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RESUMEN 

Existen diferentes enfoques para el estudio de las asociaciones simbióticas. En 

esta tesis se presenta un análisis de una Interacción planta-hongo mediante el uso de 

la inferencia filogenética. El sistema de estudio comprende al género Lophodermium 

(Rhytismataceae), que incluye en su mayorfa hongos endófitos; y sus árboles 

hospederos del género Pinus (Pinaceae). El enfoque histórico utilizado para el estudio 

de esta interacción involucra tres etapas: la reconstrucción independiente de hipótesis 

filogenéticas para ambos linajes, la comparación formal de dichas filogenias y la 

estimación de la divergencia. Se llevó a cabo la reconstrucción filogenética de 46 

especies de pinos y dos especies de Pináceas como grupo extemo (Cathaya y 

Piceae). Se evaluaron los efectos de ordenar y pesar caracteres morfológicos sobre la 

estimación filogenética. Se llevaron a cabo análisis separados y combinados de 

caracteres morfológicos y moleculares. La hipótesis generada a partir de utilizar toda la 

evidencia disponible presentó mayor resolución que las reconstrucciones 

independientes y además apoyó varios grupos monofiléticos aceptados en revisiones 

recientes del grupo. El uso de análisis separados y combinados permitió, además de 

explorar niveles de congruencia entre diferentes grupos de datos, precisar posibles 

fuentes de conflicto. La incongruencia en reconstrucciones independientes en las 

relaciones de especies de la subsección Cembrae se explica como producto de 

evolución convergente asociada a la dispersión de semillas por pájaros. Los análisis de 

reconstrucción filogenética de Lophodermium y especies relacionadas mostraron que 

varios caracteres morfológicos utilizados para la delimitación de especies no definen 

grupos monofiléticos. Todas las especies de Laphadermium en pinos formaron un 

grupo monofilético que incluye a dos especies, también con hospederos pinos, 

segregadas en otros géneros (Me/aderma desmaziereiy E/ytroderma defarmans). Con 

base en estos resultados, se evidenció el escaso valor taxonómico de caracteres 

morfológicos, como la forma de la ascospora, para establecer grupos monofiléticos en 

la familia Rhytismataceae. La posición de tres hongos patógenos de pinos en la 

filogenia obtenida, sugiere que la patogenicidad ha evolucionado más de una vez de 

manera independiente en este linaje y que el endofitismo es la condición ecológica 

ancestral del grupo. La comparación de las hipótesis filogenéticas de Lophodermium y . 

pinos mediante la reconstrucción de asociaciones, reveló la presencia de eventos de 



especiación conjunta. Sin embargo, existen altos niveles de incongruencia entre 

filogenias, debido a eventos de especiación independiente de los hongos y a 

frecuentes cambios de hospedero. El patrón descubierto posiblemente se debe al 

mecanismo de transferencia horizontal de estos hongos que facilita los cambios de 

hospedero, y a la eventual divergencia de linajes de hongos endófitos en respuesta a 

variación poblacional en la composición qufmica de algunas especies de pinos 

hospederos. 
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ABSTRACT. 

There are different approaches for the study of symbiotic associations. In this 
e 

thesis we analyzed a plant- fungus interaction using phylogenetic inference. The study 

system includes endophytic fungi from the genus Lophodermium (Rhytismataceae) and 

their pine hosts in the genus Pinus (Pinaceae). The historical approach used in the 

study of this interaction involves three steps: independent tree building for each 

associated lineage, phylogenetic comparisons and estimation of divergence. 

