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Introduccion

La sistemdtica molecular pretende investigar mediante
datos moleculares tanto las relaciones filogenéticas entre
los organismos como los procesos evolutivos responsables
de estas relaciones. Los primeros marcadores moleculares
incluyeron lipidos, metabolitos secundarios, cariotipos,
reacciones inmunogénicas, electroforesis de proteinas (iso-
enzimas) y electroforesis de fragmentos de DNA (andlisis
de RFLP). La invencion de la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) en la década de 1980 (Saiki et al,
1985; Mullis, 1990) coloc6 al DNA como la fuente mas
importante de datos moleculares en estudios superiores al
nivel de la especie (la reconstruccion de filogenias y no
genética de poblaciones).

Lo que distingue a la sistematica molecular de la siste-
matica tradicional es, en esencia, la fuente de caracteres y
no las bases filosoficas. Sin embargo, el uso de modelos
explicitos de evolucién para nucledtidos y aminodcidos, asi
como la adopcion de métodos de inferencia que no se
basan en la parsimonia, como la maxima verosimilitud y la
inferencia bayesiana, han producido polémicas entre los
investigadores que usan caracteres moleculares (secuen-
cias de aminoacidos y de DNA) para inferencia filogenética
y los que usan caracteres tradicionales (p. €j., morfologicos
y ultraestructurales). Debido a que los caracteres tradicio-
nales son determinados por los genes, el uso de secuencias
de DNA se puede considerar una manera mas directa de
observar diferencias heredables entre especies. Sin embar-
go, los caracteres morfologicos son los relevantes en la
descripcion formal y el reconocimiento de taxones en la vida
diaria. Es por eso que los taxénomos han reconocido el
valor de tomar en cuenta datos tradicionales y moleculares
juntos (Hillis y Wiens, 2000).

Los pinos pifioneros de América del Norte comprenden
aproximadamente 12 especies de arboles de baja estatura
0 a veces arbustos distribuidas entre el oeste de los
Estados Unidos hasta el centro y sur de México. Presentan
semillas grandes, los pifiones, que carecen de alas funcio-
nales por estar adaptadas para la dispersion por vertebra-
dos, principalmente cérvidos y roedores, y no por el viento.
Los pinos pifioneros han sido sujetos de varias clasificacio-
nes (Cuadro 1). En este trabajo se usara como hipétesis ini-
cial una clasificacion basada en un andlisis cladistico de
caracteres tradicionales que fue presentado en una revision
reciente de los pinos neotropicales (Farjon y Styles, 1997).

De las 12 especies de pinos pifioneros, ocho son muy
parecidas entre si, particularmente con respecto al cono
ovulado que no presenta una longitud de mas de cinco cen-
timetros, mientras las otras cuatro presentan conos mas
largos y morfologias divergentes, tanto en los conos como
en la semilla, follaje, fasciculos de las hojas y anatomia de
la madera. Tradicionalmente se ha considerado que las
ocho especies con conos pequefios conforman la subsec-
cién Cembroides, mientras que propuestas recientes han
separado algunas de las especies con conos grandes.
Malusa (1992), en un analisis cladistico con 20 caracteres
morfoldgicos y ecoldgicos, dividié al grupo en dos, las ocho
especies con conos pequefios y las cuatro con conos gran-
des. La filogenia por Farjon y Styles (1997) fue similar, pero
ellos separaron dos de las especies con conos grandes,
Pinus nelsonii y P. pinceana, en su propia subseccion,
Nelsoniae, y dejaron a las otras dos especies como incier-
tas. Otra clasificacion del género, por Price et al. (1998), no
se hizo con base en un andlisis formal, sino que tomé en
cuenta estudios preliminares y recientes de sistematica
molecular (Liston et al,, 1999). Esta clasificacion separd a
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P. rzedowskii, el Gnico pino pifionero que no presenta semillas
grandes sin alas, en la subseccion Rzedowskianae 'y agrupé a
los otros pinos pifioneros en la subseccion Cembroides. Estas
dos subsecciones fueron unidas con la subseccion
Balfourianae en la seccion Parrya del subgeénero Strobus
(Price et al., 1998).

En afios recientes, la filogenia de los pinos pifioneros ha
sido inferida en una serie de estudios basados en secuencias
de DNA. Gernandt et al. (2001) presentaron un andlisis cla-
distico de la region del espaciador interno transcrito (ITS), el
cual se localiza entre genes nucleares de rRNA. En este tra-
bajo se encontré que la regién del ITS en especies de pinos
es tan heterogénea, que muchas veces, copias divergentes en
individuos de la misma especie no forman un grupo monofilé-
tico, sino que se intercalan con las de otras especies de la

misma subseccion. A pesar de esta limitacion importante, fue
posible inferir las relaciones entre los grupos principales, rela-
ciones que no fueron congruentes con las clasificaciones pre-
vias de los pinos pifioneros. Las especies se dividieron en dos
linajes diferentes: uno incluia las especies parecidas entre si
con conos pequefios, mas tres de las especies divergentes, P.
pinceana, P. maximartineziiy P. rzedowskii. El otro linaje s6lo
incluyd a individuos de P. nelsonii, con base en sus secuencias
de ITS.

