UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

INSTITUTO DE CIENCIAS AGROPECUARIAS

ESTUDIO MOLECULAR Y MORFOLOGICO DE CONIFERAS DEL
ESTADO DE HIDALGO

Que para obtener el grado de
DOCTOR EN CIENCIAS AGROPECUARIAS

P R E S E N T A:

SERGIO HERNANDEZ LEON

DIRECTOR DE TESIS: DR. OTILIO A. ACEVEDO SANDOVAL

CODIRECTOR DE TESIS: DAMON P. LITTLE

Tulancingo de Bravo, Hidalgo. Noviembre 2018






Agradecimientos

Agradezco al Doctorado en Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autonoma del
Estado de Hidalgo, por permitirme cursar mis estudios de Doctorado bajo un nivel
académico de excelencia.

La realizacion de este trabajo fue posible gracias al apoyo financiero otorgado por
el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia a través de la Red Tematica Codigo de
Barras de la Vida (Continuidad de Redes Tematicas) No. CONACyT: 271108.

A los integrantes de mi comité tutorial Dr. Otilio A. Acevedo Sandoval, PhD.
Damon P. Little, Dra. Mariana Saucedo Garcia, Dr. Rodrigo Rodriguez Laguna y Dr.
Ramoén Razo Zarate por su tiempo, apoyo y guia para concluir satisfactoriamente con
mis estudios de doctorado.

A los integrantes de mi comité de evaluacion Dr. Alfonso Suarez Islas, Dr. Oscar
Arce Cervantes, Dr. Ramén Razo Zarate y Dr. Rodrigo Rodriguez Laguna por sus
invaluables comentarios para mejorar versiones anteriores de este escrito.

A mi estudiante y amigo Cristhian Espinoza Pelcastre con quien tuve la

oportunidad de desarrollar el tercer capitulo de esta investigacion.



Agradecimientos a titulo personal

A mis profesores Dr. Juan Capulin Grande, Dr. Alfredo Madariaga Navarrete, Dr.
Rodrigo Rodriguez Laguna, Dr. Ramoén Razo Zarate, Dr. Martin Amador Meza Nieto y
Dra. Norma Gtliemes Vera.

A la Dra. Norma Giiemes Vera y Dr. Javier Piloni Martini Por su apoyo en los
procesos académicos y administrativos durante mi estancia en el Doctorado en Ciencias
Agropecuarias.

A los integrantes del cuerpo académico de Agrobiotecnologia: Dr. Benito Flores
Chavez, Dra. Josefa Espitia Lopez, Dra. Mariana Saucedo Garcia, Dr. Oscar Arce
Cervantes, Dr. Paul Misael Garza Lopez por ser un gran equipo de apoyo personal y
académico.

Amigos, alumnos, colaboradores y compaiieros del Programa Educativo de Ing.
Forestal. Al Dr. José Gonzalez Avalos y la M. en C. Elizabeth Pérez Soto eternamente
agradecido por hacer posible mi incorporacion a esta gran institucion.

A los directivos del Instituto de Ciencias Agropecuarias: Director Dr. Miguel A.
Miguez Escorcia, Secretario Académico M. en C. M. Jesus Franco Fernandez por las
facilidades otorgadas durante el tiempo de mis estudios de doctorado.

Al Dr. David S. Gernandt y familia siempre agradecido por su amistad y apoyo en
el campo académico y de investigacion.

Por su amistad y acompafiamiento durante el trabajo de campo y laboratorio a
Alejandro Lopez Reyes, Cristhian Espinoza Pelcastre, Edith Jiménez Muifoz, Elena
Rosales Islas, Jesus Antonio Bello, Laura Margarita Marquez Valdelamar, Lidia Irene
Cabrera Martinez, Perla Barron Herndndez, Ramoén Escarcega Vargas, Shamed Popoca
Paredes y Patricia Rosas Escobar.

A esta gran institucion y Alma mater que es la Universidad Autéonoma del Estado

de Hidalgo que me ha permitido continuar con mi desarrollo personal y profesional.



Dedicatoria

Este logro lo dedico a mi familia con quienes es un privilegio compartir cada dia de
esta vida, mi mama Lucia Leén Lopez, mis hermanos Julian, Verénica, Vicente,
Yazmin y mis sobrinos Carlos, Erick, Fernanda, Mateo, Mayte y Renata, gracias

por siempre poder contar con ustedes, por su amor y apoyo incondicional.



Indice general

Relacion de CUAAIOS .......coc.uiiiiiiiiniieni ettt e 10
REIaCION A fIGUIAS ...eeooeiiiiecieie ettt et e e s ae e etreee e eanraeeenees 11
Resumen general..........occoiiiiiiiiiieee e 14
GeNeTal ADSIIACT ....c..eiiiiiiiiit ittt 15
L0 1'031101 (o 10 (SO 16
1.1 IntroducCion GENETal..........ccooiuiiiieiiiiie ettt ettt e et ee e 16
1.2 ODJetivo ZENETAL........cceeiiiiiiiiiie ettt ettt e ee et e e et ae s e b e e e ssreeeeennraeeas 20

1.2.1 ODbjJetivos PATtICUIATES .......cceveuieiieiiiiieerieieeeeiieeeertreeeeeebreeeeetraeeesenreeesssreean e 20
1.3 Revision de 1a Ieratura.........c.covuieuiiiiiiiiiiiiiice et 21

................................................................................................................................ 21
1.3.2 Los c0digos de barra enétiCOS ..........everrueirreeriiieeriiireeeeiieieeeiieeeeeeeeeeeeeeens 23
1.3.3 Secuenciacion SANGET .........ccccveieeeciuieeerieieeeeiieeeerrreeeserreeessrreeaesnreeessssseeenses 23
1.3.4 Taxonomia IMPETfECLA ........cccveiiiiiiiiie e e eeiie e erireeee e ee et ee e e seereeeesraee e e 24
1.3.5 HIbBIIdACION....c..eeieiiiiiiiie ettt s 24
1.3.6 Polimorfismo ancestral compartido............coeeeieiireriiiiieeniiie e 25
1.3.7 Tasas bajas de MULACION. ......cceueirieriiiiiee et e eeciieeeeeeie et eeeeeee e e e e e e ens 25
1.3.8 Universalidad .........coooiiiiiiiiiiiiiii e 26
1.3.9 Calidad de 1a SECUBNCIA. ......cccuvieriiiiiiiiiiiic ettt 26
1.3.10 Complejidad lingiiistica de 12 SECUENCIA.........cccevvvvereercrieieeiiiieeeeiieeeeeiiee e 27
1.3.11 Discriminacion de €SPECIES .......cccvvireerurieeeriiereeirieeeserreeeesrreeeesnreeessssneeenees 28
1.3.12 Métodos basados en arboles, filogenéticos o de agrupamiento jerarquico...... 29
1.3.13 Métodos diagndsticos basados €n Caracteres .........ccueeeeeeveeeeerieeeeeeneeeeenaeeenn. 30
1.3.13 Métodos de sImilitud ........cccceeeeiiiiiiiiiiiiiiit e 30
1.3.14 Métodos hibridos ......cc.ceoiiriiiiiiiiiiiieeeiece et 31
1.3.15 El gap del c6digo de barras enétiCo ..........ccuuereerriveeericrieeeeiiirieeeeiieeeesiveee e 31
1.3.16 Antecedentes de los codigos de barras genéticos en plantas.............ccceeueeeee.. 32
1.4 LAteratura CItAAA .......oouviriieiiiie ettt ettt et 38
L0 1/031101 (o 10 U LSRR 48
Desempetio de los codigos de barras genéticos centrales en plantas a escala local:
Identificacion de las coniferas del estado de Hidalgo, MéXicO........cccuveevuviieennrnreennnne. 48
RESUMEI ..ottt ettt e et e 48
ADSITACT ...ttt ettt et ettt et e et eaaes 49



2.1 INEEOAUCCION ...ttt e e e e et e e e e e e e veveaaa s 51

2.2 MELOAO. ...ttt e et et et 53
2.2.1 Extraccion de DNA, PCR y alineamiento de secuencias...........ccceeeeuveeeennnneen. 63
2.2.2 ANAlISiS d@ dAtOS.....cooiviiiiiiiiiiiie ettt 63

2.3 RESUIAAOS. . ...eieeiieeiiiie e et e 67
2.3.1 Caracterizacion de 1as SECUCNICIAS. ......ccueeuiiriiriiiiieniie ettt 67
2.3.2 Calidad de 12 SECUCNCIA. .......eevuiieiiiriiiiiciicec et 68
2.3.3 Complejidad HNGUIStICA .....eeereenrieeeiiieiee et e e e e ee e e ens 68
2.3.4 Gap del codigo de barras genétiCo........cevuereereiiiieeeiiieeeeiieie e e 69
2.3.5 Discriminacion de especies basada en caracteres..........eeevvveeeriveeeervveeenennnnnn. 70
2.3.6 Identificacion de especies basada en arboles filogenéticos ..........ceeecuveeeennnee. 73

2.4 DISCUSION ...ttt ettt ettt ettt et e et et e st et e e sttt e ettt e e sbe e e sebeeeaieees 77
2.4.1 Caracterizacion de 1as SECUETICIAS. ......cc.eeutiriiriiiiieniieireeeee e 77

2.4.2 Calidad de la secuencia, complejidad lingiiistica y gap del codigo de barras

BONELICO. .. vvieeiiiiieeeitieeeesttteee ettt eeeetaeaeaesssbeeeesssaaeeeassseaesasssaesesnsbeaeeassssesessseaesannsseens 79
2.4.3 Identificacion de especies basada e€n Caracteres..........uuverevveeeeerereeeeneeeeenaeeen. 81
2.4.4 Identificacion de especies basada en arboles filogenéticos ..........ceeeueeeernnnee. 82
2.5 CONCIUSIONES.....c.uveutiiniie ettt ettt ettt ettt sttt et e et ee e e 93
2.6 RECOMENAACIONES ....couvveiiiiiiieiieitietc ettt ettt et 94
2.7 LIteratura CIEAA .......eevuiiiiiiiieriieet ettt e 95
L0 1/031101 (o 30 1 USRS 107
Clave de identificacion taxondmica con caracteres anatomicos foliares para especies de
Pinus L. €0 HIidalZO ..oooeeieeiieeeeee e 107
RESUMEI ...ttt e e e 107
ADSITACT ...ttt et ettt e e ettt sttt et e saae e 108
3.1 INtrOAUCCION ...ttt et s 109
3.2 Materiales ¥ MELOAOS ......euiieiieiiieeeiie ettt ettt e et ee e e ee e e 110
3.2.1 Trabajo d€ CAIMPO ....eeeeeeiiiiieeeiiiie et et ee e et ee et e e et e e e ee e e e e eeeeneeas 111
3.2.2 Cortes fOliares Y tINCION .....eeeeeuuiieieiiieieeciiie ettt e eee et ee e te e e e e e 111
3.2.3 Codificacion de CAraCteres .........ccuuterrurerriueirrieerriieeeieee it ee st et 114
3.2.3 AnAlisis de datos.........cocuevviieiiiiniiiii et 115
3.3 Resultados Y diSCUSION ......cceoiuviiiieiiieieeciieie e citie et eeeerae et ee e erae e e e ereeeeennneas 115
3.3.1 Trabajo d€ CAIMPO ....evieeeiiiieeiiie ettt et ee et e e et ee e e ee e e e e e e e e 115
3.3.2 Codificacion de CaraCteres .........couueerrurerriueirriierniieeeieee it ettt e es e 116



3.3.3 Analisis de agrupamientO........c..eeeerurereerurreeeiirreeeeeereesesssreeeessreesesssneeesssnses 124

3.3.4 Clave de 1dentifiCacion ...........ccocvivuieiienieiieiiiese et 126
34 CONCIUSION ...ceiieiiiie ettt et et et s 126
3.5 Literatura CItada ......coooveieiiiiiiiie e 127
L0 1/031101 (o3 YRR 131

Conclusiones generales Y PerSPECLIVAS ......cccvveeeeeeuvrereerireeeeeirieeeentreeeesearreeeessseeessnnsens 131



Relacion de cuadros
Cuadro 2.1. Coniferas nativas del estado de Hidalgo, México. Esta lista de especies

actualizada es resultado de trabajo de campo y reporte previos.

Cuadro 2.2. Familias, géneros y especies de coniferas del estado de Hidalgo analizados
en este estudio. Para las coordenadas geograficas se utilizo el Sistema de Coordenadas
Geograficas WGS84. Los especimenes se depositaron en el Herbario Nacional de

Meéxico (MEXU).

Cuadro 2.3. Caracteristicas de las secuencias de los codigos de barras genéticos matK y

rbel.

Cuadro 2.4. Variacion diagnostica de los codigos de barras matK y rbeL analizados con

BRONX.

Cuadro 3.1. Datos detallados de colecta de especies de Pinus del estado de Hidalgo.

Cuadro 3.2. Caracteres y estados de caracter utilizados para la descripcion anatémica

foliar de las especies de Pinus del estado de Hidalgo.

Cuadro 3.3. Matriz de datos morfoanatomicos de aciculas para las especies de Pinus

naturalmente distribuidas en el estado de Hidalgo.

10



Relacion de figuras
Figura 2.1. Localidades muestreadas. Distribucion geografica de las especies de
coniferas muestreadas (circulos azules) en diversas localidades del estado de Hidalgo,

Meéxico. Se utilizo el Sistema de Coordenadas Geograficas WGS84.

Figura 2.2. Calidad de la secuencia (B3) y Complejidad lingiistica (LC) para
especimenes con secuencias completas (matK y rbcL). Cada circulo representa una
secuencia individual de matK (m; negro) y rbcL (r; gris). Los recuadros negros
representan el promedio por marcador. Las barras de error representan tres desviaciones

estandar.

Figura 2.3. Comparacion de la Maxima distancia intraespecifica y la Minima distancia
interespecifica. Los circulos opacos representan secuencias diagnosticas para matK
(negros) y rbcL (gris). Los circulos semitransparentes representan secuencias no
diagnosticas. La linea gris representa igual variacion intra e interespecifica, por encima
de la cual se localizan las secuencias correspondientes con especies que presentan el gap

del codigo de barras genético.

Figura 2.4. Proporcion de especies que pueden ser distinguidas y nimero de especies
combinadas. Para matK (m; negro), rbcL (r; gris claro) y la combinacion de marcadores
(mr; gris). Los cuadrados en el centro indican promedios de discriminacion de especies.

Las barras de error indican intervalos de confianza al 95%.

Figura 2.5. Relaciones filogenéticas resultantes del analisis de la region matk.
Consenso estricto de 13 arboles mas parsimoniosos (L=475; IC= 0.845; IR=0.984). Los
valores de soporte Jackknife mayores al 50%, se muestran proximos a los nodos. Las
especies que pueden ser identificadas con el criterio del clado menos inclusivo se

muestran en negritas.
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Figura 2.6. Relaciones filogenéticas resultantes del analisis de la region rbcL. Consenso
estricto de 3 arboles mas parsimoniosos (L=133; IC= 0.797; IR=0.978). Los valores de
soporte Jackknife mayores al 50%, se muestran proximos a los nodos. Las especies que
pueden ser identificadas con el criterio del clado menos inclusivo se muestran en

negritas.

Figura 2.7. Relaciones filogenéticas resultantes del analisis de la region (matK + rbcl).
Consenso estricto de 14 arboles mas parsimoniosos (L = 610; IC = 0.826; IR = 0.979).
Los valores de soporte Jackknife mayores al 50%, se muestran proximos a los nodos.
Las especies que pueden ser identificadas con el criterio del clado menos inclusivo se

muestran en negritas.

Figura 3.1. Secciones transversales de aciculas de especies de Pinus del estado de
Hidalgo. A Pinus ayacahuite. B P. cembroides. C P. devoniana. D P. greggii. E P.
hartwegii. F P. leiophylla. G P. montezumae. H P. oocarpa. 1 P. patula. J P. pinceana.
K P. pseudostrobus. L. P. teocote. * indica la posicion de los estomas. Abreviaciones:
Cr, Canal resinifero; End, Endodermis; Epi, Epidermis; Escl, Esclerénquima; Flo,

Floema; Hip, Hipodermis; Mes, Mesofilo; Tt, Tejido de transfusion; Xil, Xilema.

Figura 3.2. Secciones transversales de aciculas de especies de Pinus del estado de
Hidalgo. A Pinus devoniana. B, E, 1 P. teocote. C-D P. greggii. ¥, H P. cembroides. G
P. oocarpa. Abreviaciones de los estados de caracteres morfoanatomicos: Cre, Canal
resinifero externo; Cri, Canal resinifero interno; Crm, Canal resinifero medio; Crs,
Canal resinifero septal; End, Endodermis; Epi, Epidermis; Flo, Floema; Hip,

Hipodermis; Hv, Haz vascular; Mes, Mesofilo; Tt, Tejido de transfusion; Xil, Xilema.

Figura 3.3. Dendrograma obtenido por analisis de agrupamiento UPGMA, con el uso

del coeficiente de similitud de Jaccard en 12 especies de Pinus distribuidas en el estado
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de Hidalgo. Coeficiente de correlacion cofenético = 0.847018494508054. EI numero en

cada terminal corresponde con el nimero del ejemplar por especie.
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Resumen general

En este estudio se analizan las coniferas con distribucion natural en el estado de
Hidalgo, México, mediante técnicas moleculares y morfologicas con la finalidad de
contribuir a su conocimiento, manejo, aprovechamiento y conservacion. El codigo de
barras genético constituye una herramienta fundamental para la identificacion de
especies. En la primera parte del estudio se caracterizaron y evaluaron las regiones
centrales del codigo de barras genético en plantas, matK y rbcL, para evaluar su utilidad
en la identificacion de las 25 especies de coniferas en el estado; incluyendo diez bajo
diversas categorias de riesgo. Para las regiones del cddigo de barras genético se obtuvo
la calidad de las secuencias, su complejidad lingiiistica y la presencia del gap del coédigo
de barras genético. Se compararon dos métodos para la identificacion de especies. En la
segunda parte del estudio se establecid6 una clave dicotomica basada en la
morfoanatomia foliar para la identificacion de las 12 especies de pinos distribuidas de
manera natural en el estado de Hidalgo. Se obtuvieron cortes transversales de las
aciculas, a partir de los cuales se codifico la matriz de caracteres, la cual fue sometida a
un analisis de similitud UPGMA, se elabor6 una clave de identificacion taxondémica,
con la cual se logran diferenciar 10 de las 12 especies, incluyendo Pinus greggii una
especie bajo categoria de riesgo. El analisis UPGMA resulté en dos agrupaciones
principales, en la primera se recuperaron dos subgrupos correspondientes con las
especies del subgénero Strobus y del subgénero Pinus, en la segunda se recuperaron
unicamente especies del subgénero Pinus. Se concluye que la clave de identificacion
elaborada es robusta para la identificacion de especies de pinos a escala local utilizando

exclusivamente caracteres anatoOmicos foliares.

Palabras clave: Aciculas, anatomia foliar, clave dicotomica, codigo de barras genético,

IUCN, matK, rbcL.
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General abstract

Forests cover more than 31% of the land surface on earth and provide many goods and
services worldwide. In this study we analyzed conifers naturally distributed in the state
of Hidalgo, through morphological and molecular techniques to contribute to their
knowledge, management and conservation. DNA barcoding constitutes a fundamental
tool for species identification. In the first part of this study we characterize and evaluate
the plant core barcoding regions, matK and rbcL, to identify the 25 conifer species from
the state of Hidalgo, Mexico, including ten species under various threat categories.
Sequence quality, linguistic complexity and the presence of the barcode gap was
estimated. Two methods were compared for successful species identification. In the
second part of this study we established an identification key based on leaf anatomy for
the identification of 12 pine species occurring in the state of Hidalgo. Permanent slides
were prepared from transverse leaf sections from which a character matrix was codified
from leaf anatomy features and analyzed with the UPGMA method. The matrix was
used to construct an identification key. The key allows for the identification of 10 out of
the 12 species, including Pinus greggii a species under risk. UPGMA analysis generated
two principal clusters, the first group included two interior clusters corresponding with
subgenus Strobus species and subgenus Pinus species, the second principal cluster
included species from subgenus Pinus only. This study contributes with a robust
identification key for pine species at a local scale using exclusively secondary leaf

anatomy characters.

