribucion de varios grupos ha sido un proceso importante,
probablemente debido al prolongado periodo (30 millones de afios) en que las Antillas
han permanecido en una posicion relativamente estable con respecto a los continentes v,
en los casos de arribo mas reciente, probablemente debido a la incidencia de huracanes,

como ha sido sefnalado por Hedges (2002); este patron es compatible con lo que se ha
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observado para distintos grupos de animales (Davies & Bermingham, 2002; Hedges
2002 y 1996; Hower & Hedges, 2003; Liebherr & Godwin, 2004; Déavalos, 2004;
Ricklefs & Bermingham, 2008). Por otra parte, existen varios patrones de distribucion
que son imputables de un modo mas plausible a procesos de vicarianza, resultado de la
separacion paulatina de la Antillas Mayores mas viejas (Cuba, La Espafiola y Puerto
Rico). El hecho de que clados de diferente antigiiedad que se distribuyen en las Antillas
Mayores tengan a sus parientes mas cercanos distribuidos en las masas continentales
adyacentes fortalece la idea de procesos recurrentes de dispersion a larga distancia.

Las Antillas Mayores son islas fragmentos continentales, por lo que podemos
esperar que la historia de la composicion de su biota incluya tanto eventos de
especiacion vicariante, como eventos de dispersion sobre el mar. Dada la antigiiedad del
archipiélago, para poder comprender la complejidad de la historia biogeografica de las
Antillas Mayores, es necesario reconocer que la frecuencia de la dispersion a grandes
distancias desde diferentes puntos de esta cuenca puede haber sido mucho mayor que en
otras regiones. La literatura acumulada hasta ahora aporta evidencia consistente de que
la dispersion de semillas o propagulos de distintos tipos y por diferentes medios, marco
la distribucioén de varios grupos de plantas y en particular la llegada de éstos desde los
continentes.

Otra manera de ponderar el papel de la dispersion a larga distancia seria utilizar
la posibilidad que abre la distribucion de linajes relativamente jovenes en los que alguna
especie presente una distribucion continental e insular, como es el caso de los pinos de la
subseccion Australes. En caos con este tipo de distribucion, se hace posible evaluar,
utilizando herramientas dela genética de poblaciones, el nivel de intercambio o de flujo

génico que ha ocurrido entre las islas y el continente.
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e Background and Aims Four species of Pinus subsection Australes occur in the Caribbean Basin: P. caribaea,
P. cubensis, P. maestrensis and P. occidentalis. This study analyses the phylogeography of these species to assess
possible colonization events from Central America to the islands and subsequent population expansions during
glacial periods driven by both drier climate and larger emerged land areas.

e Methods Allele size data were obtained for plastid microsatellites for 314 individuals from 24 populations, cov-
ering the distribution range of subsection Australes in the Caribbean Basin.

e Key Results In total, 113 plastid haplotypes were identified. The highest genetic diversity was found in popu-
lations of P. caribaea. Overall, Caribbean Basin populations fit the isolation by distance model. Significant
phylogeographical structure was found (Rst= 0-671 > permuted Rst = 0-101; P < 0-0001). The haplotype
network and a Bayesian analysis of population structure (BAPS) indicated different Central American origins
for P. caribaea var. bahamensis and P. caribaea var. caribaea plastids, with Central America populations in north-
ern and south-eastern groups. Sudden expansion times for BAPS clusters were close to three glacial maxima.

e Conclusions Central America contains ancestral plastid haplotypes. Population expansion has played a major
role in the distribution of genetic diversity in P. caribaea var. hondurensis. Two colonization events gave rise
to the P. caribaea var. bahamensis and P. caribaea var. caribaea lineages. Plastid variation in the eastern
species (P. cubensis, P. maestrensis and P. occidentalis) evolved independently from that in P. caribaea var.
caribaea. Incomplete lineage sorting between P. cubensis and P. maestrensis is apparent. Inferred expansion
times for P. caribaea var. bahamensis and for the eastern lineages correspond to glacial maxima, whereas
those for P. caribaea var. hondurensis correspond to the beginning of the temperature decrease that led to

Marine Isotope Stage 8.

Key words: Caribbean Basin, historical demography, phylogeography, Pinus, plastid microsatellites, population

genetics, subsection Australes.

INTRODUCTION

Pinus subsection Australes (Pinaceae) is a monophyletic group
of pines (Gernandt et al., 2005, 2008) occurring in North
America, Mexico, Central America and the western
Caribbean islands. Four taxa of subsection Australes are
found from low savannah to mountain regions in the
Caribbean Basin (Farjon and Styles, 1997): P. caribaea,
P. cubensis, P. maestrensis and P. occidentalis.

The savannah lowlands in the west of the Caribbean Basin
are dominated by the three varieties of Pinus caribaea: var.
hondurensis (Central America), var. caribaea (western Cuba
and Isla de la Juventud) and var. bahamensis (Bahamas and
Turks & Caicos Islands). Among the three varieties, mature
trees exhibit only slight morphological differences (Barrett
and Golfari, 1962; Farjon and Styles, 1997). Although the
population genetics and distribution of P. caribaea have
been well studied (Dvorak et al., 2000, 2005), there are no
studies using molecular markers that include all three varieties
throughout their natural range.

Two allopatric taxa, P. cubensis and P. maestrensis, are found
in the eastern mountains of Cuba. Some authors (Farjon and
Styles, 1997) have treated P. maestrensis as a synonym of
P. cubensis, whereas others (Lopez-Almirall, 1982) have con-
sidered them to be separate species. An analysis of ovulate
cone morphology characters by Adams and Jackson (1997)
retrieved P. cubensis and P. caribaea as sister groups but a pos-
terior phylogenetic analysis of plastid DNA (Geada-Lopez
et al., 2002) recovered P. cubensis and P. maestrensis as sister
groups. According to Gernandt et al. (2005), P. cubensis is
closely related to P. occidentalis, an endemic species from the
mountains of Hispaniola. In Cuba, P. cubensis is distributed
throughout the Sierra Nipe-Cristal and P. maestrensis inhabits
the Sierra Maestra. P. occidentalis is found in the mountains
of Hispaniola.

Slight morphological differences among the three varieties
of P. caribaea suggest that they diverged recently (estimated
divergence time for subsection Australes is 6 Myr BP;
Gernandt et al., 2008) and/or suggest gene flow between the
continent and the islands. In contrast, morphological

© The Author 2010. Published by Oxford University Press on behalf of the Annals of Botany Company. All rights reserved.
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differences have permitted the distinction of three species
(P. cubensis, P. maestrensis and P. occidentalis) in eastern
Cuba and Hispaniola. These eastern species share ecological
affinities, such as higher altitude distributions, more humid
habitats and less invasive capability, differing in these charac-
teristics from P. caribaea (Lopez-Almirall, 1982). This
suggests that eastern species have evolved separately from
P. caribaea and that gene flow between the eastern and
western areas of the basin has been restricted.

The present distribution of genetic variation in natural popu-
lations of a species or a set of recently diverged species is the
result of current and past processes, including gene flow and
introgression, population expansion, fragmentation, bottle-
necks, changes in distribution ranges and common ancestry
relationships (Cruzan and Templeton, 2000; Templeton,
2004; Avise, 2009). Plastids are paternally inherited in pines
(Chen er al., 2002) and are more sensitive to genetic drift
due to lower effective population size. The high degree of
polymorphism of plastid simple sequence repeats (plastid
SSRs; Vendramin et al., 1996) has proved useful in elucidating
the genetic structure and recent phylogeographical history
of populations (Cuenca et al, 2003; Afzal-Rafii and
Dodd, 2007; Bucci et al., 2007; Delgado et al., 2007;
Rodriguez-Banderas et al., 2009). These markers are also suit-
able for studies of past demographic expansions, such as those
occurring after colonization events (Navascués et al., 2000).
High mutation rates like those found in plastid SSRs (Provan
et al., 1999) also permit the analysis of more recent population
processes such as recent divergence and gene flow (Kuhner,
2009). Plastid markers have also been used to reveal cryptic
hybridization in pines (Jasinska et al., 2010).

The interaction of four tectonic plates formed the Caribbean
Basin during the Tertiary (Pindell ez al., 2006). At approxi-
mately 35 Mya the Greater Antilles and the Bahamas
became completely separated from Central and North
America (Iturralde-Vinent, 2006; Pindell et al., 2006). This
geological event probably preceded the arrival of the genus
Pinus in southern Mexico (21 Mya; Graham, 1999). In the
recent palacogeography of the region, major changes in sea
level have been important processes, particularly during
glacial periods when a larger area of the main islands was
above sea level, but there was no connection among them or
with the continent (Iturralde-Vinent, 2006).

The position of Cuba and Hispaniola with respect to the
nearby continental masses has remained almost unchanged
for the past 10 Myr (Iturralde-Vinent, 2006). The Bahamas
emerged more recently, during the Pleistocene (1-9 Mya)
(Pindell et al., 2006) and the low level of endemism there
has been explained as a result of the recent arrival of most
of its flora and fauna (Trejo-Torres and Ackerman, 2001;
Ricklefs and Bermingham, 2008).

Meanwhile there has been continuous land between Honduras
and North America since the Miocene (23 Mya; Iturralde-Vinent,
2006; Pindell er al., 2006). The floristic composition of the
Caribbean Basin, particularly the Great Antilles, suggests an
important contribution from Central America (Lavin et al.,
2003; Negron-Ortiz and Watson, 2003; Santiago-Valentin and
Olmstead, 2003; Ricklefs and Bermingham, 2008). This is also
true for some animal species, for example the vertebrate genus
Icterus (Omland et al., 1999).

Given that: (1) no land connection has existed between the
islands and the continent for the last 30 Myr (Iturralde-Vinent,
2006), (2) the Greater Antilles and the Bahamas are geologi-
cally younger than Central America, (3) Central America has
contributed to the Greater Antilles biota and (4) the origin of
subsection Australes is relatively recent (6 Mya; Gernandt
et al., 2008), we would expect to find a pattern of colonization
of islands by pines from Central America via long-distance
dispersal. Thus, we predict ancestral haplotypes and higher
levels of genetic diversity within populations of P. caribaea
var. hondurensis and that ancestors of the present Caribbean
pines arrived to the islands from Central America.

Here we analyse the distribution of genetic variation to infer
the main processes that have affected the distribution of plastid
DNA lineages of pines of subsection Australes in the
Caribbean Basin. We use information from seven polymorphic
plastid SSRs to study the genetic structure of populations of
pines in subsection Australes in the Caribbean Basin. The
aims of our study were: (1) to infer patterns of colonization
of the Caribbean islands by pines of subsection Australes
and to investigate whether genetic evidence suggests Central
America as the origin of present island lineages; (2) to deter-
mine the role of past fragmentation among populations; and
(3) to characterize historical demographic patterns based on
genetic evidence collected across the entire distributional
range of the different pine species in the Caribbean. We use
this information to test the hypothesis that Caribbean pines
arrived in the islands from Central America.

MATERIALS AND METHODS
Population sampling

Leaf needles of the four different species of pines were
sampled from Central America and the Caribbean islands.
Needles were collected from six to 24 trees per population
in each of 24 sampled locations (shown in Fig. 1 and
Table 1). Total sample size was 314 individuals. Trees
sampled within populations were separated by >50m.
National forest inventories were used to avoid sampling plan-
tations. All locations corresponded to monospecific popu-
lations, with the exception of that of Vifiales, Cuba, where
P. caribaea var. caribaea and P. tropicalis, two distantly
related species, are sympatric. Geoposition and altitudes at
each collection site were measured using an eTrex Vista
global positioning system (Garmin, Taiwan).

DNA isolation, microsatellite amplification and size estimation

DNA was isolated using a modified cetyl trimethyl
ammonium bromide (CTAB) protocol (Doyle and Doyle,
1987) from 0-2—-0-4 g of tissue. A preliminary screen for poly-
morphic loci was carried out for 35 individuals using ten
microsatellite primers (Vendramin et al., 1996), widely used
in phylogeographical and population genetics studies
(Cuenca et al., 2003; Afzal-Rafii and Dodd, 2007; Bucci
et al., 2007; Delgado et al., 2007; Rodriguez-Banderas
et al., 2009). Loci tested were Pt1254, Pt9383, Pt15169,
Pt26081, Pt30204, Pt45002, Pt63718, Pt71936, Pt87268 and
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Fi1c. 1. Map showing the sampled populations and their species assignments: (1) Andros, (2) New Providence, (3) Isla de la Juventud, (4) Arenas Blancas, (5)

Vinales, (6) Marbajita, (7) Moss, (8) Waspam, (9) Leimus, (10) San Jerénimo, (11) Cofradia, (12) Mezapa, (13) Deep River, (14) Dolores, (15) Mountain Pine

Ridge, (16) Mullins River, (17) Crooked Tree, (18) Jaguactal, (19) Mayari, (20) Cabonico, (21) Los Rodrigos, (22) Los Nimeros, (23) Agua Blanca, (24)
Manabao.

Pt110048. The polymorphic loci detected in the preliminary
screen were amplified for the entire set of individuals.

PCRs were carried out in a 25-mL volume, containing 25 ng
of template DNA, 0-8 mm dNTP mixture (each 0-2 um),
25mm MgCl,, 1x PCR reaction buffer (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), 0-4 um of each primer and 0-5 U of
Taq polymerase (Invitrogen). PCR reactions were performed
on a Mastercycler gradient (Eppendorf Scientific Inc.,
Hamburg, Germany) or on a 2770 Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), with the following
profile: 7 min denaturing at 95 °C, followed by 35 cycles of
1 min at 94°C, 1 min at 55°C and 1 min at 72 °C, with a
final hold of 7 min at 72 °C.

Amplification products of Pt71936, Pt§7268 and Pt110048
were analysed by denaturing electrophoresis in 6 % polyacryl-
amide gels stained with silver nitrate. The size and homology
of the alleles was corroborated by direct sequencing of PCR
products previously purified using a QIAquick Purification
Kit according to the manufacturer’s instructions (QIAGEN,
Valencia, CA, USA) and both strands were sequenced
(High-Throughput Genomics Unit, Department of Genome
Sciences, University of Washington; GenBank accession
numbers: FJ705614-FJ705623, FJ750441-FJ750448 and
FJ769208-FJ769217). Primers Pt1259, Pt15169 and Pt45002
were multiplexed in PCRs using forward primers labelled
with fluorescent dyes (VIC, 6-FAM and VIC, respectively;
Applied Biosystems) and fragment sizes were determined
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using an ABI 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) and Gene Mapper v3-5 (Applied Biosystems).

Of the six loci retained, five were simple mononucleotides
(Vendramin et al., 1996) and one (Pt15169) was a compound
microsatellite with three different repeat blocks [(C)g(T)sA(T)s;
Vendramin ez al., 1996]. To eliminate the molecularly accessible
size homoplasy (MASH; Estoup et al., 2002) for this locus, we
purified and sequenced 42 PCR products as described above.
This subsample of 42 PCR products represented the four size
classes that were found for this locus and included individuals
from all the populations studied.

Data analyses

Plastid haplotypes were identified by allele combinations of
polymorphic SSRs. An estimation of haplotypic richness (H,)
was obtained with ADZE-v1-0 software (Szpiech et al., 2008),
using a rarefaction procedure to control for different sample
sizes within each population. Additionally, a rarefaction
curve from ADZE-1-0 was used to approximate a regression
between In(sample size) and the expected number of new
plastid haplotypes, following Gillespie (2004), to validate
our sample size.

The programme Arlequin v3-1 (Excoffier et al., 2005) was
used to obtain measures of genetic diversity for each popu-
lation. For our dataset corrected for MASH through sequen-
cing, unbiased haplotypic diversity Hg SEQ (equivalent to

1102 ‘vz Arenuer uo 1sanb Aq Bio sjeulnolpliojxo’qoe woly papeojumod


http://aob.oxfordjournals.org/

232 Jardon-Barbolla et al. — Phylogeographical structure in Caribbean pines

TaBLE 1. Name, geographical location and genetic diversity estimates across Caribbean populations of pines of subsection

Australes
Longitude Altitude Hg SEQ

Number and population name Latitude (°N) (°W) (masl) n n, H, H, (+ s.d) 0 1am 0 smm
Pinus caribaea 252 90 46037 46-037 0977 (0-003) 40-270 944-679
P. caribaea var. bahamensis 26 9 9-000  9-000  0-865 (0-035) 52856 26-935
1. Andros, Bahamas 24 °55'13-10" 78 ° 0'44-80” 5 14 6 3.880  3-161 0-813 (0-074)  3-476 13-829
2. New Providence, Bahamas 25°00'31-20” 77 °30'06-90” 7 12 4 3181 2462  0-712 (0-105) 1-898 5-532
P. caribaea var. caribaea 44 32 20-380 20-380 0-9745(0-011) 36-400 768-43
3. Isla de la Juventud, Cuba 21°43'34.30" 82 °55'10-40” 70 6 4 4.000 4000 0-867 (0-129)  5-389 27-639
4. Arenas Blancas, Cuba 22°08'26-00"  83°58'41-30” 18 11 10 5727 5564  0-982 (0-046) 52-144 1508-980
5. Viiiales, Cuba 22°32/48-40" 83 °42/29-50" 239 20 10 4.522 4359  0-879 (0-048)  6-087 33.594
6. Marbajita, Cuba 22°49'13-30" 83 °27'03-60” 114 7 6 5285 5286  0-954 (0-095) 18-365 238-280
P. caribaea var. hondurensis 182 52 20-465 20-465 0-951 (0-005) 22-192 207-746
7. Moss, Nicaragua 14°27'13-80" 83 °54'14-40" 128 15 5 3.015 1-608  0-629 (0-125) 1-277 3-125
8. Waspam, Nicaragua 14°43'09-80” 83 °58'47-10" 87 20 6 2942 1376 0-579 (0-124) 1-032 2-320
9. Leimus, Honduras 14 °45'57.00" 84 °08'08-70" 90 12 6 4.038 2322 0-818 (0-096)  3-603 14-628
10. San Jerénimo, Honduras 14°37'21-60” 87 °35'45-30" 530 15 9 5044 3206  0-933 (0-040) 12-498 111-888
11. Cofradia, Honduras 15°26'31-10”  88°10'03-50" 347 14 10 5231 3426  0-945 (0-045) 15-618 165-392
12. Mezapa, Honduras 15°34'18-60” 87 °36/38-20" 306 19 10 4.959 2452 0924 (0-035) 10714 86-065
13. Deep River, Belize 16°29'16-00” 88 °37'46-93"” 31 12 5 3712 1668  0-803 (0-078)  3-237 12-384
14. Dolores, Guatemala 16°29'07-70” 89 °25'34-90" 438 14 5 3-132 1668  0-659 (0-123) 1-468 3.808
15. Mountain Pine Ridge, Belize 16 °59'35.00”  88°57'50-10" 501 14 4 2286 0947  0-396 (0-159)  0-487 0-869
16. Mullins River, Belize 17 °04'42-00” 88 °19'43-07" 18 9 5 3-667 2398  0-722 (0-159)  2-000 5-979
17. Crooked Tree, Belize 17°48'12:20" 88 °32'55.00” 1 24 5 2:657 2407  0-540 (0-109)  0-878 1-862
18. Jaguactal, México 18°08'23-17” 88 °49'37-85" 35 14 4 2:703 1751 0-571 (0-132) 1-000 2222
P. cubensis 18 9 7455 4004  0-752 (0-103)  2-350 7-629
19. Mayari, Cuba 20 °25"13-50"  75°45'12-60" 379 10 5 3-667 1225 0756 (0-129)  2-403 7-871
20. Cabonico, Cuba 20°39'36-50"  75°28'12-60” 114 8 5 4.000 1-524  0-786 (0-151)  2-887 10-387
P. maestrensis 18 7 7-925  4.010  0-889 (0-042) 6-772 40-081
21. Los Rodrigos, Cuba 19 °58'48-00” 76 °47'58-00" 1461 7 3 2-857  2-107  0-667 (0-160) 1-519 4-001
22. Los Numeros, Cuba 20°08'40-48" 76 °31'28-86" 974 11 5 3.833  2:.040 0-818 (0-083)  3-603 14-628
P. occidentalis 26 11 9-057  8:041 0-874 (0-038) 5780 30-994
23. Agua Blanca, Dominican 18 °51'1-50” 70°41'7-80" 1563 9 7 4.988  3-111  0-889 (0-091) 6772 40-008
Republic

24. Manabao, Dominican Republic 19°03'18-80” 70 °47'29-10" 911 17 8 4.242 5280  0-846 (0-066)  4-465 20-474
Eastern lineages 62 23 21136 21-136 0926 (0-017) 11-148 90-807
Basin total 314 113 101-010 0-982 (0-0002) 53-4303 1542-710

n, sample size; n,, observed number of plastid haplotypes; H,, rarefaction standardized haplotype richness (Szpiech et al., 2008); H,,, rarefaction
standardized private allelic richness; Hg SEQ, the unbiased haplotype diversity of data corrected for MASH; SMM and IAM correspond to the mutation

models under which 6 was estimated.