Dos estudios posteriores con secuencias de genes del
cloroplasto (Gernandt et al, 2003, 2005) corroboraron la
separacion de P. nelsonii de los otros pinos pifioneros. Con
esta hipotesis filogenética, se propuso una clasificacion que
coloca a P. nelsonii en su propia subseccion, Nelsoniae, y a
los demas pinos pifioneros en la subseccién Cembroides

Cuadro 1
Dos clasificaciones de los pinos pifioneros

Farjon y Styles (1997)

Gernandt et al. (2005)

Subseccion Cembroides

1. P. cembroides
ssp. cembroides
ssp. cembroides var. bicolor
ssp. lagunae
ssp. orizabensis

2. P. culminicola

3. P. edulis'

4. P. monophylla

5. P. quadrifolia

6. P. remota

Subseccion Nelsoniae
7. P. nelsonii

8. P. pinceana

clasificacion incierta
9. P. maximartinezii
10. P. rzedowskii

Subseccion Cembroides
1. P. cembroides
ssp. cembroides
ssp. lagunae
ssp. orizabensis
2. P. culminicola
3. P. discolor
4. P. edulis
5. P. johannis
6. P. maximartinezii
7. P. monophylla
ssp. californiarun?
ssp. fallax’
ssp. monophylla
8. P. pinceana
9. P. quadrifolia
10. P. remota

11. P. rzedowskii

Subseccion Nelsoniae
12. P. nelsonii

" No incluida originalmente en Farjon y Styles (1997).
¢ Clasificacion de Price et al. (1997).
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(Cuadro 1). Ademas, fue posible inferir las relaciones entre
P. culminicola, P. johannis'y P. cembroides, lo cual sugiere
que P. johannis no es una subespecie de P. cembroides
como argumentaron Farjon y Styles (1997), sino el grupo
hermano de P. culminicola.

Este capitulo toma como ejemplo a los pinos pifioneros
para ilustrar los conceptos basicos de inferencia filogenética
mediante secuencias de DNA y discutir los resultados con
referencia a caracteres morfologicos. Para ello se presenta
una matriz expandida de las secuencias del cloroplasto, con el
fin de hacer comparaciones con clasificaciones tradicionales
previas. Mediante una combinacién de caracteres morfolégi-
cos y de DNA, se intenta investigar como surgieron los carac-
teres del cono y follaje del grupo, ademas de conocer qué
caracteres son homoplasicos y cules son evidencia de ances-
tria coman.

Métodos

Diserio del muestreo

Para probar las clasificaciones previas de pinos pifioneros,
el estudio se limita a una sola secuencia por cada especie y
subespecie reconocida por Malusa (1992) y Farjon y Styles
(1997). El tnico taxon que no se incluyé fue P. monophylla
ssp. fallax, subespecie reconocida por Price et al. (1998),
pero considerado como P. californiarum ssp. fallax por
Malusa (1992) y como un sinénimo de P. monophylla por
Farjon y Styles. De acuerdo con Nixon y Carpenter (1993),
se incluyeron como grupos externos representantes de gru-
pos cercanamente emparentados con los pinos pifioneros
pero que no forman un linaje adentro del grupo. Estas espe-
cies se escogieron de la subseccion Balfourianae, también
de la seccidn Parrya, asi como de otras secciones de Pinus
(seccion Quinquefoliae del subgénero Strobus y la distante
seccion Pinus del subgénero Pinus).

Para el marcador molecular, se escogi6 el genoma del
cloroplasto (recuérdese que ademas existen los genomas
del ntcleo y de mitocondria en las plantas). Las regiones
del DNA del cloroplasto escogidas fueron los genes rbcl y
matK, el intron de rpl16, el espaciador atpB-rbcl y el espa-
ciador rpl20-rps18. Un estudio previo (Wang et al, 1999)
demostrd la utilidad de rbcL, matK'y la region rpl20-rps18
en pinos debido a que presentan una variacién baja pero

adecuada para resolver diferencias entre especies.