Key words: Dichotomous key, DNA barcoding, [UCN, leaf anatomy, needles, matK,

rbeL.
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Capitulo 1

1.1 Introduccion general

Los bosques cubren mas del 31% de la superficie terrestre y ayudan a preservar la
biodiversidad global, son la base de la industria forestal, proveen diversas fuentes de
energia, agua, comida y recreacion ademas proveen bienes y servicios diversos a nivel
mundial (Keenan et al., 2015; Secretariat of the Convention on Biological Diversity,
2009). Los bosques estan formados por diversas especies arboreas incluidas las
coniferas que ademas de ser ornamentales y excelentes para forestacion, son una de las
mayores fuentes de madera a nivel mundial, altamente valorada para la fabricacion de
muebles, pulpa para papel y otros diversos productos. Abies, Pinus y Pseudotsuga se
encuentran entre los géneros mas aprovechados en la industria forestal a nivel global
(Armenise, Simeone, Piredda, y Schirone, 2012).

Las coniferas (Pinophyta) estan clasificadas en seis familias (Araucariaceae,
Cupressaceae, Pinaceae, Podocarpaceae, Sciadopityaceae y Taxaceae), 70 géneros y
aproximadamente 670 especies que constituyen el 0.3% de la diversidad de las plantas
terrestres (Eckenwalder, 2009; Gernandt y Vazquez-Lobo, 2014; Gernandt, Willyard,
Syring, y Liston, 2011; Gernandt, Geada Lopez, Ortiz Garcia, y Liston, 2005).

Las coniferas (Pinophyta) incluyen arboles o arbustos lefiosos con hojas
simples, conos polinicos simples y conos ovulados compuestos o reducidos
(Christenhusz et al., 2011). Generalmente exhiben una alta diversidad genética (niveles
altos de heterocigocidad y diversidad intraespecifica) promovida por grandes tamafios
poblacionales, sistemas reproductivos entrecruzados, largas esperanzas de vida,
dispersion a grandes distancias de polen y algunas veces semillas que permiten un flujo

genético eficiente, sobre todo mediante la polinizaciéon por viento la cual mantiene la
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similitud alélica a lo largo de grandes distancias geograficas y bajos niveles de
diferenciacion genética entre poblaciones, altas tasas de mutacion y promedio bajo de
desequilibrio de ligamento (Gernandt et al., 2011; Rémy J Petit y Vendramin, 2007;
Rémy J. Petit et al.,, 2005). En conjunto, estos rasgos provocan en gran medida una
evolucion independiente de los genes y al mismo tiempo favorecen la seleccion natural
eficiente (en comparacion con la deriva genética) en especies con grandes tamafios
poblacionales conduciendo al establecimiento de clinas de genotipos localmente
adaptados (Prunier, Verta, y Mackay, 2016).

La distribucion de las coniferas en el mundo ocurre en casi todos los
principales tipos de vegetacion con la excepcion del bosque tropical de tierras bajas, el
salar, pantano de sal y vegetacion acuatica y subacuatica (Farjon, 2008). En México, las
coniferas son dominantes en bosques de Abies, Callitropsis (Cupressus), Picea, Pinus'y
Pseudotsuga, matorrales o bosques de Juniperus y Pinus ademas de estar presentes en
otros tipos de vegetacion tales como matorrales xero6filos, bosques mesofilos de
montafia, bosques de pino-encino y bosque de galeria de Taxodium huegelii
(Rzedowski, 1978).

Las coniferas son particularmente diversas en el hemisferio norte donde se
encuentra cerca del 70% de las especies, son cosmopolitas, incluyen especies
ampliamente distribuidas asi como endémicas de distribucion restringida (Farjon, 2010),
Meéxico tiene gran riqueza de coniferas, con aproximadamente 94 especies (14%) de las
reconocidas a nivel mundial. Los estados de Hidalgo, Puebla, Oaxaca y Veracruz
cuentan con la mayor diversidad de géneros de coniferas en México (Gernandt y Pérez-
De La Rosa, 2014).

El estado de Hidalgo se localiza entre los paralelos 19° 36'; 21° 24' latitud norte

y los meridianos 97° 58'; 99° 53' de longitud oeste. Con aproximadamente 20, 905 km?,
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representa el 1.1% del territorio mexicano (INEGI, 2014). El estado de Hidalgo se
encuentra dentro de la Zona de Transicion Mexicana, su territorio incluye cuatro
provincias biogeograficas: Altiplano Mexicano, la costa del Golfo de México, la Sierra
Madre Oriental y el Eje Volcanico Transmexicano (Morrone, 2005; Rzedowski, 1978).
La Sierra Madre Oriental junto con la Sierra Madre Occidental concentran la mayor
diversidad de coniferas en México (Gernandt y Pérez-de La Rosa, 2014).

En el estado de Hidalgo se distribuyen de manera natural cuatro familias de
coniferas, (Cupressaceae, Pinaceae, Podocarpaceae y Taxaceae); ocho géneros (Abies,
Callitropsis, Juniperus, Pinus, Podocarpus, Pseudotsuga, Taxodium y Taxus), asi como
25 especies. La mayoria de estas especies tiene afinidad floristica septentrional excepto
Podocarpus, que tiene una afinidad floristica meridional (Halffter, Llorente-Bousquets,
y Morrone, 2008). La mayoria de los recursos forestales maderables del estado de
Hidalgo son obtenidos a partir de especies de coniferas, particularmente del género
Pinus (SEMARNAT, 2010).

Diez especies de coniferas en el estado aparecen en listados de especies en
categorias de riesgo por lo que su conservacion debe ser una prioridad. Siete especies
aparecen en el listado del gobierno mexicano de la Secretaria de Medio Ambiente y
Recursos Naturales (SEMARNAT, 2010), en la categoria de sujetas a proteccion
especial (Pr; Callitropsis lusitanica (Mill.) D. P. Little, Juniperus monticola Martinez,
Podocarpus matudae Lundell y Pseudotsuga menziesii var. glauca (Bleissn.) Franco) o
como en riesgo de extincion (P; Abies guatemalensis Rehder, Pinus pinceana Gordon y
Taxus globosa Schltdl.). Por otro lado, cinco especies se encuentran en el listado rojo de
la Unioén Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) en la categoria de
Vulnerable (4bies hidalgensis, Juniperus angosturana y Pinus greggii) o como En

peligro de extincion (4. guatemalensis y T. globosa; TUCN, 2018). Ocho de las especies
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que se distribuyen de manera natural en el estado de Hidalgo son endémicas de México:
Abies hidalgensis, A. religiosa, Callitropsis benthamii, Juniperus angosturana, Pinus
greggii, P. patula, P. pinceana, y P. teocote. La primera es una especie poco conocida
que posiblemente es endémica del estado de Hidalgo (IUCN, 2018).

A pesar de la importancia del grupo hasta el momento no se cuenta con un
listado actualizado de especies de coniferas para el estado de Hidalgo, por lo que es de
suma importancia una revision taxonomica a nivel de estado, basada en la revision de la
literatura, ejemplares recolectados en campo y determinados mediante claves de
identificacion taxondémica. Aunado a lo anterior la implementacion de herramientas
alternativas de identificacion tales como los cddigos de barras genéticos o las claves de
identificacion basadas en caracteres foliares morfoanatdmicos es crucial para asegurar la
conservacion, el aprovechamiento y el manejo sostenible de este importante recurso

forestal.
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1.2 Objetivo general

Estudiar las especies de coniferas con distribucion natural en el estado de Hidalgo
mediante analisis moleculares y morfologicos con la finalidad de contribuir al
conocimiento, manejo, aprovechamiento y conservacion de este grupo de suma

importancia como recurso natural forestal.

1.2.1 Objetivos particulares
e Establecer un listado actualizado de las especies de coniferas en el estado de
Hidalgo mediante su estudio morfolégico.
e Evaluar los codigos de barras genéticos (matK y rbcl) para la identificacion
molecular de especies a nivel regional, comparando dos métodos.
e [Establecer una clave dicotdomica para la identificacion de los pinos con
distribucion natural en el estado de Hidalgo, con base en la anatomia de las

aciculas.
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1.3 Revision de la literatura

1.3.1 Caracteristicas de las especies en categorias de extincion y categorias de
riesgo

En el listado de la NOM-059-SEMARNAT- 2010 Callitropsis lusitanica, Juniperus
monticola, Podocarpus matudae, y Pseudotsuga menziesii var. glauca se encuentran en
la categoria de sujetas a proteccion especial (Pr) la cual incluye a "aquellas especies que
podrian llegar a encontrarse amenazadas por factores que inciden negativamente en su
viabilidad, por lo que se determina la necesidad de propiciar su recuperacion y
conservacion o la recuperacion y conservacion de poblaciones de especies asociadas".
Por otro lado Abies guatemalensis, Pinus pinceana'y Taxus globosa, se encuentran en la
categoria de en riesgo de extincion (P) "aquellas especies cuyas areas de distribucion o
tamafio de sus poblaciones en el Territorio Nacional han disminuido drasticamente
poniendo en riesgo su viabilidad bioldgica en todo su habitat natural, debido a factores
tales como la destruccion o modificacion drastica del habitat, aprovechamiento no

sustentable, enfermedades o depredacion, entre otros" (SEMARNAT, 2010).

Las categorias de la [UCN son mas especificas por lo que a continuacion se
presenta el extracto de la informacion por especie.

Abies guatemalensis. Status: En peligro de exitincion (EN). Especie con
poblaciones con tendencia a disminuir. Esta especie se encuentra enfrentando un muy
alto riesgo de extincion en la naturaleza, exhibe una presunta reduccion del tamafio
poblacional ya sea observada, estimada o inferida de > 50% en los ultimos 10 afios o
tres generaciones o lo que sea mayor, donde las causas de la reducciébn no son
claramente reversibles, entendibles y suspendibles, con base en el rango geografico, la

observacion directa, un indice de abundancia acorde al taxon, niveles de explotacion
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actual o potencial, los efectos de taxa introducidos, hibridacion, patogenos,
contaminantes, competidores o parasitos. El area de ocupacion estimada es menor de
500 km?, los célculos indican una fragmentacion severa o es sabido que la especies se
encuentra en no mas de cinco localidades. Se observa, inferiere o proyecta un declive
continuo de la extension de presencia, area de acupacion, area, extension y/o calidad del
habitat, nimero de localidades o poblaciones o numero de individuos maduros (IUCN,
2018).

Abies hidalgensis. Status: Vulnerable (VU). Las tendencias poblacionales se
desconocen. La especie enfrenta un alto riesgo de extincion en la naturaleza. La
poblacion es muy pequefia con un area de ocupacion restringida (tipicamente menos de
20 km?) o con pocas localidades (cinco a menos), de tal manera que es suceptible a los
efectos de actividades humanas o eventos estocasticos dentro de un periodo de tiempo
muy corto con un futuro incierto, por lo que la especie puede llegar a estar Criticamente
en Vias de Extincion o incluso Extinta en un corto periodo de tiempo (IUCN, 2018).

Pinus greggii. Status: Vulnerable (VU). La poblacion presenta una tendencia a
disminuir. Se considera que esta especie esta enfrentando alto riesgo de extincion en la
naturaleza. Se estima que el 4rea de ocupacion es menor de 2000 km?” severamente
fragmentada o la existencia de la especie se conoce en no mas de 10 localidades. Con
una disminucion continua del area de ocupacion, extension y/o calidad del habitat o el
nimero de individuos maduros, ya sea observada, inferida o proyectada (IUCN, 2018).

Taxus globosa. Status: En peligro de extinciéon (EN). La poblacion presenta
una tendencia a disminuir. Se considera que esta especie se encuentra enfrentando un
muy alto riesgo de extincion en el medio silvestre. Se observa, estima, infiere o supone
una reduccion del tamafio poblacional de > 50% durante los Ultimos 10 afios o tres

generaciones, lo que sea mayor, donde las causas de la reduccion son claramente
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reversibles, entiendibles e interrumpibles, con base en la observacion directa, un indice
de abundacia apropiada para el taxon, un declive del area de ocupacion, grado de
ocurrencia y/o calidad del habitat, niveles de explotacion actual o potencial y los efectos
de taxa introducidos, hibridacion, patégenos, contaminantes, competidores o parasitos

(IUCN, 2018).

1.3.2 Los cédigos de barra genéticos

En términos generales los codigos de barras genéticos permitiran la
identificacion taxondmica de cualquier muestra bioldgica que contenga DNA (aun
cuando este se encuentre altamente fragmentado), amplificado mediante PCR y
secuenciado mediante tecnologia Sanger (Big Dye Terminator) (Hebert et al., 2003;

Hollingsworth, 2007).

1.3.3 Secuenciacion Sanger

La secuenciacion Sanger (Big Dye Terminator) utiliza un cebador para
sintetizar una hebra de DNA complementaria a una cadena molde de hebra sencilla
empleando 2’,3’-didesoxinucleodtidos-5’-Trifosfato (ddNTPs), que pueden inhibir la
actividad de la DNA polimerasa I actuando como terminadores de cadena, debido a que
cuando un ddNTPs es incorporado en la cadena en crecimiento el proceso termina, cada
uno de los cuatro ddNTPs estd marcado fluorescentemente con un pigmento
correspondiente a una de las cuatro bases nitrogenadas (Sanger, Nicklen, y Coulson,
1977; Smith et al., 1986).

El proceso anterior resulta en una mezcla de cadenas de DNA de diferentes
tamaifios, las cuales difieren inicamente por un nucledtido y terminando con un ddNTP
que se encuentra marcado con un pigmento especifico en su extremo 3'. Mediante
electroforesis capilar, los productos de secuenciacion de DNA entran en el capilar como

resultado de inyeccion electrocinética, posteriormente una carga de alto voltaje aplicada

23



al amortiguador de reaccion de secuenciacion impulsa los fragmentos cargados
negativamente hacia el interior de los capilares, los productos de secuenciacion son
separados por tamafio con base en su carga total. La secuencia de DNA se decodifica a
partir de los patrones de color correspondientes a la secuencia de nucleotidos (Sanger et
al., 1977; Smith et al., 1986).

El éxito de identificacion a nivel de especies mediante los codigos de barras
genéticos puede ser mas dificil en grupos como coniferas debido a que presentan 1)
taxonomia imperfecta, 2) hibridacion con subsecuente introgresion, 3) polimorfismo
ancestral compartido y 4) tasas de mutacion bajas (P M Hollingsworth, Graham, y
Little, 2011; D. P. Little, 2011); por lo que son necesarios mas estudios de caso, que
permitan  transformar estas generalizaciones en predicciones cuantitativas

(Hollingsworth et al., 2011).

1.3.4 Taxonomia imperfecta

Grupos con incertidumbre taxonomica, causada por limites de especies pobremente
definidos, circunscripciones estrechas o amplias de especies o presencia de especies
cripticas, causando sobre o subestimacion del nimero de especies (P M Hollingsworth

et al., 2011; Little y Stevenson, 2007; Syring, Farrell, Businsky, Cronn, y Liston, 2007).

1.3.5 Hibridacion con subsecuente introgresion

Los grupos con hibridacion y subsecuente introgresion, son especialmente frecuentes en
regiones de simpatria, con hibridos que exhiben cierto grado de fertilidad. La habilidad
de hibridar bajo condiciones naturales o artificiales en géneros como Pinus ha sido
ampliamente documentada, asi como su potencial de especiacion por hibridacion (Rémy
J Petit y Excoffier, 2009; Wang, Tsumura, Yoshimaru, Nagasaka, y Szmidt, 1999). La
variacion genética compartida entre especies cercanamente relacionadas puede ser

causada por introgresion después de contacto secundario (Zhou et al., 2017). La
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introgresion es la trasferencia de genes entre especies principalmente por retrocruza
(Anderson, 1949; Arnold, 1992; Rieseberg and Carney, 1998) en Twyford y Ennos

(2012).

1.3.6 Polimorfismo ancestral compartido

La retencion del prolimorfismo ancestral puede ser causado por reparto de linajes
incompleto (Zhou et al., 2017). El reparto de linajes o sorteo de linajes es el proceso por
el cual el polimorfismo ancestral se reparte y posteriormente se fija entre los linajes
descendientes mediante deriva genética o seleccion (Broughton y Harrison, 2003), por
otro lado, el reparto de linajes incompleto se refiere a la permanencia y retencion de
polimorfismo ancestral a través de multiples eventos de especiacion. Cuando los
tiempos de los eventos de divergencia entre especies son menores a los intervalos de
ramificacion de linajes al interior de las especies, el polimorfismo ancestral puede ser
acarreado a través de eventos sucesivos de divergencia (Syring, Farrell, Businsky,
Cronn, & Liston, 2007). La permanencia del reparto de polimorfismo ancestral
incompleto es favorecida en grupos de radiacion rapida o reciente, o en grupos que
historicamente presentan grandes tamafios poblacionales (P M Hollingsworth, Graham,

& Little, 2011).

1.3.7 Tasas de mutacion bajas
La escasa variabilidad molecular interespecifica, en grupos de reciente radiacion, limita
las aplicaciones potenciales del codigo de barras genético a un subconjunto particular de
todas las especies conocidas hasta el momento.

Entre los parametros evaluados en los codigos de barras genéticos se encuentran
la universalidad (secuenciacion rapida de alta calidad, confiable y de bajo costo), la
calidad de la secuencia, la complejidad lingiiistica (una medida de la repetitividad de la

secuencia), la discriminacion de especies (variacion para distinguir entre especies), y la
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presencia/ausencia del gap del codigo de barras genético (mayor variacion
interespecifica que variacion intraespecifica; Armenise et al., 2012; CBOL Plant
Working Group et al., 2009; Fazekas et al., 2008; Ford et al., 2009; Maia et al., 2012;

Pesole, Attimonelli, y Saccone, 1995).

1.3.8 Universalidad

La universalidad se mide por el potencial de los cebadores para amplificar regiones
blanco mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la generacion de
secuencias de alta calidad. La wuniversalidad depende de regiones adyacentes
conservadas que permitan la amplificacion incluso en taxones altamente divergentes (P.
M. Hollingsworth, 2007; Little, 2011; Maia et al., 2012). Los locus mas variables
también son los mas dificiles de amplificar entre diversos taxones pero al mismo tiempo
son los que permiten las mayores tasas de discriminacion de especies. La especificidad
de los cebadores consiste en la amplificacion exclusiva de las regiones blanco (Ford et

al., 2009).

1.3.9 Calidad de la secuencia

La calidad de la secuencia esta determinada por el logl0 de la probabilidad de error
multiplicada por -10, -10xlog;op; un valor de calidad de 10 (Q10) indica que existe una
oportunidad en 10 de que el programa de secuenciacion asigne de manera incorrecta una
base determinada; un valor de calidad de Q20 significa una probabilidad de una
asignacion incorrecta en 100. Para estudios de codigos de barras genéticos es altamente
deseable tener valores de calidad de Q30 o mayores (Hanner, 2009; Little, 2010a).

De acuerdo con Little (2010) la calidad total de una secuencia dada (Sg) puede ser

estimada para un umbral definido de calidad (g) utilizando la siguiente funcion:
O,Ri <
=y e
1 Ri > q
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Donde R; es el estimado de la calidad para la posicion i de la secuencia (R), j es la
longitud de la secuencia, la calidad total de la secuencia puede ser estimada mediante la
suma de la calidad de las lecturas de la secuencia en la secuencia consenso (Sg).

La siguiente funcion se utiliza para normalizar por longitud y cobertura de la secuencia:

_ SkoSR
B cXxX

Bq
Donde £ es el niumero total de lecturas de secuencia en la secuencia consenso, ¢ es la
longitud observada en la secuencia consenso y x es la cobertura esperada. La calidad de
la secuencia determina la confiabilidad y la robustez de los datos y los resultados.
1.3.10 Complejidad lingiiistica de la secuencia
La complejidad lingiiistica es una medida de la repetitividad de la secuencia.
Asumiendo que el material genético puede considerarse como un lenguaje escrito, que
utiliza un alfabeto de cuatro elementos ACGT, se pueden hacer palabras, denominadas
cadenas, motivos y patrones (Pesole, Attimonelli, y Saccone, 1995).
Las secuencias nucleotidicas comparten algunas caracteristicas con los lenguajes
escritos, como el hecho de que son combinaciones de caracteres unidimensionales con
un grado considerable de repeticion, y son secuencias en las que se pueden identificar
propiedades no aleatorias. La aproximacion lingiiistica para el andlisis de las secuencias
nucleotidicas es una herramienta poderosa en diversas situaciones tales como la
identificacion de motivos con un rol funcional, el establecimiento de correlaciones
funcionales entre secuencias y la relacion filogenética existente entre textos genéticos
(Pesole et al., 1995). Las regiones gendmicas con microsatélites multiples tienen valores
menores de calidad y mayor complejidad lingiiistica (M. L. Hollingsworth et al., 2009).