Hpg, for diploid data; Nei, 1987) was calculated. In addition, 6
was estimated under the infinite allele model (IAM) and step-
wise mutation model (SMM; Ohta and Kimura, 1973; Xu and
Fu, 2004) using Arlequin v3-1 (Excoffier et al., 2005) for our
data corrected for MASH.

To discern whether data fitted the isolation by distance
model (IBD) among populations, a Mantel test (10 000 permu-
tations) was computed between the geographical distance
matrix and the genetic matrix using Goldstein’s distance,
du? (Goldstein et al., 1995) with XLSTAT.

A minimum spanning network for plastid haplotypes was
computed using TCS v.1-21 (Clement et al., 2000) allowing
up to four steps of missing haplotypes. Ambiguities in the
network were resolved using criteria and procedures delineated
by Crandall and Templeton (1993).

The Rgy statistic (Estoup er al., 1998), which takes into
account frequency and similarity in plastid haplotype size,
was computed to contrast the effect of ordered versus unor-
dered alleles on genetic differentiation. An Rgt value larger
than expected by chance pRgt (equivalent to Fgr and esti-
mated based on 100 000 permutations of allele sizes; Hardy

et al., 2003) indicates a phylogeographical structure in which
closely related plastid haplotypes are located in nearby popu-
lations (Pons and Petit, 1996; Lapegue and Petit, 1997;
Afzal-Rafi and Dodd, 2007). Both Goldstein’s distance
and Rgr were computed using SPAGeDi v1-2 (Hardy and
Vekemans, 2002).

The geographical structure of the genetic variation was
examined through Bayesian analysis of population structure
(BAPS) using BAPS 5-0 software based on linked loci
(Corander et al., 2008). This analysis considered only identity
information of the plastid haplotypes because BAPS options
for spatial clustering do not consider a stepwise mutation
model. Although there could be information loss through codi-
fication in a single locus, Corander ef al. (2008) have reported
that the inclusion of spatial data is useful to avoid overestimat-
ing the number of genetic classes. This analysis was used to
partition the populations in a number of K groups using
spatial information to detect the most likely genetic structure
among the 24 populations. The search was conducted using
from two to 25 groups (K), with ten replicates for each K
value. Another search with 100 initial partitions for the K
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with the best likelihood was performed as delineated by
Godbout et al. (2008).

To examine evidence of demographic expansion, mismatch
distribution tests were used (Rogers and Harpending, 1992;
Schneider and Excoffier, 1999) for different clades (based on
BAPS) using Arlequin v3-1 (Excoffier et al., 2005), and with
microsatellite data binary coded (Navascués er al., 2006).
Estimation of 7 (time to expansion in mutational units) was
made by a maximum-pseudolikelihood method developed by
Navascués et al. (2009), which uses a homoplasy correction
model and has been demonstrated to provide a 7 estimate
closer to the true value than moment-based estimates. Time
to expansion was calculated using a per-locus mutation rate
estimate of 5-5 x 107> per generation (Provan ef al., 1999)
and 42-5 years as the generation time; this generation time is
the mean between the age at which maximum fecundity is
reached in these species (15 years) and the approximate life
span (70 years; A. Lopez-Almirall, Museo Nacional de
Historia Natural, Cuba, pers. comm.).

RESULTS
Genetic variation

Of the ten loci analysed, six were polymorphic in our data set
(Pt1254, Pt15169, Pt 45002, Pt71936, Pt87268 and Pt110048).
Sequencing of the locus Pt15169 (GenBank accession
numbers: FJ687622—-FJ687664) revealed that the first two
repeat blocks were polymorphic. Each species had a distinct
range of nucleotide composition in these repeat blocks
within the subsample. We therefore treated them as separate
loci, designated as Pt15169C (ranging from nine to ten C’s)
and Pt15169T (ranging from nine to 11 T’s), respectively,
assigning to the individuals of each species the nucleotide
composition found in the subsample for its population. This
eliminated the MASH in our data set. A total of 113 plastid hap-
lotypes was identified with different combinations of alleles for
the seven loci. Only haplotypes 60 and 73 had frequencies
>0-05 (Supplementary Data Table S1, available online).

Rarefaction analysis showed that observed differences in
haplotypic richness among populations and lineages were con-
sistent with the standardized estimators obtained (Table 1).
Moreover, regression analysis demonstrated that even if
we double the total sample size (to 628 individuals), we
should expect to find only nine new plastid haplotypes
(Supplementary Data Table S2). This indicates that our
sample size was adequate to provide a reasonable estimate of
genetic diversity.

The genetic diversity for P. caribaea populations was Hg
SEQ = 0-977 [confidence interval (CI) + 0-006] (Ojam =
40-270, Ospv = 944-679). For the eastern species this estimate
was significantly smaller [Hg = 0-926 (CI 4+ 0-033); see
Table 1]. As shown, the highest values for the indirect estima-
tor of the effective population size revealed larger values for
the species with a wider distribution. This finding is supported
by rarefaction analysis, which shows that when controlling for
sample size, the haplotypic richness of P. caribaea is still
larger than that of the eastern lineages (Table 1).

Within P. caribaea var. hondurensis the most variable popu-
lations were in Honduras in the middle portion of the
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distribution range in Central America (San Jer6nimo,
Cofradia and Mezapa, populations 10, 11 and 12, Fig. 1,
Table 1). The presence in the Arenas Blancas and Vifales
populations of P. caribaea var. caribaea plastid haplotypes
28, 94 and 109, probably of Central American origin (see
below), increased estimates of theta considerably.

Isolation by distance

We found a general pattern of IBD for the Caribbean Basin
(r=10-375, P < 0-0001; Fig. 2A). On the other hand, compari-
sons among populations of P. cubensis, P. maestrensis and
P. occidentalis showed smaller du” values on average than
those obtained for pairs of populations of P. caribaea (t =
4227, P = 0-0001). Also, pairwise comparisons among popu-
lations of P. caribaea and eastern species (P. cubensis,
P. maestrensis and P. occidentalis) showed the highest
genetic distance values (Fig. 2A).

At the species level, IBD was significant for P. caribaea
(P < 0-05; Fig. 2B) and the eastern species (r = 0-815, P <
0-0001; Fig. 2E). In contrast, IBD can be rejected within var-
ieties hondurensis and caribaea (P = 0-683 and 0-283,
respectively; Fig. 2C, D).

Within P. caribaea var. hondurensis, the geographically
extreme populations, Moss and Waspam (south), and
Dolores, Mountain Pine Ridge, Crooked Tree and Jaguactal
(north), show small 6 estimates (Table 1) and strong differen-
tiation even at small distances (mean du’ = 0-491).

Tests of the IBD model for the three P. caribaea groups
resulting from BAPS were non-significant (data not shown).
Only the eastern group (Group IV), which corresponds to
data shown in Fig. 2E, had a significant IBD structure.

Genetic relationships among taxa

The plastid haplotype network revealed a structure tightly
associated with geography (Fig. 3). There were no shared
plastid haplotypes among the three varieties of P. caribaea
or between P. caribaea and the other three species.
Rarefaction analysis showed that within each P. caribaea
variety, sampling twice as many individuals would only result
in finding one more plastid haplotype (see Supplementary
Data Table S2 and Supplementary Data Figures S1 and S2).
Thus, it is unlikely that increasing sample size would result in
shared plastid haplotypes between varieties. In contrast,
P. cubensis and P. occidentalis shared one plastid haplotype
(6) and P. cubensis and P. maestrensis share three plastid hap-
lotypes (42, 43 and 44). Shared plastid haplotypes between
P. cubensis and P. maestrensis represented 44 and 61 % of
sampled individuals, respectively.

Plastid haplotypes in P. caribaea var. bahamensis were
more closely related to those of P. caribaea var. hondurensis
(Fig. 3). Plastid haplotypes of P. caribaea var. bahamensis
are only indirectly connected to plastid haplotypes of var.
caribaea through var. hondurensis. Two of the most connected
plastid haplotypes (60 and 66, Fig. 3) are distributed in Central
America. Also, some abundant plastid DNA variants are close
to the tips of the network, corresponding to the south-eastern
(55, 76 and 84) and northern (65 and 73) extremes of the dis-
tribution of P. caribaea var. hondurensis.

1102 ‘vz Arenuer uo 1sanb Aq Bio sjeulnolpliojxo’qoe woly papeojumod


http://aob.oxfordjournals.org/cgi/content/full/mcq232/DC1
http://aob.oxfordjournals.org/cgi/content/full/mcq232/DC1
http://aob.oxfordjournals.org/

234

du2

du2

2

du2

du2

o
*

Jardon-Barbolla et al. — Phylogeographical structure in Caribbean pines

Among P, caribaea
Among eastern species

+ P caribaea vs. eastern species

2.5

2.0

1.5

1.0

0-5

1.8
15
1.2
0-9
0-6
0-3

1.8
1.5
1.2
0-9
0-6
0-3

1.8
15
12
0-9
0-6
0-3

1.8
15
1.2
0-9
0-6

0-3r

A .

Res®

0 500 1000 1500 2000 2500

Distance (km)

.
[}

°

e

3

00e

o o

b .‘0"0.

00 600 900 12001500 1800

d .

Distance (km)

0 300 600 900 120015001800

o 1 1 1 1 1
0 300 600 900 1200 1500 1800

Distance (km)

E

x
%
X

¥ ¥

o 1 1 1
0 300 600 900 1200 1500 1800

Distance (km)

Phylogeographical structure

Total genetic diversity (Ht = 0-982) was higher than
average within populations (Hs = 0-770). A permutation test
revealed that Ryt (0-671) is significantly higher than mean per-
muted Rgr (0-101; P <0-0001), indicating geographical
association of closely related plastid haplotypes. This pattern
was consistent for P. caribaea populations for which Rgr =
0-769 (mean permuted Rgr = 0-230; P <0-005) and eastern
species populations for which Rgr = 0-607 (mean permuted
Rst = 0-112; P < 0-005).

Bayesian analysis of population structure gave an optimal
partition of the populations into four groups (P = 0-999;
Fig. 4A). This structure had the largest log maximum-
likelihood value among partitions (—1794-660). This analysis
maximizes the posterior probability of a structure (given a
maximum number of groups, K), assigning individuals (not
populations) to each cluster. So, it was possible to identify
some plastid haplotypes that can be assigned to geographically
distant clusters.

P. caribaea populations formed three clusters: group I, com-
prising the northern range of Central America (P. caribaea var.
hondurensis) and the populations from Bahamas (P. caribaea
var. bahamensis); group II, the south-eastern part of the
P. caribaea var. hondurensis distribution in Central America,
except for nine individuals of the Mezapa population
(P. caribaea var. hondurensis), which were clustered with
group III; and group III, a single cluster comprising all
P. caribaea var. caribaea populations except for six individ-
uals of the Marbajita population (P. caribaea var. caribaea)
which were clustered with group II. The populations of the
eastern species were clustered in a fourth group (group IV).

Historical demography

The mismatch distribution analysis did not reject the null
hypothesis of sudden growth in three of the clusters identified
with BAPS. The only case in which this hypothesis was
rejected was for P. caribaea var. caribaea group III
(Fig. 4B). The time for population expansion could be esti-
mated for the remaining groups. For example, group I of
BAPS clustering corresponding to P. caribaea from northern
Central America and Bahamas showed a distribution congru-
ent with the sudden expansion model: 7= 6-054; estimated
time since expansion, 331 100 yr BP (CI: 181 500-457 600;
Navascués et al., 2009). Even so, it is reasonable to suppose
that P. caribaea populations in New Providence and Andros
have a common origin because they belong to the same
coral formation, and thus we computed the mismatch distri-
bution for this and obtained a 7= 1-790 (CI: 0-833-2-637),
which, considering a generation time of 42.5 years, provided

Fic. 2. Mantel test between geographical and Goldstein’s genetic distance
(du?). A regression line is drawn when significant correlation was found
after 10000 permutations. (A) Total data set (r=0-375, P <0-0001),
showing comparisons among P. caribaea populations, among eastern
species, and between P. caribaea and the eastern species, as indicated. (B)
All P. caribaea populations (r = 0-178, P < 0-05). (C) Central America popu-
lations of P. caribaea. (D) Cuban populations of P. caribaea. (E) Eastern
species populations (r = 0-815, P < 0-0001).
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F1G. 3. Minimum spanning network for the plastid haplotypes in the Australes species of Caribbean pines. The area of each plastid haplotype is proportional to its abundance. Colour describes the species
in which a particular plastid haplotype is found; when it is found in more than one species, colour division of the symbol is proportional to the contribution of each species to the total abundance. Each line
represents a mutational step; missing plastid haplotypes are represented with circles. The squares correspond to the three most connected plastid haplotypes (19, 60 and 66).
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Fic. 4. (A) Bayesian analysis of population structure (BAPS) results. Clusters correspond to the best partition of the data (log maximum likelihood =

—1794-6602; P = 0-999) and are indicated by different colour Voronoi polygons. Collection sites are indicated by circles. (B) Mismatch distribution for each

group, Roman numerals refer to the BAPS clusters; observed differences are shown in colour bars, and simulated distributions in grey bars. Parameters estimated

the under sudden expansion model were: (I) 7= 6-054 (CI 3-618-8-366), (II) 7=5-965 (CI 1-020-7-176), (IV) 7=2.921 (CI 1-850-3-509); cluster (III)
deviated significantly from the null hypothesis of sudden expansion (P = 0-0477).

an estimate of time to expansion of 97 900 yr BP (CI: 45 600—
144 200). The estimate of the time to expansion for group II of
P. caribaea var. hondurensis was similar to that for group I
(1 =15-965 and 6-054, respectively). This is congruent with
the high abundance in relatively derived plastid haplotypes

(Fig. 3). Time to expansion calculated for Group II is
326300 yr BP (CI: 150300-511200). Finally, group IV
from BAPS (P. cubensis, P maestrensis and P. occidentalis)
showed a lower T estimate (2-921), which gave an estimated
time to expansion of 159 800 yr BP (CI: 101 200—192 000).
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DISCUSSION
Genetic variation

Genetic diversity in terms of plastid haplotype diversities (Hg,
Table 1) for the taxa included was comparable with other pine
species that have been studied with plastid SSRs, including
P. pinaster (0-870, Ribeiro et al., 2001; 0-927, Gémez et al.,
2005), P. canariensis (0-73, Goémez et al., 2003), P. nigra
(0-954, Afzal-Rafii and Dodd, 2007) and P. strobiformis
(0-856, Moreno-Letelier and Pifiero, 2009).

The indirect estimators of effective population size (6)
for P. caribaea were high in comparison with species
from the east of the Caribbean Basin, namely P. cubensis,
P. maestrensis and P. occidentalis. This pattern is congruent
with the size of the species range, with the most widely distrib-
uted taxon (P. caribaea) having the highest theta value

High values of 6 found in San Jerénimo, Cofradia and
Mezapa in Central America and in Arenas Blancas and
Vidales in Cuba appear to be related to gene flow among
these populations, as deduced from the origin of plastid haplo-
types 7, 8, 13, 21, 28, 30, 94 and 109. As can be seen in Fig. 3,
plastid haplotypes 7, 8, 13, 21 and 30 present in Central
America populations are in a network branch derived from
an ancestral plastid haplotype, 19, present only in Cuba.
Similarly, plastid haplotypes 28, 94 and 109 were found in
Cuban populations, but are derived from ancestral plastid hap-
lotypes found only in Central America. Given the otherwise
consistent geographical association of the network branches
and the absence of shared plastid haplotypes among
P. caribaea varieties, it is plausible that gene flow among
certain populations in Central America and Cuba explains
both the distribution of these plastid haplotypes and their con-
tribution to local genetic diversity, particularly in the case of
Cuban populations.

Contrasting patterns of IBD and metapopulation dynamics

Within P. caribaea and the eastern species, the genetic dis-
tances are correlated with geographical distance among popu-
lations, indicating that populations within each region are less
isolated from each other than populations from different
regions.

When analysed separately, Central American populations of
P. caribaea did not fit the IBD model, and this result was cor-
roborated when Mantel tests were conducted for the BAPS
clusters of this region (data not shown). The IBD model
assumes that populations are in equilibrium, such that
genetic structure is due to geographical restriction of gene
flow (Epperson, 1995; Hardy and Vekemans, 1999). Absence
of IBD could be explained by the presence of highly differen-
tiated populations with low 6oy and sy estimates (in the
south: Moss and Waspam; in the north: Deep River, Mullins
River, Mountain Pine Ridge and Jaguactal). This suggests a
metapopulation dynamic (Slatkin, 1977) in which some popu-
lations have been recently founded and others have gone
extinct. In this scenario, and due to the action of genetic
drift, plastid haplotypes common in some populations are
rare in the rest of the distribution area (Whitlock, 2004).
This contributes to higher du® values because flow has not
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diluted the differences among populations (Slatkin, 1977;
Pannel and Charlesworth, 2000; Whitlock, 2004). This meta-
population dynamic could explain the distribution of genetic
variation in P. caribaea from Central America and is congru-
ent with the susceptibility of this species to the balance of
humidity and periodic fire (Borhidi, 1988; Dvorak er al.,
2005). The precise testing of this type of dynamic would
require further detailed studies about the demographic and
ecological processes in these populations.

Central American origin for P. caribaea and eastern species
as a separate lineage

Ancestral plastid haplotypes are likely to have given rise to
more derived haplotypes than younger haplotypes, because in
ancestral haplotypes mutation has occurred over a longer
period of time (Posada and Crandall, 2001). As a consequence,
older plastid haplotypes tend have more connections in a
network. Although homoplasy and high mutation rates
(reflected in 6) can bias this pattern, highly connected plastid
haplotypes tend to be closely related to ancestral plastid haplo-
types (Alavez, 2008). Thus, the presence of highly connected
plastid haplotypes (Fig. 3) together with the distribution of
genetic diversity could indicate that Central America is the
ancestral area in the plastid haplotype distribution.

The plastid haplotype network also suggests that the distri-
bution of genetic diversity in P. caribaea is the result of two
independent colonization events to the islands, one to Cuba
and another to Bahamas. The plastid haplotypes of
P. caribaea var. bahamensis (Bahamas) were more closely
related to Central American plastid haplotypes than to their
Caribbean counterparts. Meanwhile, plastid haplotypes of
P. caribaea var. caribaea (Cuba) had different Central
American relatives. The BAPS clustering further confirmed
such a close relationship between populations from the
Bahamas and Central America (Fig. 4B).

Some authors have suggested a North American ancestor for
P. caribaea (Farjon, 1996; Adams and Jackson, 1997). To
date, phylogenetic analyses of Pinus based on plastid DNA
have been unresolved with respect to the relationships
between North American and Caribbean species of subsection
Australes (Geada-Lopez et al., 2002; Gernandt er al.,
2005). Furthermore, it is important to remember that the
lineage history of a single locus (such as the plastid genome)
does not necessarily coincide with the species history
(Rosenberg and Nordborg, 2002; Hey and Machado,
2003; Avise, 2009) and discordance is known to exist
between nuclear and plastid phylogenetic analyses in other
pines (Willyard er al., 2009). Thus, even if the hypothesis
of a North American origin of P. caribaea were true,
the results of this study still reflect the historical distribution
of the plastid lineages within the species. Moreover, both
this study and that of Adams and Jackson (1997) agree that
there have been long-distance colonization events in the evol-
ution of subsection Australes pines in the Caribbean Basin,
although the current study detected a different direction for
such events.

The close relationship between plastid haplotypes from
P. cubensis, P. maestrensis and P. occidentalis and those of
P. caribaea var. caribaea suggests that eastern species

1102 ‘vz Arenuer uo 1sanb Aq Bio sjeulnolpliojxo’qoe woly papeojumod


http://aob.oxfordjournals.org/

238 Jardon-Barbolla et al. — Phylogeographical structure in Caribbean pines

diverged from ancestors in western Cuba rather than from
Central America. This can be explained by long-distance colo-
nization or by an ancient fragmentation event (Cruzan and
Templeton, 2000). The colonization pathway to Hispaniola
from Central America through Cuba has also been inferred
for other plant lineages: Ernodea (Negron-Ortiz and Watson,
2003), Exostema (McDowell et al., 2003), Ginoria (Graham,
2003) and Solanaceae (Santiago-Valentin and Olmstead,
2003).