El gen rbcl codifica para la subunidad grande de la ribu-
losa, 1-5-bifosfatasa carboxilasa/oxiginasa (RUBISCO), que es
la proteina principal en la fijacién de dioxido de carbono en la
fotosintesis. Secuencias de este gen fueron las primeras en
usarse para inferir una filogenia molecular de los linajes prin-
cipales de angiospermas (Chase et al,, 1993). El gen matK es
una maturasa involucrada en el procesamiento (splicing) de
intrones grupo II que codifican para tRNALys, tiene una tasa
de substitucién mayor que rbcL y ha sido usado recientemen-
te para generar una filogenia molecular de angiospermas
(Hilu et al,, 2003). La regién rpl20-rps 18 fue usada con rbcl,
matK'y un intron, en un estudio previo de pinos que no inclu-
y6 a los pinos pifioneros (Wang et al., 1999). Esta region con-
tiene parte de los genes /20y rps18, ademds de una copia
completa del gen rps 12 que esta ubicada entre los dos genes
anteriores (Wakasugi et al, 1994). El intron de rp/16 ha sido
mas usada en estudios de angiospermas (Kelchner y Wendel,
1996). La regién analizada en el estudio incluye una parte del
gen rpl16, un intrén de grupo Il y otra copia del gen rps12
(Wakasugi et al., 1994). La mayoria de la variacion se presen-
ta en el intron del grupo Ill (Gernandt et al., 2003).

Recolecta de muestras

Por falta de acceso a una poblacién natural, la subespecie P.
cembroides ssp. lagunae fue recolectada, después de verifi-
car los caracteres diagndsticos, del Pinetum Maximino
Martinez, Universidad Auténoma de Chapingo, México. En
lugar de confiar en muestras de jardines boténicos, las cua-
les pueden no contar con datos de recolecta o carecer de las
estructuras necesarias para una identificacion correcta, se
recolecté material de los demds taxones en el campo. Se
tomo nota del sitio de recolecta, fecha, taxon, localidad (lati-
tud, longitud y altitud), el tipo de habitat y nombres de los
recolectores. En el caso de P. nelsonii, P. maximartinezii, P.
johannisy P. culminicola, los ejemplares fueron recolectados
cerca de la localidad tipo (localidad donde se recolectd el
holotipo de la especie). Asi, si resulta que algun taxon es poli-
filético o altamente variable, no habra duda a cual poblacién
corresponde el nombre del taxon. Las especies fueron iden-
tificadas mediante las claves de la revision del género Pinus
por Farjony Styles (1997) y la reciente flora de los Estados
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Unidos y Canada por Thieret (1993). Para permitir la veri-
ficacion de las identificaciones taxonémicas por investigado-
res posteriores, se depositaron ejemplares voucher de
cada taxon con la excepcién de P. rzedowskii, en los herba-
rios del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México, Universidad Estatal de Oregon,
Estados Unidos y de la Universidad Autonoma del Estado
Hidalgo, México.

Extraccion de DNA

En el campo se colocaron algunas hojas en pequefios
sobres de papel y fueron llevadas al laboratorio para ser
congeladas a -80 °C. Asi, algunas muestras todavia pueden
ser Utiles para extracciones de DNA por muchos afios des-
pués de haber sido recolectadas. El tejido fue macerado en
un mortero para romper los paredes celulares. La mayoria
de las muestras fueron maceradas en la presencia de nitré-
geno liquido, algunas solamente con buffer y otros con
arena. Se siguieron dos protocolos de extraccion diferen-
tes, uno con CTAB y cloroformo (Doyle y Doyle, 1987) y
otro con un kit comercial que usa filtros especificos de sili-
ca gel que forman ligas con el DNA en la presencia de eta-
nol, pero no de agua (DNeasy Plant Mini Kit, Qiagen). Una
vez aislado el DNA, se diluye en una solucién de TRIS-EDTA
(0 en agua, pero en este caso hay que mantener las extrac-
ciones congeladas pues si no se degrada el DNA).

Determinacion de cantidad y calidad de DNA

Para mejores resultados en pasos posteriores, se midio la
calidad del DNA para poder estandarizar la concentracion.
Para cada extraccion, 2 PL fueron cargados en un gel de
0.8% agarosa en TBE junto con un estandar (DNA mass lad-
der, Invitrogen). Se llevo a cabo la electroforesis del gel en
la presencia de bromuro de etidio (substancia mutagénica
que requiere manejo cuidadoso) a una concentracion de 0.5
g por mL de gel. EI DNA en el gel fue observado sobre una
caja de luz UV (312 nm). EI DNA de alta calidad debe verse
como una banda bien definida. Si hay impurezas (carbohi-
dratos o metabolitos secundarios) o la presencia de DNA
degradado, se observan manchas antes y después de la
banda. Para las extracciones que presentaron impurezas, el
DNA fue reprecipitado con etanol y acetato de sodio (Anexo

A.4) y diluido de nuevo en TE. Sila cantidad de DNA resultd
baja, se repitio la extraccion con modificaciones de volime-
nes, cantidades de tejido o tiempo de incubacion.