La complejidad lingiiistica de una secuencia nucleotidica (C) puede describirse

mediante la siguiente formula empirica:
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Donde
47
Uj = X (1 L )
)= L—j+1(m™\ =1

i=1

Donde L es la longitud de la secuencia nucleotidica, X;; = 1 si la secuencia i de
longitud j se encuentra al menos una vez en la secuencia que estas siendo examinada, o
0 si esta ausente. Entre mayor sea el nimero de secuencias de cebadores diferentes de
longitud 1, 2, 3, ..., L-1 en la secuencia, mayor sera la complejidad global de la
secuencia. Entre mayor sea la complejidad global de la secuencia existirda mayor
heterogeneidad que refleja una menor restriccion estructural y funcional sobre la region
analizada, exhibiendo mayor variacion y por lo tanto permitiendo un mayor éxito de
identificacion.
1.3.11 Discriminacion de especies
Para la discriminacion de especies los marcadores de los codigos de barras genéticos,
deben exhibir suficiente variacion para contar con substituciones Unicas que sirvan
como marcadores a nivel de especie y que sirvan para separar incluso pares de especies
hermanas (Chase et al., 2005); por otro lado deben mostrar consistencia de
secuenciacion suficiente para asegurar que la variacion intraespecifica no afecte la
asignacion de especies (Ford et al., 2009).

Los métodos de identificacion mediante los codigos de barras genéticos
recientemente han incorporado, métodos basado en caracteres de similitud especial
(sinapomorfias), en lugar de la similitud total. La similitud especial puede ser utilizada

en forma de arboles filogenéticos o implicitamente como descriptores taxonomicos

28



jerarquicos (Farris, 1979; D Little, 2011). Sin embargo, se requiere del desarrollo de un
marco teorico y metodolégico solido para traducir secuencias de DNA a informacion
taxonomica de especies (D Little, 2011).

Los métodos de identificacion de especies mediante los codigos de barars
genéticos pueden estar basados en 1) arboles y métodos filogenéticos (e.g. parsimonia,
vecino mas cercano, maxima verosimilitud), 2) métodos diagnosticos libres de
alineamiento (e.g. DNA-BAR, DOME ID y ATIM), 3) similitud (distancias genéticas
pareadas, BLAST, BLAT, FASTA, BRONX y mega BLAST) o 4) combinaciones de
los tres tipos de métodos anteriores (e.g. Similitud y arboles (BLAST y parsimonia,
BLAST y vecino mas cercano), métodos diagndsticos y de similitud) (Little y

Stevenson, 2007; Tanabe y Toju, 2013).

1.3.12 Métodos basados en arboles, filogenéticos o de agrupamiento jerarquico

El clado menos inclusivo es un método de agrupamiento jerarquico, basado en métodos
filogenéticos tales como el vecino mas cercano, parsimonia 0 maxima verosimilitud,
para implementar la identificacion, una secuencia blanco se alinea con un conjunto de
secuencias de referencia, posteriormente se construye una jerarquia para determinar su
identidad. El clado menos inclusivo donde se encuentre la secuencia blanco se toma
como la identificacion del espécimen (Little y Stevenson, 2007).

Los métodos de agrupamiento jerarquico pueden generar identificaciones
ambiguas en al menos tres situaciones. Primero cuando una secuencia blanco se
recupera como grupo hermano de un grupo conocido, segundo cuando una secuencia se
recupera en una posicion entre un grupo monofilético (para o polifilético) y otro grupo;
y tercero cuando se obtiene un arbol no resuelto. Ademas de identificaciones ambiguas,

la busqueda de arboles es un problema NP-complejo, por otro lado los métodos
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filogenéticos pueden fallar como resultado de inconsistencias en el alineamiento (Little

y Stevenson, 2007; Little, 2011).

1.3.13 Métodos diagnosticos basados en caracteres

Estos métodos constituyen una adaptacion de la aproximacién morfologica
convencional al codigo de barras genético, estan basados en caracteres y no se
incorporan las relaciones filogenéticas. Se pueden utilizar caracteres no homologos que
usualmente son mas informativos que los caracteres estrictamente homologos (Little y

Stevenson, 2007).

Utilizando los métodos diagnosticos, se puede hacer la diagnosis de las especies (e.g.
una Unica secuencia o una lista de motivos por region). Los especimenes pueden ser
identificados mediante caracteres diagnosticos, buscando en secuencias registradas en
una base de referencia. Una de las principales ventajas de este tipo de métodos es que
no se requiere de un alineamiento de secuencias, pero la falta de variabilidad puede
causar que no todas las especies tengan caracteres diagndsticos Uinicos, sin embargo,
pueden ser diferenciadas por combinaciones unicas de los caracteres diagnosticos mas

comuncs.

1.3.13 Métodos de similitud

Los métodos de similitud usan un umbral de divergencia estricto, por encima del cual la
secuencia blanco es considerada de una especie diferente y por debajo del cual una
secuencia es considerada como proveniente de un individuo conspecifico. La similitud
puede ser estimada para la porcion de la secuencia blanco alineada con una secuencia de
referencia, por lo que la secuencia de referencia con la menor distancia pareada se toma

como la identificacion (Little y Stevenson, 2007).
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Los métodos de similitud pueden generar identificaciones de secuencias inconsistentes o
incluso incorrectas, en situaciones reales. Una secuencia de referencia incompleta puede
generar una identificacion incorrecta debido a los parametros utilizados para construir el
alineamiento pareado. Todos los métodos de similitud pueden producir identificaciones
ambiguas cuando una secuencia blanco tiene un empalme idéntico con mas de una
secuencia de la base de datos de referencia (Little y Stevenson, 2007). Los métodos
basados en similitud no estan disefiados para tomar en cuenta las relaciones
filogenéticas jerarquicas, ademas al ser corregidos para evitar sesgos bioldgicos o de
muestreo, pueden aunque no intencionalmente opacar la minima cantidad de variacion

en las secuencias de especies estrechamente relacionadas (Little, 2011).

1.3.14 Métodos hibridos

Un ejemplo es el uso de métodos de similitud en combinacion con métodos basados en
arboles, en los que se seleccionan las secuencias de la base de datos de referencia que
mas se parezcan a la secuencia blanco (e.g. 100), para posteriormente construir un arbol

de distancias y poder determinar la identificacion final (Little y Stevenson, 2007).

1.3.15 El gap del codigo de barras genético

Representa la variacion intraespecifica relativa comparada con la variacion
interespecifica relativa (Meyer y Paulay, 2005; Pesole et al., 1995). La identificacion
efectiva de especies mediante los codigos de barras genéticos depende de que la
variacion interespecifica exceda por un orden de magnitud la variacion intraespecifica;
creando un notorio gap del codigo de barras genético y monofilia reciproca entre las
especies, que permita la identificacion de un espécimen desconocido con una tasa de
error minima (Hebert, Cywinska, Ball, y DeWaard, 2003; Wiemers y Fiedler, 2007). La

falta de un gap del codigo de barras genético evidenciado mediante la parafilia de la
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especie y tasas de identificacion bajas, puede ser explicada a causa de limites de especie

poco claros (Maia et al., 2012).

1.3.16 Antecedentes de los codigos de barras genéticos en plantas

Encontrar un codigo de barras genético efectivo para plantas ha sido dificil; en
comparacion con animales, en los que la region del citocromo oxidasa 1 del genoma
mitocondrial ha permitido la identificacion taxondémica de diversas especies de aves,
peces e insectos (Hebert et al., 2003; P. M. Hollingsworth, 2011; Kerr et al., 2007,
Ward, Zemlak, Innes, Last, y Hebert, 2005).

Para la implementacion de los codigos de barras genéticos en plantas, muchas
combinaciones de marcadores han sido evaluadas, cada una difiriendo en su habilidad
de amplificacion o identificacion de especies (e.g. P. M. Hollingsworth, 2011; Roxanne
Steele y Chris Pires, 2011).

En 2009 el grupo de trabajo de plantas del Consorcio del Codigo de Barras de la
Vida (CBOL), propusieron dos regiones codificantes del genoma del plastido como los
codigos de barras genéticos centrales (matK y rbcl) suplementadas por otras regiones
en caso de ser necesario (P. M. Hollingsworth, 2011).

La region rbcL (Subunidad mayor de la ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa) es una region codificante de copia unica del genoma del
plastidio, con longitud de 1,428 pares de bases (pb), y tasa de evolucidon conservativa
(Chase et al., 1993). La region matK (maturasa K) es una region codificante de copia
unica del genoma del plastidio, con una longitud de 1,500 pb, funciona como una
maturasa con un papel esencial en el empalme de RNA. La maturasa K exhibe tasas
mayores de evolucion que rbcL (Barthet y Hilu, 2007; Sugita, Shinozaki, y Sugiura,
1985). Las regiones matK y rbcL han sido ampliamente utilizadas para estudios

filogenéticos y mas recientemente para la identificacion de especies, por lo que es
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importante evaluar su desempefio cuando se cambia de un contexto filogenético a uno
de identificacion de especies (Chase et al., 2005).

Los marcadores del plastidio son heredados via paterna en la mayoria de las
familias de coniferas excepto en Cephalotaxaceae y Cunninghamia de la familia
Cupressaceae (Lu, Peng, Cheng, Hong, y Chiang, 2001; Mogensen, 1996; Rémy J Petit
y Vendramin, 2007; Whittle y Johnston, 2002; Worth, Yokogawa, y Isagi, 2014). Sin
embargo, evidencia reciente sugiere que existe herencia materna del DNA del plastidio
en la cruza de P. mugo x P. sylvestris, mientras que en la cruza opuesta (P. sylvestris x
P. mugo) la herencia es via paterna (Kormutak et al., 2018). Los marcadores del
plastidio tienen mayor probabilidad de ser congruentes con los limites de especies
morfoldgicos como resultado de sus patrones de dispersion, en comparacion con los
marcadores mitocondriales que en coniferas son heredados por via materna y presentan
menor dispersion (E. Aguirre-Planter et al., 2012; Du, Petit, y Liu, 2009; Mogensen,
1996; R J Petit, Kremer, y Wagner, 1993; Rémy J Petit y Excoffier, 2009).

Entre las vetajas del uso de marcadores del genoma del plastidio, se encuentra la
haploidia, un tamafo relativamente pequefio y conservado, una estructura estable y el
buen conocimiento de la funcion y posicion de sus regiones, para las cuales existen
cebadores disponibles que permiten su facil amplificacion, el plastidio que de forma
general se hereda de forma uniparental (sin embargo ver Kormutack et al., 2018), se
encuentra en copias numerosas por célula lo cual permite la amplificacion de DNA a
partir incluso de material altamente degradado. En comparacion con el genoma
mitocondrial presenta tasas de substitucion mayores y recombinacion intramolecular
menor, siendo una de sus principales limitantes su tasa de substitucion relativamente
baja (D. Gernandt et al., 2011; Mower, Touzet, Gummow, Delph, y Palmer, 2007,

Olmstead y Palmer, 1994).
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La region trnH-psbA es mas variable que matK o rbcL, sin embargo dicha
variacion no siempre es suficiente para discriminar entre especies (e.g. Pinus,
subseccion Ponderosae). Entre los factores que han evitado que trnH-psbA sea usado
como codigo de barras genético se encuentran: los rearreglos cromosomicos
(inversiones, deleciones y microsatélites) comunes al interior de las especies; la
presencia de poliestructuras largas que causan dificultades de secuenciacién y su
longitud relativamente corta (Dong et al., 2015; Hernandez-Le6n, Gernandt, Pérez de la
Rosa, y Jardon-Barbolla, 2013). En Pinus seccion Trifoliae se cuenta con evidencia de
haplotipos compartidos entre subsecciones para esta region y falta de universalidad de
los cebadores que resulta en la incapacidad de obtener secuencias bidireccionales en
grupos particulares (Hernandez-Ledn et al., 2013). En un estudio de las coniferas de
Italia se document6 una inversion de 34-pb para una secuencia de trnH-psbA exclusiva
de un individuo de Picea abies, ademas de variacion diferencial entre familias para
trnH-psbA siendo mayor en Pinaceae que en la familia Cupressaceae (Armenise et al.,
2012).

La region ycfl no habia sido propuesta como un potencial codigo de barras
genético para plantas debido a su longitud y a la falta de universalidad de los cebadores
particularmente para gimnospermas (Dong et al., 2015; Hernandez-Leon et al., 2013).
Dong (et al., 2015) reportan 90.91% de éxito de amplificacion de ycfl para
gimnospermas y un mejor desempefio general cuando se compara con matK, rbcl y
trnH-psbA. Hernandez-Leon (et. al. 2013) encontraron en Pinus seccion Trifoliae que
entre varias regiones del genoma del cloroplasto, ycfI fue la inica en generar mas
haplotipos que especies reconocidas, por lo que el uso de cebadores especificos por
familia seria una aproximacion de mucha utilidad para la identificacion de especimenes

mediante esta region. El uso de cebadores especificos (la no universalidad de los
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cebadores) no deberia ser una limitante, cuando el fin Gltimo de los cédigos de barras
genéticos es la identificacion taxondmica de los especimenes (Dong et al., 2015).

Marcadores nucleares como el nrITS (Espaciador transcrito interno) han sido
ampliamente utilizados para estudios filogenéticos, documentandose multiples casos de
evolucion concertada incompleta. La evolucion concertada es una forma de evolucion
de familias multigénicas en la que los diversos genes de una familia tienden a
homogeneizarse y se asume que evolucionan de manera dependiente en conjunto como
una sola unidad (Liao, 1999), pero en algunos casos la evolucion concertada se da de
manera incompleta entre los repetidos, por lo que ocasionalmente se pueden detectar en
un mismo individuo copias paralogas, incluyendo pseudogenes, recombinados y
multiples copias funcionales de ITS que causan variacion intraindividual por lo que no
son viables para la identificacion efectiva de especies mediante los codigos de barras
genéticos (Bailey, Carr, Harris, y Hughes, 2003; Dong et al., 2015; Xu, Zeng, Gao, Jin,
y Zhang, 2017).

La region nuclear ITS ocasionalmente exhibe evolucién concertada incompleta
(slow concerted evolution), variacion intragendmica, presencia de pseudogenes y
complejidad experimental en especies de origen hibrido (Dong et al., 2015; D S
Gernandt, Liston, y Pifiero, 2001), existe evidencia que indica que en gimnospermas
ITS no presenta un buen desempefio como codigo de barras genético (D.-Z. Li et al.,
2011). ITS (ITS1 e ITS2) como parte del DNA nuclear es uno de los marcadores mas
secuenciados en plantas debido a su rapida evolucion concertada al interior y entre las
subunidades componentes, su tasa de evolucién rapida, tamafo reducido y
disponibilidad de cebadores universales (D.-Z. Li et al., 2011); ITS1 comparado con
ITS2 tiene un mejor desempeiio como codigo de barras genético en plantas, en términos

de eficiencia, universalidad e identificacion de especimenes, ademas de que genera un
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producto de amplificacion de menor tamafio y presenta un menor contenido de GC
(Wang et al., 2015)

Otra region nuclear que tiene el potencial de incrementar la tasa de
identificacion de especimenes es NEEDLY intron 2, una region de facil recuperacion en
familias como Podocarpaceae (Knopf, Schulz, Little, Stiitzel, y Stevenson, 2012; D P
Little, 2004).

La identificacion basada en los codigos de barras genéticos continua siendo
una herramienta atractiva en términos de exactitud, precision, velocidad, costo y
funcionalidad (Armenise, Simeone, Piredda, & Schirone, 2012).

Una biblioteca de referencia sera de gran valor para un amplio espectro de
usuarios de los codigos de barras genéticos, particularmente para aquellos que no estan
familiarizados con la morfologia y anatomia de coniferas (Hollingsworth, 2007), sera la
base de iniciativas sobre inventarios de biodiversidad, monitoreo del comercio de
especies, entre otras que son de particular importancia para especies amenazadas en via
de extincion. La conservacion y manejo sostenible de los recursos forestales deben estar
basados en datos solidos bien documentados (Little, Knopf, y Schulz, 2013). De manera
adicional las coniferas del estado de Hidalgo constituyen un modelo para evaluar y
predecir el éxito de identificacion mediante los codigos de barras genéticos centrales en
otros grupos de plantas con rasgos de historia de vida similares y a una escala local.

En el capitulo II de este estudio se establece un listado actualizado de las
especies de coniferas del estado de Hidalgo y se evalua su identificacion a nivel de
familia, género y especie mediante los cddigos de barras genéticos (matK y rbcl),
estimando la calidad de la secuencia, la complejidad lingiiistica y la presencia del gap
del codigo de barras. Se establece la biblioteca de referencia para la identificacion

taxonomica a nivel de familia, género y especie, comparando el desempefio de dos
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métodos: BRONX (Barcode Recognition Obtained with Nucleotide eXposés; Little,
2012) y el clado menos inclusivo (Little y Stevenson, 2007). En el capitulo III se
establece una clave dicotomica para la identificacion de los pinos con distribucion
natural en el estado de Hidalgo, con base en un analisis UPGMA de caracteres

morfoanatomicos foliares.
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Capitulo IT

Desempeiio de los codigos de barras genéticos centrales en plantas a escala local:

Identificaciéon de las coniferas del estado de Hidalgo, México

Resumen

El codigo de barras genético constituye una herramienta fundamental para la
identificacion de especies, especialmente para regiones con alta diversidad que cuentan
con pocos estudios floristicos. En este estudio se caracterizan y evaluan las regiones
centrales del codigo de barras genético en plantas, matK y rbcL, para identificar las 25
especies de coniferas con distribucion natural en el estado de Hidalgo, México;
incluyendo diez especies bajo diversas categorias de riesgo. Para las regiones del codigo
de barras genético se obtuvo la calidad de las secuencias, su complejidad lingiiistica y la
presencia del gap del codigo de barras genético. Se compararon dos métodos para la
identificacion de especies: BRONX y el clado menos inclusivo. Se generaron 89
secuencias para matK y 93 para rbcL. La region matK presentd la mayor diversidad
haplotipica y la diversidad nucleotidica (IT), incluyendo 6 indels (inserciones o
deleciones). La combinacion de las dos regiones gener6 21 haplotipos tnicos. En rbcL
se observo mayor calidad de secuencias, asi como mayor complejidad lingiiistica. Todas
las especies diagnosticables exhibieron el gap del codigo de barras genético. Todos los
especimenes se asignaron de manera no ambigua a familia y género, sin importar el
marcador o método utilizado. La region matK analizada con BRONX exhibi6 el mayor
éxito de identificacion (44%). A pesar del bajo éxito de identificacion, es posible
establecer proyectos de manejo, conservacion y monitoreo, aun en ausencia de
caracteres morfologicos taxondmicamente diagnosticos, para al menos 50% de las

especies en categorias de riesgo. La baja divergencia entre especies cercanamente
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relacionadas puede ser resultado de tasas de evolucion molecular bajas en las regiones
centrales de los cddigos de barras genéticos, hibridacion o sorteo de linajes incompleto.
En grupos con rasgos de historia de vida comparables a coniferas, se esperan €xitos de
identificacion similares en regiones con condiciones de tamafio y diversidad taxonémica
equiparables con las del estado de Hidalgo. La reduccion del area geografica no
necesariamente resulta en mayor €xito de identificacion, especialmente para centros de

diversificacion o regiones con alta diversidad de especies.

Key words: BRONX, identificacion de especimenes basada en caracteres, codigo de
barras genético, [UCN, clado menos inclusivo, complejidad lingiiistica, matK, rbcL,

calidad de la secuencia, identificacion de especimenes basada en arboles.

Abstract

DNA barcoding constitutes a fundamental tool for species identification, especially for
highly diverse regions with few floristic studies. Here, we characterize and evaluate the
plant core barcoding regions, matK and rbcL, to identify the 25 conifer species from the
state of Hidalgo, Mexico, including 10 species under various threat categories.
Sequence quality, linguistic complexity and the presence of the barcode gap was
estimated. Two methods were compared for successful species identification: BRONX
and the least inclusive clade. We generated 89 sequences for matK and 93 for rbcL.
matK exhibited the highest haplotype diversity and nucleotide diversity (IT), including
six indels. The combination of both barcode regions resulted in 21 unique haplotypes.
Higher sequence quality and linguistic complexity was observed in rbcL. Every
diagnosable species had the barcode gap. All specimens were assigned unambiguously

to family and genus, regardless of the marker or method employed. The analysis of
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matK through BRONx produced the highest species identification success (44%).
Despite the low specimen identification, it will be possible to establish local
management, conservation and monitoring projects for at least half of the threatened
species, in the absence of taxonomically diagnostic morphological characters. The low
divergence between closely related species can result from the slow rate of molecular
evolution of the core barcoding markers or from hybridization or incomplete lineage
sorting. Similar identification success is expected for groups with comparable life
history traits as conifers in regions with similar size and taxonomic diversity as the state
of Hidalgo. A reduction of the geographic area will not necessarily translate into higher
identification success, especially for high-diversity regions and centers of

diversification.