Unlike the P. caribaea varieties, the eastern species show
many morphological differences and have been recognized
as different species (Lopez-Almirall, 1982; Farjon and
Styles, 1997). Nevertheless, there is a high proportion of
shared plastid haplotypes among species in the east of the
basin. This could be due to recurrent gene flow or shared
ancestral polymorphism (Avise, 2009). Shared variation
could be better explained by incomplete lineage sorting, or
we should expect a smaller degree of morphological differen-
tiation or abundant intermediate phenotypes, as a result of sus-
tained gene flow.

The descendants of a mutation event are likely to remain in
the population where they originated unless migration occurs
(Posada and Crandall, 2001). What is observed in the plastid
haplotype network is precisely that some descendants of
such a mutation event are distributed away from where their
ancestors occur. The presence in Central America of two
clades of plastid haplotypes closely related to Cuban ones
and, similarly, the presence of three Cuban plastid haplotypes
associated with continental ones (Fig. 2) suggest gene flow
between these two regions in both directions. Shared ancestral
polymorphism can be discarded because there are no shared
plastid haplotypes.

Stochasticity of gene genealogies may mislead the inferred
processes from haplotype networks (Hey and Machado,
2003). Nevertheless, the existence of gene flow between
Central America and Cuba is congruent with present biogeo-
graphical evidence for the region, showing dispersion in
both directions, from Central America to the Antilles
(Negron-Ortiz and Watson, 2003; Santiago-Valentin and
Olmstead, 2004; Perdices et al, 2005; Ricklefs and
Bermingham, 2008) and from the Antilles to Central
America (Davalos, 2007). The absence of shared plastid hap-
lotypes among P. caribaea varieties could be explained if
island populations have gone through bottlenecks after coloni-
zations from Central American populations.

Two colonization events to the Caribbean islands

The Rgt analysis reveals a phylogeographical structure for
the pines of the Caribbean Basin. The higher structure detected
using ordered alleles indicates that pairs of plastid haplotypes
from the same population are more similar than those of sep-
arate populations (Pons and Petit, 1996). Under a stepwise
mutation model, the number of differences between plastid
haplotypes reflects their genealogical relationship. Thus, high
Rst values reflect a spatial clustering of the majority of the
closely related plastid haplotypes, a result that is congruent
with the structure of the plastid haplotype network.

Results from BAPS confirm that populations of the
Caribbean Basin are subdivided. The assignment of

P. caribaea var. bahamensis populations to group I (mostly
P. caribaea var. hondurensis populations) is striking because
Bahamian populations are closer to Cuba than to Central
America. Nevertheless, this finding is in agreement with the
close relationship between Bahamian and Central American
plastid haplotypes in the network. The plastid haplotype
network relies on the number of steps that connect the haplo-
types using statistical parsimony, but BAPS relies on a differ-
ent statistical approach and considers only haplotype identity.
Taken together, these results suggest an origin of the
P. caribaea var. bahamensis plastid haplotype from Central
America. Considering the recent origin of the Bahamas and
that they have been separated from the continent, over-sea
dispersion apparently explains these results.

Group II (the south-eastern range of P. caribaea var. hon-
durensis) contained some highly diverse populations, e.g.
San Jer6nimo and Mezapa, and also some of the most con-
nected plastid haplotypes, (60, 66, 76 and 77). Such evidence
enables higher accuracy in identifying this as a possible
ancestral area.

The majority of individuals of P. caribaea var. caribaea were
grouped in a separate cluster (group III), but some plastid hap-
lotypes of this variety were assigned to the Central American
group (II), which is suggestive of gene flow between different
regions. Such flow must have taken place across the sea,
given that Cuba has not been connected to the continent in
the last 30 Myr (Iturralde-Vinent, 2006). P. caribaea is one of
the few pines of subgenus Pinus with adnate seed wings,
which has been assumed as an adaptation to long-distance dis-
persal (Farjon and Styles, 1997). Although there is variation in
seed wings among P. caribaea varieties, ranging from almost
completely articulate (var. bahamensis) to adnate (var. cari-
baea), in var. hondurensis a wide variation with both types
of seeds has been described (Farjon and Styles, 1997;
Eckenwalder, 2009). Seed-mediated gene flow could explain
both the long distance over which it took place and the relative
scarcity of plastid interchange between varieties, not reinforced
by pollen gene flow, and this is reflected in the absence of
plastid haplotype sharing among varieties.

Due to shorter coalescence times in linked haploid genes
compared with unlinked diploid nuclear genes (Rosenberg
and Nordborg, 2002; Avise, 2009), the genetic variation
in plastid haplotypes reflects recent history. The absence
of shared haplotypes among P. caribaea varieties may not
occur when nuclear markers are analysed, and caution
should be exercised when comparing the species and plastid
histories as plastid data reflect a more recent history than
nuclear data.

Our data suggest that the plastids of P. cubensis,
P. maestrensis and P. occidentalis evolved separately from
those in the rest of the basin, based on the pattern of plastid
haplotype sharing and in their assignment to a single BAPS
cluster. Within this group it is possible to distinguish
P. occidentalis as closely related to P. cubensis and
P. maestrensis, but sharing a small (9 %) proportion of vari-
ation with them. This is also congruent with the geological
history of the ancient separation between eastern Cuba and
northern Hispaniola (Iturralde-Vinent, 2006).

P. cubensis and P. maestrensis share a significant proportion
of plastid haplotypes (33 and 43 %, respectively). It is difficult
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to distinguish between recent divergence and recurrent gene
flow from our data, but, as explained previously, incomplete
lineage sorting is compatible with the morphological differen-
tiation of these species.

Demographic expansions during glacial periods

The expansion time in group I (North Central America and
Bahamas) of 331 100 yr BP is on the border between an inter-
glacial period corresponding to Marine Isotope Stage (MIS) 9
and the beginning of the temperature decrease that led to MIS
8 (EPICA Community Members, 2004). The lower elevations
of Andros and New Providence relative to Cuba or Hispaniola
meant that a considerable proportion of the Bahamas was sub-
merged due to higher temperatures and higher sea level of the
past interglacial (Duplessy et al., 2008). In this scenario some
plastid lineages could have been fixed by chance after land
re-emerged. According to our data, such lineages were those
closely related to the Central American ones. In support of
this, the expansion time estimation of 97900 yr BP for
Bahamian populations roughly corresponds to the beginning
of the last glacial period (110000 yr BP; Petit et al., 1999;
EPICA Community Members, 2004).

Group II, corresponding to the south-eastern range of
P. caribaea var. hondurensis, also shows evidence of a
sudden expansion. The time estimate of 326 300 yr BP is at
the beginning of the temperature decrease that led to the
MIS 8 cold period (Petit et al., 1999; EPICA Community
Members, 2004). Population expansion inference in groups I
and II is also reinforced by the presence of abundant plastid
haplotypes close to the tips of the network. Sudden expansion
of group IV (eastern Cuba and Hispaniola) would have taken
place around 159 800 yr BP, close to the cold period of MIS 6.

Estimates of expansion times corresponding to glacial
periods are coherent with the biology of these pine species:
survival of P. caribaea populations depends on periodic fire,
otherwise they are replaced by tropical rain forest (Borhidi,
1988; Dvorak et al., 2005). Present knowledge of glacial
climate indicates drier environments at latitudes resembling
Central America and the Caribbean (Ray and Adams, 2001).
In addition, both continent and islands had more emerged
area (i.e. more available habitat) during glacial periods.
There is evidence that the range of P. caribaea var. honduren-
sis has been contracting during the Holocene interglacial due
to progressive increases in humidity (Dvorak et al., 2005),
which supports the inference of larger populations during
colder periods. Recent findings in Lake Petén-Itza cores in
Guatemala show a correlation between colder periods and an
increase in pollen of Pinus and Poaceae concomitant with
increasing fire incidence in Central America (Hodell et al.,
2008). This pattern reinforces the idea of expansion of
P. caribaea savannah during glacial periods.

The wider altitudinal ranges of P. cubensis, P. maestrensis
and P. occidentalis probably allowed them to occupy the
greater available lowlands as the mountain crests became
cooler and drier. In addition, the smaller reduction of mon-
soons in the eastern part of the basin than in Central
America should have provided humid land for this group of
species, adding support to population expansion during
glaciations.
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Our study reveals close correspondence between time to
expansion and glacial periods in P. caribaea var. bahamensis
(small CI in T estimates). Previous palaeoclimate studies
have shown that during the cooler periods, populations of
P. caribaea var. hondurensis were larger (Dvorak et al.,
2005; Hodell et al., 2008). In the context of current global
warming, historical demography data for P. caribaea alert us
to the possible consequences for its populations. Bahamian
populations are particularly sensitive to a global warming
scenario given the low elevation predominant in these
islands and could be drastically reduced because the detected
demographic expansion occurred when the climate was
colder. Our data suggest that the cool periods were also impor-
tant in the expansions of Central American P. caribaea var.
hondurensis-dominated savannahs. If so, global warming
may lead to P. caribaea population contraction or, in the
case of Bahamas, an increase in its probability of extinction.

The estimated times to expansion come from only one
genome (plastid) and thus may not reflect the complete
history of pines in the region. Also, there is stochastic variance
both in gene trees and in mutations even in genes that have
undergone a similar demographic history (Hey and Machado,
2003). Nevertheless, although the variance in T estimate is
also large (Fig. 4.), it has been demonstrated through simu-
lations that the estimate of T obtained by the maximum-
pseudolikelihood method is close to the true T value, providing
an accurate estimator of time to expansion (Navascués et al.,
2009). Moreover, correspondence between estimated expan-
sion times and glacial periods is biologically meaningful and
therefore its discussion in this paper was relevant.

In summary: (1) possible ancestral plastid haplotypes and
highest gene diversity and 6 estimates are found today in
Central America; (2) population expansion has played a major
role in the distribution of genetic diversity in P. caribaea
var. hondurensis; (3) independent colonization events gave
rise to the lineages of P. caribaea var. bahamensis and of
P. caribaea var. caribaea; (4) plastid lineages of P. cubensis,
P. maestrensis and P. occidentalis evolved independently and
are separate from P. caribaea; (5) there is incomplete lineage
sorting between P. cubensis and P. maestrensis plastids,
suggesting recent divergence; and (6) all estimated expansion
times correspond to glacial periods.

SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary data are available online at www.aob.oxford-
journals.org and consist of the following files. Table Sl:
Plastid haplotype alellic composition and frequency of each
plastid haplotype, and overall relative frequency. Table S2:
Expected change in plastid haplotype diversity when doubling
the sample size for each lineage. Figure S1: Expected accumu-
lation of plastid haplotypes for the Pinus species studied
depending on sample size. Figure S2: Expected accumulation
of plastid haplotypes for P. caribaea varieties depending on
sample size.

ACKNOWLEDGMENTS

We thank L. Rodriguez, E. Garcia, R. Sotolongo, Y. Garcia,
A. Palmarola, M. Mejia, C. Espadas, M. Ferrer, V. Rebolledo,

1102 ‘vz Arenuer uo 1sanb Aq Bio sjeulnolpliojxo’qoe woly papeojumod


http://aob.oxfordjournals.org/cgi/content/full/mcq232/DC1
http://aob.oxfordjournals.org/cgi/content/full/mcq232/DC1
http://aob.oxfordjournals.org/cgi/content/full/mcq232/DC1
http://aob.oxfordjournals.org/cgi/content/full/mcq232/DC1
http://aob.oxfordjournals.org/cgi/content/full/mcq232/DC1
http://aob.oxfordjournals.org/cgi/content/full/mcq232/DC1
http://aob.oxfordjournals.org/cgi/content/full/mcq232/DC1
http://aob.oxfordjournals.org/cgi/content/full/mcq232/DC1
http://aob.oxfordjournals.org/cgi/content/full/mcq232/DC1
http://aob.oxfordjournals.org/cgi/content/full/mcq232/DC1
http://aob.oxfordjournals.org/

240 Jardon-Barbolla et al. — Phylogeographical structure in Caribbean pines

F. Chi and D. Escudero, Leon University Herbarium, Pinar del
Rio University, Integrated Forest Enterprise of Mayari, Guisa
Forestry Station, Belize Wildlife Service, Santo Domingo
Botanical Garden for work in the field. Thanks to
L. Espinoza-Azuar who helped using the ABI 3100 and to
O. Rodriguez who helped with lab work. R. Salas,
A. Moreno-Lettelier, V. Alavez and D. Ortega provided insight-
ful discussions about plastid haplotype networks and
phylogeography. C. Espadas and E. Scheinvar are thanked for
help with Fig. 4. Thanks to D.S. Gernandt and J. Jaramillo
for their comments to improve this manuscript. We thank
M. Navascués and C. Burgarella for providing their source
code to implement pseudo-likelihood analyses. This work was
supported by CONACYT, (grant number 185586 to LJB), by
SEP-CONACYT, (grant number 44373 to PD), SEP-
CONACYT (grant number 46925 to DP) and SEMARNAT-
CONACYT (grant number 2002-C01-201 to DP). This work
is part of the PhD in Biomedical Sciences of Lev
Jardon-Barbolla at the Universidad Nacional Auténoma de
México.

LITERATURE CITED

Adams DC, Jackson JF. 1997. A phylogenetic analysis of the southern pines
(Pinus subsect. Australes Loudon): biogeographical and ecological impli-
cations. Proceedings of the Biological Society of Washington 110:
681-692.

Afzal-Rafii Z, Dodd R. 2007. Chloroplast DNA supports a hypothesis of
glacial refugia over postglacial recolonization in disjunct populations of
black pine (Pinus nigra) in western Europe. Molecular Ecology 16:
723-736.

Alavez V. 2008. Evolucion de microsatélites de cloroplasto en Pinus pseudos-
trobus y Pinus montezumae: efecto del ligamiento en la estimacion de
pardametros poblacionales y aplicaciones en genética de poblaciones.
BS Thesis, Universidad Nacional Autonoma de México, México.

Avise JC. 2009. Phylogeography, retrospect and prospect. Journal of
Biogeography 36: 3—15.

Barrett WHG, Golfari L. 1962. Descripcién de dos nuevas variedades del
pino de Caribe. Caribbean Forestry (in Spanish) 23: 59-71.

Borhidi A. 1988. Vegetation dynamics of the savannization process on Cuba.
Plant Ecology T7: 177-183.

Bucci G, Gonzalez-Martinez SC, Le Provost G, et al. 2007. Range-wide
phylogeography and gene zones in Pinus pinaster Ait. revealed by chlor-
oplast microsatellite markers. Molecular Ecology 16: 2137-2153.

Chen J, Tauer CG, Huang Y. 2002. Paternal inheritance patterns in pine
hybrids detected with #rnL-trnF intergenic region polymorphism.
Theoretical and Applied Genetics 104: 1307—1311.

Clement M, Posada D, Crandall KA. 2000. TCS: a computer program to esti-
mate gene genealogies. Molecular Ecology 9: 1657—-1660.

Corander J, Sirén J, Arjas E. 2008. Bayesian spatial modelling of genetic
population structure. Computational Statistics 23: 111-129.

Crandall KA, Templeton AR. 1993. Empirical tests of some predictions from
coalescent theory with applications to intraspecific phylogeny reconstruc-
tion. Genetics 134: 959-969.

Cruzan MB, Templeton AR. 2000. Palacoecology and coalescence: phylo-
geographic analysis of hypotheses from the fossil record. Trends in
Ecology and Evolution 15: 491-496.

Cuenca A, Escalante AE, Pifiero D. 2003. Long-distance colonization, iso-
lation by distance, and historical demography in a relictual Mexican
pinyon pine (Pinus nelsonii Shaw) as revealed by paternally inherited
genetic markers (cpSSR). Molecular Ecology 12: 2087-2097.

Davalos LM. 2007. Short-faced bats (Phyllostomidae: Stenodermatina): a
Caribbean radiation of strict frugivores. Journal of Biogeography 34:
364-375.

Delgado P, Salas-Lizana R, Vazquez-Lobo A, et al. 2007. Introgressive
hybridization in Pinus montezumae Lamb. and Pinus pseudostrobus
Lindl. (Pinaceae): morphological and molecular (cpSSR) evidence.
International Journal of Plant Sciences 168: 861—-875.

Doyle JJ, Doyle JL. 1987. A rapid DNA isolation procedure for small quan-

tities of fresh leaf material. Phytochemical Bulletin, Botanical Society of

America 19: 11-15.

Duplessy JC, Charbit S, Kageyama M, Masson-Delmotte V. 2008.
Insolation and sea level variations during Quaternary interglacial
periods: a review. Geoscience 340: 701-710.

Dvorak WS, Jordon AP, Hodge GP, Romero JL. 2000. Assessing the evol-
utionary relationships of the pines in the Oocarpae and Australes subsec-
tions using RAPD markers. New Forests 20: 163—192.

Dvorak WS, Hamrick JL, Gutierrez EA. 2005. The origin of the Caribbean

pine in the seasonal swamps of the Yucatan. International Journal of

Plant Sciences 166: 985—994.

Eckenwalder JF. 2009. Conifers of the world: the complete reference.
Portland, OR: Timber Press.

EPICA Community Members. 2004. Eight glacial cycles from an Antarctic
ice core. Nature 429: 623-628.

Epperson BK. 1995. Spatial distribution of genotypes under isolation by dis-
tance. Genetics 140: 1431-1440.

Estoup A, Rousset F, Michalakis Y, Cornuet JM, Adriamanga M,
Guyomard R. 1998. Comparative analysis of microsatellite and allozyme
markers: a case study investigating microgeographic differentiation in
brown trout (Salmo trutta). Molecular Ecology 7: 339-353.

Estoup A, Jarne P, Cornuet JM. 2002. Homoplasy and mutation model at
microsatellite loci and their consequences for population genetic analysis.
Molecular Ecology 11: 1591-1604.

Excoffier L, Laval G, Schneider S. 2005. Arlequin ver. 3-1: an integrated
software package for population genetics data analysis. Evolutionary
Bioinformatics Online 1: 47-50.

Farjon AF. 1996. Biodiversity of Pinus (Pinaceae) in Mexico: speciation and
paleo-endemism. Botanical Journal of the Linnean Society 121:
365-384.

Farjon AF, Styles BT. 1997. Flora Neotropica, Pinus (Pinaceae). New York:
The New York Botanical Garden.

Geada-Lopez G, Kamiya K, Harada K. 2002. Phylogenetic relationships of
Diploxylon pines (subgenus Pinus) based on plastid sequence data.
International Journal of Plant Sciences 163: 737-747.

Gernandt D, Geada-Lopez G, Ortiz-Garcia S, Liston A. 2005. Phylogeny
and classification of Pinus. Taxon 54: 29-42.

Gernandt D, Magallon S, Geada-Lopez G, Zenon-Flores O, Willyard AS,
Liston A. 2008. Use of simultaneous analyses to guide fossil-based cali-
brations of Pinaceae phylogeny. International Journal of Plant Sciences
169: 1086—1099.

Gillespie JH. 2004. Population genetics: a concise guide, 2nd edn. Baltimore,
MBD: The Johns Hopkins University Press.

Godbout J, Fazekas A, Newton CH, Yehm FC, Bousquet J. 2008. Glacial
vicariance in the Pacific Northwest; evidence from a lodgepole pine mito-
chondrial DNA minisatellite for mutiple genetically distinct and widely
separated refugia. Molecular Ecology 17: 2463—-2475.

Goldstein DB, Ruiz-Linares A, Feldman M, Cavalli-Sforza LL. 1995. An
evaluation of genetic distances for use with microsatellite loci. Genetics
139: 463-471.

Gomez A, Gonzalez-Martinez SC, Collada C, Climent J, Gill L. 2003.
Complex population genetic structure in the endemic Canary Island
pine revealed using chloroplast microsatellite markers. Theoretical and
Applied Genetics 107: 1123-1131.

Gomez A, Vendramin GG, Gonzalez-Martinez SC, Alia R. 2005. Genetic
diversity and differentiation of two Mediterranean pines (Pinus halepen-
sis Mill. and Pinus pinaster Ait.) along a latitudinal cline using chloro-
plast microsatellite markers. Diversity and Distributions 11: 257-263.