Amplificacion de una region de DNA

Se uso la técnica de PCR para amplificar DNA (incrementar
la cantidad de un producto especifico). Se agrego entre 0.5
y 1.0 pL (aproximadamente 1 ng) de DNA gendmico a un
tubo que contiene una solucion de ingredientes necesarios
para la polimerizacion del DNA. La concentracion final de
los demas ingredientes fue: 1X buffer de PCR, 1.5 mM
MgCl2, 200 UM de cada desoxinucledtido (dNTP: dATP,
dCTPR, dGTP y dTTP), 1 UM de cada uno de los dos oligonu-
cledtidos iniciadores (primers de aproximadamente 20
bases de secuencia complementaria de las regiones que
flanquean a la secuencia de interés) y 1.5 U de polimerasa
termoestable de DNA (p. €j., Taq). Las reacciones se lleva-
ron a cabo en un termociclador, primero aplicando una tem-
peratura de 94°C por tres minutos para romper los puentes
de hidrogeno entre las dos cadenas del molde de DNA y asi
separarlas, sequido por 30 ciclos de: 1) 3 min a 94 °C, 2) 50
s a 55°C para que se asocien los primers a los sitios com-
plementarios del molde y 3) 80 s a 72°C para que la poli-
merasa lleve a cabo la sintesis de una hebra nueva que
corresponde a la region de interés. Después de terminar
los ciclos, se mantuvieron los tubos a 72°C para asegurar
que la amplificacion de las secuencias en los extremos sean
terminadas. Después, una muestra de 2 PL se sometié a
electroforesis en un gel de agarosa para verificar cudles
reacciones fueron exitosas.

Para remover los dNTPs, primers, magnesio y polime-
rasa que sobraron, los productos de PCR fueron purificados
con un kit comercial (Q/Aquick PCR purification kit, Qiagen)
y diluidos en agua bidestilada. Finalmente, se midi6 la con-
centracion en un gel de agarosa para determinar y estan-
darizar la cantidad que se ocupd para la secuenciacion.

Secuenciacion

El método enzimatico de Sanger tiene muchos elementos en
comun con la PCR, la polimerizacién del DNA mediante una
polimerasa termoestable (y su cofactor), junto con un pri-
mery dNTPs. En contraste con la PCR, se usa solamente un
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primer por reaccion y ademas incluye, en concentraciones
bajas, didesoxinucledtidos (ddNTPs: ddATP, ddCTP, ddGTP y
ddTTP) que se incorporan en la cadena en una frecuencia
menor que los dNTPs. Debido a que los ddNTPs carecen de
un grupo hidroxilo en el extremo 3’ con respecto a los
dNTPs, una vez que uno se incorpora a la hebra que se
esta formando la reaccion de polimerizacion no puede con-
tinuar. Los productos de una reaccion enzimatica de
secuenciacion conforman una solucién con una poblacion
de fragmentos de DNA de una sola hebra, que varian en
longitud desde aproximadamente 21 bases (el tamafio del
primer) hasta mas de 800 bases. Todos los fragmentos de
un tamafio especifico son idénticos y terminan con un
ddNTP que complementa al nucleétido correspondiente del
molde que fue copiado. Hay un tinte fluorescente unido al
ddNTP (dye terminator) y cada uno de los cuatro ddNTPs
tiene un tinte diferente que permite distinguirlos entre si.

Para la secuenciacion ciclica enzimatica (una variante
del método de Sanger), el producto de PCR es agregado a
un tubo con primer, buffer y dye terminator (Anexo A.3). La
mezcla se colocd en el termociclador por 40 ciclos de: 1)
95 °C por 20 s para separar las cadenas del DNA molde, 2)
155 a 50 °C para que se una el primery 3) 1 min a 60 °C
para llevar a cabo la sintesis del DNA. Después de terminar
los ciclos, se reduce la temperatura a 10 °C por 4 min.
Mientras los fabricantes recomiendan limitar el nimero de
ciclos entre 25 y 30 para evitar que errores cometidos por
la polimerasa ciclos tempranos se amplifiquen en ciclos
posteriores, en el laboratorio se ha podido usar un cuarto
del volumen de reactivo con 40 ciclos y asi se redujeron los
costos de secuenciacion significativamente.

Después de llevar a cabo la reaccion en un termocicla-
dor, los productos fueron precipitados con etanol y acetato
de sodio (Anexo A.4) y analizados en una maquina de
secuenciacion automatizada (ABI 310, Applied Biosystems,
Inc.). Los fragmentos resultantes de la secuenciacion fue-
ron separados mediante electroforesis en un capilar con un
polimero especial (POP6). El tinte de cada fragmento fue
excitado por un laser de argdn y un sensor en la maquina
recibid los fotones en la longitud de onda que corresponde
a su color. Estas sefiales fueron enviadas a una computado-
ra que las tradujo en una secuencia de bases.