Key words: BRONX, character-based specimen identification, DNA barcoding, [UCN,
least inclusive clade, linguistic complexity, matK, rbcL, sequence quality, tree-based

specimen identification.
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2.1 Introduccion

Las coniferas se identifican primeramente mediante claves taxondmicas basadas en
morfologia (estructuras externas) y anatomia (estructuras internas); ademas de diversas
caracteristicas tales como habito de crecimiento, forma de la copa, tallo, caracteristicas
de la corteza y la madera, patrones de ramificacion, ramillas y brotes, posicion de hojas,
apariencia, asi como 6rganos reproductivos (conos de polen y semillas) y rasgos del
polen, ocasionalmente se utiliza informacion sobre su distribucion geografica, los rasgos
de su historia de vida y caracteristicas ecologicas, el uso de dichas claves requiere cierto
grado de experiencia para la interpretacion de caracteres morfologicos en individuos
maduros (Roxanne Steele y Chris Pires, 2011). Los conos ovulados son particularmente
importantes para la identificacion de especies en géneros tales como Pinus
(Eckenwalder, 2009; D. Gernandt, Willyard, Syring, y Liston, 2011; David S. Gernandt
y Pérez-De La Rosa, 2014). Las especies al interior de los géneros idealmente se
identifican mediante caracteres vegetativos (hojas, tallos y raices), debido a que los
caracteres de las estructuras reproductivas generalmente son temporales o se producen
en bajas cantidades cada afio después de la madurez sexual (Eckenwalder, 2009).

La identificacion de especies es fundamental para la implementacion de
proyectos de conservacion, monitoreo y manejo de recursos forestales. Los inventarios
de biodiversidad son el primer paso necesario para establecer politicas de conservacion
de especies amenazadas, medir el impacto ambiental de proyectos de desarrollo
econdmico, asi como para la exploracion de nuevos productos naturales (Cardinale et
al., 2012). La identificacion de especimenes es dificil en ausencia de caracteres
morfoldgicos diagnosticos particularmente de estructuras reproductivas (e.g., semillas o
plantulas). En muchos casos es casi imposible identificar material tal como fragmentos

de 6rganos vegetales, cuando los especimenes han sido parcial o totalmente procesados
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[e.g., en heces, mezclas de plantas en suplementos herbales o té& (Hollingsworth, 2007;
Steele y Pires, 2011)]. En situaciones como las anteriores los codigos de barras
genéticos constituyen una herramienta de diagnodstico alternativa, para lograr la
identificacion taxonomica de las muestras (Hebert et al., 2003; Maia et al., 2012). Los
codigos de barras genéticos aspiran a asignar especimenes a nivel de especie mediante
una o pocas regiones genOmicas cortas y estandarizadas (Hebert et al., 2003;
Hollingsworth, 2011).

La identificacion de especies de coniferas es sumamente importante debido a
su abundancia, ademas de que aproximadamente 25% de la diversidad de coniferas
enfrenta actualmente peligro de extincion (Armenise et al., 2012; FAO, 2010; Farjon y
Page, 1999).

En este estudio se establece la biblioteca de referencia para la identificacion de
las coniferas del estado de Hidalgo mediante los codigos de barras genéticos centrales
en plantas (matK y rbcL; CBOL, 2009), evaluando el éxito de identificacion de especies
mediante dos métodos -El clado menos inclusivo (Little y Stevenson, 2007) y BRONX
(Little, 2012). Los objetivos especificos de esta investigacion fueron: 1) Establecer un
listado actualizado de especies de coniferas en el estado de Hidalgo mediante el analisis
morfoldgico de especimenes en campo y en herbario, 2) Establecer una biblioteca de
referencia de las regiones centrales del codigo de barras genético (matK y rbcl) para la
identificacion taxondmica de las coniferas que se distribuyen de manera natural en el
estado, 3) Evaluar en las secuencias generadas la calidad de la secuencia, la complejidad
lingiiistica y la presencia del gap del codigo de barras genético y 4) Comparar el
desempefio de dos métodos de analisis para la identificacion de especimenes a nivel de

familia, género y especie: El clado menos inclusivo y BRONX.
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2.2 Método
Se muestrearon de uno a ocho individuos reproductivamente maduros de las 25 especies
de coniferas del estado de Hidalgo (Cuadro 2.1, 2.2; Figura 2.1). Los ejemplares fueron

depositados en el Herbario Nacional de México (MEXU).

Figura 2.1. Localidades muestreadas. Distribucion geografica de las especies de
coniferas muestreadas (circulos azules) en diversas localidades del estado de Hidalgo,

Meéxico. Para el mapeo de las georreferencias se utilizo el Sistema de Coordenadas

Geograficas WGS84.
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Cuadro 2.1. Coniferas nativas del estado de Hidalgo, México. Esta lista de especies

actualizada es resultado de trabajo de campo y reportes previos.

Familia Género Especie
Cupressaceae  Callitropsis  Callitropsis lusitanica (Mill.) D. P. Little
C. benthamii (Endl.) D. P. Little
Juniperus Juniperus deppeana Steud.
J. flaccida Schitdl.
J. angosturana R. P. Adams
J. monticola Martinez
Taxodium Taxodium huegelii C. Lawson
Pinaceae Abies Abies guatemalensis Rehder
A. hidalgensis Debreczy, 1. Racz & Guizar
A. religiosa (Kunth) Schltdl. & Cham.
Pinus Pinus ayacahuite Ehrenb. ex Schitdl.

P. cembroides Zucc.

P. devoniana Lindl.

P. greggii Engelm. ex Parl.

P. hartwegii Lindl.

P. leiophylla Schiede ex Schltdl. & Cham.
P. montezumae Lamb.

P. oocarpa Schiede

P. patula Schitdl. & Cham.

P. pinceana Gordon

P. pseudostrobus Lindl.

P. teocote Schltdl. & Cham.

Pseudotsuga Pseudotsuga menziesii var. glauca (Bleissn.) Franco

54



Podocarpaceae

Taxaceae

Podocarpus

Taxus

Podocarpus matudae Lundell

Taxus globosa Schitdl.
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Cuadro 2.2. Familias, géneros y especies de coniferas del estado de Hidalgo incluidos en este estudio. Para las coordenadas geograficas se
utilizo el Sistema de Coordenadas Geograficas WGS84. Los especimenes se depositaron en el Herbario Nacional de México (MEXU) y las

secuencias fueron depositadas en GenBank.

Numero de
GenBank
Taxon Localidad Latitud Longitud Espécimen voucher matK/ rbcL
Cupressaceae
Callitropsis lusitanica Omitlan 20.198333 N 98.635833 W DSG722 MH763605/ MH778503
C. lusitanica Omitlan 20.198333 N 98.635833 W DSG723 MH763606/ MH778504
C. lusitanica Omitlan 20.198333 N 98.635833 W DSG724 MH763607/ MH778505
C. lusitanica Xochicoatlan 20.71843 N 98.69822 W SHL147 MH547036/ MH734088
C. lusitanica Zimapan 20.86888 N 99.21278 W SHL119 MHS77801/ MH734089
C. benthamii Acaxochitlan 20.232380 N 98.209330 W SHL40 MHS77802/ MH734090
C. benthamii Agua Blanca 20.357100 N 98.306017 W SHLS82 MHS77803/ MH734091
C. benthamii Pachuca de Soto 20.181944 N 98.723056 W DSG717 MH763608/ MH778506
Juniperus deppeana Mineral del Monte 20.108333 N 98.628611 W DSG417 MH763609/ MH778507
J. deppeana Singuilucan 19.959300 N 98.61165 W SHL 148 MHS577804/ MH718315
J. deppeana Singuilucan 20.027618 N 98.581537 W SHL50 MHS77805/ MHT718316
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J. deppeana

J. flaccida

J. flaccida

J. flaccida

J. flaccida

J. angosturana
J. angosturana

J. monticola

Taxodium huegelii

T. huegelii
T. huegelii
T. huegelii

T. huegelii

Pinaceae

Pinus ayacahuite

Singuilucan
El Cardonal
Huasca de Ocampo
Huasca de Ocampo
Zimapan
Zimapan
Zimapan
Pachuca de Soto

El Cardonal

Huasca de Ocampo
Huasca de Ocampo
Ixmiquilpan

Santiago Tulantepec

Agua Blanca de [turbide

20.056300 N

20.68068 N

20.211106 N

20.211387 N

20.783883 N

20.809883 N

20.809967 N

20.179444 N

20.68383 N

20.203189 N

20.210620 N

20.4805 N

20.037995 N

20367778 N

98.516217 W

99.1358 W

98.551337 W

98.551661 W

99.304750 W

99.314633 W

99.314667 W

98. 711111 W

99.13542 W

98.576575 W

08.538186 W

99.22192 W

98.342659 W

98.342222 W

SHL19

SHL127

SHL34

SHL33

SHL113

SHL126

SHL124

DSG719

SHL129

SHL26

SHL35

SHL112

SHIL.24-1

DSG1039

MHS577806/ ---

MHS577807/ MH718317

MHS577808/ MH734043

MHS577809/ MH734044

MHS577810/ MH734045

MHS577811/ MH734092

MHS577812/ MH734093

MH782656/ MH778508

MHS587626/ ---

MHS587627/ MH734046

MHS587628/ MH734047

---/ MH734048

MHS587629/ MH734049

MH763610/ MH778509
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P. ayacahuite
P. ayacahuite
P. cembroides
P. cembroides
P. devoniana

P. devoniana

P. devoniana

P. greggii

P. greggii

P. greggii

P. greggii

P. greggii

P. greggii

P. greggii

P. greggii

P. hartwegii

Mineral del Chico
Zimapan
Cardonal
Zimapan

Huasca de Ocampo

Huasca de Ocampo
Huasca de Ocampo
Calnali
Calnali
Calnali
Molango
Molango
Tlanchinol
Tlanchinol
Zimapan

Singuilucan

20.196111 N
20.86652 N
20.683889 N
20.851530 N
20.205000 N
20.205556 N
20.210556 N
20.87853 N
20.883733 N
20.89645 N
20.74158 N
20.741667 N
20.98395 N
21.001667 N
20.835556 N

19.965278 N

98.716944 W

99.21527 W

99.145833 W

99.263050 W

98.612778 W

98.612500 W

98.597500 W

98.58818 W

98.649467 W

98.62782 W

98.70667 W

98.706667 W

98.6413 W

98.655556 W

99.258611 W

98.501111 W

DSG413

SHL121

DSG444

SHL36

DSG677

DSG521

DSG449

SHL140

SHL142

SHL141

SHL136

DSG524

SHL137

DSGS506

DSG426

DSG616

AY497257/ AY497221

MHS587630/ MH734050

MH763611/ MH778510

MH587631/ MH734051

MH763612/ MH778511

MH763613/ MH778512

MH763614/ MH778513

MHS587632/ MH734052

MHS587633/ MH734053

---/ MH734054

--- / MH734055

MH763615/ MH778514

MHS587634/ MH734056

MH778516/ MH778517

AY497282 / MH778515

MH778518/ MH782638
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P. hartwegii
P. hartwegii
P. leiophylla
P. leiophylla
P. leiophylla
P. leiophylla
P. montezumae
. montezumae
. montezumae
. oocarpa

..oocarpa

ja-Ne - - S - .

. oocarpa
P. oocarpa
P. patula
P. patula

P. patula

Singuilucan

Zimapan

Cuautepec de Hinojosa

Singuilucan
Zimapan
Unknown
Real del Monte
Singuilucan
Singuilucan
Calnali
Calnali
Xochicoatlan *
Xochicoatlan *
Acaxochitlan
Huasca de Ocampo

Huasca de Ocampo

19.97075 N

20.824444 N

19.950129 N

19.972120 N

20.810000 N

0.000000 N

20.111944 N

19.955800 N

19.977920 N

20.882222 N

20.882230 N

20.738370 N

20.738683 N

20.129444 N

20.133056 N

20.151074 N

98.471900 W

99.211667 W

98.260438 W

98.43863 W

99.229722 W

0.000000 W

98.605556 W

98.412800 W

98.449900 W

98.587500 W

98.58745 W

98.70768 W

98.707383 W

98.126944 W

98.523333 W

98.560618 W

SHL149

DSG613

SHL22

SHL153

DSG611

DSG619

DSG416

SHL155

SHL150

DSG711

SHL138

SHL146

SHL145

DSG1038

DSG408

SHL30

MHS587635/ MH734057

MH778519/ MH782639

MH587636/ MH734058

---/ MH734059

MH778520/ MH782640

MH778521/ MH782642

AY497269/ MH782641

MHS587637/ MH734060

MH791438 / MH734061

KY963969/ KY963969

MH712864/ MH734062

MH712865/ MH734063

MH712866/ MH734064

MH778522/ MH782644

MH778523/ MH782645

MH712867/ MH734065
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P. patula

P. patula

P. patula

P. pinceana

P. pinceana

P. pinceana

P. pseudostrobus
P. pseudostrobus
P. pseudostrobus
P. pseudostrobus
P. pseudostrobus
P. pseudostrobus
P. teocote

P. teocote

P. teocote

P. teocote

Molango
Zacualtipan
Zimapan
El Cardonal
Eloxochitlan
Eloxochitlan
Apulco,Metepec
Apulco,Metepec
Cuautepec de Hinojosa
Metepec
Zimapan
Zimapan
Agua Blanca de [turbide
Cuautepec de Hinojosa
Huasca de Ocampo

Metepec

20.743020 N

20.591270 N

20.866530 N

20.635200 N

20.635833 N

20.637222 N

20.295278 N

20.296389 N

19.950630 N

20.282347 N

20.866480 N

0.000000 N

20.321944 N

19.948221 N

20.178629 N

20.281770 N

98.70855 W

98.62047 W

99.22188 W

98.990800 W

98.990278 W

98.989444 W

98.343333 W

98.345556 W

98.261535 W

98.313911 W

99.229030 W

0.000000 W

98.349722 W

98.260256 W

98.561708 W

98.315650 W

SHL 144

SHL135

SHL122

SHL53

DSG440

DSG441

DSG411

DSG1040

SHL25

SHL130

SHL123

DSG631

DSG410

SHL20

SHL29

SHL131

MH712868/ MH734066

---/ MH734067

--- /MH734068

MH791439 / MH734069

MH778524/ MH782646

MH778525/ MH782647

---/ MH782648

---/ MH782649

MH?734040/ MH791436

MH712869/ MH734070

MH718318/ MH734071

MH778526/ MH782650

MH778527/ MH782651

MH718319/ MH734072

MH718320/ MH734073

---/ MH734074
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P. teocote
P. teocote
Pseudotsuga menziesii
P. menziesii
P. menziesii
P. menziesii
Abies guatemalensis
. guatemalensis
. guatemalensis
. guatemalensis

. guatemalensis

A

A

A

A

A. guatemalensis
A. hidalgensis
A. religiosa

A. religiosa

A

. religiosa

Singuilucan
Zacualtipan
Metepec *
Mineral del Chico
Mineral del Chico
Mineral del Monte
Zimapan
Zimapan
Zimapan
Zimapan
Zimapan
Zimapan
Acaxochitlan
Cuautepec de Hinojosa
Singuilucan

Singuilucan

19.972150 N

20.591100 N

20.283607 N

20.109444 N

20.171710 N

20.185000 N

0.000000 N

0.000000 N

20.869722 N

20.871617 N

20.871620 N

20.86889 N

20.227117 N

0.000000 N

19.977720 N

20.062800 N

98.438530 W
98.620330 W
98.303515 W
98.628056 W
98.730550 W
98.719167 W
0.000000 W
0.000000 W
99.213333 W
99.212700 W
99.212270 W
99.212778 W
08.222583 W
0.000000 W
98.449500 W

98.527717T W

SHL154

SHL134

SHL133

DSG418

SHL75

DSG774

DSG626

DSG628

DSG625

SHL117

SHL116

DSG624

SHL86

ERIO3

SHL151

SHL18

---/ MH734075

---/ MH734076

MH734041/ MH734077

MH778528/ ---

MH718321/ MH734078

MH778529/ MH782652

MH778530/ MH782653

MH778531/ MH782654

MH778532/ MH782655

MH718322/ MH734079

--- / MH734080

EU269026/ ---

MH718323/ MH734081

MH791440/ MH791437

---/ MH734082

MH718324/ MH734083
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Taxaceae

Taxus globosa Mineral del Chico 20.185500 N 98.716600 W DSG772 MH778534/ -—-
T. globosa Mineral del Chico 20.193611 N 98.716111 W DSG414 -/ MH778502
T. globosa Mineral del Chico 20.216722 N 98.734389 W APOO02 MH734042/ MH734084
T. globosa Singuilucan 20.095267 N 98.532650 W SHL79 MH718325/ MH734085
Podocarpaceae
Podocarpus matudae  Agua Blanca de Iturbide  20.381967 N 98.363583 W SHL106 MH718326/ MH734086
P. matudae Agua Blanca de Iturbide ~ 20.382823 N 98.363740 W DSG1219 MH778533/ ---
P. matudae Agua Blanca de Iturbide  20.383170 N 98.369280 W SHLA45 MH718327/ MH734087
* Nuevas poblaciones registradas. --- = Secuencia no recuperada.
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2.2.1 Extraccion de DNA, PCR y alineamiento de secuencias

El DNA total fue extraido a partir de aciculas con CTAB utilizando un protocolo
modificado (Doyle y Doyle, 1987). Las secuencias para matK y rbcL fueron generadas
siguiendo protocolos de PCR y secuenciacion previamente publicados (David S.
Gernandt, Hernandez-Leo6n, Salgado-Hernandez, y Pérez de La Rosa, 2009). Los
cebadores utilizados para amplificar matK fueron matK2F-R (5'-CGT ACT TTT ATG
TTT ACA GGC TAA-3'; Wang, Tsumura, Yoshimaru, Nagasaka, y Szmidt, 1999) en
combinacion con equisetum-F (5'-ATA CCC CAT TTT ATT CAT CC-3'; RBG Kew),
debido a problemas con la amplificacion para algunas muestras se utilizaron cebadores
adicionales para amplificar la region matK: GymFIA (5'-ATY GYR CTT TTA TGT
TTA CAR GC-3") en combinacion con GymRIA (5'-TCA YCC GGA RAT TTT GGT
TCG-3"; Y. Li, Gao, Poudel, Li, y Forrest, 2011); para amplificar rbcL se utilizaron los
cebadores rbcLa-F (5'-ATG TCA CCA CAA ACA GAG ACT AAA GC-3'; Levin et
al., 2003) y rbcLajf634-R (5'-GAA ACG GTC TCT CCA ACG CAT-3'; Fazekas et al.,

2008).

Las secuencias fueron ensambladas, editadas y recortadas para excluir sitios de los
cebadores mediante Sequencher ver. 4.8 (Gene Codes, Inc., Ann Arbor, Michigan) y
BioEdit ver. 7.2.3 (Hall, 1999). Las secuencias fueron verificadas para identificar
codones de terminacién y desfases del marco de lectura utilizando TranslatorX

(Abascal, Zardoya, y Telford, 2010).

2.2.2 Analisis de datos

La asignacion de los especimenes a nivel de género fue confirmada mediante la
comparacion de las secuencias con la base de secucuencias de GenBank mediante

BLAST 2.2.26 (Altschul, Gish, Miller, Myers, y Lipman, 1990). Los aciertos con un
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valor e de 1072%9

0 menores se conservaron y se analizaron. El valor E o valor esperado
es un parametro que describe el numero de aciertos que uno esperaria observar solo por
azar cuando se realiza una busqueda en una base de datos de tamafio determinado; el
valor E disminuye exponencialmente conforme aumenta el puntaje (Score, S) del
empalme. Un valor de E igual a 1 puede ser interpretado como que se espera observar
un empalme en una base de datos determinada solamente por azar. Entre més cercano
sea el valor E a cero, el empalme sera mas "significativo", sin embargo se debe tener en
cuenta que dicho valor es dependiente de la longitud de la secuencia de consulta, por lo
que secuencias mas cortas tendran mayor probabilidad de estar presentes en la base de

datos unicamente por azar, con valores bajos de E (NCBI Resource Coordinators,

2017).

Se realizaron alineamientos para las secuencias de las dos regiones en MAFFT
7 con el método de refinamiento iterativo FFT-NS-i (Katoh, Asimenos, y Toh, 2009;
Katoh, Misawa, Kuma, y Miyata, 2002), los indels se codificaron usando 'codificacion
simple de indels' como se encuentra implementado en 2matrix (Salinas y Little, 2014;
Simmons y Ochoterena, 2000), se obtuvieron arboles Optimos para las matrices
resultantes en TNT 1.5 para verificar que no existieran contaminantes adicionales

(Goloboff'y Catalano, 2016).

Las secuencias fueron depositadas en las bases de datos Barcode of Life
Datasystems (BOLD) y GenBank. La variacion de las secuencias se estimo mediante

DnaSP (Librado y Rozas, 2009).