Graham A. 1999. Studies in neotropical palacobotany. XIII. An
Oligo-Miocene palynoflora from Simojovel (Chiapas, Mexico).
American Journal of Botany 86: 17-31.

Graham SA. 2003. Biogeographical patterns of Antillean Lythraceae.
Systematic Botany 28: 410-420.

Hardy OJ, Vekemans X. 1999. Isolation by distance in a continuous popu-
lation: reconciliation between spatial autocorrelation analysis and popu-
lation genetics models. Heredity 83: 145—154.

Hardy OJ, Vekemans X. 2002. SPAGeDi: a versatile computer program to
analyse spatial genetic structure at the individual or population levels.
Molecular Ecology Notes 2: 618—620.

Hardy OJ, Charbonnel N, Fréville H, Heuertz M. 2003. Microsatellite
allele sizes: a simple test to assess their significance on genetic differen-
tiation. Genetics 163: 1463—1482.

76

1102 ‘vz Arenuer uo 1sanb Aq Bio sjeulnolpliojxo’qoe woly papeojumod


http://aob.oxfordjournals.org/

Jardon-Barbolla et al. — Phylogeographical structure in Caribbean pines

Hey J, Machado CA. 2003. The study of structured populations — new hope
for a difficult and divided science. Nature Reviews Genetics 4: 535—543.

Hodell DA, Anselmetti FS, Aiztegui D, et al. 2008. An 85-ka record of
climate change in lowland Central America. Quaternary Science
Reviews 27: 1152-1165.

Iturralde-Vinent M. 2006. Meso-Cenozoic Caribbean paleogeography: impli-
cations for historical biogeography of the region. International Geology
Review 48: 791-827.

Jasinska AK, Wachowiak W, Muchewicz E, Boratynska K, Montserrat
JM, Boratynski A. 2010. Cryptic hybrids between Pinus uncinata and
P. sylvestris. Botanical Journal of the Linnean Society 163: 473—-485.

Kuhner MK. 2009. Coalescent genealogy samplers: windows into population
history. Trends in Ecology and Evolution 24: 86—93.

Lapegue D, Petit RJ. 1997. Phylogeographic structure of white oaks through-
out the European continent. Genetics 146: 1475—1487.

Lavin M, Wojchiechowski MF, Gasson P, Hughes C, Wheeler E. 2003.
Phylogeny of robinioid legumes (Fabaceae) revisited: Coursetia and
Gliricida recircumscribed, and biogeographical appraisal of the
Caribbean endemics. Systematic Botany 28: 387—-409.

Lopez-Almirall A. 1982. Variabilidad del género Pinus (Coniferales:
Pinaceae) en Cuba. Acta Botdnica Cubana 12: 1-32.

McDowell T, Volovosek M, Manos P. 2003. Biogeography of Exostema
(Rubiaceae) in the Caribbean region in the light of molecular phyloge-
netic analyses. Systematic Botany 28: 431-441.

Moreno-Letelier A, Pifiero D. 2009. Phylogeographic structure of Pinus
strobiformis Engelm. across the Chihuahuan Desert filter-barrier.
Journal of Biogeography 36: 121—131.

Navascués M, Vaxevanidou Z, Gonzalez-Martinez SC, Climent J, Gil L,
Emerson BC. 2006. Chloroplast microsatellites reveal colonization and
metapopulation dynamics in the Canary Island pine. Molecular Ecology
15: 2691-2698.

Navascués M, Hardy OJ, Burgarella C. 2009. Characterization of
demographic expansions from the pairwise comparisons of linked
microsatellite haplotypes. Genetics 181: 1013—1019.

Negron-Ortiz 'V, Watson LE. 2003. Hypotheses for the colonization of
the Caribbean Basin by two genera of the Rubiaceae: Erithalis and
Ernodea. Systematic Botany 28: 442—-451.

Nei M. 1987. Molecular evolutionary genetics. New York: Columbia
University Press.

Ohta T, Kimura M. 1973. A model of mutation appropriate to estimate the
number of electrophoretically detectable alleles in a finite population.
Genetical Research 22: 201-204.

Omland KE, Lanyon SM, Fritz SJ. 1999. A molecular phylogeny of the New
World orioles (Icterus): the importance of dense taxon sampling.
Molecular Phylogenetics and Evolution 12: 224-239.

Pannel JR, Charlesworth B. 2000. Effects of metapopulation processes on
measures of genetic diversity. Philosophical Transactions of the Royal
Society of London 355: 1851-1864.

Perdices A, Doadrio I, Bermingham E. 2005. Evolutionary history of the
synbranchid eels (Teleostei: Synbranchidae) in Central America an the
Caribbean islands inferred from their molecular phylogeny. Molecular
Phylogenetics and Evolution 37: 460-473.

Petit JR, Jouzel J, Raynaud D, et al. 1999. Climate atmospheric history of
the past 420,000 years form the Vostok ice core, Antarctica. Nature
399: 429-439.

Pindell J, Kennan L, Stanek KP, Maresch WYV, Draper G. 2006.
Foundations of Gulf of Mexico and Caribbean evolution: eight controver-
sies resolved. Geologica Acta 4: 303-341.

77

241

Pons O, Petit RJ. 1996. Measuring and testing genetic differentiation with
ordered versus unordered alleles. Genetics 144: 1237—-1245.

Posada A, Crandall KA. 2001. Intraspecific gene genealogies: trees grafting
into networks. Trends in Ecology and Evolution 16: 37—-45.

Provan J, Soranzo N, Wilson NJ, Goldstein D, Powell W. 1999. A
low mutation rate for chloroplast microsatellites. Genetics 153:
943-947.

Ray N, Adams JM. 2001. A GIS-based vegetation map of the World at the
Last Glacial Maximum (25,000—15,000 BP). Internet Archaeology 11.
http:/intarch.ac.uk/journal/issuel 1/rayadams_toc.html

Ribeiro MM, Plomion C, Petit R, Vendramin GG, Szmidt AE. 2001.
Variation in chloroplast single-sequence repeats in Portuguese maritime
pine (Pinus pinaster Ait.). Theoretical and Applied Genetics 102:
97-103.

Ricklefs R, Bermingham E. 2008. The West Indies as a laboratory of biogeo-
graphy and evolution. Philosophical Transactions of the Royal Society
(B) 363: 2393-2413.

Rodriguez-Banderas A, Vargas-Mendoza CF, Buonamici A, Vendramin
GG. 2009. Genetic diversity and phylogeographic analysis of Pinus
leiophylla: a post-glacial range expansion. Journal of Biogeography 36:
1807-1820.

Rogers AR, Harpending HC. 1992. Population growth makes waves in the
distribution of pairwise genetic differences. Molecular Biology and
Evolution 9: 552-569.

Rosenberg NA, Nordborg M. 2002. Genealogical trees, coalescent theory and
the analysis of genetic polymorphisms. Nature Reviews Genetics 3:
380-390.

Santiago-Valentin E, Olmstead RG. 2003. Phylogenetics of the Antillean
Goetzoideae (Solanaceae) and their relationships within the Solanaceae
based on chloroplast and ITS DNA sequence data. Systematic Botany
28: 452-460.

Santiago-Valentin E, Olmstead RG. 2004. Historical biogeography of
Caribbean plants: introduction to current knowledge and possibilities
from a phylogenetic perspective. Taxon 53: 299-319.

Schneider S, Excoffier L. 1999. Estimation of past demographic parameters
from the distribution of pairwise differences when the mutation rates
vary among sites. Application to human mitochondrial DNA. Genetics
152: 1079-1089.

Slatkin M. 1977. Gene flow and genetic drift in a species subject to frequent
local extinctions. Theoretical Population Biology 12: 253-262.

Szpiech ZA, Jackobson NA, Rosenberg NA. 2008. ADZE: a rarefaction
approach for counting alleles private to combinations of populations.
Bioinformatics 24: 2498-2504.

Templeton AR. 2004. Statistical phylogeography: methods of evaluating and
minimizing inference errors. Molecular Ecology 13: 789—809.

Trejo-Torres C, Ackerman JD. 2001. Biogeography of the Antilles based on
a parsimony analysis of orchid distributions. Journal of Biogeography 28:
775-794.

Vendramin GG, Lelli G, Rossi P, Morgante M. 1996. A set of primers for
the amplification of 20 chloroplast microsatellites in Pinaceae. Molecular
Ecology 5: 595-598.

Whitlock MC. 2004. Selection and drift in metapopulations. In: Hanski I,
Gaggiotti O. eds. Ecology, genetics, and evolution of metapopulations.
Amsterdam: Elsevier Academic Press, 153—-173.

Willyard A, Cronn R, Liston A. 2009. Reticulate evolution and incomplete
lineage sorting in the ponderosa pines. Molecular Phylogenetics and
Evolution 52: 498-511.

Xu H, Fu YX. 2004. Estimating effective populations size or mutation rate
with microsatellites. Genetics 166: 555-563.

1102 ‘vz Arenuer uo 1sanb Aq Bio sjeulnolpliojxo’qoe woly papeojumod


http://intarch.ac.uk/journal/issue11/rayadams_toc.html
http://intarch.ac.uk/journal/issue11/rayadams_toc.html
http://intarch.ac.uk/journal/issue11/rayadams_toc.html
http://intarch.ac.uk/journal/issue11/rayadams_toc.html
http://intarch.ac.uk/journal/issue11/rayadams_toc.html
http://intarch.ac.uk/journal/issue11/rayadams_toc.html
http://aob.oxfordjournals.org/

78



Capitulo 4

Flujo génico a larga distancia y demografia
historica en la Cuenca del Caribe

4.1 Introduccion

Para profundizar en el andlisis del tipo de procesos que han afectado la distribucion de la
variacion genética en los pinos de la Subseccion Australes en la Cuenca del Caribe,
utilizamos como marco de referencia el modelo de una poblacion en equilibrio Wright-
Fisher (Wakeley, 2009) y a partir de las formas en que diferentes procesos los modifican
¢éstas condiciones, analicé analizar la evidencia genética para inferir los procesos
histéricos que han moldeado ésta distribucion.

Como hemos sefialado, los procesos demograficos en las poblaciones, el flujo
génico y las relaciones historicas entre ellas subyacen a la distribucién actual de la
variacion genética. Siguiendo a Slatkin (2000) podemos emplear el término estructura
genética de las poblaciones para denominar a los rasgos genéticos de un conjunto de
poblaciones que hacen que éstas no cumplan las suposiciones mas simples de un modelo
Wright-Fisher. En este modelo, se supone que: 1) las poblaciones tienen un tamafio
constante N; 2) las generaciones no se sobrelapan; 3) el apareamiento entre los
individuos es al azar; y 4) la cantidad de progenie por individuo se distribuye
aleatoriamente siguiendo una distribucion de Poisson (Hey & Machado, 2003).

En una poblacion Wright-Fisher, la distribucion de la variacion genética (H) esta
determinada por el tamafio poblacional (N constante) y la tasa de mutacion (u
igualmente constante). Para una poblacién en la que se cumple un modelo de alelos
infinitos esto se traduce en que la heterocigosis esperada (H) se aproxima a las

condiciones de equilibrio mutacion-deriva en las que:

4Nu

A=—H
1+ 4Np
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Y en el caso de microsatélites, que evolucionan con un modelo de mutacion de
“piedras de paso”, es posible tener una homocigosis esperada (Ohta & Kimura, 1973)

dada por la expresion:
1
v1+26

Donde 6 es el estimador escalado de la tasa mutacional y la heterocigosis

E(Hom) =

esperada bajo este equilibrio es el complemento 1-E(Hom).

4.1.1 Condiciones de no equilibrio
Existen procesos diversos que generan una estructura genética dentro y/o entre las
poblaciones, por lo que se ha planteado que es necesario concentrarse en casos
particulares (Slatkin, 2000). En el contexto del presente estudio es de interés la
comprension de los efectos de factores que se alejan de los supuestos 1) y 3): el efecto
de los cambios demograficos y el efecto de la subdivision y flujo entre las poblaciones

en diferentes escalas.

Crecimiento demogrdfico

El crecimiento demografico altera la escala temporal en la que ocurren los eventos de
coalescencia en una genealogia, asi como la forma en la que se distribuyen dichos
eventos a lo largo de la genealogia. En una poblacion con tamafio poblacional efectivo
(N:) constante las ramas mas cortas son las mas externas o recientes (es decir, los
eventos de coalescencia son mas frecuentes en las primeras generaciones hacia atras en
el tiempo), y las ramas que llevan a los ultimos eventos de coalescencia, las internas, son
mas largas. En cambio, en una poblacion que ha experimentado crecimiento
demografico, la relacion se invierte: las ramas externas son mas largas y las ramas
internas, que estan mas cerca del ancestro comun mas reciente (MRCA) para una
genealogia, son mas cortas (Rogers & Harpending, 1992; Wakeley, 2009). Este patron
tiende a acentuarse mientras mas abrupto o intenso ha sido el crecimiento de una

poblacion.
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Lo anterior afecta la variacion que se presenta en una poblacién en términos de
frecuencias alélicas. Las ramas mas largas de una genealogia (las ramas externas en una
genealogia con crecimiento poblacional) acumulan, por el mero hecho de ser més largas,
una proporcién mayor de los eventos mutacionales, ocasionando que un nimero menor
de linajes comparta esas mutaciones (ver Figura 4.1.) Por lo tanto las poblaciones (o
regiones) que han presentado crecimientos demograficos, tienden a tener una mayor
cantidad de alelos representados por solamente una (singletons en inglés) o muy pocas
copias en relacidn a lo que se esperaria en una poblacion de tamafio constante (Nei et al.,
1975). Slatkin y Hudson (1991) demostraron que la distribucion de las diferencias
pareadas (mismatch distribution) en una poblacion que ha tenido una expansion
demografica se aproximaria a una distribucion Poisson. Este es el fundamento del
analisis de distribucion de diferencias pareadas (Rogers & Harpending, 1992;
Harpending, 1994) y que utilicé para analizar los procesos demograficos de las
poblaciones de pinos en la Cuenca del Caribe (Jardon-Barbolla, et al., 2011). En el
presente capitulo, este marco conceptual servird para analizar con ésta y otras
herramientas, la historia de las poblaciones de pinos en la Cuenca del Caribe.

Analizada desde el presente, la expansion poblacional en el pasado, se
conceptualiza como una contraccion que ocurrid hace T unidades, donde 7 es un
estimador escalado por la tasa mutacional (u#) y el tiempo medido en generaciones (¢)
(Rogers & Harpending, 1992):

T = 2ut
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Figura 4.1 Efecto de la expansion poblacional en la estructura de una genealogia. En poblaciones con
tamafio constante (lado izquierdo), se observan pocos alelos de copia tinica y varios alelos representados
por mas de una copia (arriba) mientras que la distribucion de diferencias pareadas es bimodal. En
poblaciones que han atravesado expansion poblacional (lado derecho) en el pasado se observa un mayor
namero de alelos de copia Unica yla distribucion de diferencias pareadas (abajo) se asemeja a una
distribucion Poisson.

Estructura geografica

El otro tipo de procesos en los que nos concentraremos son los que tienen que ver con la
no aleatoriedad del proceso de apareamiento, en particular cuando la probabilidad de
apareamiento al interior de una poblacioén no es igual a la probabilidad de apareamiento
entre poblaciones. Cuando esto ocurre las poblaciones presentan una estructura

geogrdfica, es decir, estan subdivididas.



Una consecuencia relativamente evidente es que una genealogia de genes
provenientes de una poblacion subdividida serd en promedio mas larga que una
proveniente de una muestra que se comporta como una sola poblacion panmictica
(Slatkin, 2000; Wakeley, 2008). Lo anterior ocurre debido a que gracias a la deriva
génica que ocurre al interior de cada subpoblacion, los diferentes linajes colaescen
primero al interior de su propia subpoblaciéon y s6lo més atras en el tiempo, se puede dar
la coalescencia entre la totalidad de los diferentes linajes.

En contrapartida, el flujo génico entre subpoblaciones puede ser visto como una
fuerza cohesiva, que incrementa el grado de similitud genética (Wright, 1951) o de
correlacion (en el sentido de Malecot, 1975) entre diferentes poblaciones. Asi, la
variacion genética compartida en el presente entre dos o mas subpoblaciones puede
deberse no solamente a su asociacion historica reflejando la secuencia de eventos de
divergencia entre ellas, sino también al nivel del flujo genético historico entre
subpoblaciones, el cual homogeniza genéticamente a las subpoblaciones. Eventualmente
se puede alcanzar un equilibrio entre los procesos de divergencia-asociacion historica y
el mantenimiento de la similitud debida al flujo, equilibrio que da origen al estadistico

de resumen clasico:

B 1
" 14+ 4Nm

Donde N es el tamafio efectivo de la poblacion y m la fraccion de migrantes por

Fst

generacion; siendo Nm el nimero efectivo de migrantes por generacion. De esta manera
Fsr aparece tanto como una medida de la diferenciacion o estructura genética de las
poblaciones, como un estimador indirecto del flujo génico historico entre poblaciones
(Slatkin, 1977).

El estadistico Fst también puede expresarse en términos del tiempo de
coalescencia de una muestra de genes tomada de una poblacién subdividida, de forma
analoga a la comparacion clasica de las heterocigosis para estimar su valor (Slatkin,

1977):

Tr—Ts
ST — —

T
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Donde 77 es el tiempo de coalescencia promedio para un par de copias
muestreadas en la poblacién total, y Tses el tiempo medio de coalescencia para dos
copias que provienen de subpoblaciones (o demes) diferentes (Hudson et al, 1992;
Charlesworth et al., 2003).

La comparacion de diferentes loci no ligados, también puede ser de utilidad.
Desde el punto de vista de la teoria de coalescencia, el flujo génico entre subpoblaciones
ocasiona que se incremente la varianza del tiempo al ancestro comin mas reciente (time
to most common recent ancestor, TMRCA por sus siglas en inglés) para diferentes loci
no ligados a lo largo del genoma (Wakeley, 2009). De esta manera, las genealogias de
genes para subpoblaciones que presentan flujo génico también se ven afectadas en la
forma que éstas toman (Figura 4.2). Entonces, alcanzadas las condiciones de equilibrio,
en un conjunto de poblaciones con migracion habria muchos polimorfismos de
frecuencia intermedia, ocasionando que los valores de otros estadisticos de resumen
como la D de Tajima (1989) o la F* de Fu y Li (1993) tomen valores positivos
(Wakeley, 2009).

Diferentes tipos de flujo génico entre subpoblaciones ocasionan diferentes
patrones de distribucion de la variacion y diferenciacion genética entre poblaciones. El
estadistico de resumen Fsr fue derivado para un modelo de islas, que supone que las
poblaciones intercambian alelos a una tasa m, independientemente de la distancia que las
separe (Hamilton, 2009). El estadistico Fsr puede proporcionar una aproximacion
general al nimero efectivo de migrantes por generacion (Nm) para el conjunto de
subpoblaciones, ain cuando las estructura se desvie del modelo de islas (Slatkin &
Barton, 1989), pero estos diferentes patrones de estructura genética son relevantes al
hacer inferencias acerca del tipo de procesos que han afectado la historia de un conjunto

de poblaciones.
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Figura 4.2 Efecto de la estructura geografica en las genealogias de genes. Se indica con una % el
Ancestro Comtin Mas Reciente (MRCA) para dos loci hipotéticos. A) Poblacion panmictica sin estructura
geografica. B) Dos poblaciones con separacion geografica y flujo génico esporadico; se observa un
incremento en la varianza en el tiempo al MRCA (TMRCA) para diferentes loci. C) Dos poblaciones
separadas y sin flujo génico; se observa menos varianza en el TMRCA que en presencia de flujo, pero el
TMRCA promedio es mayor al de una sola poblacion panmictica (Modificado de Wakeley, 2009).