Alineacion

Las lecturas contiguas y complementarias para las dos hebras
de DNA fueron editadas y alineadas con el programa gratuito
BioEdit (Hall, 1999). Las diferencias entre la hebra sentido y
la antisentido fueron resueltas comparando los trace-files, los
cuales presentan la serie de picos de cuatro colores que
representan la lectura de las bases. En este caso fue posible
determinar con confianza cudl nucledtido aparecié en una
posicion y no fue necesario usar los cédigos de ambigtiedad
(por ejemplo: N = cualquier nucleétido, ACGT; Y =To GG R =
Ao G). Se guardd una sola secuencia de consenso para cada
taxéon en el estudio. Las regiones del cloroplasto presentaron
muy pocas instancias de inserciones o deleciones (indels, ya
que dificilmente se distingue entre cualquiera de las dos antes
del andlisis). Por tanto, la alineacién de las secuencias, la hipé-
tesis de homologia posicional entre sitios, se llevd a cabo
manualmente, sin la necesidad de un programa como CLUS-
TALW (Thompson et al., 1994) que esta incluido con BioEdit.
Tampoco fue necesario excluir partes de la alineacion donde
ésta fuera incierta para algunos taxones. En este ejemplo, se
decidio no incluir los indels como caracteres en el andlisis, tal
como lo recomendaron Simmons y Ochoterena (2000).

Andlisis filogenético

Dos anadlisis fueron efectuados con PAUP* (Swofford,
2003). El primero fue mediante el método cladistico. Este
método esta sustentado en el criterio de parsimonia, el cual
busca minimizar el nimero de cambios evolutivos requeri-
dos para explicar la distribucion de estados de cardcter en
una matriz de datos, y encuentra grupos naturales que
comparten uno o mas caracteres derivados (sinapomorfi-
as). Se realizé una busqueda branch-and-bound, que es
exacta porque garantiza encontrar todos los arboles mas
parsimoniosos (AMP). También se estimaron medidas de
apoyo de ramas mediante busquedas heuristicas (que no
son exactas) de 1,000 réplicas de bootstrap (Felsenstein,
1985) y 1,000 réplicas de jackknife (Miller, 1974), con
50% de delecion de caracteres. Los dos métodos utilizaron
una agregacion de taxones secuencial simple (simple
sequence addition) y un intercambio de ramas (tree bisec-
tion reconnection o TBR) como algoritmos de busqueda.
Ademas, se calculd el indice de descomposicion (decay
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Figura 1. Alineacion de parte del gen matK en 14 taxones de Pinus subseccion Cembroides y grupos externos. Son visi-
bles las bases en el primer taxon. En los demdas taxones solamente aparecen los bases cuando difieren del primero.

index; Bremer, 1994) mediante blsquedas heuristicas (con
un limite superior MAXTREES = 5000), con el comando
KEEP para arboles cinco pasos mas largos que los AMP y
mediante los comandos CONSTRAINTS y CONVERSE para
clados con indices mayores a cinco.

Algunos sistematicos moleculares han criticado a la
parsimonia porque requiere muchos caracteres para
encontrar una solucién robusta (baja eficiencia). También,
porque existe un fenémeno, la atraccion entre ramas largas
(long branch attraction), que consiste en una tendencia del
método de unir ramas con altas tasas de evolucion inde-
pendientemente si los taxones son o no grupos hermanos
(Felsenstein, 1978). Curiosamente, esta tendencia resulta
mas pronunciada conforme se agregan mas caracteres, por
lo cual se ha descrito como positively misleading.

El sequndo método utilizado fue el de maxima verosi-
militud (Lewis, 1998), que es, seglin sus sequidores,
menos susceptible a la atraccién entre ramas largas.

Ademas le permite hacer un uso mas eficiente de los datos.
Es decir, la maxima verosimilitud es capaz de encontrar una
hipétesis razonable de relaciones filogenéticas con menos
datos que la parsimonia (Swofford et al,, 1996). Con el fin
de escoger un modelo evolutivo de manera explicita, la
matriz del cloroplasto fue analizada con la prueba de log-
verosimilitud jerarquica (hierarchical likelihood ratio test) y
el criterio de informacién de Akaike por medio del progra-
ma ModelTest (Posada y Crandall, 1998). No obstante, no
se intentd determinar si las regiones u otras particiones
(por ejemplo, sitios silenciosos y no silenciosos) requerian
de modelos diferentes. La bisqueda de maxima verosimili-
tud se llevo a cabo con PAUP* bajo las condiciones deter-
minadas por el programa.

Resultados
La matriz de secuencias tuvo un longitud de 5,045 pb (atpB-
rbcl espaciador parcial: 322, rbcl: 1525, matK: 1595, region
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Figura 2. Filogenias de los pinos pifioneros. A, El arbol de parsimonia mostrado es un consenso estricto de dos AMP (L
=320, IC = 0.844, ICexc = 0.648, IR = 0.87). Valores encima de las ramas son porcentajes de bootstrap y jackknife, por
debajo son los indices de descomposicion. B, El arbol de maxima verosimilitud esta basado en el modelo TVM + G + 1

(-Ln verosimilitud = 9285.98214).

de rpl20-rps18: 549, rpl16: 1131). La figura 1 muestra un
parte de la alineacion. La matriz tuvo 265 caracteres varia-
bles, de los cuales 89 fueron informativos. De los 265 carac-
teres variables, solo 47 fueron variables entre las 14 taxa de
la subseccion Cembroides, dando 3.4 caracteres variables por
taxon. Las regiones que aportaron mas caracteres variables
dentro de la subseccion Cembroides fueron las mas largas,
rbel (7 sitios) y matK (7 sitios), sin embargo, la tasa mas alta
de substitucion se encontré en el espaciador atpB-rbcl
(0.025 substituciones por sitio) y la region rpl20-rps18
(0.013 substituciones por sitio).