La calidad de la secuencia fue determinada a partir de archivos CAF (Common
Assembly Format), usando el Barcode quality index (Little, 2010a). El valor de limite

(q) se establecio como 30 y la cobertura esperada (x) como dos. La cobertura es el
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numero de veces que se ha secuenciado una region (profundidad de secuenciacion;
Illimina, 2018). La longitud de la secuencia consenso (¢) se establecio como la longitud

observada (Little, 2010b).

La complejidad linguistica se calculdé mediante COMPLEX 6.1.0 (Rice,
Longden, y Bleasby, 2000) con tamafio de la ventana establecida como 100, el tamafio
del paso establecido como una base, tamafio minimo del patron igual a tres pares de
bases y tamafio maximo del patrén igual a seis bases. Se buscaron secuencias con

homopolimeros con una longitud igual o mayor a ocho pares de bases.

La correlacion entre la calidad de la secuencia y la complejidad lingiiistica y
entre la calidad de la secuencia y la frecuencia de homopolimeros fueron estimados
mediante el coeficiente de correlacion de Spearman (Spearman, 1904). La diferencia
estadistica entre la calidad de la secuencia, complejidad lingiiistica y la frecuencia del
gap del codigo de barras genético, se estimd por marcador utilizando la distribucion
binominal y una prueba de ¢ de dos colas (Welch, 1947). El método BM se utilizé para
realizar una correccion por pruebas multiples en R (Benjamini y Hochberg, 1995). Las
distancias pareadas en las regiones matK, rbcL y su combinacion se determinaron para
estimar el gap del codigo de barras genético (Meyer y Paulay, 2005). Las distancias
genéticas pareadas se calcularon mediante el uso de distances. pl (Little, 2011), el gap
del codigo de barras genético se calculdé comparando la méaxima distancia genética
pareada intraespecifica con la minima interespecifica para cada especie (Meier, Zhang,

y Ali, 2008).

La identificacion de especimenes basada en caracteres fue evaluada mediante
BRONX (Little, 2011, 2012), la base de datos de referencia se construyd a partir de

todas las secuencias para cada marcador y combinacioén de marcadores, no se incluyeron
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aquellas secuencias obtenidas de GenBank. Las secuencias fueron comparadas con la
base de referencia, las especies fueron consideradas distintas si todas las secuencias de
consulta de una especie determinada retornaban solo secuencias pertenecientes a dicha

especie.

Para la identificacion de especimenes basada en arboles las secuencias por
marcador asi como su combinacion se alinearon mediante MAFFT 7 (Katoh et al., 2009,
2002). Ginkgo biloba (GenBank niimero de acceso: JN867578.1, KP099648.1) fue
utilizado para enraizar los arboles. Los indels fueron codificados mediante 'codificacion
simple de indels' (Simmons y Ochoterena, 2000), los marcadores se concatenaron
usando 2matrix (Salinas y Little, 2014). Se utiliz6 TNT 1.5 (Goloboff y Catalano, 2016)
para realizar las busquedas de los arboles optimos mediante una busqueda heuristica,
con 1000 réplicas de adicion de secuencias al azar, conservando dos arboles por réplica,
el intercambio de ramas SPR (Subtree pruning and regrafting) fue seguido de
intercambio de ramas TBR (Tree Bisection and Reconection) y BB (Branch and

Bound).

Se utilizé TNT 1.5 (Goloboff y Catalano, 2016) para realizar la bisqueda de
arboles optimos mediante una biisqueda heuristica, usando 1000 replicas de adicion de
secuencias al azar, conservando dos arboles por réplica, el intercambio de ramas por
SPR fue seguido por TBR (BB) y 200 iteraciones de matraca (Nixon, 1999),
perturbando el 8% de los caracteres por iteracion (4% con mayor peso, 4% con menor
peso; Little et. al. 2013). La discriminacién de especies basada en arboles fue estimada
aplicando el método del clado menos inlcusivo, mediante el cual el clado que incluye la
secuencia de consulta constituye la identificacion asignada (Little y Stevenson, 2007).
La secuencia de matK para T. globosa (accesion GenBank MH778534) se fusion6 con

la secuencia de rbcL de T. globosa (accesion GenBank MH778502) con la finalidad de
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contar con mas de una secuencia para dicha especie en el analisis concatenado, ambos

individuos provienen de la misma poblacion.

2.3 Resultados
En el cuadro 1 se presenta un listado actualizado de las especies de coniferas que se
distribuyen de manera natural en el estado de Hidalgo. Durante el trabajo de campo se

registraron nuevas poblaciones para Pinus oocarpa y Pseudotsuga menziesii (Cuadro 2).

2.3.1 Caracterizacion de las secuencias

La caracterizacion de las secuencias se presenta en el cuadro 3. Las secuencias de matK
y rbcL incluyeron de 1 a 8 individuos por cada una de las 25 especies estudiadas. Se
generaron 89 secuencias para matK y 93 para rbcL. El alineamiento completo
(matK+rbcL) incluyo 79 secuencias con una longitud de 1, 321 pb. Se detectaron seis
indels en la region matK, dos de seis pb y cuatro de tres pb. En rbcL los indels
estuvieron ausentes. Se registraron 15 haplotipos para rbcL, 20 para matK y 21 para su
combinacion que corresponden a las 16 especies de la familia Pinaceae, siete a las siete
especies de la familia Cupressaceae, dos a la unica especie de la familia Taxaceae y uno

corresponde a la unica especie de Podocarpaceae.

Cuadro 2.3. Caracteristicas del alineamiento de secuencias para los codigos de barras

genéticos.

Region Longitud (pb) Sv SIP DH I Indels
matK 797-806 737 737 0.910 0.344 6
rbeL 515 94 93 0.861 0.050 0

pb Pares de bases, Sv Sitios variables, SIP Sitios Informativos bajo Parsimonia, DH

Diversidad haplotipica, I1 Diversidad nucleotidica.
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2.3.2 Calidad de la secuencia

La calidad de la secuencia para la region matK fue de 0.342-0.984 (media= 0.844, rango
intercuartil= 0.881-0.9), la calidad de la secuencia para la region rbcL fue de 0.466-1.0
(media=0.954, rango intercuartil = 0.961-0.995; Figura 2.2). La diferencia en la calidad

de la secuencia entre regiones fue estadisticamente significativa (p= 0.05; rbcL>matK).

Figura 2.2. Calidad de la secuencia (B39) contra la Complejidad lingtistica (LC) para
las secuencias completas. Los circulos representan cada una de las secuencias
individuales para matK (m; color negro) y rbcL (r; color gris claro). Los recuadros en
color negro representan los promedios por marcador. Las barras de error indican tres

desviaciones estandar.

2.3.3 Complejidad lingiiistica

La complejidad lingiiistica de la region matK fue de 0.424 a 0.648 (media = 0.463,
rango intercuartil = 0.438-0.475), y para rbcL de 0.563 a 0.643 (media = 0.585; rango
intercuartil = 0.581-0.589) (Figura 2.2). La diferencia en complejidad lingiiistica entre
regiones fue estadisticamente significativa (p = 0.05; rbcL>matK). No se detectaron
homopolimeros de ocho o mas pares de bases. No existio correlacion entre la calidad de

la secuencia y la complejidad lingiiistica para ninguna de las dos regiones (p=0.05).
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2.3.4 Gap del codigo de barras genético

La distancia interespecifica minima para rbcL fue de 0.008 (Pinus ayacahuite, P.
cembroides y P. pinceana) a 0.074 (Podocarpus matudae). Para la region matK esta fue
de 0.001 (P. greggii y P. montezumae) a 0.198 (P. matudae). El gap del codigo de
barras genético se reportd en la region matK para 11 (44%) de las 25 especies, 7 (28%)
en rbcL y 11 (44%) para su combinacion. Todas las especies diagnosticables
presentaron el gap del codigo de barras genético (Figura 2.3). La diferencia en la
frecuencia del gap del cddigo de barras genético entre regiones fue estadisticamente
significativa (p = 0.05; matK>rbcL). Para ninguna de las regiones se encontrd una
relacion entre la presencia del gap del codigo de barras genético y el nimero de

individuos muestreados por especies.
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Figura 2.3. Comparacion de la Méaxima distancia intraespecifica y la Minima distancia
interespecifica. La linea gris representa igual variacion intra e interespecifica, por
encima de la cual se localizan las secuencias correspondientes con especies que

presentan el gap del codigo de barras genético.
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2.3.5 Discriminacion de especies basada en caracteres

El analisis de las regiones matK y rbcL, en combinacion o por separado resultaron en la
asingnacion no ambigua de las secuencias de consulta a una de las cuatro familias y uno
de los ocho géneros utilizando el algoritmo BRONX. La region matK permitio la
identificacion de los especimenes de 11 (44%) de las 25 especies totales, asi como 6
(60%) de las diez especies en categoria de riesgo (Cuadro 4), rbcL resultd en la
identificacion no ambigua de siete (28%) de las 25 especies totales y cuatro (40%) de
las diez especies en categoria de riesgo. El analisis del alineamiento concatenado (matK
y rbcL), permitio la identificacion no ambigua de 11 (44%) de las 25 especies totales,

asi como seis (60%) de las diez especies en categorias de riesgo (Cuadro 4).

No se observaron diferencias significativas entre las regiones con respecto a la
identificacion de especies (p = 0.05). La media de especies mezcladas para la region
matK fue de dos con un rango de entre 1-3, mientras que para la region rbcL la media
fue de 2.53 con un rango de entre 1-4. Para la combinacion de ambas regiones la media

de especies mezcladas fue de dos con un rango de entre 1-3 (Figura 2.4, Cuadro 2.4).

Figura 2.4. Proporcion de especies que pueden ser diferenciadas contra el niimero de especies
mezcladas, para matK (m; color negro), rbeL (r; color gris claro) y combinacion de marcadores
(mr; color gris). Los recuadros en el centro indican el promedio de discriminacion de especies.

Las barras de error indican intervalos de confianza del 95%.
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Cuadro 2.4. Variacion diagnostica de las regiones de los codigos de barras genéticos centrales en plantas analizadas mediante BRONX para las

muestras con secuencias completas.

Exito de discriminacion

Especie n matK rbcL combinacion Cddigo de barras Especies mezcladas con mayor frecuencia
genético (ordenadas por frecuencia)

multilocus

Abies guatemalensis* 4 - - - 0 A. hidalgensis, A. religiosa

A. hidalgensis * 1 - - - 0 A. guatemalensis, A. religiosa

A. religiosa 2 - 0 A. guatemalensis, A. hidalgensis

Callitropsis benthamii 3 - - - 0 C. lusitanica

C. lusitanica * 5 - - - 0 C. benthamii

Juniperus deppeana 3 + - + 1 J. angosturana

J. flaccida 4 - - 0 J. monticola

J. angosturana® 2 + - + 1 J. deppeana

J. monticola * 1 - - - 0 J. flaccida

Pinus ayacahuite 4 + + + 1 -—-

P. cembroides 2 + + + 1 -

P. devoniana 3 - - - 0 P. hartwegii, P. pseudostrobus, P. montezumae

P. greggii * 6 + - + 1 P. leiophylla, P. oocarpa, P. patula, P. teocote

P. hartwegii 3 - - - 0 P. devoniana, P. pseudostrobus, P. montezumae

P. leiophylla 3 - - - 0 P. oocarpa, P. patula, P. teocote, P. greggii

P. montezumae 3 + - + 1 P. devoniana, P. hartwegii, P. pseudostrobus

P. oocarpa 4 - - - 0 P. leiophylla, P. patula, P. teocote, P. greggii

P. patula 4 - - - 0 P. leiophylla, P. oocarpa, P. teocote, P. greggii

P. pinceana * 3 + + + 1 ---

P. pseudostrobus 4 - - - 0 P. devoniana, P. hartwegii, P. montezumae

P. teocote 3 - - - 0 P. leiophylla, P. oocarpa, P. patula, P. greggii
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Podocarpus matudae * 2 + + + 1 —
Pseudotsuga menziesii 3 + + + 1 —
*

Taxodium huegelii 3 + + + 1 —
Taxus globosa * 3 + + + 1 —

* Especies en categorias de riesgo en el listado de la IUCN y/ o la NOM-059-SEMARNAT-2010. Exito de discriminacion + = identificacion

exitosa; - = identificacion no exitosa. Gap del codigo de barras genético multilocus 0 = ausente; 1 = presente.
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2.3.6 Identificacion de especies basada en arboles filogenéticos

El andlisis de parsimonia para la region matK resulté en 13 arboles igualmente
parsimoniosos, el arbol de consenso estricto exhibid 29 nodos resueltos (Figura 2.5).
Aplicando el método del clado menos inclusivo los especimenes fueron asignados de
manera no ambigua a una de las cuatro familias y uno de los ocho géneros con altos
valores de soporte jackknife (62-100%), ademas ocho (32%) de las 25 especies pueden
ser asignadas a especie asi como cinco (50%) de las 10 especies en categorias de riesgo:
Juniperus angosturana, Pinus pinceana, Podocarpus matudae, Pseudostsuga menziesii

y Taxus globosa (Figura 2.5).

El analisis de parsimonia para la region rbcL resultod en tres arboles igualmente
parsimoniosos, el arbol de consenso estricto tuvo 21 nodos resueltos (Figura 2.6).
Aplicando el método del clado menos inclusivo, los especimenes pueden ser asignados
de manera no ambigua a una de las cuatro familias y uno de los ocho géneros con
valores altos de soporte jackknife (59-100%), ademas es posible la asignacion de los
especimenes de manera no ambigua a siete (28%) de las 25 especies estudiadas y 4
(40%) de las 10 especies en categorias de riesgo: Pinus pinceana, Podocarpus matudae,

Pseudostsuga menziesii y Taxus globosa (Figura 2.6).

El anélisis del alineamiento concatenado (matK y rbcl) mediante parsimonia
generd 14 arboles igualmente parsimoniosos, el arbol de consenso estricto exhibi6 28
nodos resueltos (Figura 2.7). Mediante el método del clado menos inclusivo, cada
especimen puede ser asignado de manera no ambigua a familia y género con valores

altos de soporte jackknife
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IW Pinus montezumae Singuilucan
Pinus montezumae Singuilucan
Pinus devoniana Huasca
[Pinus hartwegii Singuilucan
571 pinus hartwegii Singuilucan
|Pinus hartwegii Zimapan
|-Pinus pseudostrobus Metepec
|Pinus pseudostrobus Zimapan
[Pinus pseudostrobus Zimapan
Pinus devoniana Huasca
Pinus devoniana Huasca
Pinus pseudostrobus Cuautepec
Pinus greggii Calnali

Pinus

Pinus greggii Calnali

|Pinus greggii Molango
Pinus greggii Tlanchinol
Pinus greggii Tianchinol
Pinus greggii Zimapan
Pinus leiophylla Cuautepec
Pinus leiophylla Zimapan
Pinus leiophylla Unknown
Pinus oocarpa Calnali
Pinus oocarpa Calnali
[Pinus oocarpa Xochicoatian
[Pinus oocarpa Xochicoatian
Pinus patula Acaxochitian
Pinus patula Huasca

Pinus patula Huasca

Pinus patula Molango

Pinus teocote Agua Blanca

Pinus teocote Cuautepec
50

IPinus teocote Huasca

Figura 2.5. Relaciones filogenéticas resultantes del analisis de la region matk.
Consenso estricto de 13 arboles mas parsimoniosos (L=475; IC= 0.845; IR=0.984). Los
valores de soporte Jackknife mayores al 50%, se muestran proximos a los nodos. Las

especies que pueden ser identificadas con el criterio del clado menos inclusivo se
muestran en negritas.
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o] Abes Zimapén

Abies guatemalensis Zimapan

Abies guatemelensis Zimapan |
ahia

Bhis ruatemalansis Zimanin

Canopsis wsiarnca rman
Caliitropsis lusitanica Xochicoatian
Caliitropsis lusitanica Zimapan

Juniperus flaccida Cardonal
Juniperus flaccida Huasca
Juniperus flaccida Huasca
Juniperus flaccida Zimapan
Juniperus monticols Pachuca |
Juniperus angosturana Zimapan

Juniperus angosturana Zimapan

Juniperus deppeana Singuilucan

Juniperus deppeana Singuilucan

Juniperus deppeana Mineral del Monte

Figura 2.6. Relaciones filogenéticas resultantes del analisis de la region »bcL. Consenso

estricto de 3 arboles mas parsimoniosos (L=133; IC= 0.797; IR=0.978). Los valores de

soporte Jackknife mayores al 50%, se muestran proximos a los nodos. Las especies que

pueden ser identificadas con el criterio del clado menos inclusivo se muestran en

negritas.
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Figura 2.7. Relaciones filogenéticas resultantes del analisis de la region (matK + rbcl).
Consenso estricto de 14 arboles mas parsimoniosos (L = 610; IC = 0.826; IR = 0.979).
Los valores de soporte Jackknife mayores al 50%, se muestran préximos a los nodos.
Las especies que pueden ser identificadas con el criterio del clado menos inclusivo se

muestran en negritas.
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(86-100%), asi como a ocho (32%) de las 25 especies y 6 (60%) de las 10
especies en categorias de riesgo: Juniperus angosturana, Pinus greggii, P. pinceana,
Podocarpus matudae, Pseudostsuga menziesii y Taxus globosa. Los ejemplares de
Pinus greggii son recuperados como un grupo mondfilético pero con valores de soporte
jackknife menores al 50%, en un analisis de Neighbor Joining los especimenes de P.
greggii se recuperan como un grupo parafilético por lo que aplicando el método del
clado menos inclusivo en el sentido estricto no se consideraria como una identificacion

exitosa (Figura 2.7).

Independientemente de la region o su combinacion, el método del clado menos
inclusivo permite la identificacion de las siguientes especies que se encuentran en
categorias de riesgo: Pinus pinceana, Podocarpus matudae, Pseudotsuga menziesii, y

Taxus globosa (Figs 2.5-2.7).

2.4 Discusion

2.4.1 Caracterizacion de las secuencias

La region matK permite la asignacion de especimenes al mismo niimero de especies que
su combinacién con la region rbcL, por lo que en términos de tiempo y dinero es mas
coveniente utilizar Unicamente la region matK para la identificacion de especies de
coniferas en el estado de Hidalgo. Por otro lado, rbcL presentd las mayores tasas de
amplificacion mediante la PCR y exhibi6 la mayor calidad de la secuencia con la tnica
excepcion de Podocarpus matudae, secuencia que presentd mayor calidad para la region

matK.

Doce especies cercanamente relacionadas del género Pinus no presentaron variacion en
las regiones de los codigos de barras genéticos analizadas—haciendo imposible su

identificacion mediante las regiones de los cddigos de barras genéticos matK y rbcL.
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Algunas regiones adicionales del genoma del plastidio tales como #rnH-psbA y ycfl,
pudieran incrementar el éxito de identificaciéon a nivel de especie (Armenise et al.,
2012; Dong et al., 2015; Hernandez-Leon, Gernandt, Pérez de la Rosa, y Jardon-
Barbolla, 2013; Knopf, Schulz, Little, Stiitzel, y Stevenson, 2012), sin embargo debido
a que otra fuente potencial de error es la presencia de haplotipos compartidos resultado
de introgresion o sorteo de linajes incompleto, (Ledig, 1998; Little y Stevenson, 2007;
Little, 2011; Syring et al., 2007), se deben incluir fuentes independientes de informacion
(Hernandez-Leon et al., 2013), tales como datos de secuencias del genoma nuclear o
mitocondrial, e.g. nrITS1, nrITS2,0 NEEDLY intron 2 (Chiou, Yen, Fang, Chen, y Lin,
2007; Hernandez-Leon et al., 2013; Knopf, Schulz, Little, Stiitzel, y Stevenson, 2012;
Ledig, 1998; D.-Z. Li et al., 2011; Maia et al., 2012), la independencia de estas regiones
es particularmente importante para grupos en los que se ha documentado la presencia de
haplotipos compartidos entre especies (e.g Pinus), en dichos casos los datos no pueden
distinguir definitivamente entre el mecanismo causal subyacente de reciente
introgresion contra polimorfismo ancestral seguido por sorteo de linajes incompleto
(Little, Knopf, y Schulz, 2013). Por otro lado existe evidencia de que el uso de multiples
loci no mejora de manera importante la habilidad de los codigos de barras genéticos
para discriminar a nivel de especie (CBOL Plant Working Group et al., 2009; Simeone,
Piredda, Papini, Vessella, y Schirone, 2013). El uso de cebadores o fuentes de caracteres
adicionales no debe ser sujeto de discusion cuando el objetivo final es la identificacion
de especies y no el encontrar un marcador universal con la variacion precisa que permita
la identificacion a nivel de especie con técnicas exclusivamente moleculares, lo cual
cada vez se hace menos viable de acuerdo con la evidencia disponible (Tanabe y Toju,

2013).
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Se registraron 21 haplotipos multilocus para las 25 especies totales, por lo que
los haplotipos no estuvieron distribuidos de manera uniforme entre las especies. Se
registrd variacion intraespecifica para matK en C. lusitanica DSG724 (Norte de
Omitlan), C. lusitanica SHL119 (Zimapan), Pinus hartwegii DSG616 (Singuilucan), P.
pseudostrobus SHL130 (Cerro Metepec), P. pinceana DSG441 (Eloxochitlan), P.
menziesii DSG418 (Pefias Cargadas). Para el caso de la region rbcl se observo
variacion intraespecifica en P. teocote SHL29 (Huasca de Ocampo) y T. globosa SHL79

(Singuilucan; Cuadro 2, Figs 2.5-2.7).