En un modelo de “piedras de paso” (stepping stone; Kimura & Weiss, 1964), la

mayor parte o la totalidad del flujo génico ocurre entre poblaciones adyacentes, dando
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como resultado un patrén de aislamiento por distancia (IBD por sus siglas en inglés). En
este patron, el grado de similitud genética entre las poblaciones tendria una relacion
inversamente proporcional con la distancia que separa a los diferentes pares de
subpoblaciones. El flujo génico a grandes distancias puede alterar este patron,
ocasionando que el grado de correlacion entre la diferenciacion genética y la distancia
geografica disminuya (i.e. la varianza en la similitud genética es mayor; Slatkin, 2000).
En un caso extremo, si el flujo génico a larga distancia fuese comun entre varias
poblaciones, el patron de correlacion entre Fsy y la distancia geografica se haria
indistinguible de un modelo de islas (Hamilton, 2009). Sin embargo, en casos
intermedios, en los que existe flujo génico a larga distancia de manera ocasional, el
resultado observable serd una mayor varianza en los valores pareados de Fstpara una
misma categoria de distancia, como resultado de que los eventos de dispersion
esporadicos incrementan la varianza en la ubicacion geografica de los padres respecto a
sus hijos (Rousset, 1997; 2001a, b). Por lo tanto, los valores pareados de Fst que se
desvian hacia abajo de la tendencia general, podrian ser indicativos de flujo a génico a
larga distancia.

El modelo de “piedras de paso” se puede extender al tipo de estructura que se
esperaria bajo una dindmica metapoblacional, en la que procesos de
colonizacidn/extincion local moldean la estructura genética entre poblaciones (Hanski,
1998; Whitlock, 2004; Hamilton, 2009). En una dinamica metapoblacional, el flujo entre
los demes presentes en un momento determinado se comporta exactamente como se
esperaria en un modelo de piedras de paso (Hamilton, 2009). Sin embargo durante el
proceso de colonizacion que da origen a las poblaciones mas nuevas, el patron que toma
el flujo es diferente (Slatkin, 1977; 2000). En esta escala, la deriva génica puede fijar
alelos localmente de manera transitoria en algunas de estas poblaciones nuevas,
contribuyendo a valores de diferenciacion (Fsr, i, dsr, etc.) relativamente altos, los
cuales se presentan momentaneamente, hasta que el flujo génico diluye las diferencias
entre poblaciones (Slatkin, 1977; Pannel & Charlesworth, 2000, Whitlock, 2004;
Hamilton, 2009). Este patron se suele ver acompanado de una distribucion heterogénea
de la diversidad genética, por ejemplo a nivel de los valores de 6 estimados, en la que las

poblaciones mdas antiguas como fuentes de variacion y otras como sumideros de
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variacion, teniendo las primeras una diversidad genética mas alta (Pannel &
Charlesworth, 2000; Whitlock, 2004).

El estadistico de resumen Fsr y sus derivados (Gsr, Rst) son resultado de
fendmenos que escapan a las condiciones de equilibrio de una poblacion Wright-Fisher,
como la presencia de diferentes niveles de flujo génico entre ellas y describen
adecuadamente las condiciones de equilibrio migracion-deriva (Hey & Machado, 2003).
Sin embargo, en el estudio de poblaciones que han atravesado cambios recientes en su
distribucion o en los patrones de flujo génico, las condiciones de equilibrio no siempre
se han alcanzado. Este es uno de los temas importantes en el andlisis de la historia
reciente de la distribucion de linajes genéticos (Hey &Machado, 2003). Cuando han
ocurrido eventos de colonizacion reciente a lo largo de areas geograficas grandes,
algunas subpoblaciones pueden no ajustarse a un modelo de aislamiento por distancia
Slatkin (1993, 2000). Este se estableceria en primera instancia entre las poblaciones mas
cercanas (que tendrian una mayor probabilidad de mantener flujo génico entre ellas) y
solamente después de mucho tiempo, mediando eventos esporadicos de flujo génico
entre las poblaciones establecidas, se estableceria un patron claro de aislamiento por

distancia.

4.1.2 Analisis filogeografico de clados anidados (NCPA)
El andlisis filogeografico de clados anidados (NCPA por sus siglas en inglés) propuesto
por Templeton (1995, 1998, 2004) busca distinguir procesos histéricos y
contemporaneos que han afectado la distribucidon de la variacion genética en el espacio.
Este andlisis integra diferentes niveles de informacion provenientes de las frecuencias de
los diferentes haplotipos, sus relaciones genealdgicas y su distribucion geografica para
cuantificar las asociaciones entre la geografia, el tiempo y el arbol de genes. Este
método se basa en la reconstruccion de una red de haplotipos de menor nimero de
pasos. Una red de haplotipos es una representacion grafica de las relaciones
genealdgicas entre los haplotipos en la que, a diferencia de un arbol de genes, un nodo
puede conectar a mas de dos ramas al mismo tiempo (trifurcaciones, multifurcaciones).
Los elementos de los haplotipos ancestrales (nodos) pueden estar presentes en la muestra

actual de genes e incluso podria haber segmentos reticulados si se presenta
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reocmbinacion (Posada & Crandall, 2001). Estas propiedades de las redes de haplotipos
reflejan caracteristicas de la evolucion de linajes genéticos de reciente divergencia
(Avise, 2001).

Cuando se produce un nuevo alelo a partir de una de las copias de un alelo
ancestral, este tltimo no desaparece de inmediato de una poblacion, lo cual lleva a que
una muestra contenga haplotipos derivados y haplotipos ancestrales. Por ello, en una
muestra de genes de reciente diveregencia, las relaciones genealdgicas aparecen de
manera multifurcada, donde en promedio, los haplotipos mas antiguos tienen un mayor
numero de conexiones en la actualidad (Posada & Crandall, 2001; Templeton 2001,
2006). De esta manera, las redes de haplotipos se convierten en una herramienta til para
el andlisis filogeografico. Generalmente, se puede esperar que los haplotipos mas
antiguos, también tengan una distribucion espacial mas amplia; los haplotipos maés
abundantes tienden a tener un mayor numero de conexiones; haplotipos de copia tnica
(singletons) tienden a conectarse con haplotipos mas abundantes y en promedio suelen
estar conectados con haplotipos de la misma poblacion (Posada & Crandall, 2001)

Las redes de haplotipos se pueden reconstruir empleando el criterio de
parsimonnia estadistica (Templeton et al., 1992) partiendo de la idea general de que
cuando se trabaja con linajes de reciente divergencia hay menor riesgo de que se arribe a
un mismo estado de caracter por dos vias independientes (homoplasia). El criterio de
parsimonia estadistica evalua la probabilidad de que las diferencias observadas entre los
diferentes pares de haplotipos sea el resultado del mismo numero de eventos
mutacionales. Estudios de simulacion de evolucion de secuencias han demostrado que
en ausencia de recombinacion, este criterio permite recuperar la topologia y longitudes
de rama correctas, ain en presencia de tasas mutacionales altas (Woolley et al., 2008).

Las redes de haplotipos pueden presentar ambigiiedades en la forma de
segmentos reticulados o asas cerradas en las que atn aplicando el criterio de parsimonia
estadistica hay mas de una via para arribar a un estado de caracter (haplotipo).
Descontando la posibilidad de homoplasia real o bien de recombinacion, en tanto se
trabaje con un numero suficientemente grande de loci en una escala temporal reciente y
se utilicen marcadores moleculares de herencia uniparental (por ejemplo, los genomas

mitocondrial y cloropléstico han sido ampliamente usados) es posible controlar la
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incertidumbre en la reconstruccion de las redes. Las ambigiiedades pueden resolverse
empleando los criterios planteados por Crandall & Templeton (1993) y Pfenninger y
Posada (2002). Dichos criterios incluyen: 1) los haplotipos ancestrales que han
permanecido en altas frecuencias por mas tiempo en una poblacién tienen mayor
probabilidad de haber dado origen a nuevos haplotipos, por lo que es mas probable que
los singletones estén conectados a haplotipos més frecuentes que a otros singletones
(criterio de frecuencia); 2) los haplotipos con mayor nimero de conexiones tienen mas
probabilidad de ser ancestrales por lo que tienden a ocupar nodos en la red, mientras que
un haplotipo raro (y por tanto probablemente de reciente aparicién) tendrd mayor
probabilidad de estar unido a un nodo que a una punta (criterio de topologia); 3) es mas
probable que los haplotipos raros o de copia tnica estén conectados con haplotipos de su
misma poblacion (Donelly & Tavaré, 1986; Posada & Crandall, 2001; Pfenninger &
Posada, 2002).

O
@1-1@ h2 Y h4
OO

h10

Figura 4.3. Ejemplo de una red de haplotipos. La notacion hl, h2, h3... h10
corresponde a diferentes haplotipos. Las lineas indican que entre un haplotipo y otro hay
un paso mutacional. El haplotipo h4 tiene mas conexiones que el resto. Los clados se
anidan de las puntas hacia el centro y se denotan con 1-1, 1-2 y 1-3. 1-1 y 1-3 son clados
punta, mientras que 1-2 es un clado interior. La linea negra exterior denota el
cladograma total que engloba los clados 1-1, 1-2 y 1-3.
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A partir de la red de haplotipos, se genera un ordenamiento jerarquico en clados
anidados. Este anidamiento se genera comenzando desde las puntas de la red, uniendo en
primer instancia los haplotipos que estén separados por un paso mutacional, generando
un primer nivel de anidamiento (Templeton, 1998; 2006). A su vez estos clados son
anidados en clados mas incluyentes bajo el criterio de agrupar aquéllos que estan
separados por un solo paso mutacional, comenzando siempre por las puntas. Se procede
de esta manera hasta generar un clado que incluya a toda la red de haplotipos, un
cladograma total.

Una vez anidada una red, se prueba la asociacion geografica de los clados

formados a partir de la comparacion de dos medidas de la dispersion geografica de un

clado, D,y D,. La medida D, es la distancia media de los haplotipos de un mismo clado

respecto al centro geografico del mismo y D,, es la media ponderada de la distancia que
separa a los haplotipos de ese clado del centro geografico del siguiente nivel de
anidamiento (Templeton, 1987, 2006). De esta manera se expresa qué tanto se ha
desplazado histéricamente un clado mas reciente (nivel de anidamiento inferior) con
respecto al clado de nivel superior del que forma parte (nivel de anidamiento superior).
El programa GEODIs 2.6 (Posada ef al., 2000) realiza una permutacion de las localidades
geograficas de los diferentes clados y calcula las distancias D, y D,, para cada caso. Con
ello se genera una distribucion aleatoria y se puede realizar una prueba de dos colas que
permite detectar los casos en los que un clado presenta valores de D. o D,

significativamente altos o bajos, indicando algtn tipo de asociacion geografica.

El método del analisis filogeografico de clados anidados requiere de informacion
adicional acerca de la distribucion asi como de algunas caracteristicas ecologicas de la
especie para poder realizar un procedimiento de inferencia siguiendo una clave
(Templeton, 2004). Esta inferencia se realiza siguiendo los procesos del presente hacia
el pasado, comenzando por la asociacion geografica de los clados punta, o de primer
nivel, y posteriormente los clados mas interiores, que contienen los nodos y representan
eventos del pasado.

Los procesos que se pueden inferir son; fragmentacion alopatrica, flujo génico
restringido, dispersion a larga distancia, aislamiento por distancia y expansion de rango

contigua, siendo ésta ultima la que mayor tasa de falsos positivos puede presentar
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(Templeton, 2008). En tanto que la expansion contigua del rango implicaria un
incremento en el tamafio de la poblacion, esta inferencia puede corroborarse usando
otras aproximaciones, basadas en la proporcion de singletones esperada para una
genealogia con expansion, como la de Rogers & Harpending (1992).

Si bien el NCPA ha sido criticado por arrojar falsos positivos (Petit, 2008), y la
interpretacion de sus conclusiones debe ser particularmente cautelosa cuando se trabaje
con datos que provienen de un solo locus (Templeton, 2002; Knowless, 2004, Garrick et
al., 2008), las inferencias de éste andlisis pueden servir para generar una matriz de
hipodtesis que se pueden probar mediante otros métodos de analisis (Garrick et al., 2008).

El propio Templeton (2004) ha alertado acerca de la interpretacion que se hace a
partir de las redes de haplotipos, pues las relaciones genealdgicas entre €stos no
necesariamente son equivalentes a las relaciones entre linajes de poblaciones o especies
(Hudson, 1990). Sin embargo, es posible utilizar este método como parte de una serie
mas amplia de analisis que en conjunto brinden una reconstruccion amplia de la historia
de un grupo de linajes genéticos. La extrapolacion de estos resultados hacia el nivel de
especies, debe ser cautelosa e incorporar otras fuentes de informacion (Avise, 2000;
Carstens & Knowles, 2007; Knowles & Carstens, 2007).

EL objetivo de este capitulo fue analizar la estructura filogeografica de P.
caribaea, P. cubensis, P. maestrensis y P. occidentalis, en la Cuenca del Caribe con el
fin de obtener evidencia adicional acerca de patrones de colonizacidn a larga distancia,
expansion poblacional y posible fragmentacion en el pasado para los linajes de

cloroplasto encontrados en la Cuenca del Caribe.

4.2 Material y Métodos

Analisis filogeografico de clados anidados (NCPA)

En este trabajo se utilizé el conjunto de datos de haplotipos de cloroplasto publicados en
Jardon et al. (2011) para construir una red de haplotipos de menor nimero de pasos
(minimum spanning network) utilizando el programa TCS v.1.21 (Clement et al., 2000).
Las ambigiiedades de la red fueron resueltas siguiendo los criterios planteados por
Posada y Crandall (2001) y por Pfenninger y Posada (2002); la red fue anidada
conforme a la metodologia descrita por Templeton (2004, 2006). El analisis de

asociacion geografica se realizé utilizando el programa GeoDis V. 2.6 (Posada et al.,
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2000) actualizado para realizar una correccion Dunn-Sidak para determinar el grado de
significancia de la asociacion geografica. La correcciéon Dunn-Sidak se emplea para no
sobreestimar la asociacion geografica cuando se realiza el NCPA a partir de un solo

locus, como es el caso del genoma del cloroplasto utilizado en el presente estudio.

Analisis demografia historica

La expansion contigua de rango es la inferencia mas débil derivada del NCPA
(Beaumont & Panchal, 2008; Garrick & Dyer, 2008), por lo que realicé analisis
adicionales. Una expansion contigua del rango traeria asociado un incremento en el
tamafio de las poblaciones. Por ello, para corroborar estas inferencias se realizaron
pruebas de neutralidad para los conjuntos de datos correspondientes a los clados para los
que se infirid expansion contigua del intervalo de distribucion.

Las pruebas de neutralidad D de Tajima (1993) y Fs (Fu, 1997) permiten estimar
la desviacion de la neutralidad para estos conjuntos de datos. Estas pruebas permiten
detectar el exceso de mutaciones en baja frecuencia, lo cual puede ser resultado de
procesos selectivos, pero como hemos sefialado antes, también resulta de procesos
demograficos. Ambas pruebas se basan en la comparacion de estimados alternativos del
parametro escalado de tasa mutacional, 6. El estadistico D de Tajima (1989) compara la

proporcion de sitios segregantes (6s de Watterson, 1975) y el ntimero medio de
diferencias pareadas entre los diferentes haplotipos (6, Tajima 1983).

El estadistico Fs de Fu (1997) evalta la probabilidad S de observar, bajo un
modelo neutral Wright-Fisher, un cierto nimero de mutaciones de copia Uinica en una

muestra de tamafio dado, dada una cierta diversidad nucleotidica.

e ()

Cuando la composicion de una muestra presenta exceso de mutaciones de copia
unica respecto a lo esperado para una poblacion con tamafio constante, el estadistico Fis
toma valores negativos y significativos (p < 0.02; Fu, 1997; Ramirez-Soriano et al.,
2008). Esta prueba tiene mas poder estadistico para detectar expansiones poblacionales

recientes a partir de datos que no presentan recombinacidn, aunque se ve afectado por
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pequetios tamafios de muestra. Debido a esto, se escogio la prueba de Fu (1997) como la
prueba de neutralidad mas adecuada para aplicarse al conjunto de datos de cloroplasto
que tenemos.

Se realizd un analisis de distribucion de diferencias pareadas (Rogers &
Harpending, 1992) para aquellos clados que mostraron asociacion geografica
significativa y en los que la inferencia del NCPA llevé a la conclusion de expansion
contigua de rango. Se usé el programa Arlequin V3.5 para probar la hipotesis de una
distribucion Poisson en las diferencias pareadas. La estimacion del parametro T para
calcular el tiempo a la expansion poblacional se realizd mediante calculo bayesiano
aproximado (ABC, por sus siglas en inglés) utilizando el método desarrollado por
Ortega (2009) utilizando 10,000 simulaciones de coalescencia para cada clado. Se
escogid este método debido a que permite obtener estimado de 7 tan cercanos al valor
real como el método de maxima pseudoverosimilitud de Navascués et al. (2009), pero
controlando mejor el sesgo por homoplasia, lo que permite obtener intervalos de
confianza de menor tamano (Ortega, 2009). El tiempo a la expansion fue calculado
utilizando una tasa mutacional por locus de 5.5 x 10™ por generaciéon (Provan, 1999) y
un tiempo generacional de 42.5 afios (A. Lopez-Almirall, Museo Nacional de Historia
Natural, Cuba, Com. Pers.). Tanto el analisis de distribucion de frecuencias pareadas
como el célculo del estadisticos Fg se realizaron codificando los haplotipos de

microsatélites como RFLP’s siguiendo la descripcion de Navascués et al. (2006).

Analisis de aislamiento por distancia
Para tener evidencia adicional de aislamiento por distancia, se puso a prueba la
asociacion entre el grado de aislamiento genético y la distancia geografica. Para ello se
utilizaron los valores de distancia genética de Goldstein calculados mediante el
programa SpaGeDi (Hardy & Vekemans, 2002), probandose su asociacion con el
logaritmo base 10 de la distancia geografica. El analisis se realizo utilizando el programa
XLSTAT v2011.3.01.

Para identificar comparaciones entre poblaciones con valores de distancia
genética relativamente bajos, se compararon los valores de du® a lo largo de diez

intervalos de Log[distancia geografica]. Ello permitio constatar, mediante una prueba de
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T de Student, un ANOVA y una prueba de Mann-Whitney, si para un mismo intervalo
de distancia geografica existen diferencias significativas en el grado de diferenciacion
entre grupos de poblaciones. De esta manera fue posible detectar regiones geograficas
que, en promedio, se hallan menos diferenciadas entre si para un mismo intervalo de

distancia.

Analisis de grafica de poblaciones

Para tener evidencia adicional sobre posibles eventos de flujo génico a larga distancia asi
como sobre la estructura poblacional, se reviso la relacion genética entre las poblaciones
mediante el andlisis de grafica de poblaciones (Genetic Studio; Dyer, 2009). Esta
aproximacion analiza la distribucion en el paisaje estudiado (distribucion geografica) de
la covarianza genética entre poblaciones. Para ello, no se supone a priori una estructura
jerarquica o de particion de las poblaciones en grupos, sino que se utiliza una
aproximacion multivariada para generar una topologia de relaciones entre las
poblaciones (Dyer & Nason, 2004). En dicha topologia, las poblaciones ocupan los
nodos de una grafica y se encuentran conectadas entre si reflejando las relaciones
globales de covarianza genética entre poblaciones en lugar de hacerlo de manera pareada
(Dyer & Nason 2004); la longitud de las conexiones entre nodos refleja el grado de
covarianza entre cada par de poblaciones.

Cuando esta topologia es proyectada sobre un mapa es posible detectar
poblaciones que muestran un grado de correlacion genética mayor o menor al patrén
observado globalmente para un paisaje determinado. Al realizar esta proyeccion, las
conexiones que unen poblaciones que se encuentran significativamente mas distantes de
lo que se esperaria por la distribucion de distancias en la grafica de covarianzas
(conexiones extendidas) reflejan eventos de dispersion a distancias mayores a las
esperadas por el patron global. En sentido opuesto, las conexiones que unen a
poblaciones que se encuentran significativamente mas cerca de los esperado dado su
grado de correlacion genética (conexiones comprimidas) reflejan aislamiento entre
poblaciones, probablemente debido a vicarianza (Dyer, 2009). La significancia de estos
patrones se probd mediante un analisis de y? por el programa GeneticStudio (Dyer,

2008).
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4.3 Resultados

Analisis Filogeogrdafico de Clados Anidados

La red de haplotipos y su anidamiento se muestran en la Figura 4.4. Los haplotipos
presentan relaciones genealdgicas fuertemente asociadas con la distribucion geografica
de las variedades estudiadas. No hay haplotipos compartidos entre las variedades de P.
caribaea, mientras que los haplotipos correspondientes a los linajes del Oriente de la
Cuenca, P. cubensis, P. maestrensis y P. occidentalis, se agrupan en un clado separado
de P. caribaea.