Una busqueda de branch-and-bound encontré dos arbo-
les mas parsimoniosos (AMP) con una longitud (L) de 320
pasos, de los cuales se hizo un consenso estricto (Fig. 2A). La
seccion Parrya incluye tres clados principales que correspon-
den a las subsecciones Cembroides, Nelsoniae (México) y
Balfourianae (Estados Unidos). La seccién Quinquefoliae esta
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compuesta de las subsecciones Krempfianae (Vietnam),
Gerardianae (este de Asia) y Strobus (Eurasia y América del
Norte). El clado de la subsecciéon Cembroides esta com-
puesto de tres linajes principales: un linaje con una diver-
gencia temprano de P. quadrifolia y P. monophylla ssp.
monophylla y dos linajes méas derivados. Uno de los dos
incluyé a P. maximartinezii monofilético con P. pinceana,
ambos como grupo hermano de P. rzedowskii. EI sequndo
linaje esta compuesto a su vez de cuatro linajes: 1) las tres
subespecies de P. cembroides, 2) P. remota, 3) P. johannis,
P. discolory P. culminicolay 4) P. edulisy P. monophylla ssp.
californiarum (sensu Price et al, 1998 y Gernandt et al.,
2005).

Los andlisis de bootstrap y jackknife, respectivamente,
indicaron que la monofilia de la seccion Parrya esta bien apo-
yada (100% y 97%) igual que la seccion Quinquefoliae
(100% y 99%). Las subsecciones Cembroides, Balfourianae,



Gerardianae y Strobus también recibieron apoyos superiores
al 90% en los andlisis de parsimonia. La monofilia de la sub-
secciones Nelsoniae y Balfourianae fue apoyada por valores
menores (68% y 67%). La relacion de grupos hermanos
entre las subsecciones Gerardianae y Krempfianae fue apo-
yada por valores de 82% y 71%. Los valores de apoyo para
los tres linajes principales de la subseccion Cembroides fue-
ron generalmente bajos; por ejemplo, el apoyo de la posicion
de P. monophyllay P. quadrifolia es menor de 50% (por eso
no aparecen valores sobre esta rama). Los valores para las
relaciones entre los cuatro linajes (p. €j., P. cembroides, P.
remota, P. johannis, P. edulis) también son menores de 50%.

Los indices de descomposicion fueron bajos, entre 1y
2 para 11 de las 21 ramas internas. Los clados de los
pinos pifioneros que recibieron valores mayores fueron los
de las tres subespecies de P. cembroides (d = 5), el de P.
edulis y P. californiarum (d = 4) y el de P. pinceana'y P.
maximartinezii (d = 5). El apoyo para subsecciones fue d
= 8 para Cembroides, d = 7 para Balfourianae, d = 5
para Gerardianae y d = 10 para Strobus. Los indices fue-
ron altos para las dos secciones, d = 7 para Parryay d
= 10 para Quinquefoliae.

El arbol de maxima verosimilitud tuvo un valor de -Ln
verosimilitud = 9285.98214 (Fig. 2B). Este arbol presenté
diferencias importantes con respecto a los AMP. El linaje her-
mano a los demas pinos pifioneros ya no es P. quadrifolia y
P. monophylla, sino que este linaje intercambio lugar con el
clado de P. maximartinezii, P. pinceanay P. rzedowskii. Otra
diferencia es que P. remota es el grupo hermano de P. edulis
y P. californiarum en el arbol de verosimilitud. Por Gltimo, el
clado de P. johannis, P. discolory P. culminicola es el grupo
hermano de P. edulis, P. californiarumy P. remotay no el de
P. cembroides, como en los arboles de parsimonia. Las
ramas que varian entre el andlisis de parsimonia y de verosi-
militud son las mismas que tuvieron valores bajos de apoyo
(bootstrap, jackknife y descomposicion).