La variacion intraespecifica y la incongruencia entre la identificacion de
especimenes con caracteres morfoanatomicos y la circunscripcion de especies mediante
el codigo de barras genético requiere de mayor investigacion particularmente en grupos
de especies tales como el género Pinus caracterizados por bajos niveles de variacion
intraespecifica en las regiones matK y rcbL, debido a que esta variacion puede ser
indicio de la presencia de especies cripticas, introgresion o sorteo de linajes incompleto

(Little et al., 2013).

2.4.2 Calidad de la secuencia, complejidad lingiiistica y gap del codigo de barras
genético

Las secuencias generadas en este estudio (matK y rbcl) fueron de alta calidad de
acuerdo con los estandares de los codigos de barras genéticos, debido a que en
promedio el 90% de las posiciones nucleotidicas presentaron un valor de calidad mayor
a QV30 (Hanner, 2009). La calidad de la secuencia para rbcL fue consistentemente
mayor que la de matK, en comparacion con estudios previos en la familia
Podocarpaceae 97% de las posiciones nucleotidicas fueron de alta calidad para la region

matK (Little et al., 2013); mientras que para la familia Arecaceae 93% de las posiciones
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ntucleotidicas fueron de alta calidad en secuencias para la region rbcL (Jeanson, Labat, y

Little, 2011).

Para la complejidad lingtiistica en la familia Podocarpaceae, se han reportado
valores de media para rbcL de 0.584 (rango intercuartil = 0.577-0.590) y de 0.443
(rango intercuartil = 0.437-0.449) para la region matK (Little et al., 2013), lo cual es
consistente con los resultados obtenidos en este estudio, donde se observd menor
complejidad lingliistica para la region matK, probablemente asociada con mayores

restricciones funcionales y estructurales.

Un muestreo insuficiente tanto a nivel intraespecifico e interespecifico puede
crear un artefacto de gap del codigo de barras genético (Meyer y Paulay, 2005). La
probabilidad de que los porcentajes del gap del cddigo de barras disminuya a escala
regional es menor en comparacion con una escala global. El gap del codigo de barras
genético se registrd en 44% de las especies a partir del analisis de la region matK, 28%
para la region rbcL y 44% para la combinacion de ambas regiones. En plantas terrestre
se ha logrado el 72% de éxito de identificacion de especies en presencia del gap del
codigo de barras genético (CBOL Plant Working Group et al., 2009). En especies de la
familia Podocarpaceae se encontro el gap del codigo de barras genético en 39.1% de las
especies a partir del andlisis de la region matK y en 34% de las especies para la region
rbel (Little et al.,, 2013). En contraste con reportes anteriores la diferencia de la
presencia del gap del codigo de barras genético entre regiones fue estadisticamente
sigificativa (p = 0.05; matK>rbcL; Little et al., 2013). La presencia del gap del codigo
de barras genético no presentd correlacion con el nimero de ejemplares por especie
como ha sido previamente reportado para especies de la familia Podocarpaceae (Little et

al., 2013).
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2.4.3 Identificacion de especies basada en caracteres

Los especimenes fueron asignados de manera no ambigua a una de las cuatro familias y
uno de los ocho géneros mediante BRONX, independientemente del analisis separado o
combinado de las regiones matK y rbcL. Este es el primer reporte disponible del
desempefio de BRONX a escala local, sin embargo algunos métodos equivalentes
(usando grupos no delimitados geograficamente y no necesariamente las mismas
porciones de los codigos de barras genéticos) mediante el analisis de matK y rbclL
lograron un 46.3% de éxito de identificacion para especies de la familia Podocarpaceae
(Little et al., 2013), 71.42% en Parnassia (Parnassiaceae; Yang, Wang, Moller, Gao, y
Wu, 2012), 68.75% en Primula sect. Proliferae de China (Primulaceae;Yan, Hao, Hu, y
Ge, 2011), 59.45% para Euphorbia de Madagascar (Euphorbiaceae; Aubriot, Lowry,
Cruaud, Couloux, y Haevermans, 2013), 51.85% para Caryoteae (Arecaceae; Jeanson et
al., 2011) y 35.71% para Actaea (Ranunculaceae; Baker, Stevenson, y Little, 2012), en
esta investigacion se obtuvo el 44% de éxito de identificacion de especies. El analisis de
la region matK, mediante el algoritmo BRONX permite identificar de manera adicional
(respecto de rbcl) cuatro especies adicionales (Juniperus angosturana, J. deppeana,
Pinus greggii y P. montezumae), dos de las cuales se encuentran en categoria de riesgo

(Cuadro 4).

Es muy importante destacar que analizando las regiones matK y rbcL mediante
el algoritmo BRONX, se logran identificar especimenes correspondientes a 6 de las 10
especies (60%) en categorias de riesgo, lo cual implica que por ejemplo para Pinus
pinceana una especie que ademas de estar en peligro de extincion es endémica de
México, es posible el establecimiento de planes de manejo, conservacion y monitoreo
efectivos a nivel local, basados en la identificacion mediante los codigos de barras

genéticos.
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Las especies en categoria de riesgo que no pueden ser identificadas mediante los
codigos de barras centrales (Abies guatemalensis, Abies hidalgensis, Callitropsis
benthamii y Callitropsis lusitanica), morfologicamente también representan un desafio
y su estatus espécifico aun es controversial y requiere de clarificacion. Abies
guatemalensis 'y Abies hidalgensis no pueden ser diferenciadas de Abies religiosa
mediante los codigos de barras genéticos centrales, sin embargo dependiendo de la
informacion adicional disponible y el nivel de identificacion requerida, es posible
separar estas especies utilizando su distribucion conocida, Abies guatemalensis cuenta
con reportes de distribucion en el municipio de Zimapan, A. hidalgensis en los
municipios de Acaxochitlan y Agua Blanca, mientras que 4. religiosa esta distribuida
en Cuautepec de Hinojosa, Mineral del Chico, Mineral del Monte, Pachuca de Soto,
Singuilucan, Tepeapulco y Tulancingo de Bravo. Callitropsis lusitdnica no puede ser
diferenciada de C. benthamii una especie cercanamente relacionada mediante los
codigos de barras genéticos, pero puede ser identificada con caracteristicas
morfoldgicas tales como sus ramillas en brotes aplanados, que surgen de solo dos filas
de hojas y sus conos ovulados que generalmente exhiben tres pares de escamas

(Eckenwalder, 2009).

2.4.4 Identificacion de especies basada en arboles filogenéticos

Las relaciones filogenéticas recuperadas entre los taxa corresponden con esquemas
filogenéticos previos (Farjon, 2008; David S. Gernandt et al., 2005; Lin, Huang, Wu,
Hsu, y Chaw, 2010; Little, 2006; Mao, Hao, Liu, Adams, y Milne, 2010; Semerikova y
Semerikov, 2014). Los especimenes fueron asignados de manera no ambigua a una de
las cuatro familias y uno de los ocho géneros, independientemente de la region

analizada o su combinacion (matK, rbcL, o matK+rbcl).
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Mediante la aplicacion del método del clado menos inlcusivo es posible
identificar éxitosamente el 32% de las especies mediante el analisis de la region matK
asi como el 28% con la region rbel. Un estudio regional para las 25 especies de
coniferas de Italia logré un 54% de identificacion exitosa mediante la combinacion de
matK y rbcL, sin registrar variacion intraespecifica (Armenise et al., 2012). Dicho
estudio utiliz6 métodos de distancias genéticas, similitud y filogenia para evaluar la
identificacion de los taxa y comprobar la monofilia de las especies, obteniendo 100% de
identificacion de especimenes con la combinacion de las regiones rbcL+trnH-psbA, sin
embargo es muy importante notar que en dicho estudio el 100% esta calculado
unicamente con base en especies con multiples especimenes (e.g. Abies alba es la inica
especie de cuatro totales para el género que cumple con dicha condicion y al tomar en
cuenta la p-distancia minima interespecifica y la p-distancia maxima intraespecifica es
posible la identificacion de dicha especie, lo anterior es tomado como el 100% de éxito
de identificacion para el género Abies); por otra parte resultado de su analisis de
maxima verosimilitud este 100% esta sesgado a especies con multiples individios por
especie (debido a que es imposible aplicar el criterio del clado menos inclusivo a
especies con un solo individuo), por lo que el resto de las especies con un Unico
espécimen por especie no son tomadas en cuenta para calcular el porcentaje de éxito de
identificacion, si se toman en cuenta el resto de las especies el porcentaje de éxito

disminuye.

Dong et al., (2015) obtuvieron 16% de identificacion para especimenes de Pinus
utilizando la region matK y métodos basados en arboles (NJ, UPGMA). En otro estudio
la combinacion de matK + rbcL resultd en 8% de identificacion de especimenes para la
subseccion Trifoliae del género Pinus, uno de los grupos de mayor importancia

ecoldgica y econdmica de arboles, el porcentaje de identificacion aumenta a 46.9%
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cuando se incorporan las regiones trnH-psbA, trnD-trnY- trnE, ycfl, (Hermandez-Le6n

etal., 2013).

En una evaluacion de arboles tropicales el éxito de identificacion fue de entre
35.3% y 42.9% para matK y de entre 28.5% y 43.6% para rbcL (Huang, Ci, Conran, y

Li, 2015; Kang, Deng, Zang, y Long, 2017; Tripathi et al., 2013).

Los métodos de identificacion basados en arboles (e.g. el clado menos inclusivo)
han presentado un menor desempefio en comparacion con los métodos basados en
caracteres [e.g. BRONX (Little et al., 2013)] lo cual resulta consistente con los
resultados de este estudio; ademas de que para poder aplicar el criterio del clado menos
inclusivo se requieren de al menos dos secuencias para poder comprobar la monofilia de
la especie. En comparacion con el método del clado menos inclusivo, el método
BRONX permiti6 identificar de manera adicional a Juniperus deppeana, Pinus greggii
y P. montezumae. Con el método Neighbor joining es posible obtener procentajes de
identificacion similares a los obtenidos con el algoritmo BRONX, sin embargo la
interpretacion del arbol resultante puede ser dificil debido a que algunas especies son
recuparadas como parafiléticas (e.g. Juniperus deppeana, Pinus greggii). Los
especimenes morfologicamente asignados a P. montezumae fueron consistentemente
identificados utilizando BRONX, a pesar de reportes previos de hibridacion para esta
especie con P. hartwegii y P. pseudostrobus para otras localidades de México (Delgado

et al., 2007; Matos y Schaal, 2000).

Las tasas de diversificacion bajas reportadas para complejos de especies del
género Abies parecen ser una constante a nivel mundial y pudieran explicar por qué A.
hidalgensis, A. guatemalensis y A. religiosa no pueden ser identificadas mediante los

codigos de barras genéticos (E. Aguirre-Planter et al., 2012; Jaramillo-Correa et al.,
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2008). Estas tres junto con el resto de las especies mesoamericanas comparten un
ancestro comun y su divergencia y especiacion estan determinadas por deriva genética y
aislamiento durante los periodos calidos interglaciales, con niveles historicos de flujo
genético limitados, solo algunas poblaciones localizadas en los limites de los rangos de
su distribucion en la faja volcanica transmexicana han demostrado ser divergentes,
mientras que el resto de las poblaciones forman un Unico agrupamiento cuando se

analizan mediante marcadores del genoma del plastidio (Jaramillo-Correa et al., 2008).

Los principales centros de diversidad del género Abies se encuentran al oeste de
América del Norte y Mesoamérica con aproximadamente 14 especies (Semerikova y
Semerikov, 2014). En términos generales la clasificacion de Abies es dificil debido a sus
altos niveles de variacion morfologica y su habilidad para formar hibridos en zonas de
contacto secundario (Liu, 1971). Ademas, el estatus a nivel de especies de muchos taxa
de Abies aun es controversial (Strandby, Christensen, y Serensen, 2009). Por otro lado
el nimero de especies de coniferas observadas en los subtropicos puede ser el resultado
tanto de una especiacion acelerada debido a aislamiento historico incrementado o
simplemente un artefacto producido por una plasticidad fenotipica alta que ha
confundido a los expertos cuando describen especies basados inicamente en variacion
morfologica (e.g. De Kroon et al., 2005; Prada et al., 2008). Las regiones del genoma
del cloroplasto en Abies flinckii, A. guatemalensis, A. hickelii y A. religiosa presentan
correspondencia con la taxonomia de las especies, asi como una mayor estructura
filogeografica, posiblemente relacionada con la baja capacidad de dispersion del polen
en Abies, la mitocondria por su parte presenta una fuerte estructura geografica

(Jaramillo-Correa et al., 2008).

La observacion de que A. guatemalensis (A. hidalgensis), A. hickelii y A.

religosa compartan un bagaje citoplasmatico (cpDNA, mtDNA) y nuclear comun
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constituye evidencia de posible hibridacion y sugiere que pueden representar estados
incipientes de especiacion borrosa por episodios pasados de introgresion durante los
diferentes periodos glaciales (E. Aguirre-Planter, Furnier, y Eguiarte, 2000; E. Aguirre-
Planter et al., 2012; Jaramillo-Correa et al., 2008). En términos generales se considera
como un prerequisito para la hibridacion un territorio compartido por especies
cercanamente relacionadas, debido a que la recombinacion entre linajes distantes
sugiere la presencia de flujo genético historico asi como el origen hibrido de algunas

especies (Ma, Szmidt, y Wang, 2006; Semerikova y Semerikov, 2014).

En contraste con lo anterior el uso de regiones variables del genoma del
cloroplasto (atpF-atpl y rbcL-psal, trnQ-truR, rps18-rp120 y trnL-trnF) recuperan a
Abies guatemalensis y A. religiosa, como polifiléticas por E. Aguirre-Planter et al.,
(2012) en clados separados con altos valores de soporte bootstrap (Semerikova y

Semerikov, 2014).

Callitropsis benthamii y C. lusitanica son otras dos especies que no pueden ser
separadas mediante los cddigos de barras genéticos centrales en plantas; su estatus a
nivel de especie aun permanece en discusion entre diferentes autores (Eckenwalder,
2009; Farjon, 2010; Little, 2006), mientras que otros tales como Ekcenwalder, 2009
consideran que C. benthamii es una variedad de C. lusitanica (Cupressus lusitanica var.
benthamii (Endlicher) Carriére), estas dos especies al parecer forman parte de un
complejo que representan un problema taxondmico significativo y persistente, enraizado
en el noroeste de México, un area que requiere de mayor estudio (Earle, 2015). Los
haplotipos compartidos entre especies pueden reflejar caracteres morfoldgicos minimos
e insuficientes para justificar el estatus especifico de algunas especies, lo cual genera un
desacuerdo sobre el estatus taxonémico entre diferentes autores (Hernandez-Leon et al.,

2013).
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De acuerdo con Little (2006) con base en un andlisis de evidencia total, la
combinacion de cambios de estado de caracteres morfoldgicos homoplasicos permite
diferenciar a C. benthamii del resto de los Cupressus. De las regiones que son variables
para C. benthamii, C. lusitanica y otras especies cercanamente relacionadas es muy
importante secuenciar multiples individios por especie a lo largo de su rango de
distribucion para tener una idea de la variacion intra e interespecifica, asi como la

presencia de posibles haplotipos compartidos (Little, 2006).

Es posible que la variacion en algunas regiones permita la separacion de C.
benthamii y C. lusitanica al incorporar multiples individos por especie por ejempo la
region tRNA-Lys (trnK) (Little, 2006). La variacion que existe en la region trnl del
genoma del cloroplasto no ayuda a distinguir entre C. benthamii y C. lusitanica, solo
existe variacion intra especifica en un especimen de C. [usitanica con un indel de 5
pares de bases. Mediante tres secuencias de la region nuclear NEEDLY intron 2; dos
correspondientes a Cupressus lusitanica y una a C. benthamii se logra observar al
menos tres sustituciones de posible utilidad para diferenciar entre estas dos especies, las
secuencias tienen un aproximado de 710 pares de bases de longitud. En la region
nuclear nrITS existe variacion que puedira ser util para separar las dos especies, sin
embargo asumiendo que las identificaciones sean correctas existe una gran cantidad de

variacion intra especifica (Little, 2006).

Las especies cercanamente relacionadas de Pinus subseccion Ponderosae (Pinus
devoniana, P. hartwegii, y P. pseudsotrobus), asi como de Pinus subseccion Australes
(P. leiophylla, P. oocarpa, P. patula, y P. teocote; Gernandt et al., 2005) no pudieron

ser identificadas debido a la ausencia de variacion en matK 'y rbcL.
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Previamente ha sido reportado que P. hartwegii, P. montezumae y P.
pseudostrobus de la seccion Trifoliae subseccion Ponderosae exhiben una muy baja
divergencia de secuencias y haplotipos compartidos (Delgado et al., 2007; Hernandez-
Leon et al, 2013; Matos y Schaal, 2000) y que la reciente diversificacion via
especiacion alopatrica seguida de contacto secundario pudo haber promovido flujo
genético interespecifico en Pinus seccion Trifoliae, en este grupo existe una gran
variacion morfolégica y molecular y existen casos de haplotipos compartidos entre
diferentes clados particularmente en la subseccion Ponderosae (Hernandez-Leon et al.,
2013), posiblemente como resultado de débiles barreras intrinsecas e introgresion

(Delgado et al., 2007; Duffield, 1952).

De acuerdo con Hernandez-Ledn et al., 2013 en el género Pinus la incongruencia
entre los limites de especies y los arboles de genes pueden ser resultado de introgresion
o sorteo de linajes incompleto, pero pueden acentuarse por conceptos de especie

inadecuados o bajos niveles de variacion molecular.

Independientemente del método utilizado para el analisis separado o combinado
de las regiones matK y rbcL las especies Unicas de las familias Podocarpaceae y
Taxaceae en el area de estudio fueron totalmente diagnosticables. Descartando
conceptos de especie inadecuados en el género Pinus, la principal razéon de la no
identificacion fue la falta de variacion, en este caso la secuenciacién de marcadores
variables del genoma del cloroplasto, con primers universales para coniferas pudiera
aumentar el éxito de identificacion, sin embargo en grupos con evidencia de haplotipos
compartidos entre especies como consecuencia de hibridacion con subsecuente
introgresion o sorteo de linajes incompleto debido a reciente surgimiento, (e.g. especies
cercanamente relacionadas del género Pinus), favorecidos por rasgos de vida tales como

grandes tamafnos efectivos de poblacion, bajas tasas de mutacion y largos tiempo

88



generacionales (Ledig, 1998; Little y Stevenson, 2007; Syring et al., 2007) , lo mas
recomendable es comparar y completar datos del genoma del cloroplasto con fuentes
independientes de informacion tales como distribucion geografica, caracteres morfo-
anatomicos o secuencias provenientes del genoma nuclear o mitocondrial (Hernandez-
Leon et al., 2013). En presencia de variacion compartida entre taxa provocada por
polimorfismo ancestral y/o introgresion no es posible la identificacion de ejemplares

utilizando un solo marcador de los codigos de barras genéticos (Little, 2011).

Cupressaceae y Pinaceae son las familias representadas con la mayor cantidad de
especies en el estado de Hidalgo, en Cupressaceae se observd una mayor proporcion de
especies diagnosticables aun en especies cercanamente relacionadas (e.g. Juniperus
flaccida y J. monticola; (Mao et al., 2010)) en contraste con la familia Pinaceae en la
que las especies cercanamente relacionadas del género Pinus, presentaron una menor

proporcion de especies diagnosticables.