Los haplotipos presentes en las islas Bahamas estan madas estrechamente
relacionados con los haplotipos que se distribuyen en Centroamérica. Esta porcion
centroamericana de la red contiene la mayor parte de los haplotipos encontrados en P.
caribaea var. hondurensis y se conecta de manera independiente con los haplotipos
distribuidos en Cuba.

Tres haplotipos presentan el mayor numero de conexiones (seis), el 60 y el 66 se
distribuyen en Centramérica (P. caribaea var. hondurensis) y el 19 en Cuba (P. caribaea
var. caribaea). La red anidada incluye 4 niveles de anidamiento, siendo el cuarto el que
incluye al cladograma total (Figura 4.4). De los clados de primer orden, solamente el
clado 1-22 presenté asociacién geografica significativa (Tabla 4.1). Este se ubica en
Belice y para ¢l se infiere la presencia de flujo génico restringido con aislamiento por
distancia.

Entre los clados de segundo orden los clados 2-1, 2-4, 2-5, 2-9, 2-16 y 2-21
mostraron asociacion geografica significativa. Todos los clados del tercer y cuarto nivel
de anidamiento mostraron asociacion geografica significativa, al igual que el cladograma
total. En los clados de dos pasos (2-X) se infieren dos tipos de procesos a través de la
clave. Para los clados 2-1 y 2-4, distribuidos en las Islas Bahamas y en la parte media de
Centroamérica se infiere flujo génico restringido. La expansion de rango contigua se
infirié para el clado 2-9, que contiene haplotipos de P. caribaea var. hondurensis
distribuidos predominantemente en Belice. Este proceso se infiere también para los
clados 2-16 y 2-21, distribuidos respectivamente en el Occidente (P. caribaea var.

caribaea) 'y en el Oriente (P. cubensis y P. maestrensis) de Cuba.
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P, caribaea var. bahamaensis

P, caribaea var. carnbaea

P caribaea var. hondurensis

P cubensis

P maestrensis

00000

P occidentalis

2-4

© 32 33

Cladograma total

Figura 4.4. Red de haplotipos con clados anidados. Los tamafios de los circulos son proporcionales a la abundancia de cada haplotipo. Se indican con cuadrados
los haplotipos con mayor nimero de conexiones. Se muestran delimitados por lineas solamente aquéllos clados que mostraron asociacion geografica significativa

considerando la correcciéon Dunn-Sidak (p < 0.0170).



Tabla 4.1. Resultados del Analisis filogeografico de clados anidados (NCPA). Los valores del estadistico
x? y su nivel significancia incluyen la correccion Dunn-Sidak. Solamente se presentan los clados para los
que se encontrd asociacion geografica significativa (ver Figura 4.4). La cadena de inferencias incluye las

respuestas dadas a partir de la ultima version disponible de la clave de inferencias para el NCPA (enero de

2011, Posada & Templeton).

‘et Clave de
Estadistico . . .
Clados 2 p inferencia Inferencias
Xi para el clado
119-20-2-11- F!ulo g.enetlco res.trlngu.jo con
Clado 1-22 20.0000 0.0002 NO aislamiento por distancia
74 (dispersidn restringida)
Flujo genético restringido con
1-2-11-17-4- . . . .
Clado 2-1 17.2867 0.0001 NO aislamiento por distancia
(dispersidn restringida)
Flujo genético restringido con
Clado 2-4 63.3290 0.0001 1-2-3-4-NO aislamiento por distancia
(dispersién restringida)
Expansidn contigua del intervalo
Clado 2-9 28.4452 0.0001 1-2-11-12-NO de distribucidn
E ion conti del intervalo
Clado 2-16 14.0000 0.0108 1-2-11-12-NO xpansion contigua detinterva
de distribucion
Expansidn contigua del intervalo
Clado 2-21 26.3515 0.0004 1-2-11-12-NO de distribucin
12-3-5-6-7-S| FIulo.ge.netlco o dlSperSI.OI"I 3
Clado 31 34.4653 0.0001 restringidos, pero con dispersién
ocasional a larga distancia.
Clado 3-2 125.8726 0.0001 1-2-11-17-NO Resultado no concluyente
Expansidn contigua del intervalo
Clado 3-3 107.8506 0.0001 1-2-11-12-NO de distribucidn
Fragmentacién en el pasado y/o
Clado 3-4 14.0000 0.0007 12:3-515-NO colonizacién a larga distancia.
Flujo genético restringido con
Clado 3-5 10.0000 0.0048 1-2-3-4-NO aislamiento por distancia
(dispersidn restringida)
Expansidn contigua del intervalo
Clado 3-6 10.2857 0.0032 1-2-11-12-NO de distribucidn
Expansidn contigua del intervalo
Clado 3-8 65.5580 0.0001 1-2-11-12-NO de distribucidn
Colonizacidn a larga distancia
Clado 41 0.590 0.0001 1-2-11-12-13-S|I posiblemente asociada con
4 370-5903 : 3 posterior fragmentacién (hacia el
clado 3-1)
1-2-No ha
Clado 4-2 24.0000 0.0001 y Resultado no concluyente
puntas
Colonizacidn a larga distancia y/o
1-2-11-12-13- ..
Clado 4-3 138.9020 0.0001 NO fragmentacion en el pasado (no
14 mutuamente excluyentes)
Cladograma Col(?nlzaC|on a Iargfa distancia
Total 481.8127 0.0001 1-2-11-12-13-Sl posiblemente asociada con
posterior fragmentacién.



Todos los clados del tercer y cuarto nivel de anidamiento mostraron asociacion
geografica significativa, al igual que el cladograma total. El clado 3-1 distribuido en
Centroamérica y las Islas Bahamas, incluye los haplotipos de P. caribaea var.
bahamensis y algunos de los haplotipos de P. caribaea var. hondurensis; para este clado
se infiere flujo genético o dispersion restringidos, pero con dispersion ocasional a larga
distancia. La colonizacion a larga distancia aparece como posibilidad en el clado 3-4,
que incluye linajes de Centroamérica y del Occidente de Cuba. El flujo génico
restringido con aislamiento por distancia es el proceso que se infiri6 para los clados 3-5,
distribuido en el occidente de Cuba.

En los clados de tercer nivel también tres eventos de expansion de rango
contigua, para los clados 3-3 (Centroamérica), 3-6 (occidente de Cuba) y 3-8 (oriente de
Cuba); los haplotipos mas abundantes del clado 3-3 (haplotipos 55, 65, 66, 73) se ubican
cerca o en los extremos suroeste y norte de la distribucion de P. caribaea var.
hondurensis.

En los clados de cuarto nivel de anidamiento, que representan eventos mas
antiguos, los eventos que se pudieron inferir fueron colonizaciones a larga distancia,
hacia las islas Bahamas (Clado 4-1) y hacia el Oriente de la Cuenca (Clado 4-3). El
cladograma total refleja los eventos més antiguos que se pueden inferir para la historia
de los linajes de cloroplasto con este set de datos; para este nivel de anidamiento el
proceso inferido fue la colonizacion a larga distancia con posterior fragmentacion. Esto
querria decir, que una vez establecidas las poblaciones que los fundan, el flujo génico

entre los grandes clados (nivel 4) seria muy escaso o nulo.

Analisis de demografia historica

La prueba de Fu aplicada a los clados para los que el NCPA permitid inferir expansion
de rango contigua, detectd desviaciones significativas de la neutralidad para la variacion
genética del cloroplasto en los clados: 2-16, 2-21, 3-6 y 3-8. No se detectaron diferencias
significativas de la neutralidad en los clados 2-9 y 3-3 (Tabla 4.2). Por otro lado, los
analisis de diferencias pareadas mostraron que no se puede rechazar la hipotesis de
expansion poblacional en el pasado para los clados 2-9, 2-16, 2-21, 3-3, 3-6 y 3-8 (Tabla

4.2). Los individuos y los haplotipos contenidos en el clado 3-8 son los mismos que
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resultaron agrupados previamente mediante un Andlisis Bayesiano de Estructura

Poblacional (BAPS; Jardon et al., 2011).

La Figura 4.5 muestra la distribucion de la probabilidad posterior para los

estimados de T para cada uno de los clados. Los tiempos a la expansion calculados para

cada clado (Tabla 4.2) son mayores para los clados mas incluyentes (clados de tercer

nivel), mientras que los clados mas recientes (clados de segundo nivel) presentan

tiempos a la expansion mas recientes. En todos los clados, el valor estimado de T con

mayor probabilidad posterior corresponde a algun periodo glacial: la Etapa de Is6topo

Marino (Marine Isotope Stage, MIS en los sucesivo) 4 para los clados 2-16 y 2-21; la

MIS-6 para los clados 2-9, 3-3 y 3-8; y la tapa de descenso en la temperatura

inmediatamente posterior a MIS-7 par el clado 3-6.

Tabla 4.2 Resultados de la prueba de neutralidad de Fu y pardmetros del modelo de expansion stbita
probado mediante el analisis de distribucion de diferencias pareadas. Se presentan el estdadistico Fs de Fu
(1997) y su probabilidad; el nimero de individuos incluidos en cada comparacion por clado en (N); la
suma de diferencias pareadas (SSD) y su probabilidad asociada; el estimador del tiempo a la expansion
poblacional (7) y su correspondencia en afios considerando una tasa m de 5.5 x 10 y un tiempo
generacional de 42.5 afos. Los valores que difieren significativamente de la neutralidad (p (Fs)< 0.02) asi
como los parametros de tiempo a la expansion para aquellos clados que no se desviaron significativamente
del modelo de expansion poblacional subita (p(SSD)>0.05) se muestran en negritas y con fondo gris.

Tiempo ala
Clados Fs p (Fs) N SSD p (SSD) (i.c.rgs%) e)fpansioén
(i.c. 95%)
Clado2-9 | -2.7086 | 0.0518 39 0.0047 0.3685 (1.17922.;6_577;886) (651 11;}_622:;927)
Clado 216 | -3.5539 | 0.0061 ' 0.0116 | 0.4495 (0.64513.12-4 :.5077) (3577%8-5;;9190)
Clado 2-21 | -5.4067 | 0.0021 33 0.0027 | 0.5627 (0.86;.17?;.30949) (4764?8—337;600)
Clado3-3 | -4.8953 | 0.0347 77 0.01281 | 0.1989 (2.0213(;4_11529‘1703) - ;?564721740)
odo3s | 65864 | <mooor | oom | obato (2.43735;9-715:0634) (1345;129-484826618)
Clado38 | 57" | ‘00001 | ©2 0.0014 | 0.4602 28741 158636

(1.7003 - 6.3998)

(93847 - 353235)
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Figura 4.5 Probabilidad posterior del valor de 7 para los diferentes clados en los que se detectd expansion
contigua del intervalo de distribucion. Se incluye también el tiempo en miles de afios (escala superior) al
que corresponde cada valor de 7, junto con las fluctuaciones en la temperatura registradas para los tltimos
800 mil afios (escala derecha; Luthi ef al., 2008). Los picos azules descendentes indican maximos
glaciales. Las lineas rojas sefialan en cada caso el valor de T con mayor probabilidad posterior detectado
después de 10,000 simulaciones de coalescencia.

Aislamiento por distancia
La prueba de Mantel comparando los pares de logaritmo de distancia geografica con la
distancia genética de Goldstein (du”) para todas las poblaciones de la Cuenca del Caribe,

resultd en una correlacion significativa (» =0.413; p< 0.0001) indicativa de aislamiento

100



por distancia (IBD; Figura 4.6). Este patron se encontré6 también al analizar las

poblaciones de Pinus caribaea por separado (» =0.178; p< 0.0287).
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< Entre poblaciones de Cuba y & Entre poblaciones de P. caribaea y del
Bahamas Oriente del la Cuenca

Figura 4.6 Analisis de aislamiento por distancia. A) Considerando todas las poblaciones de la Cuenca del
Caribe. B) Considerando solamente las poblaciones de P. caribaea. Las comparaciones se distinguen por
color de acuerdo a la acotacion. Se indica con una linea punteada la recta ajustada.
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Figura 4.7. Cambio en los valores promedio de distancia genética de Goldstein (u?) por categoria de
distancia geografica. A) Valores sin distinguir el tipo de comparaciones entre taxa o regiones. B) Valores
agrupados segun las regiones comparadas; se distinguen las comparaciones entre grupos siguiendo el
mismo codigo de colores que en la Figura 4.7. Se indica el valor promedio de distancia geografica para
cada tipo de comparacion con un <y se muestra con barras el error estandar. Los casos en los que se

encontraron diferencias significativas en du” se indican con un asterisco (*).

Al agruparse los valores de du” por categoria de distancia geografica, se aprecia
la misma tendencia general de aislamiento por distancia (Figura 4.7). Las comparaciones
separadas por mayores distancias geograficas (Log[Distancia]> 3.09) son aquéllas entre
Centroamérica y Las Bahamas y las comparaciones entre las poblaciones de P. caribaea
y las del Oriente de la Cuenca. La media de 8y’ entre poblaciones de Centroamérica y

Bahamas es de 0.564, mientras que entre la media entre las poblaciones de P. caribaea 'y
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el Oriente para ese intervalo es de 1.028; las varianzas de ambas muestras son
significativamente heterogéneas entre si (Prueba de Levene: F'=726; p =0.188; gl.= 1,
89), por lo que se aplico una prueba de Mann-Whitney, encontrandose que la distancia
genética media entre Centroamérica y Bahamas es significativamente menor a aquélla
entre P. caribaea y el Oriente dela Cuenca (U =247.5; Z=-5.012; p <0.001).

En el intervalo de distancias geograficas comprendido entre Log [Distancia] 2.89
y 3.09 (Figura 4.7B), el valor medio de la diferenciacion entre Centroamérica y Cuba
(6u2 = 0.761) fue estadisticamente menor que el valor medio de diferenciacion entre P.
caribaea y las poblaciones del Oriente de la Cuenca (u2= 0.970; T = 2.471; p =
0.0163; g.1 = 60). En estos dos casos los grupos de poblaciones geograficamente
distantes mostraron valores significativamente bajos de distancia genética en

comparacion con los niveles observados para ese mismo nivel de distancia geografica.

Analisis de grafica de poblaciones

En la grafica de poblaciones ( Figura 4.8A) se forman dos grupos principales, uno
uniendo a las poblaciones de P. caribaea y otro, unido al anterior por un solo borde, que
agrupa a las poblaciones de los linajes del Oriente de la Cuenca (P. maestrensis, P.
cubensis 'y P. occidentalis). La grafica presenta seis bordes que unen la porcion
centroamericana de la distribucion de Pinus caribaea con las islas del Caribe. De éstos,
tres se extienden significativamente al ser proyectados sobre la distribucion geografica
de las poblaciones (Figura 4.8 B). La extension significativa de las conexiones significa
que la distancia geografica que separa a las poblaciones en cuestion es mayor a la
esperada dada su distancia en la grafica, dada por el patron de covarianza genética entre
las poblaciones. Las conexiones entre las poblaciones centroamericanas (P. caribaea
var. hondurensis) y las poblaciones de las Islas Bahamas (P. caribaea var. bahamensis)
son independientes de aquellas que unen a las poblaciones de Cuba (P. caribaea var.
caribaea) con las poblaciones centroamericanas (P. caribaea var. hondurensis). Los
bordes que unen a las Bahamas con Centroamérica se conectan con poblaciones de los
extremos norte y sureste de la distribucion de P. caribaea var. hondurensis. El borde con
extension significativa que conecta Centroamérica con Cuba parte del centro de la

distribucion de P. caribaea var. hondurensis (San Jeronimo, Honduras).
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APcb: Andros, Bahamas

NPcb: New Providence, Bahamas
QrPch: Jaguactal, México
WPch:Waspam, Nicaragua
MrPch: Mullins River, Belice
MPch: Moss, Nicaragua

DIPch: Dolores, Guatemala
DrPch: Deep River, Belice

MzPch: Mezapa, Honduras

CPch: Cofradia, Honduras

LPch: Leimus, Honduras

MpPch: Mountain Pine Ridge, Belice

SJPch:San Jerénimo, Honduras
VPcc:Vinales, Cuba

MbPcc: Marbajita, Cuba
ByPcc:Baylen, Cuba

1JPcc:Isla de la Juventud, Cuba
LnPm:Los Numeros, Cuba
MyPcu: Mayari, Cuba

CPcu: Cabonico, Cuba

LRPm: Los Rodrigos, Cuba
AgPoc:Agua Blanca, RD
MnPoc: Manabao, RD

© P caribaea var. bahamensis
@ P caribaea var.caribaea
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Figura 4.8. Analisis de Grafica de Poblaciones. A) Red de poblaciones construida a partir de la
covarianza genética entre ellas. B) La misma red, proyectada sobre un mapa de la distribucion de las
poblaciones. Se indican con lineas rojas las conexiones entre poblaciones que resultaron
significativamente extendidas y con lineas azules las conexiones significativamente comprimidas; con
lineas grises punteadas se muestran las conexiones que cambian al proyectarse las poblaciones a partir de
sus coordenadas espaciales.
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Dos conexiones, entre poblaciones de Cuba y la Isla de la Juventud resultan
comprimidas significativamente cuando la grafica es proyectada sobre la distribucion

geografica (Figura 4.8B)

4.4 Discusion

Siguiendo el criterio de Posada & Crandall (2001), los haplotipos 60 y 66, presentes en
Centroamérica y el 19, presente en Cuba, serian probablemente haplotipos ancestrales.
Si bien es dificil establecer a partir de la sola presencia de haplotipos altamente
conectados que region es ancestral, el hecho de que los haplotipos 60 y 66 tengan una
distribuciéon mas amplia, pues se encuentran en varias poblaciones de la porcion central
de la distribucion de P. caribaea var. hondurensis (el 60 en Mountain Pine Ridge, Belice
y en Mezapa y Cofradia, Honduras; el 66 en San Jerénimo, Honduras y en Moss,
Nicaragua), soporta la posibilidad de que sean haplotipos antiguos siguiendo a Posada y
Crandall (2001). De ello se deriva nuevamente un posible origen centroamericano para
la variacion genética del cloroplasto en los pinos de Caribe (Jardon-Barbola et al.,
2011).

Cada variedad de Pinus caribaea presenta un intervalo distintivo de variacion
genética, al no compartirse haplotipos entre variedades. Este tipo de patron de
diferenciacion cloroplastica se ha encontrado en P. torreyana, otra especie de pino con
distribucion continental e insular (Whitall ef al., 2010). El elevado grado de
correspondencia entre la distribucion geografica y la estructura de la red (Figura 4.4),
ocasiona que los clados que presentan asociacidon geografica significativa, especialmente
a partir del segundo nivel de anidamiento, se distribuyan por toda la red y abarquen los
diferentes linajes presentes en ella. No podemos afirmar que haya un mayor nivel de
asociacion geografica en una de las regiones de la Cuenca del Caribe, pero si podemos
distinguir los diferentes procesos que se presentan en ella y como ha afectado a los

linajes de cada region (ver abajo).
Aislamiento por distancia y flujo génico a larga distancia

Todos los clados de la red anidada para los que se detecta flujo génico restringido con

aislamiento por distancia corresponden a P. caribaea, tanto en la porcion continental
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como en la insular de su distribucion. Esta inferencia es concordante con el patron
general de aislamiento por distancia que se pudo inferir mediante prueba de Mantel para
estos datos (Figura 4.6B). Al mismo tiempo, el hecho de que varios de los clados para
los que el NCPA infiere flujo genético restringido sean clados con haplotipos
correspondientes a P. caribaea var. hondurenesis es concordante con una mayor
disponibilidad de habitat en esta regiéon durante los periodos interglaciales (Iturralde-
Vinent, 2006; Hodell et al., 2008), en comparacién con Cuba y las Bahamas, donde la
reduccion debida al incremento en el nivel medio del mar habria sido mas pronunciada.
Esto permite inferir un escenario en el que poblaciones relativamente mas estables
alcanzarian condiciones de equilibrio migracidén-deriva, ajustandose claramente a un
modelo de aislamiento por distancia, mientras que en la regién donde la dinamica de
colonizacidn/extincion es mas acusada no se ha establecido atn este patron (Slatkin,
1977, 2000).