Discusion

La filogenia del DNA del cloroplasto para los pinos pifioneros
no ha variado en sus linajes principales, a pesar de las dife-
rencias de muestreo taxonémico y un aumento en el nimero
de caracteres a lo largo de varios afios (Gernandt et al,

2003, 2005, este estudio). La separacion de P. nelsonii de
los demas pinos pifioneros también fue apoyada con secuen-
cias de la region del ITS de DNA ribosomal (Gernandt et al,
2001). A pesar de que nunca ha recibido buen soporte (p.
ej., bootstrap), P. nelsonii ha formado un clado con la sub-
seccion Balfourianae de una manera consistente en los ana-
lisis de cpDNA y del ITS. La parafilia de los pinos pifioneros
podria apoyar la hipétesis de que las semillas agrandadas sin
alas de los pinos pifioneros evolucionaron en dos o tres
eventos independientes. La posicion de P. rzedowskii es rele-
vante porque es el unico "pino pifionero" que no tiene una
semilla modificada como un pifién. La hipotesis mas parsimo-
niosa para explicar porque P. rzedowskii siempre forma un
clado con P. maximartinezii + P. pinceana, en lugar de ser el
grupo hermano de todas los demas especies de la subsec-
cion Cembroides, es que el ancestro comln de la seccién
Parrya tuvo una semilla pequefia y alada (lo mismo que se
encuentra en los grupos externos) y ocurri¢ una modifica-
cion, a una semilla tipo pifion, en tres linajes independientes;
en P. maximartinezii + P. pinceana, en los demas pinos pifio-
neros y en P. nelsonii. Esta hipétesis sugiere que la evolucion
de un pifion se revierte facimente. ;Sera posible que una
sola mutacion cause la transformacion entre una semilla
alada y un pifién?

La posicion de P. rzedowskii + P. pinceana + P.
maximartinezii dentro de P. cembroides ha variado en dife-
rentes andlisis, por ejemplo el andlisis de maxima verosimi-
litud lo ubica como el grupo hermano a los demas pinos
pifioneros, mientras que el analisis de parsimonia ubica el
clado en una rama mas derivada. Ninguna de las dos topo-
logias afecta la interpretacion de la derivacion del pifion
mencionada arriba. Sin embargo, estas tres especies tienen
conos mas grandes como las de las subsecciones Nelsoniae
y Balfourianae. La posicion de las tres especies en el arbol
de maxima verosimilitud apoya que el ancestro de la sub-
seccion Cembroides tuvo un cono mediano y que este tama-
fio fue reducido una sola vez en el linaje que dio origen al
resto de la subseccion Cembroides. Si estudios posteriores
con mas datos corroboran esta hipétesis, habra que reco-
nocer que el método de maxima verosimilitud logré resolver
esta parte del arbol antes que la parsimonia.

La inferencia filogenética puede ser Util para investigar la
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delimitacion de especies. Brower (1999) propuso una mane-
ra de delimitarlas mediante analisis cladisticos de DNA del clo-
roplasto o mitocondria; si un grupo propuesto con base en un
hipotesis a priori resulta ser contiguo en arboles no-enraiza-
dos, entonces pueden ser reconocidos como especies validas.
Existen desacuerdos en el nimero de especies de pinos pifio-
neros, asi como en la clasificacion de algunas especies dudo-
sas que presentan combinaciones de caracteres que sugieren
relaciones con especies diferentes.

Un ejemplo del uso de los haplotipos para delimitar espe-
cies es entre los taxones del suroeste de los Estados Unidos
y los de Baja California. El nimero de hojas arregladas en un
fasciculo es un caracter facil de observar en los pinos; muchos
taxones han sido clasificados con base en eso. Por ejemplo,
los pinos con una sola acicula por fasciculo cominmente son
clasificados como P. monophylla. El taxén P. californiarum
(Fig. 2) tiene una sola acicula por fasciculo igual que P.
monophylla. Sin embargo, tiene conos y semillas de tamafio
intermedio entre P. monophylla'y P. edulis, tiene un elevado
contenido de grasa en su megagametofito y mas canales resi-
niferas en las hojas (Zavarin et al. 1990). Este taxén miste-
rioso ha sido reconocido bajo varios nombres que incluyen:
Pinus monophylla, Pinus californiarum, Pinus edulis var.
californiarum'y P. monophylla ssp. californiarum (Farjon y
Styles, 1997; Price et al, 1998). EI DNA del cloroplasto
soporta fuertemente una relacion entre este taxon y P.
edulis. Este resultado parece apoyar la idea de que P.
californiarum sea la especie hermana de P. edulis y que la
reduccion a una sola hoja por fasciculo sucedio en dos lina-
jes independientes. Sin embargo, hay que reconocer una limi-
tacion importante del resultado del DNA del cloroplasto. Las
especies P. edulis, P. monophylla'y P. quadrifolia forman hibri-
dos, entonces puede esperarse encontrar evidencia de hibri-
dacion en su DNA . En este caso tenemos un ejemplo en el
cual la filogenia de las especies puede ser incongruente con
la filogenia de un genoma completo. Para determinar las
relaciones entre las tres especies mencionadas hay que
incluir datos de los otros dos genomas disponibles en las
plantas, del nucleo y de la mitocondria, y muestrear mas
poblaciones a lo largo del intervalo de distribucion para
poder determinar los patrones en detalle.