Los codigos de barras genéticos no seran capaces de proporcionar una
identificacion rapida y confiable en clados que han evolucionado rapidamente como
resultado de radiaciones masivas con minima divergencia de secuencias, situacion que
también es problematica para la identificacion morfoldgica de este tipo de grupos. Por
otro lado se debe contemplar que una divergencia genética no constituye una prueba
suficiente para postular la existencia de una especie y debe ser corroborada por otro tipo
de datos. Las especies cercanamente relacionadas que son dificiles de identificar por
medios tradicionales también son genéticamente similares y pueden pasar por
desapercibidas por el codigo de barras genético como Unica aproximacion (Wiemers y

Fiedler, 2007).
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La lenta evolucion de las coniferas es evidenciada por la abundancia de eventos
de hibridacion natural o doméstica, sugiriendo aislamiento reproductivo incompleto
entre especies (Prunier et al., 2016). En este estudio la falta de variacion interespecifica
fue la causa principal para la no identificacion de especimenes de especies
cercanamente relacionadas de los géneros Abies, Callitropsis, Juniperus y Pinus, al
interior de estos géneros se han reportado previamente haplotipos compartidos para

rbcL (Armenise et al., 2012; Hernandez-Leon et al., 2013).

Los especimenes que no pueden ser identificados, pueden ser asignados a uno de
los siguientes grupos de especies Grupo I: Cupressus lusitanica; C. benthamii, Grupo
II: Abies hidalgensis, A. guatemalensis o A. religiosa, Grupo Ill: P. devoniana, P.
hartwegii o P. psedostrobus, Grupo IV: Pinus leiophylla, P. oocarpa, P. patula o P.
teocote, Grupo V: J. flaccida o J. monticola. La identificacion a nivel de especies al
interior de los grupos seria posible utilizando caracteres morfologicos o geograficos
adicionales. La identificacion basada exclusivamente los codigos de barras centrales en
plantas debe aceptar una mayor proporcion de error en comparacion con la
identificacion en la que se utilizan multiples fuentes de caracteres. El asignar
especimenes a haplotipos del plastidio o a especie de manera preeliminar constituye un
avance metodoldgico y tiene un gran valor intrinseco para una amplia gama de
aplicaciones practicas de la identificacion mediante los codigos de barras genéticos,
particularmente cuando implican estadios de vida o fragmentos de individuos, tales
como la identificacion de etapas tempranas de regeneracion, el cambio y la dindmica de
la vegetacion, la interaccion planta-animal, la interaccién patdgeno-hospedero, la
diferenciacion entre germoplasma nativo e introducido, la regulacion de mercado y
certificacion de madera, productos secundarios y germoplasma, el etiquetado de

especies utiles o toxicas, la identificacion de tala ilegal, entre otros (Armenise et al.,
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2012; Bergsten et al., 2012; Chase et al., 2005; Hernandez-Leon et al., 2013; Wiemers y

Fiedler, 2007).

A mayor distancia filogenética se espera un mayor éxito de identificacion como
resultado de una mayor variacion interespecifica, menor potencial de hibridacion y por
lo tanto un menor flujo genético entre las especies. Para las especies en las que se ha
registrado hibridacion la identificacion con base en el DNA del plastidio correspondera
con la especie que ha proporcionado el polen. Los genes del cloroplasto se transmitiran
y homogeneizaran en especies cercanamente emparentadas siempre y cuando se
encuentren geograficamente cercanas para formar hibridos, en dichos casos no sera
posible la asignacion de especimenes aun utilizando el genoma del cloroplasto

completo.

La base de datos de referencia generada en este estudio tiene suficiente
profundidad de muestreo y variacion de secuencias como para producir identificaciones
razonablemente precisas a escala local. Estudios previos sugieren el uso de la
distribucion geografica de la especie como un factor adicional de eliminacién (e.g. in
BOLD Systems) que puede resultar en un mayor éxito de identificacion (Bergsten et al.,
2012; Little y Stevenson, 2007). La disminucion del area geografica en animales ha
resultado en mayor éxito de identificacion utilizando la region mitocondrial CO1 pero
esto no aplica necesariamente para todas las especies (Bergsten et al., 2012),
particularmente aquellas cercanamente relacionadas que por simpatria presenten flujo
genético interespecifico y evidencia de hibridacién con subsecuente introgresion o
sorteo de linajes incompleto. Los resultados obtenidos en esta investigacion, sugieren
que es importante considerar que en centros de diversificacion de especies (e.g. México

para las especies del género Pinus), una reducciébn en el area geografica no
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necesariamente resultard en un mayor éxito de identificacion mediante los codigos de

barras genéticos.

Mediante el uso de una biblioteca de referencia regional se pretende evitar la
variacion intraespecifica total de la especie, reducir el nimero de especies de un mismo
género, incluir especies evolutivamente distantes, genéticamente diferentes y sin
haplotipos compartidos en los loci de los codigos de barras genéticos, facilitando asi su
identificacion. A nivel planetario se espera que la identificacion de especies mediante
los codigos de barras genéticos constituya un mayor desafio, tomando en cuenta que la
divergencia interespecifica minima disminuye conforme aumenta la escala geografica
(Bergsten et al., 2012; Little y Stevenson, 2007). La aplicacion de los codigos de barras
genéticos debe limitarse a instancias en las que la base de datos de referencia contenga
suficiente profundidad de muestreo y variacion de secuencias para producir
identificaciones razonablemente exactas (Little y Stevenson, 2007). Los estimados de
variacion interespecificos y la proporcion de especies no monofiléticas debe
incrementar conforme incrementa el muestreo intraespecifico (Bergsten et al., 2012),
por lo que en algunos grupo de coniferas (e.g. Pinus seccion Trifoliae) un incremento en
el muestreo intraespecifico a lo largo del rango de distribucion geografico de las
especies, puede resultar en mas casos de haplotipos compartidos entre especies
(Hermmandez-Leo6n et al., 2013), particularmente en areas donde se ha documentado
hibridacion con subsecuente introgresion o sorteo de linajes incompleto. Es altamente
probable que los porcetajes de identificacion obtenidos se mantendran para el area de
estudio considerando que se incluyeron todas las coniferas conocidas para el estado de

Hidalgo con mutiples individuos por especie.

La aplicacion de las regiones de los codigos de barras genéticos centrales en

plantas para la identificacion de especies arboreas ha demostrado ser mas dificil que
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para floras no lefiosas (CBOL Plant Working Group et al., 2009), tal como se evidencia
en estudios en Ficus, Quercus, y Salix (H. Q. Li, Chen, Wang, y Xiong, 2012; Percy et

al., 2014; Simeone et al., 2013) ademas de los resultados obtenidos en este estudio.

2.5 Conclusiones

Esta investigacion contribuye con un listado actualizado de especies de coniferas que se
distribuyen de manera natural en el estado de Hidalgo, asi como a aumentar el nimero
de secuencias (biblioteca de referencia local), hasta el momento escazas para las
regiones de los codigos de barras centrales en coniferas, incorporando un contexto
regional de alta diversidad y centro de diversificacion del género Pinus. Mediante la
biblioteca de referencia generada en este estudio es posible establecer programas de
manejo, conservacion y monitoreo a escala local para al menos la mitad de las especies

en categorias de riesgo.

La identificacion mediante los codigos de barras genéticos a nivel regional,
incluso por parte de no especialistas y en tiempos relativamente cortos, es de suma
importancia para estudios de ecologia de comunidades, estimados y distribucion de la
biodiversidad, el establecimiento de programas efectivos de restauracion, manejo,
aprovechamiento y conservacion, control de comercio y certificacion de especies,
proyectos de conservacion de la biodiversidad en vista del cambio climatico global,
particularmente para aquellas en categorias de riesgo, sobreexplotadas y con rangos de
distribucion limitados o tamafos poblacionales reducidos (Armenise et al., 2012). La
dependencia de la escala sobre la identificacion constituye un gran incentivo para llevar
a cabo esfuerzos regionales con los codigos de barras genéticos tomando en cuenta que

cada caso presentara condiciones particulares (Bergsten et al., 2012).
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El uso de primers especificos, regiones adicionales o fuentes de caracteres no
moleculares, no debe ser un impedimento en aquellos casos en los que la identificacion
precisa es el objetivo final. De acuerdo a los niveles de identificacion requeridos para
situaciones especificas y para grupos taxondmicos particulares, se puede decidir entre
usar las regiones centrales de los codigos de barras genéticos o desarrollar codigos de
barras genéticos especificos a partir del analisis del genoma del plastidio completo lo
cual pudiera mejorar nuestra habilidad para distinguir a nivel de especie o incluso a

nivel de poblacion entre taxa de plantas cercanamente relacionados (X. Li et al., 2015).

Existe mayor probabilidad de que las especies lejanamente relacionadas exhiban
mayores tasas de éxito de identificacion mediante los codigos de barras genéticos unicos
o pareados y que las especies cercanamente relacionadas sin hibridacion o sorteo de
linajes incompleto puedan ser diagnosticables analizando la variacion en el genoma
completo del plastidio, sin embargo es importante tomar en cuenta que para aquellas
especies cercanamente relacionadas con evidencia de hibridacion o sorteo incompleto
de linajes, este no permitira su identificacion debido al efecto de los haplotipos
compartidos. La secuenciacion del genoma completo del plastidio implica mayor
tiempo y costo si se compara con la secuenciacion Sanger de las regiones de los codigos
de barras genéticos, ademas de que su analisis puede ser complejo y dificil de

estandarizar.

2.6 Recomendaciones

Es necesaria mayor investigacion sistematica para clarificar el estatus taxonémico de 4.
hidalgensis y promover esfuerzos de conservacion a corto plazo. Las bibliotecas de
referencia estdn ain muy lejos de estar completas, por lo que para aplicar la

identificacion a nivel de género o especie en investigaciones sobre biodiversidad, sera
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necesario acelerar el registro de secuencias de referencia, asi como el uso de factores
adicionales para lograr una aproximacion mas precisa a la clasificacion de los
especimenes particularmente para especies con registros previos de falta de variacion

molecular o haplotipos interespecificos compartidos (Tanabe y Toju, 2013).
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Capitulo 111

Clave de identificacion taxonomica con caracteres anatomicos foliares

para especies de Pinus L. en Hidalgo

Resumen

En el estado de Hidalgo se distribuyen naturalmente 12 especies de pinos, de las cuales,
Pinus pinceana y P. greggii se encuentran en categorias de riesgo. Dentro de este
contexto es necesario generar informacion para la identificacién taxondémica de Pinus
utilizando Unicamente caracteres anatomicos de aciculas en individuos jovenes que
carecen de estrobilos femeninos. El objetivo de este estudio fue establecer una clave
dicotomica para la identificacion de pinos del estado de Hidalgo, con base en la
anatomia foliar. Se recolectaron ejemplares en diversas localidades, se obtuvieron cortes
transversales de las aciculas, a partir de los cuales se codificd una matriz de caracteres,
la cual fue sometida a un analisis de similitud UPGMA, se elabor6 una clave de
identificacion taxonomica, con la cual se logran diferenciar 10 de las 12 especies,
incluyendo Pinus greggii una especie bajo categoria de riesgo. Pinus cembroides se
diferencia de P. pinceana, inicamente cuando la forma de la acicula en corte transversal
es semicircular. Los canales resiniferos externos se observaron inicamente en pinos del
subgénero Strobus, los septales solamente en P. oocarpa. El nimero de canales
resiniferos es utilizado para identificar de manera complementaria debido a su alta
variacion. El analisis UPGMA result6 en dos agrupaciones principales, en la primera se
recuperaron dos subgrupos correspondientes con las especies del subgénero Strobus y
del subgénero Pinus, en la segunda se recuperaron especies del subgénero Pinus. Se

concluye que la clave de identificacion elaborada es robusta para la identificacion de
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especies de pinos a escala local utilizando exclusivamente caracteres anatomicos

foliares.

Palabras clave: Aciculas, anatomia foliar, canales resiniferos, hipodermis, Pinus

greggii Engelm. ex Parl., Pinus pinceana Gordon.

Abstract

Twelve pine species occur naturally in the state of Hidalgo, of which, Pinus pinceana
and P. greggii are listed as threatened. In this context it is necessary to generate
information for Pinus species identification especially for immature individuals without
seed cones. In this study we establish an identification key based on leaf anatomy for
the identification of pine species occurring in the state of Hidalgo. Specimens were
collected from different localities, permanent slides were prepared from transverse leaf
sections from which a character matrix was codified from leaf anatomy features and
analyzed with an UPGMA. The matrix was used to construct an identification key. The
key allows for the identification of 10 out of the 12 species, including Pinus greggii a
species under risk. Pinus cembroides can only be differentiated from P. pinceana when
it exhibits a semicircular shape in transverse section. External resin canals were
observed only in Pinus subgenus Strobus and septal resin canals were only recorded for
P. oocarpa. The number of resin canals may only be used for identification as
complementary because of its high variation. UPGMA analysis generated two principal
clusters, the first group included two interior clusters corresponding with subgenus
Strobus species and subgenus Pinus species, the second principal cluster included only
species from subgenus Pinus. This study contributes with a robust identification key for

pine species at a local scale using exclusively secondary leaf anatomy characters.
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Keywords: Needles, leaf anatomy, resin canals, hypodermis, Pinus greggii Engelm. ex

Parl., Pinus pinceana Gordon.

3.1 Introduccion

Los pinos son importantes ecologicamente en los bosques tropicales cercanos a nivel del
mar, zonas desérticas y bosques de las tierras altas de México (Farjon et al., 1997).
Meéxico es considerado como el centro secundario de diversificacion del género Pinus,
con 50 (41.3%) de las 121 especies reportadas en el mundo (Gernandt y Pérez-De La
Rosa, 2014; Pérez-De La Rosa y Gernandt, 2017). En el estado de Hidalgo se
distribuyen de manera natural 12 especies: Pinus ayacahuite Ehrenb. ex Schitdl., P.
cembroides Zucc., P. devoniana Lindl., P. greggii Engelm. ex Parl., P. hartwegii Lindl.,
P. leiophylla Schiede. ex Schitdl. & Cham., P. montezumae Lamb., P. oocarpa
Schiede., P. patula Schiede. ex Schltdl. & Cham. P. pinceana Gordon., P.
pseudostrobus Lindl.y Pinus teocote Schiede. ex Schltdl. & Cham. De estas especies,
Pinus greggii, P. patula, P. pinceana y P. teocote son endémicas de México. Pinus
pinceana se encuentra en el listado de especies de la Norma Oficial Mexicana 059-
SEMARNAT-2010, en la categoria de riesgo de extincion (P) (SEMARNAT, 2010) y
Pinus greggii en la categoria de Vulnerable en la lista roja de especies de la [TUCN

(Farjon, 2013).

Los pinos presentan cuatro tipos de hojas durante sus etapas de desarrollo:
cotiledonares, primarias, catafilos y secundarias. Estas ultimas, también son conocidas
como aciculas y comienzan a aparecer hacia el final de la primera estacion de
crecimiento o en algunas especies hasta la segunda estacion de crecimiento. Son

siempre verdes y metabolicamente activas, se desarrollan en brotes enanos axilares a los
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catafilos, las aciculas estan agrupadas de 1-8 formando fasciculos (Farjon y Styles,
1997). El nimero de hojas por fasciculo varia seglin la especie debido a las condiciones
del medio en el que se desarrollan siendo tres y cinco las cifras mas comunes (Martinez,

1945).

La anatomia de las aciculas, comprende tres regiones que estan definidos por su
funcién: la dermis, el mesofilo, y el tejido vascular (Farjon y Styles, 1997). La region de
la dermis esta constituida por la cuticula, epidermis ¢ hipodermis; la region del tejido
del mesofilo se encuentra estructurado por largas células de pared delgada, que llenan el
espacio entre la hipodermis y la endodermis y en ¢l se desarrollan los canales resiniferos
que se sittian en diferentes posiciones; la region del tejido vascular esta conformada por
la endodermis (capa de células ovales que rodean al tejido vascular), y en ¢l se

encuentran los haces vasculares (xilema y floema) (Farjon y Styles, 1997).

Los caracteres anatomicos foliares son fuentes importantes de informacion para la
identificacion de especies mediante claves taxondmicas. La clave dicotdmica es un
método para identificar especies, mediante breves descripciones, seleccionado uno de
dos enunciados alternos. Las claves de identificacion son de dos tipos: regional o por

grupo morfologico (Farjon et al., 1997).

En relacion a la identificacion taxonomica de pinos es importante generar
informacion para identificar especies con base en la anatomia de aciculas,
particularmente en individuos jovenes que carecen de estrobilos femeninos. Por esta
razon el objetivo de esta investigacion fue establecer una clave dicotomica para la
identificacion de los pinos con distribucion natural en el estado de Hidalgo, con base en

la anatomia de las aciculas.

3.2 Materiales y métodos
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El estado de Hidalgo cuenta con aproximadamente 20,905 km?, lo que representa el
1.1% del territorio nacional, y se encuentra ubicado dentro de la zona de transicion
mexicana incluyendo las provincias biogeograficas de la Sierra Madre Oriental,
Altiplano Mexicano, Golfo de México y la Faja Volcanica Transmexicana (Rzedowski,
1978; CONABIO, 1997; Morrone, 2005; INEGI, 2016). Gernandt y Pérez-de la Rosa
(2014) proponen que la Sierra Madre Oriental se encuentra entre las regiones con mayor

diversidad de coniferas.

3.2.1 Trabajo de campo
La colecta de ejemplares de Pinus se realizo en diversas localidades del estado de

Hidalgo (Cuadro 1).

3.2.2 Cortes foliares y tincion

Las aciculas se fijaron en FAA (Formaldehido: Acido acético glacial: Alcohol etilico al
50%, en proporcion 5: 5: 90) por tiempo indefinido. Se obtuvieron cortes transversales
de forma manual con una navaja de un solo filo seleccionando los mejores para tincion
histologica mediante el procedimiento utilizado por Hernandez-Leoén (2011); Citrisolv 2
(15 min); EtOH 100% (5 min); EtOH 96% (5 min); EtOH 70% (5 min), EtOH 50% (5
min); ddH20 (5 min); Alcian blue (30 min); ddH20 (5 min); EtOH 50% (3 min);
Safranina (2 hr); 50% EtOH (3 min); 70% EtOH (3 min); 96% EtOH (3 min); 100%
EtOH (3 min); Citrisolv (15 min). Una vez tefidos los cortes, se montaron en

preparaciones permanentes con la resina sintética Entellan (Merk Co., Alemania).
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Cuadro 3.1. Datos detallados de recolecta de especies de Pinus del estado de Hidalgo.

. No. de . Coordenadas
Especie colecta Localidad de colecta Latitud Longitud
Pinus ayacahuite SHL089 Acaxochitlan 20°13.601'N 98°13.351'W
SHL121 Zimapan 20°51.991'N 99°12.916'W
P. cembroides SHL114 Jacala 20°47.377'N 99°17.139'W
SHLO036 Zimapan 20° 51.092'N 99° 15.784'W
P. devoniana SHL092 Huasca de Ocampo 20° 12.259'N 98°36.995'W
SHL115 Jacala 20° 48.462'N 99° 15.591'W
P. greggii SHL137 Tlanchinol 20° 59.037'N 98° 38.478'W
SHL095 San Bartolo Tutotepec 20° 23.865'N 98° 14.866'W
SHL143 Molango 20° 44.579'N 98°42.520'W
P. hartwegii SHL 149 Singuilucan 19° 58.245'N 98°28.314'W
SHLO077 Mineral del Chico 20°10.264' N 98°43.873' W
SHL152 Singuilucan 19° 58.323'N 98°26.960'W
P. leiophylla o o . o '
SHL022 Cuautepec de Hinojosa 19° 57.007'N 98° 15.6263'W
SHL150 Singuilucan 19° 58.675'N 98°26.994'W
P. montezumae SHL155 Singuilucan 19° 57.348'N 98°24.768'W
EUAC002 Zimapan 20° 50.246'N 99°15.314'W
SHL138 Calnali 20° 52.934'N 98°35.247W
P. oocarpa SHL145 Xochicoatlan 20°44.321'N 08°42.443'W
SHL146 Xochicoatlan 20° 44.302'N 98°42.461'W
SHL 144 Molango 20° 44.581'N 98°42.513'W
P. patula SHLO030 Huasca de Ocampo 20° 09.064'N 98°33.637'W
SHL100 San Bartolo Tutotepec 20° 23.974'N 98° 14.955'W
P. pinceana APO001 El Cardonal 20° 38.308'N 98°59.436'W
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P. pseudostrobus

P. teocote

AAEQ002
No.003
SHL123
SHL130
SHL154
SHL131
SHLO021

El Cardonal
El Cardonal
Zimapan
Metepec
Singuilucan
Metepec

Cuautepec de Hinojosa

20°38.431'N
20° 38.431'N
20° 51.989'N
20° 28.234'N
19° 58.329'N
20° 16.906'N
19°57.026'N

98° 59.332'W
98°59.332'W
99° 13.742'W
98° 18.835'W
98°26.312'W
98° 18.939'W
98°15.660'W

113



3.2.3 Codificacion de caracteres

Mediante una revision de la literatura y la observacion de las preparaciones permanentes
se establecieron nueve caracteres foliares y sus correspondientes estados de caracter
como se muestra en el cuadro 2 (Coulter y Rose, 1886; Shaw, 1914; Martinez, 1945;
Lanyon, 1966; Mirov, 1967; Farjon y Styles, 1997; Ortiz, 1999). Los caracteres y
estados de caracter fueron descritos con observacion de las preparaciones permanentes a
diferentes aumentos con ayuda de un microscopio optico Axioscope 40 (Carl Zeiss).
Los cortes foliares fueron fotografiados con un sistema de camara digital acoplado al
microscopio, y las imagenes fueron editadas en Adobe®Photoshop® CS6 Extended,
version 13.0.1 x32 (2017) para destacar los rasgos anatdmicos foliares relevantes. Se

construy6 una matriz de datos morfoanatomicos a partir de las observaciones.