El modelo general de aislamiento por distancia sirve como marco de referencia
para detectar a las poblaciones o conjuntos de éstas que se alejan de este modelo, sea a
partir de la correlacion entre pares de distancia geografica/distancia genética (prueba de
Mantel) o a través de desviaciones respecto a un patron global de covarianza (grafica de
poblaciones). Como hemos sefialado, una de las consecuencias de los eventos
esporadicos de flujo génico a larga distancia y/o de la colonizacion reciente de habitats,
es que de manera transitoria (Slatkin, 1977; Pannel & Charlesworth, 2000; Whitlock,
2004; Hamilton, 2009) la varianza en la similitud genética puede ser mayor a la esperada
bajo condiciones de equilibrio. Al analizar la distribucion geogréfica de los clados para
los que se infirid dispersion a larga distancia se revelan eventos de colonizacion desde la
porcioén continental hacia las islas. Eventos de colonizacion a larga distancia con una
dinamica metapoblacional en pinos han sido reportadas en estudios anteriores para Pinus
haleppensis (Bohrer et al., 2004), P. canariensis (Navascués et al., 2006) y P. pinaster
(Bucci et al., 2007).

Flujo génico a larga distancia entre Centroamérica y las Bahamas

En el clado 3-1, detecté flujo restringido, pero con eventos ocasionales de dispersion a

larga distancia. Este anidamiento incluye al clado punta 2-1, distribuido en las Bahamas
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y al clado interior 2-2, que se distribuye en Bahamas y Centroamérica. La inferencia de
eventos esporadicos de dispersion a larga distancia, corresponderia a flujo desde
Centroamérica hacia las Bahamas, ya que los haplotipos madas interiores estan
distribuidos en Centroamérica.

La evidencia aportada por la distribucion de las distancias genéticas en funcion
de las distancia geograficas (Figuras 4.6 y 4.7) soporta esta inferencia. Los valores de
du’ pareados para las comparaciones entre Centroamérica y Bahamas (P. caribaea var.
hondurensis y P. caribaea var. bahamensis) significativamente mas bajos que las demas
comparaciones para el mismo intervalo de distancia, sugiere que entre Centroamérica y
las Bahamas hubo flujo, mismo ocasionando una disminucién en los valores de
diferenciacion genética entre estos dos grupos de poblaciones. Esta desviacion respecto
a una tendencia general de aislamiento por distancia (IBD) es congruente con lo que se
espera para poblaciones en las que esporadicamente hay eventos de flujo (Rousset,
2001a, 2001b ).

Si bien Centroamérica y Bahamas no comparten haplotipos (Figura 4.4), los
haplotipos que presentan se encuentran separados entre si por pocos pasos mutacionales,
lo que ocasiona que el estimado de distancia genética (du’) entre Centroamérica y
Bahamas sea bajo, pues esta medida de distancia considera qué tan diferentes son los
haplotipos presentes en las diferentes poblaciones. Lo anterior permite distinguir un
proceso en el que el flujo génico esporadico podria estar asociado a eventos de
colonizacién a larga distancia, toda vez que ello permitiria explicar por qué habiendo
flujo, no se comparten haplotipos. Si el flujo ha sido relativamente reciente o bien
esporadico (como indica la inferencia del NCPA) se podria esperar abundancia de alelos
raros en la poblacion recientemente fundada (Pannel & Charlesworth, 2000; Whitlock,
2004).

El flujo génico a larga distancia entre Centroamérica y las Bahamas es
evidenciado también por la presencia de dos bordes significativamente alargados
respecto al patron global de covarianza en la grafica de poblaciones (Figura 4.8). Los
bordes significativamente alargados son indicativos de flujo a larga distancia (Dyer,
2009). De las poblaciones centroamericanas que se conectan con las Bahamas, la

poblacion de Jaguactal, Quintana Roo (QrPch, Figura 4.8) es la poblacion que contiene
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la mayoria de los haplotipos centroamericanos presentes en el clado 3-1. Es decir, al
menos en este nivel el NCPA y el Analisis de Grafica de poblaciones, arrojan resultados
congruentes. En términos de la edad del clado, el 3-1 contiene anidados a todos los
haplotipos que se encuentran en las Bahamas, por lo que la inferencia de flujo a larga

distancia explicaria el origen mismo de los linajes de cloroplasto de estas islas.

Flujo génico a larga distancia entre Centroamérica y Cuba

A partir de la distribucion geografica de los haplotipos del Clado 3-4 (Figura 4.4) se
infiri6 que los procesos subyacentes podrian ser fragmentacion en el pasado o
colonizacion a larga distancia (Tabla 4.2). Sabemos por la historia geologica de la
Cuenca del Caribe (Iturralde-Vinent, 2006; ver también capitulo 2 de esta tesis) que la
separacion de Cuba respecto a las masas continentales antecede a la divergencia misma
de la subseccion Australes y que no ha habido conexion posterior por tierras emergidas
entre ésta y el continente. Cuba es, en este sentido, un fragmento continental (Whittaker
& Fernandez-Palacios, 2007). De modo que, de los procesos inferidos, el mas plausible
es el de colonizacion a larga distancia. En el Clado 3-4, los haplotipos que aparecen
como derivados son los haplotipos centroamericanos, lo cual indicaria que el evento de
flujo que se detecta en este caso va de Cuba hacia Centroamérica. Este evento de flujo
génico ocurre en un clado relativamente reciente (clado nivel 3), que no abarca toda la
variacion presente en P. caribaea var. caribaea. De esto se desprende que solo una parte
de las poblaciones de P. caribaea var. caribaea habrian participado en este evento de
flujo reciente. Por lo que, este evento de flujo es mas reciente que el origen de las
poblaciones cubanas y no explicaria su origen. El origen de la distribucion de los pinos
en las islas queda no explicado sino hasta el cladograma total.

Los valores de distancia genética observados en las figuras 4.6 y 4.7, aportan
evidencia adicional de contacto entre Cuba y Centroamérica, pues los valores de du’
entre estas regiones resultaron significativamente menores respecto al valor medio de
diferenciacion genética para el resto de las comparaciones en ese intervalo de distancia
geografica. Esta relacion estrecha entre poblaciones de P. caribaea var. hondurensis y
aquellas de la variedad caribaea también se recuperd en el analisis de grafica de

poblaciones. La conexion o borde significativamente alargado corresponde a la union de
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la poblacion de San Jerénimo (SJPch, Figura 4.8) con la poblacion de Marbajita
(MbPcc, Figura 4.8), indicando flujo génico a larga distancia. Este hecho reitera la
evidencia de que la porcidn central de la distribucion de P. caribaea var. hondurensis, en
el oeste de Honduras y el sur de Belice, ha sido relevante en la historia de la distribucion
de la variacidon genética en la Cuenca del Caribe, siendo no sélo una zona de alta
diversidad, como mencionamos en el capitulo anterior, sino ademés una zona que ha
intercambiado material genético con el occidente de Cuba asi como con las poblaciones
de Bahamas. Como se mencioné en el capitulo anterior, este flujo génico posiblemente
habria ocurrido a través de semillas y se habria tratado de flujo génico muy esporadico,
lo cual explicaria porque las variedades de P. caribaea no comparten haplotipos.
Resultados similares se han encontrado al emplear el método de Dyer y Nason en el
pasto marino Posidonia ocednica en el Mediterraneo, donde, si bien a otra escala, esta
especie presenta una dindmica metapoblacional (Rozenfeld et al., 2008). En dicho
estudio, se encontrd que algunas poblaciones son nodos particularmente criticos en la
red y que han tenido un papel comparativamente importante como mediadoras del flujo
génico y claves en el sistema de metapoblaciones (Rozenfeld et al., 2008) al actuar

como poblaciones “fuente” (en el sentido de Pannel & Charlesworth, 2000)

Expansiones poblacionales durante mdximos glaciales

La expansion contigua del intervalo de distribucion se detectd para clados de
nivel 2 y 3 en la red anidada, y corresponden a todo el intervalo de distribucion de las
poblaciones estudiadas. El hecho de que otros anélisis hayan detectado el patron que se
infirié por el NCPA, permite sostener, que la inferencia de expansion contigua del
rango, si bien puede estar sesgada por realizarse a partir de un solo locus, no es el
resultado de un mero artefacto del analisis propuesto por Templeton (2004). La
expansion poblacional no es el tinico proceso que ocasiona un exceso de mutaciones de
copia Unica (y por consiguiente resultados significativos en la prueba de Fu), pues la
seleccion direccional puede ocasionar un patron similar (Hamilton, 2009). En presencia
de recombinacion se puede distinguir entre ambos procesos porque la seleccion natural
afectaria al locus o region del genoma bajo seleccion, mientras que la expansion

demografica afectaria del mismo modo a varios loci (Ramirez-Soriano et al., 2008;
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Wakeley, 2009). Esto no es posible para el conjunto de datos de este trabajo, pues los
diferentes loci de microsatélites de cloroplasto se heredan completamente ligados, por lo
que todos se verian afectados, sea por seleccion o por expansion poblacional. Si bien los
resultados de demografia historica pueden resultar limitados en este sentido, en otros
estudios la informacién de cloroplasto ha permitido detectar correctamente eventos de
expansion demografica en especies de pinos (Navascués et al., 2006, 2009). En todo
caso, la sefal que arroja el genoma del cloroplasto para estas poblaciones de pinos es
consistente a través de diferentes métodos de analisis. En todos los clados para los que
se detectd expansion contigua mediante NCPA se aceptd la hipotesis de expansion
poblacional subita mediante el método de Rogers & Harpending (1992), ajustandose la
distribucion de diferencias pareadas al modelo. Sin embargo, solamente para 4 de ellos
(2-16. 2-21, 3-6 y 3-8) la prueba de Fu (1997) detect6 desviacion significativa de la
neutralidad.

Los clados 2-9 y 3-3, para los que no se detecta divergencia respecto a la
neutralidad en la prueba de Fu, corresponden al sureste de la distribucion de P. caribaea
var. hondurensis y son claramente clados con un menor niimero de singletones (en
relacion con los demads clados para los que se infiere expansion). En este caso particular,
la discrepancia entre la prueba de Fu y el analisis de distribucion de diferencias pareadas
resulta dificil de explicar, pues se ha reportado una menor sensibilidad para la prueba de
distribucion de diferencias pareadas respecto a la prueba de Fu (Ramos-Onsins &
Rozas, 2002). De acuerdo con esto, normalmente el anélisis de diferencias pareadas
deberia dejar de detectar expansiones poblacionales que la prueba de Fu si detecta, pero
no al revés. El Unico aspecto en el que la prueba de diferencias pareadas iguala la
sensibilidad de la prueba de Fu es en el indice de raggedness, que evalua la forma de la
distribucion de estas diferencias (Ramos-Onsins & Rozas, 2002). Asi, clados como el 2-
9 y 3-3, con relativamente pocos singletones pueden sin embargo tener patrones de
distribucion de las diferencias entre pares que asemejen en lo general a la distribucion
Poisson esperada bajo el modelo de expansion subita (Rogers & Harpending, 1992). En
cualquier caso, la evidencia de expansion poblacional para Centroamérica seria un poco
menos robusta que aquella que se encuentra para las poblaciones de las islas (Clados 2-

16,2-21, 3-3 y 3-8).
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Todos los estimados de tiempo a la expansion obtenidos a partir de T,
corresponden a periodos glaciales o muy cercanos al inicio de €stos. Los intervalos de
confianza para los tiempos a la expansion son muy grandes (Tabla 4.2), sin embargo, las
simulaciones de coalescencia (Ortega, 2009) han demostrado que el valor de T con
mayor probabilidad posterior suele ser un estimado bastante cercano al valor real. En
general, las condiciones prevalecientes durante los méaximos glaciales al disminuir la
humedad y favorecer la dinamica de incendios periddicos (Dvorak et al., 2005; Hodell et
al, 2008; Delgado et al. 2011), asi como al incrementar el area de las tierras emergidas
(Iturralde-Vinent, 2006) habrian favorecido el desarrollo de poblaciones de pinos de
mayor tamafo. Resulta significativo entonces, que la evidencia mas fuerte que detecta
expansiones poblacionales ocurra en clados distribuidos en las islas del Caribe, tanto en
Cuba como en la Espaiiola.

Por otra parte, la evidencia fosil con que se cuenta apunta a una mayor
abundancia del género Pinus en Centroamérica durante los periodos mas frios del Gltimo
maximo glacial (Hodell et al., 2008), lo cual indica que si bien no todas la pruebas
aplicadas detectaron evidencia de expansion, la inferencia es acorde con evidencia
independiente, fortaleciendo nuestras inferencias (Knowles & Carstens, 2007).

Encontrar expansion poblacional asociada a los méximos glaciales resulta
relevante, pues aporta datos sobre el efecto de los maximos glaciales en especies del
género Pinus en condiciones tropicales. Para especies de distribucion templada, la
presencia de refugios y/o cuellos de botella durante los periodos glaciales ha sido
documentada para algunas especies como P. sylvestris (Pyhdjérvi et al., 2007). También
se han encontrado en ocasiones con expansiones poblacionales asociadas a la
recolonizacidon post-glacial como en P.contorta (Marshall et al., 2002), P. banksiana
(Godbout et al., 2005) o en P. balfourniana (Eckert et al., 2010). En especies con
distribuciéon mas austral, pero también asociadas a ambientes montanos, la huella
genética que han dejado los periodos glaciales es compatible con la expansion
poblacional durante los maximos glaciales, incluyendo especies con distribucion en
ambientes secos como P. nelsonii (Cuenca et al., 2003 y con distribucion en zonas mas
htiimedas como P. strobiformis (Moreno, 2009) o P. kwangtungensis (Tian et al., 2010).

Por otro lado, la dinamica de expansion que encontramos para las poblaciones de P.
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caribaea se asemeja a la dinamica que se observa para otras especies con distribucion
insular, como P. canariensis, especie para la cual los tiempos a la expansion
corresponden a la colonizacién posterior a los eventos volcanicos que incrementaron la

superficie emergida de las Canarias (Navascués et al., 2006, 2009)

Eventos independientes de colonizacion a larga distancia para las Bahamas y el Oriente
de la Cuenca

En los niveles de anidamiento mas incluyentes, para los clados 4-1 y 4-3, se infiere
colonizacién a larga distancia y posterior fragmentacion. El clado 4-1 estd compuesto
por haplotipos encontrados en Centroamérica y Bahamas. Como ya se ha sefialado, la
colonizacidn a larga distancia seria desde Centroamérica hacia las Bahamas, pues al ser
los haplotipos centroamericanos haplotipos interiores, se infiere que es probable que
¢éstos sean haplotipos ancestrales (Posada & Crandall, 2002; Templeton, 2006).

El otro evento de colonizacion a larga distancia con posterior fragmentacion
habria ocurrido en el clado 4-3 desde el occidente de Cuba hacia la parte Oriental de la
misma isla y La Espafiola. El clado 3-8, que contiene la variacion genética del Oriente
de la Cuenca es derivado respecto al clado 3-6 (P. caribaea var. caribaea, Occidente de
Cuba). La explicacion de la fragmentacion entre el Occidente Cuba (Clado3-6 en la red)
y el Oriente (Clado 3-8 en la red) probablemente esta relacionada con la propia
divergencia entre las especies del Oriente de la Cuenca (P. cubensis, P. maestrensis 'y P.
occidentalis) y con los periodos en los que la porcion central de la isla ha estado
sumergida durante los intergalciales anteriores al Holoceno (Iturralde-Vinent, 2006).

En la grafica de poblaciones (Figura 4.8) aparece una conexion congruente con la
relacion entre el Occidente de Cuba y el Oriente de la Cuenca. Al no haber anomalias en
el grado de covarianza genética en ésta ultima conexioén, no podemos extraer de la
grafica de poblaciones inferencias acerca del tipo de procesos que habrian mediado la
relacion entre el Occidente de Cuba y el Oriente de la Cuenca. Por ello, la evidencia de
colonizacidn a larga distancia para los linajes de Oriente proviene solamente del NCPA
y debe ser tomada con precaucion. A pesar de esto, es relevante que las topologias de las
dos redes, la de haplotipos (NCPA) y la de poblaciones (grafica de poblaciones), son

congruentes e indican el mismo tipo de relacion entre Cuba y La Espafiola. El origen
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cubano de taxa distribuidos en La Espafola, es un patron biogeografico que ha sido
reportado para varias plantas (Ricklefs & Bermingham., 2008).

A diferencia del resto de la red de haplotipos, al interior del clado 3-8 se observa
variacion compartida entre las diferentes especies, lo cual es un rasgo distintivo de la
porcion oriental de esta red. Los haplotipos compartidos entre P. cubensis, P.
maestrensis y P. occidentalis son todos haplotipos interiores, es decir, probablemente
ancestrales (Donelly & Tavaré, 1986; Posada & Crandall, 2001). Si el patron observado
se debiese a flujo génico reciente, el cual tendria que ser abundante para explicar el
fendmeno, esperariamos que los haplotipos compartidos ocurriesen indistintamente en
haplotipos punta o en haplotipos interiores. Por el contrario, la retencion de
polimorfismo ancestral tiende a ocurrir mas frecuentemente en haplotipos interiores
(Donelly & Tavaré, 1986; Chiang et al., 2006), lo cual es lo que observamos en este
caso. Asi, sin ser un resultado concluyente, el patréon observado para las especies del
Oriente de la Cuenca, probablemente se deba a polimorfismo ancestral compartido.

Los niveles de variacion que encontramos en las especies del Oriente de la
Cuenca, reportados en el capitulo 2, son menores a los del occidente de la Cuenca. Asi,
en este caso, se cumple con la prediccion de un menor nivel de variacion en las islas, por
lo menos en las mas alejadas, respecto a las poblaciones desde las que se habria
colonizado (Franks, 2010). En un estudio previo (Chiang et al. 2006), se reportd un
gradiente similar para P. luchuensis, en el que la subespecie de las islas Ryukyu, que son
la porcion mas alejada de la distribucion de esta especie, tienen menores niveles de
variacion en el cloroplasto que la subespecie de Taiwan.

Por ultimo, los eventos de colonizacion a larga distancia y posterior
fragmentacion detectados para el cladograma total (Figura 4.4) son congruentes en
términos generales con la evidencia obtenida en el andlisis bayesiano de estructura
poblacional (BAPS), presentado en el capitulo 2 de este trabajo. Los eventos de
colonizacién desde Centroamérica hacia las islas del Caribe corresponden a ramas
independientes en la red de haplotipos que conectan a los haplotipos centroamericanos
con haplotipos distribuidos en las islas. La grafica de poblaciones también parece
reflejar la presencia de dos tipos de conexiones entre Centroamérica y las islas del

Caribe: Centroamérica-Bahamas y Centroamérica-Cuba. Estos eventos son mas antiguos
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en la genealogia del cloroplasto que los que se detectaron en los niveles de anidamiento
inferior (3-X y 2-X) para las poblaciones que estudiamos y estarian relacionados con los
procesos de colonizacion de las islas. La historia geoldgica de la Cuenca del Caribe,
hace plausible la existencia de eventos de colonizacidon a larga distancia en el pasado,
pues las islas llevan millones de afios separadas del continente (Iturralde-Vinent. 2006;
Pindell & Kennan, 2009). La historia mas reciente de la isla de Cuba, con conexion
intermitente entre el Oriente y Occidente de la Cuenca es coherente con la

fragmentacion que se detecto.

4.5 Conclusiones

Se utilizé el analisis filogeografico de clados anidados sobre un conjunto de datos de
microsatélites de cloroplasto para inferir los procesos histéricos que han afectado la
distribucion de los linajes genéticos de especies de pinos en la Cuenca del Caribe. Las
inferencias fueron utilizadas como guia para la aplicacion de otros métodos de anélisis
en aras de descartar falsos positivos. En este sentido, la aplicacion de otros métodos
usando el anidamiento de la red de haplotipos para probar hipdtesis localmente, permite
que a pesar de que pueda haber errores asociados a la estocasiticidad del arbol (Hey &
Machado, 2003) las inferencias del NCPA sean mas robustas (Garrick et al., 2008;
Templeton, 2009) y validadas por métodos independientes. Utilizados en conjunto, los
analisis de demografia histérica, aislamiento por distancia y la grafica de poblaciones
permitieron robustecer la inferencia de una serie de procesos histéricos que son
coherentes con la informacidon que tenemos respecto a P. caribaea, P. cubensis, P.
maestrensis 'y P. occidentalis y con la historia geologica de la region donde se
distribuyen.

A partir de la evidencia que tenemos, es posible reconstruir la siguiente sucesion
de eventos que han moldeado la distribucion de los linajes de cloroplasto en los pinos de
la Cuenca del caribe:

1) Dos eventos de dispersion con posterior fragmentacion diferentes

explican la llegada de linajes de cloroplasto de los pinos desde
Centroamérica hacia las islas del Caribe, sustentado por el NCPA y la

grafica de poblaciones.
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2) Los linajes de cloroplasto presentes en las especies del Oriente de la
Cuenca se habrian derivado de los que habitan el Occidente de Cuba,
sustentados por el NCPA y la grafica de poblaciones.