Otro ejemplo de la delimitacion de especies se encuentra

en un pino pifionero del sur de los estados de Arizona, Nuevo
México y Texas, asi como de la Sierra Madre Oriental y la Sierra
Madre Occidental. Debido a incertidumbre en su clasificacion
los taxénomos lo han llamado Pinus cembroides var. bicolor,
P. discolory P. johannis (Farjony Styles, 1997). Mientras tiene
muchas similitudes con P. cembroides, sus estomas estan limi-
tados a la superficie adaxial de las hojas y se parece mas en
este respecto a P. culminicola, una especie que se encuentra
en las cimas mas altas de la Sierra Madre Oriental. Los resul-
tados del cloroplasto (Fig. 2) sugieren que P. johannisy P.
discolor son el grupo hermano de P. culminicola y no de P.
cembroides. A pesar de las dudas sobre la hibridacion, este
resultado sugiere que el taxon P. cembroides var. bicolor no
es valido sino que P. johannis debe ser reconocido como una
especie valida (P. discolor puede ser un sinénimo posterior
de P. johannis, pero este taxon requiere mas investigacion).
En este capitulo se expusieron varias maneras de
someter a prueba hipétesis morfolégicas mediante datos
moleculares. Una manera mas avanzada ocurre al combinar
los datos moleculares con los datos tradicionales. Esto
puede generar hipétesis ain mas robustas y utiles. Por otra
parte, los caracteres tradicionales pueden ser combinados
con los moleculares para estudiar los origenes de la endo-
simbiosis, la adaptacion de estructuras morfolégicas o ana-
tomicas (incluso la evolucion paralela o convergente) y la
incorporacion de taxones fésiles. Finalmente, algunas hip6-
tesis son sometidas a prueba principalmente con caracteres
moleculares. Algunos ejemplos incluyen la duplicacion de
genes, la evolucion paralela de enzimas, la existencia de
mutaciones compensatorias para mantener los tallos en el
RNA estructural, el sesgo de codones para regular la tras-
duccién de proteinas y la transferencia lateral de genes.
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ANEXO
Protocolos dtiles para lo secuenciacion de DNA
A. 1 Dilucion de Primers a 100 UM.

El primer stock se puede almacenar a 100 pM (= 100
pmoles/L). Para calcular cuantos pL de TE se debe agre-
gar a primers liofilizados, hay que convertir las unidades del
primer a pmoles:

(48.3 nmoles primer)(1 mol / 1000 nmol) = 0.0483
Hmoles

Y aplicar la formula:

No. umol soluto = (concentracién en pmol/L)(volu-
men en L)

0.0483 pmoles = (100 pmoles/L)(VL)

V'L = 0.0483 pmoles / 100 pmoles/L =
0.000483 L

0.000483 L (1X10° pL /L) = 483 pL
Agrega 483 UL TE a 48.3 nmoles del primer para preparar
una solucioén de 100 uM

Entonces, para preparar un stock de 100 UM de pri-
mer mediante un tubo de primer comercial, averiguar la
cantidad de nmoles en el tubo y multiplicar por 10. Esto te
da el nimero de L TE que se debe agregar.

Ejemplo: para diluir 48.3 nmol de primer a 100 UM, agre-
ga 48.3 X 10 = 483 L TE.

A. 2 Condiciones tipicas para una PCR.

reactivo volumen (L) concentracion
final

ddH,0 80.9

10X buffer 10 1X

50 mM MgCl, 3 1.5mM

25mM dNTP mix 0.8 0.2 mM de

cada dNTP

50 UM primer 1 2 TuUM

50 UM primer 2 2 TUM

5 U/uL Tag 0.3 1.5 U/ reac

polimerasa cion?

10 ng/pL DNA 1 0.1

genoémico ng / ML
100

'El buffer 10X incluye 200 mM Tris-HCI (pH 8.4) y 500 mM KCI
’La cantidad de enzima no se expresa por volumen sino por tubo.

A. 3 Condiciones tipicas para una reaccion de secuenciacion.

reactivo volumen (ML)
producto purificado 6
5X buffer SEQ 1
2 uM primer 1
BigDye Terminator 3.1 2

A. 4 Precipitacion con etanol y acetato de sodio.

1) Por cada 10 L de reaccion de secuenciacion, agre-
gar 1 pL de 3M acetato de sodio, (pH = 4.6) y 25 L de
95% etanol. Revisa que el volumen de la reaccién de
secuenciacion sea de 10UL: la concentracion final de etanol
debe ser aproximadamente 65%.

2) Agitar los tubos y dejarlos a temperatura ambiente
por 15 min para precipitar los productos de secuenciacion.
Si el tiempo es menor de 15 min ocasionard la pérdida de
los productos de extension mas cortos.

3) Centrifugar los tubos por 20 min a 12000 rpm.

4) Cuidadosamente quitar el sobrenadante con una
pipeta y desecharlo.

5) Enjuagar la bolita (no tiene que ser visible) con 150
ML de 70% etanol. No es necesario mezclar.

6) Centrifugar por 5 min a 12000 rpm. Vuelva a quitar
el sobrenadante y desecharlo.

7) Secar la bolita en una centrifuga al vacio (SpeedVac)
o en el aire.
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