Cuadro 3.2. Caracteres y estados de caracter utilizados para la descripcion anatomica

foliar de las especies de Pinus del estado de Hidalgo.

Caracter

Estados de caracter

1. Forma del corte transversal (FCT)

2. Posicion de estomas en las aciculas
(PAE)

3. Espesor de las paredes de las células
de la hipodermis (EPCH)

4. Intrusiones hipodermales (IH)

5. Numero de canales resiniferos
(NCR)

6. Posicion de los canales resiniferos
(PCR)

7. Paredes de las células de la
endodermis (PCE)

8. Haces vasculares (HV)

9. Esclerénquima en la region vascular

(0) Semicircular, (1) Transversalmente
triangular, (2) Ampliamente triangular.

(0) Epistomatica, (1) Amfistomatica.

(0) Uniformemente delgadas, (1)
uniformemente gruesas (2) delgadas en los
primeros estratos y engrosadas en el resto,
(3) aumentando gradualmente en grosor
hacia el interior.

(0) Ausentes, (1) Presentes.

(0) Cero, (1) Uno, (2) Dos, (3) Tres, (4)
Cuatro, (5) Cinco, (6) Seis, (7) Siete, (8)
Ocho.

(0) Externa, (1) Interna, (2) Media, (3)
Septal.

(0) Uniformemente engrosadas, (1)
Externamente engrosadas.

(0) Separados, (1) Fusionados tinicamente
en la region del xilema, (2) Conados o
fusionados.

(0) Ausente, (1) Presente.
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(ERYV)

3.2.3 Analisis de datos

Los datos anatomicos foliares de las 12 especies fueron analizados con el método de
Agrupamiento por Pares no Ponderados con Media Aritmética (UPGMA) (Sokal y
Michener, 1958); mediante una matriz de presencia/ausencia (Cuadro 3). El analisis
utiliz6 el coeficiente de similitud de Jaccard mediante la herramienta en linea

DendroUPGMA (Garcia-Vallvé., 1999).

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Trabajo de campo

Se recolectaron treinta ejemplares durante el trabajo de campo, los cuales fueron
procesados y depositados en la coleccion del Herbario del Area Académica de Ciencias
Agricolas y Forestales del Instituto de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo campus Tulancingo y en el Herbario Nacional de
México (MEXU). Los ejemplares corresponden con 1 - 3 individuos para las 12

especies de pinos en Hidalgo (Cuadro 1).
Cortes foliares y tincion

Las treinta preparaciones permanentes de cortes transversales de aciculas fueron
depositadas en la coleccion del Herbario del Area Académica de Ciencias Agricolas y
Forestales del Instituto de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autéonoma del

Estado de Hidalgo y se encuentran disponibles para consultas posteriores.
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3.3.2 Codificacion de caracteres

La matriz de datos de los caracteres y estados de caracter se presenta en el Cuadro 3. La
forma de las células de la epidermis present6 variacion intraespecifica e interespecifica

lo cual es consistente con reportes previos (Farjon et al., 1997).

Ocho de las especies estudiadas presentaron la vaina basal del fasciculo
permanente. Las especies que presentaron la vaina basal de fasciculo decidua fueron
Pinus ayacahuite, P. cembroides, P. leiophylla y P. pinceana, con la excepcion de P.
leiophylla, las otras especies pertenecen a los pinos blandos del subgénero Strobus.
Pinus leiophylla es una de las pocas especies de pinos duros del subgénero Pinus con la
vaina basal de los fasciculos decidua (Gernandt et al., 2005). El estado de caracter de la
vaina basal del fasciculo es de utilidad para la asignacion de ejemplares a grupos, pero
en combinacion con otras caracteristicas puede ser efectiva para la identificacion de

algunas especies (Farjon et al., 1997).

Las especies presentaron dos, tres y hasta cinco aciculas por fasciculo. EI nimero
de aciculas por fasciculo ha sido ampliamente utilizado para la identificacion de
especies de pinos generalmente en combinacion con otros rasgos (Farjon y Styles, 1997;
Farjon et al., 1997; Eckenwalder, 2009). Las aciculas de un fasciculo forman un
cilindro, por lo que el numero de aciculas por fasciculo determina su forma transversal,
correspondiendo a una seccion del cilindro por ejemplo en fasciculos con una acicula la
forma transversal serd circular, en fasciculos con dos aciculas semicircular (Figura
3.1B), en fasciculos de tres sera transversalmente triangular (Figura 3.1D, G, [, J, L) y
en fasciculos con cuatro o mas presentarda un forma ampliamente triangular (Figura

3.1A, C, E, F, H, K; Martinez, 1953; Farjon y Styles, 1997).
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Cuadro 3.3. Matriz de datos morfoanatomicos de aciculas para las especies de Pinus naturalmente distribuidas en el estado de Hidalgo.

Caracter
‘ No. de d(ej:z]:o FCT PAE EPCH IH  NCR PCR PCE ERV

Especie (O] (2 3) @ ® 6) @) ©)
colecta grama

Subgénero Strobus

Pinus ayacahuite SHL089 Pal 1 0 0 0 2 0 0 0
SHLI121 Pa2 1 0 0 0 6 0 0 0

P. cembroides SHL114 Pcl 0 1 1 0 2 0 0 0
SHLO036 Pc2 1 1 1 0 2 0 0 0

P. pinceana APO001 Ppil 1 1 2 0 2 0 0 0
AAE002 Ppi2 1 1 2 0 2 0 0 0
No.003 Ppi3 1 1 1 0 2 0 0 0

Subgénero Pinus

P. devoniana SHL092 Pdl 2 1 3 1 4 2,0 1 0

P. greggii SHL115 Pgl 1 1 0 0 2 2 0 0
SHL137 Pg2 1 1 0 0 2 2 0 0
SHL095 Pg3 1 1 0 0 2 2 0 0
SHL143 Pgd 1 1 0 0 2 2 0 0

P. hartwegii SHL149 Phl 2 1 2 0 5 2 1 1
SHLO077 Ph2 2 1 2 0 4 2 0 1

P. leiophylla SHL152 Pl1 2 1 0 0 2 2 1 1
SHL022 P12 2 1 0 0 3 2 1 1

P. montezumae SHL150 Pml 2 1 0 0 4 2,1 1 1
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P. oocarpa

P. patula

P. pseudostrobus

P. teocote

SHL155
EUAC002
SHL138
SHL145
SHL146
SHL144
SHL030
SHL100
SHL123
SHL130
SHL154
SHL131
SHL021

Pm2
Pm3
Pol
Po2
Po3
Ppal
Ppa2
Ppa3
Ppsl
Pps2
Ptl
Pt2
Pt3

—_ = = NN = = = NN N NN

— = = e e e e e e e e e
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2,1

2,1
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2,1
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Figura 3.1. Secciones transversales de aciculas de especies de Pinus del estado de
Hidalgo. A Pinus ayacahuite. B P. cembroides. C P. devoniana. D P. greggii. E P.
hartwegii. F P. leiophylla. G P. montezumae. H P. oocarpa. 1 P. patula. J P. pinceana.
K P. pseudostrobus. L. P. teocote. * indica la posicion de los estomas. Abreviaciones:
Cr, Canal resinifero; End, Endodermis; Epi, Epidermis; Escl, Esclerénquima; Flo,

Floema; Hip, Hipodermis; Mes, Mesofilo; Tt, Tejido de transfusion; Xil, Xilema.

Pinus cembroides fue la unica especie con dos formas de la hoja en corte
transversal. Por su forma semicircular puede diferenciarse del resto de las especies
(Figura 3.1B); sin embargo, cuando presenta forma transversalmente triangular resulta
imposible de separar de P. pinceana (Figura 3.1J). Pinus ayacahuite fue la tinica especie
en presentar la disposicion de las estomas epistomatica (Figura 3.1A), mientras que el
resto de las especies presentd una disposicion anfistomatica.

Para el caracter espesor de las paredes de las células de la hipodermis se registrd
con mayor frecuencia el estado de caracter "espesor uniformemente delgado de las
paredes de las células de la hipodermis" (e.g., P. ayacahuite, P. greggii y P. leiophylla;
Figura 3.2C), mientras que el "grosor de las paredes de las células de la hipodermis
aumentando gradualmente hacia el interior "fue observado con menor frecuencia (e.g.,
P. devoniana y P. pseudostrobus; Figura 3.2A). Pinus patula y P. pinceana exhibieron
variacion intraespecifica para este caracter (Cuadro 3). Farjon y Styles (1997) proponen
que las hojas largas, con estratos de células de paredes delgadas en la hipodermis estan
restringidas principalmente a climas templados o subtropicales mésicos (e.g., P.

ayacahuite, P. greggii, P. patula).
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Figura 3.2. Secciones transversales de aciculas de especies de Pinus del estado de
Hidalgo. A Pinus devoniana. B, E, 1 P. teocote. C-D P. greggii. F, H P. cembroides. G
P. oocarpa. Abreviaciones de los estados de caracteres morfoanatomicos: Cre, Canal
resinifero externo; Cri, Canal resinifero interno; Crm, Canal resinifero medio; Crs,
Canal resinifero septal; End, Endodermis; Epi, Epidermis; Flo, Floema; Hip,

Hipodermis; Hv, Haz vascular; Mes, Mesofilo; Tt, Tejido de transfusion; Xil, Xilema.
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La presencia de diferentes grados de intrusiones hipodermales en el mesofilo ha
sido previamente observada (Martinez, 1945). De las especies en esta investigacion
Pinus devoniana y P. pseudostrobus presentaron intrusiones hipodermales (Cuadro 3.3,
Figuras 3.1C, K y 3.2A), mientras que en el resto las especies las intrusiones se
encuentran ausentes (e.g., P. greggii; Figura 3.2C). Se ha observado que existen
concentraciones de tejido hipodermal en areas marginales mientras que en el resto de la
hoja la hipodermis persiste en dos estratos celulares (Farjon y Styles, 1997).

En algunas especies como Pinus oocarpa el nimero de canales resiniferos fue
altamente variable, presentando de 1-6, mientras que P. pinceana por ejemplo presentd
2 canales resiniferos de manera constante (Figura 3.1J). En este tltimo caso el caracter
puede ser de utilidad para la identificacion de la especie a nivel de estado (Cuadro 3)
(Perry, 1991; Farjon y Styles 1997; Cole et al., 2008). Estudios previos reportan un
rango de 1-12 canales resiniferos en las hojas de especies de pinos en América Latina, y
para el caso del estado de Hidalgo se encontré un rango de 1-6 canales resiniferos por
acicula (Farjon y Styles, 1997).

Pinus oocarpa y P. ayacahuite presentaron el mayor numero de canales
resiniferos (6), mientras que en cortes de aciculas de P. oocarpa se observéd el menor
numero de canales resiniferos que fue de uno. De acuerdo con Helmers (1943) el
numero de canales resiniferos tiene una estrecha relacion con el medio ambiente.
Eventualmente algunas aciculas pueden no presentar canales resiniferos, pero esta
condicidn no esta asociada con ninguna especie en particular (P. donnell-smithii, puede
ser la excepcion de ser reconocido a nivel especifico, ya que muchas aciculas se
encuentran sin canales de resina (Perry, 1991). Algunos autores consideran que el
numero de canales resiniferos por ser altamente variable no puede tomarse como

elemento sistematico (Martinez, 1945).
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La posicion de los canales resiniferos constituye un cardcter comunmente
utilizado para la clasificacion e identificacion de especies desde Engelmann (1880) y
Coulter y Rose (1886) debido a que la mayoria de las especies se caracteriza por
presentar una sola posicion, aunque existen combinaciones como las reportadas en este
estudio para Pinus devoniana y P. montezumae; (Figura 3.1C, G). Pero nunca se han
encontrado combinaciones de mas de dos posiciones (Farjon y Styles, 1997). La
posicion y el nimero de los canales resiniferos usados en combinacion son muy utiles
para la identificacion de muchas especies (Perry, 1991). En especies con numero
variable de canales resiniferos se consideran primarios los de mayor tamafio y posicion
fija y canales resiniferos subsidiarios a los de menor tamafio (Farjon y Styles, 1997). La
posicion de los canales al ser menos variable que su nimero puede tener mayor utilidad
para fines de identificacion (Martinez, 1945). La posicion media de los canales
resiniferos fue predominante para las especies de pinos del estado de Hidalgo (e.g.,
Pinus leiophylla, P. montezumae, P. pseudostrobus; (Martinez, 1945; Farjon y Styles,
1997) (Figura 3.1F, G, K), mientras que la posicion septal tinicamente se observo en P.
oocarpa, por lo que este estado de caracteres diagndstico para esta especie, al menos
dentro del estado de Hidalgo (Figuras 3.1H, 2G).

El engrosamiento externo de la pared de las células de la endodermis (Figura 3.2I)
ha sido utilizado como caracter diagnoéstico (Farjon y Styles, 1997). Sin embargo, en las
especies con multiples individuos como las incluidas en este estudio existe
polimorfismo intraespecifico e interespecifico, por lo que este caracter no se considera
adecuado para la identificacion taxonémica.

La presencia de uno (Figura 3.2H) o dos (Figura 3.2I) haces vasculares sustenta la

propuesta de Koehne (1893) de dividir en dos secciones al género Pinus, seccion
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Haploxilon y Diploxilon, que corresponden con los subgéneros Strobus y Pinus
(Gernandt et al., 2005), lo cual fue consistente con los resultados de esta investigacion.
El esclerénquima que en la region vascular rodea y en algunas ocasiones dividen los
haces vasculares (Farjon y Styles, 1997), fue observado en algunas especies tales como
Pinus oocarpa y P. teocote (Figura 3.1L). Sin embargo, no se considera un caracter
diagnéstico debido a su variacion.

3.3.3 Analisis de agrupamiento

El analisis de similitud de los caracteres morfoanatomicos de las aciculas resulto en dos
grupos principales (Figura 3.3). En el grupo uno se asocian las especies de Pinus
ayacahuite, P. cembroides y P. pinceana del subgénero Strobus mas cercanamente
relacionas que con otras especies y por otro lado el P. greggii, P. patula'y P. teocote del
subgénero Pinus. El segundo grupo principal estd formado por especies del subgénero
Pinus tales como P. devoniana, P. hartwegii, P. leiophylla, P. montezumae, P. oocarpa
y P. pseudostrobus; P. oocarpa se separada del resto de las especies al interior del
grupo. En las terminales se forman grupos por especie excepto para una muestra de
Pinus cembroides que se agrupa con P. pinceana. De acuerdo con Eckenwalder (2009),
la convergencia en las caracteristicas de las hojas entre especies no relacionadas esta
provocada por la fuerte asociacion entre los rasgos foliares con las condiciones
medioambientales, de tal manera que los rasgos de la hojas pueden reflejar los

mecanismos de adaptacion de las plantas a su medioambiente (Tian ef al., 2015).
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Figura 3.1. Dendrograma obtenido por analisis de agrupamiento UPGMA, con el uso
del coeficiente de similitud de Jaccard en 12 especies de Pinus distribuidas en el estado
de Hidalgo. Coeficiente de correlacion cofenético = 0.847018494508054. El nimero en

cada terminal corresponde con el nimero del ejemplar por especie.
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3.3.4 Clave de identificacion
Mediante la clave dicotdmica producto de esta investigacion es posible diferenciar 10 de
las 12 especies de pinos del estado de Hidalgo. P. cembroides y P. pinceana tinicamente

pueden separarse cuando la forma del corte transversal es semicircular en la primera

especie.

1.- Canales resiniferos EXIEIMOS. .. .. ...t i iiiiie ettt eeeie ettt st ettt se e e esesseens 2
2.- Posicion de estomas epiStOMALICA........evveeeeerverreerienierieiiereeeeereereneesaeees P. ayacahuite
2’.- Posicion amfistomatica de €StOMAS. ... ...cocvciereririeriinieeierere et 3

3.- Forma de la hoja transversalmente triangular........... P. cembroides y P. pinceana

3’.- Forma de la hoja semicircular...........cocoeceveneneneenneeneneenene P. cembroides

1’.- Canales resiniferos medios, internos 0 SePtales..........cocueveverrieieniniereeneenienieeeeeeseenee 4
4.- Canales resiniferos septales...............ccooivivriniecieneniecieseseseeieee oo PL 0OOCAEPQ
4’.- Canales resiniferos medios 0 medios € iNternoS. ... ......o.vvvierenievierieneeeeeeeeenend
5.- Intrusiones hipodermales PreSentes...........ovvviiriiieriierienieeririereeseesreeseesnes s e e e 00a0
6.- Canal resiniferos medios..............c.oeoeveennnn.. P. pseudostrobus

6’.- Canales resiniferos medios e internos..................... P. devoniana

5’.- Intrusiones hipodermales AUSENLES. . ... ....euiuteeint et ettt e e e te e e e eniee e 7
7.- Hipodermis delgada en el primer estrato y engrosada en el 1est0.........cecevevveiecereennnnnen. 8
8.- Forma de la hoja ampliamente triangular..................c......... P. hartwegii

8’.- Forma de la hoja transversalmente triangular.............................P. teocote

7’.- Hipodermis uniformemente delgada.....................cooiiiiiiniiiiececeeeeeee a9
9.- Forma de la hoja ampliamente triangular. ..............occevveiuirienieneniinieeseseee e 10

10.- Canales resiniferos Mmedios..........coveeeverierieieienieneeeeie e P. leiophylla

10’.- Canales resiniferos medios e internos............c.cccecevcveuene.......P. montezumae

9’.- Forma de la hoja transversalmente triangular................ccoovvevienceneeveneenn.ann 11

11.- Canales resiniferos medios...........cceevecverereierienieseneeieie e P. greggii

11°.- Canales resiniferos medios e internos....................... P. patula

3.4 Conclusion
Este trabajo contribuye a la generacion de datos anatomicos foliares para especies del
género Pinus. La generacion de herramientas de identificacion taxonémica a partir de

caracteres anatomicos foliares es de suma importancia para la identificacion de especies
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cuando no se cuenta con otra fuente de identificacion, como puede ser de plantas
producidas en vivero, individuos jovenes, plantaciones comerciales, reforestaciones con
fines de restauracion en etapa de brinzal y arboles sin presencia de estrobilos femeninos.
Los resultados obtenidos permitieron diferenciar a las especies y generar una clave de
identificacion robusta. Por lo que la aproximacion metodoldgica usada en este estudio
es una alternativa para la identificacion de especies de pinos distribuidos en otros

estados o regiones del pais.
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Capitulo 1V

Conclusiones generales y perspectivas

En este estudio se determino la presencia de 25 especies de coniferas en el estado de
Hidalgo, los resultados contribuyen a aumentar el niumero de secuencias para los
codigos de barras centrales (matK y rbcL), las cuales hasta el momento son escasas para
coniferas, también ayuda a predecir el desempefio de los cddigos de barras en grupos
con historias de vida similares. La region rbcL presentd la mayor calidad en las
secuencias y mayor complejidad lingliistica, mientras que matK presentd un mayor
porcentaje del gap de codigos de barras asi como mayor variacion. El método basado en
caracteres BRONX es el mejor para identificacion.

Utilizando la identificacion mediante los codigos de barras genéticos sera posible
establecer planes de manejo, conservacion y monitoreo efectivos a nivel local para al
menos la mitad de especies en categorias de riesgo. Este estudio contribuye a predecir el
desempefio de los codigos de barras centrales en plantas a nivel local en centros de
diversidad de especies. Utilizando solo una region matK se obtienen los mismos
resultados permitiendo menor inversion de tiempo y dinero para identificacion de este
grupo. La clave de identificacion es robusta para la identificacion de especies de pinos a
escala local, utilizando exclusivamente caracteres anatomicos foliares. Se describieron
anatomicamente las aciculas de las 12 especies de pinos de Hidalgo. Un analisis
cuantitativo de la anatomia foliar puede contribuir para la identificacion del 100% de las

especies.
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