3) Ocurrieron expansiones poblacionales en las islas. En este sentido
apuntan los resultados del NCPA, de la prueba de Fu y el analisis de
diferencias pareadas. Los valores de T estimados indican que estas
expansiones ocurrieron durante diferentes periodos glaciales.

4) Como lo indican el NCPA, el analisis de grafica de poblaciones y la
distribucién de los valores distancia genética de Goldstein ha habido
eventos esporadicos de flujo génico a larga distancia y/o colonizacién
de islas a larga distancia por parte de linajes de cloroplasto de P.
caribaea. Estos eventos han ocurrido desde Centroamérica hacia las

Bahamas y entre Centroamérica y el Occidente Cuba.

Al provenir del analisis de un solo locus (cloroplasto) la interpretacion de las inferencias
de este estudio debe ser tomada con precaucion, pues la genealogia de un solo gen (o
locus) no necesariamente es concordante con la genealogia de las especies o poblaciones
(Hey & Machado, 2003). Por ello los datos en los que se basa el presente analisis son
quiza la principal limitante del estudio. Sin embargo, desde el punto de vista

metodologico, las inferencias hechas no parecen deberse a un artefacto del NCPA.
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Capitulo 5

Conclusiones Generales

5.1 Colonizacion, flujo génico y expansion poblacional en la Cuenca del Caribe

La estructura filogeografica encontrada con los marcadores de cloroplasto para las
especies de pinos estudiadas indica que las islas de la Cuenca del Caribe fueron
colonizadas en dos ocasiones desde Centroamérica. Esta conclusion basada en la
estructura de la variacion contenida en cloroplasto no necesariamente refleja la historia
completa de las especies, tanto porque en este trabajo no se incluyeron datos del genoma
nuclear, como porque las relaciones filogenéticas de las especies del Caribe con las
especies del Sudeste de Estados Unidos estan en proceso de desentrafiarse, lo cual podria
implicar la necesidad de analizar también los patrones de variacidon de estas especies en
el futuro. Sin embargo, la evidencia de colonizacion de las islas es congruente con la
historia biogeografica de la region, que indica que los eventos de dispersion a larga
distancia son relativamente frecuentes en la Cuenca del Caribe, tanto por su cercania con
los continentes, como por la naturaleza de fragmentos continentales de Cuba y La
Espanola (Ricklefs & Bermingham, 2008). En este aspecto, lo relevante de nuestro
estudio fue el poder detectar la presencia de mas de un evento de colonizacion asi como
evidencia de eventos de flujo génico a larga distancia entre estas dos regiones.

La aplicacion de diferentes analisis filogeograficos, permitié ponderar el papel de
la fragmentacion y la dispersion como procesos que explican, en conjunto, parte de la
dinamica que se presenta en las poblaciones de la Cuenca del Caribe. Una de las
hipoétesis planteadas por Franks (2010) es la de la reduccion en los niveles de variacion
genética en las islas debido al proceso de colonizacidon a larga distancia. En nuestro
estudio, de manera similar al caso de Pinus luchuensis (Chiang et al., 2006) y al de
Callitropsis guadalupensis (Rosas-Escobar et al. 2011), no se aprecia una reduccion
importante en los valores de 0 para las poblaciones de P. caribaea en las islas (Capitulo

3; Tabla 1) y de hecho en Cuba y en menor medida en las Bahamas, hay niveles de
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variacion altos. Al respecto deben sefialarse dos cosas: la presencia de alelos raros
debidos al flujo génico entre Centroamérica y Cuba incrementan las estimaciones de 6,
como se discutid en el Capitulo 3; por otro lado, el grado de reduccion en la variacion
genética que se puede esperar en las poblaciones insulares, depende también de la edad
de éstas, asi como de qué tan recurrente sea el flujo génico entre éstas y el continente.

Por otra parte, el patron de estructuracion dentro y entre las poblaciones de las
islas corresponde al de un menor nivel de flujo génico entre islas o regiones. Esto se ve
reflejado en una alta estructuracion geografica de la variacion genética, la cual
corresponde a grandes rasgos, con la de las diferentes islas y en el caso de P. caribaea
con la de las diferentes variedades de la especie. Como mencioné en el Capitulo 1, en
especies que se distribuyen en conjuntos de islas a diferentes distancias de un continente
la distancia respecto a las poblaciones grandes afectaria los niveles de variacion,
presentdndose una disminucion gradual conforme se alejan de las masas continentales.
En el caso de las poblaciones que estudiamos, no hay un claro patrén en el que la
variacion tienda a disminuir en las poblaciones mas alejadas del continente, salvo para
aquellas de P. cubensis, P. maestrensis y P. occidentalis. En este ultimo caso, el tener
una distribucion mas restringida, asi como rodales puros mas pequefios (comparados con
aquéllos de P. caribaea), pueden ser factores mas relevantes que la distancia respecto a
una masa continental.

Lo anterior se debe a que no solamente los niveles de flujo génico historico
(Slatkin, 1977; Rousset, 1997) han moldeado la estructuracion geografica de las
poblaciones de pinos en la Cuenca del Caribe. En el caso de P. caribaea, algunos
aspectos ecologicos podrian jugar un papel importante. Esta especie presenta potencial
para ser invasora (Richardson & Rejmanek, 2004; Rejmanek, 2006), dada su relativa
precocidad reporductiva, asi como con sus capacidades para resistir incendios y producir
madera relativamente densa. Esto permite suponer que el efecto de los cuellos de botella
en las poblaciones insulares no seria tan marcado como lo esperariamos si se tratase de
una especie con menor potencial demografico, lo que posiblemente contribuye a los
niveles de variacion genética relativamente altos que observamos en algunas

poblaciones de Cuba.
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Por otra parte, se encontrd6 que las poblaciones de la Cuenca del Caribe, y
particularmente las de P. caribaea, presentan evidencia de una dindmica
metapoblacional, con colonizacion y extincion local de poblaciones. Este patron es
congruente con otros resultados en los que, al analizarse con marcadores nucleares la
variacion genética de dos poblaciones de P. caribaea var. hondurensis en Quintana Roo,
se encontr6 que las poblaciones de la zona son remanentes de una distribucion mas
amplia en el pasado y han atravesado cuellos de botella (Dvorak et al., 2005; Delgado et
al, 2011). Como resultado de esta dindmica metapoblacional y de eventos de flujo
génico a larga distancia, el origen de la variacion cloroplastica presente en P. caribaea
var. bahamanesis no se explica partir de la colonizacion desde Cuba, sino a través de
colonizacion desde Centroamérica. También la heterogeneidad en los estimados
indirectos de tamafio efectivo de poblacién (6) que se encontrd entre las poblaciones es
congruente con una combinacién de eventos de flujo génico esporadico y la dinamica
metapoblacional (Slatkin, 1977; Pannel & Charlesworth, 2000; Whitlock, 2004). Esto es
particularmente significativo en el caso de P. caribaea var. hondurensis, variedad para la
que no se encontrd un patron de aislamiento por distancia.

La disponibilidad de habitat ha afectado la historia demografica de los pinos ¢ la
Cuenca del Caribe. Si bien ésta region esta alejada de zonas que estuvieron cubiertas por
grandes glaciares, se vid afectada mayormente en la superficie de tierras emergidas,
debido a la intensidad de los cambios eustaticos durante los periodos glaciales e
interglaciales, asi como por la relativa poca altura de muchas de las islas. Ello pudo
haber alterado la cantidad de superficie susceptible de ser habitada por el género Pinus
en la region. Por esto, a pesar de los grandes intervalos de confianza inherentes a los
métodos empleados para estimarlos, el hallazgo de tiempos a la expansion consistentes
en todos los casos con periodos glaciales refleja muy probablemente un patron real.

De acuerdo a nuestros datos, el efecto de expansion poblacional durante los
maximos glaciales seria consistente, P. caribaea, especie que forma grandes masas
puras, y para P. cubensis, P. maestrensis y P. occidentalis, especies con poblaciones
comparativamente mas pequeias. Esto hablaria de que independientemente de las
diferencias ecologicas que encontramos en los taxa del Occidente y el Oriente de la

Cuenca, la disponibilidad de tierras emergidas habria sido un factor clave.
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En general se puede hablar de 4 grandes oleadas de expansioén poblacional en la
Cuenca. En el Capitulo 3 se mostrd6 que para las poblaciones centroamericanas (P.
caribaea var. hondurensis), el tiempo medio estimado a la expansion corresponde con el
1s6topo marino (MIS) 8. Mientras tanto los tiempos a la expansion estimados para las
poblaciones insulares son, en términos generales, mas recientes (Capitulo 4): en una
ventana de menor temperatura entre el MIS-7 y el MIS-6 en Cuba; correspondientes al
MIS-6 en el Oriente de la Cuenca; y por ultimo, una sefial sincronica de expansion
poblacional asociada al ultimo maximo glacial, detectada para las poblaciones de P.
caribaea de Bahamas y Cuba y para aquéllas del Oriente de la Cuenca (P. cubensis, P.
maestrensis y P. occidentalis).

Mi trabajo no pretende resolver las relaciones taxondmicas entre las especies del
Oriente de la Cuenca, pues como hemos sefialado, las relaciones genealdgicas para un
locus (cloroplasto en este caso), ademas de estar sujetas a un factor de estocasticidad
(Hey & Machado, 2003) pueden no coincidir con las relaciones filogenéticas entre las
especies (Willyard et al., 2009). Sin embargo, la estructura filogeografica que inferimos
puede aproximarnos el tipo de procesos evolutivos que han afectado la historia reciente
de los linajes de cloroplasto en la region. De acuerdo a estos datos, las especies de
Oriente debieron evolucionar independientemente de P. caribaea, o ya que la variacion
genética del cloroplasto no muestra signos de intercambio genético significativo entre el
Oriente y el Occidente de la Cuenca. Por otra parte, la variacion genética contenida en el
Oriente aparece como derivada de aquélla del Occidente de Cuba, lo cual habla de que
¢ésta ultima region (donde habita P. caribaea var. caribaea) es posiblemente la que dio
origen a la porcion mas oriental de la distribucion del género Pinus en la Cuenca del
Caribe. Esto ultimo es concordante con patrones biogeograficos comunes en esta region
(Ricklefs & Bermingham, 2008) .

Por otra parte, los niveles de variacion compartida entre P. cubensis, P.
maestrensis 'y P. occidentalis, contrastan hasta cierto punto con la presencia de
caracteres morfoldgicos claros que distinguen a estas especies (Lopez-Almirall, 1982;
Adams & Jackson 1997). Asi, P. occidentalis se distingue por tener fasciculos con 5
agujas predominantemente (3-4-5), mientras que P. cubensis y P. maestrensis, que

habitan en Cuba, tienen fasciculos con 2-3 agujas (Bissé, 1981, Lopez-Almirall, 1982).

126



Por otra parte, P. cubensis carece de espina terminal en la apofisis de las escamas
ovuliferas, mientras que P. maestrensis y P. occidentalis presentan este rasgo en comun
(Lopez-Almirall, 1982).

La similitud genética entre grupos de poblaciones en la forma de alelos
compartidos se puede deber a sorteo incompleto de linajes posterior a la divergencia o
bien flujo génico entre ellas (Pinho & Hey, 2010). Para estas especies, como hemos
sefialado en los capitulos 3 y 4, la explicacion mas plausible para el polimorfismo
compartido seria el sorteo incompleto de linajes a nivel del cloroplasto entre estas
especies. Sin embargo, seria necesario contrastar con la distribucion de la variacion en
un conjunto de marcadores no ligados, como microsatélites o secuencias de ntcleo, en
las que podrian detectarse diferentes patrones de comparticion de la variacién genética
para diferentes loci, ayudando a distinguir flujo de sorteo incompleto de linajes (ver por
ejemplo, Zhou et al., 2010). Otra posibilidad interesante es que los niveles de
diferenciacion morfoldgica en estos taxa tengan un correlato en la distribucion de la
variacion presente en genes candidatos involucrados en la respuesta a variables
ambientales tales como la sequia y que han sido localizados en otras especies de pinos
(ver, por ejemplo, Gonzalez-Martinez et al., 2006; Eveno et al., 2008). Las condiciones
medioambientales en términos de la distribucion de la precipitacion a uno y otro lado de
la Sierra Maestra, o bien de los suelos en los que viven P. cubensis, P. maestrensis'y P.
occidentalis, podrian ser variables que hipotéticamente podrian estar relacionadas con un

mayor grado de diferenciacion en loci sujetos a procesos selectivos.

5.2 Perspectivas
El presente trabajo estd basado exclusivamente en el analisis de informacion genética
del cloroplasto, heredado por via paterna a través del polen (si bien se dispersa a través
del polen y de las semillas). Una historia mas completa de la distribucion de la variacion
genética y de la demografia histérica de las especies que hemos estudiado se vera
beneficiado en el futuro de la incorporaciéon de marcadores variables provenientes del
nucleo y del genoma mitocondrial.

Asimismo, si bien es posible decir que hemos explorado los principales grupos

de métodos disponibles para el analisis de microsatélites ligados (completamente ligados

127



en este caso), posteriores trabajos basados en otro tipo de marcadores moleculares (por
ejemplo de loci no ligados) podran aprovechar de mejor manera otros analisis. Métodos
de asignacién como Structure (Pritchard et al, 2000) o de coalescencia completa como
IMa (Nielsen & Wakeley, 2001), permiten poner a prueba modelos de mutacion
explicitos para datos provenientes de secuencias y, en el caso de IMa, estimar de manera
directa el tiempo de coalescencia al ancestro comuin mas cercano (TMRCA) y los
niveles de flujo entre pares de poblaciones.

Es importante sefialar que la elucidacion y delimitacion mas clara del status
taxondmico de P. maestrensis respecto a P. cubensis y P. occidentalis, dependera no
solamente de contar con mas datos genéticos para estas poblaciones, sino de un esfuerzo
adicional desde el campo de la reconstruccion de las relaciones filogenéticas entre las
especies. Al mismo tiempo, un tratamiento taxondémico de los caracteres morfologicos a
partir de la revision de ejemplares colectados mas recientemente, podria aportar mejores
elementos para este fin.

Las datos paleoclimaticos con que se cuenta en el presente para la regiéon son
limitados, por lo que en el futuro, conocer de manera mas precisa la forma en la que
cambid durante las glaciaciones la distribucion de las lluvias monzodnicas de verano, asi
como los patrones de incidencia de huracanes (por mencionar sélo dos de los factores
ecologicos que pueden afectar de manera importante la demografia y la dispersion de las
especies) ayudard a aproximar reconstrucciones mas completas de la historia de la
distribucion de los linajes en la region. Este tipo de aproximaciones, permitiria
incorporar andlisis como la modelacion de la distribucion potencial hacia el pasado para
robustecer las inferencias de expansion poblacional que se han hecho en este trabajo.

Esta linea de investigacion podria ser reforzada con la exploracion de posibles
diferencias entre las poblaciones del Oriente y el Occidente de la Cuenca del Caribe en
la distribucién en la variacion para genes candidatos posiblemente asociados a
adaptaciones. Para ello, es posible aprovechar los avances en la identificacion de este
tipo de secuencias en genomas de coniferas en general y de pinos en particular (Picea:
Namroud et al. 2008; Pinus: Wachowiack et al., 2009). En este campo, el contexto de

una distribucion tropical, con ambientes contrastantes en el que se distribuyen, hace que
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los pinos de la subseccion Australes sean un modelo ideal para la realizacion de este tipo

de estudios.

5.3 Referencias

Adams DC & Jackson JF. 1997. A phylogenetic analysis of the southern pines (Pinus
Subsect. Australes Loudon): biogeographical and ecological implications.
Proceedings of the Biological Society of Washington, 110: 681-692.

Biss¢ J (1975) Nuevos arboles de la flora cubana. Ciencias: Serie Botdnica (Cuba),
10:1-23.

Chiang YC, Hung KH, Schaal BA, Ge§T XJ, Hsu W & Chiang TY (2006) Contrasting
phylogeographical patterns between mainland and island taxa of the Pinus
luchuensis complex. Molecular Ecology, 15, 765-779

Delgado P, Pifiero D, Rebolledo V, Jardon-Barbolla L & Chi F (2011) Genetic variation
and demographic contraction of the remnant populations of Mexican

Caribbean pine (Pinus caribaea var. hondurensis: Pinaceae). Annals of
Forest Science, 68: 121-128.

Eveno E, Collada C, Guevara MA, Léger V, Soto A, Diaz L, Léger P et al. (2008)
contrasting patterns at Pinus pinaster Ait. drought stress candidate genes as
revealed by genetic differentiation analyses. Molecular Biology and
Evolution, 25: 417-437.

Franks SJ. (2010) Genetics, evolution and conservation in islands. International Journal
of Plant Sciences, 53: 1-9.

Gonzalez-Martinez S, Esroz E, Brown GR, Wheeler N & Neale D (2006) DNA
sequence variation and selection of tag single-nucleotide polymorphisms at
candidate genes for drought-stress response in Pinus taeda L. Genetics, 172:
1915-1926.

Hey J & Machado C (2003) The study of structured populations- new hope for a difficult
and divided science. Nature Reviews Genetics, 4: 535-543

Lopez-Almirall A (1982) Variabilidad del Género Pinus (Coniferales: Pinaceae) en
Cuba. Acta Botanica Cubana, 12: 1-32.

Namroud MC, Beaulieu J, Juge N, Laroche J & Bousquet J (2008). Scanning the
genome for gene single nucleotide polymorphisms involved in adaptive
population differentiation in white spruce. Molecular Ecology, 17: 3599-
3613.

Nielsen R & Wakeley J (2001). Distinguishing migration from isolation. A Markov

129



chain Monte Carlo approach. Genetics 158:885-96

Pannel JR, Charlesworth B (2000) Effects of metapopulation processes on measures of
genetic diversity. Philosophical Transactions of the Royal Society of London,
355: 1851-1864.

Pinho C & Hey J (2010) Divergence and gene flow: models and data. Annual Review of
Ecology and Systematics, 41: 215-230.

Pritchard JK, Stephens M & Donelly P (2000) Inference of population structure using
multilocus genotype data. Genetics, 155: 945-959.

Richardson DM & Rejmanek M (2004) Conifers as invasive aliens: a global survey and
predictive framework. Diversity and Distributions, 10: 321-331.

Richardson DM & Petit R (2006) Pines as invasive aliens: Outlook on transgenic pine
plantations in the southern hemisphere. Managing Forest Ecosystems, 9:
169-188

Ricklefs R, Bermingham E (2008) The West Indies as a laboratory of biogeography and
evolution. Philosophical Transactions of the Royal Society (B), 363: 2393—
2413.

Rosas-Escobar P, Gernandt DS, Pifiero D & Garcillan GP (2011) Plastid DNA diversity
is higher in the island endemic Guadalupe cypress than in the continental
Tecate cypress. PLoS One, 6: €16133

Rousset, F (1997) Genetic differentiation and estimation of gene flow from F-Statistics
under isolation by distance. Genetics, 145: 1219-1228

Slatkin M (1977) Gene flow and genetic drift in a species subject to frequent local
extinctions. Theoretical Population Biology, 12: 253-262.

Wachowiack W, Balk PA & Savolainen O (2009) Search for nucleotide diversity
patterns of local adaptation in dehydrins and other cold-related candidate
genes in Scots pine (Pinus sylvestris L.). Tree Genetics & Genomes, 5: 117-
132.

Whitlock MC (2004) Selection and drift in metapopulations. En: Hanski I, Gaggiotti O.

eds. Ecology, genetics, and evolution of metapopulations. Amsterdam:
Elsevier Academic Press, 153—173.

130



Zhou YF, Abbot, RJ, Yang ZY, Du FK, Milne RI & Liu JQ (2010) Gene flow and
species delimitation; a case study of two pine especies with overlapping
distributions in southeast China. Evolution, 64: 2342-2352.

131



132



Anexo 1

Composicion y frecuencia alélica de cada
haplotipo de cloroplasto
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TABLA Al. Composicion alélica de los haplotipos y frecuencia alélica de cada haplotipo de cloroplasto. Se presenta el tamario de cada alelo en cada haplotipo y el

numero de individuos de cada haplotipo en cada poblacion. Finalmente, en la ultima columna se presentan las frecuencias totales para cada haplotipo.
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