Phylogenetic analyses were performed for 46 pine species with Picea and Cathataya 

as outgroups. The effect of different character weighting and ordering strategies for 

morphological characters on phylogenetic reconstructions was evaluated. Indepen'dent 

and combined phylogenetic analyses were done for molecular and morphological data 

sets. The combined phylogenetic hypothesis showed higher resolution than 

independent phylogenies and many monophyletic groups accepted in recent taxonomic 

treatments of the genus were supported. This analytical approach aHowed us to explore 

levels of incongruence and to established possible sources of conflict. Incongruence 

between independent phylogenetic hypotheses for species in subsection Cembrae may 

be due to convergent evolution associated to bird dispersal of seeds. Phylogenetic 

reconstructions of Lophodermium species and related genera, showed high levels of 

homoplasy in traditional morphological characters. AH Lophodermium species with pine 

hosts formed a monophyletic group that included two species from other genera 

(Meloderma desmazierei and E/ytroderma deformans) , also with pine hosts. Based on 

this results, the poor taxonomic value of ascospore shape as a character tor delineating 

monophyletic groups in the family Rhytismataceae was evidenced. Three pathogenic 

species, showed evidence for multiple origins of pathogenicity in the pine 

Lophodermium clade, and their position suggested that endophytism is the ancestral 

ecological condition. The comparison of phylogenetic hypotheses between 

Lophodermium and pines by association reconstruction revealed paraHel speciation. 

Nevertheless, high levels of incongruence were observed, due to independent 

speciation within the fungi and host switching. Low phylogenetic congruence may be 

due to horizontal transfer mechanisms that facilitate host sWitching, and to eventual 

fungal Iineage divergence associated with population variation of secondary 

compounds in pine hosts species. 
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PRESENTACiÓN 

El presente trabajo de tesis forma parte del programa de investigación 

desarrollado para entender la evolución y la diversidad de los pinos mexicanos. Este 

esfuerzo se efectúa de manera conjunta en el laboratorio de Genética y Evolución, a 

cargo del Dr. Daniel Piñero, y en el laboratorio de Genética Molecular y Evolución, a 

cargo de la Dra. Elena Álvarez-Buylla. En particular esta tesis contribuye al Proyecto 

titulado "Filogenia molecular y especificidad de hongos endófitos en el género Pinus L." 

propuesto por Álvarez- Buylla y Espinosa-García (1995). Este proyecto surge de la 

observación de patrones congruentes entre la filogenia de especies de Picea, obtenida 

con base en análisis de fragmentos de restricción de DNA de cloroplasto (Sigurgeisson 

y Smidt, 1993) y la filogenia de hongos endófitos asociados obtenida del análisis de 

secuencias de la región ITS y la subunidad 18S del DNA ribosomal de núcleo (Smith y 

Klein, 1994). El análisis de estas secuencias, que se suponía eran de especies de 

Picea, y que en realidad corresponden a hongos ascomicetos filamentosos (Liston y 

Álvarez-Buylla, 1995), sugirió una historia de especiación paralela entre estos 

organismos y sus hospederos. 

En este trabajo se explora la dinámica histórica de la asociación de hongos 

endófitos del género Lophodermium y sus pinos hospederos, mediante el uso de 

métodos analíticos de inferencia filogenética. En el primer capítulo de esta tesis se 

describe el contexto dentro del cual se desarrolla esta investigación, así como los 

métodos utilizados y los organismos que constituyen el sistema de estudio. En el 

segundo capítulo se presenta la reconstrucción filogenética para los hospederos del 

género Pinus. El tercer capítulo presenta la inferencia filogenética de los hongos 

endófitos y el cuarto capítulo corresponde a la comparación de las hipótesis 

filogenéticas de ambos linajes. El último capítulo describe brevemente algunas 

conclusiones generales y las perspectivas del trabajo. 

Otros trabajos desarrollados como parte del proyecto general y que también 

contribuyen al conocimiento de este sistema son: "Filogenia de hongos endófitos en el 

género Pinus L. : implementación de técnicas moleculares y resultados preliminares" 

elaborado por Alejandra Vázquez Lobo (1996) y "La inferencia filogenética como una 

aproximación a la historia natural del género de hongos endófitos Lophodermium Chev. 

vi 



CAPITULO I 

INTRODUCCiÓN Y REVISiÓN BIBLIOGRÁFICA. 

1.1 Resumen 

En este capítulo se presenta una revisión de la literatura concerniente al estudio 

de las asociaciones simbióticas, particularmente para interacciones planta-hongo. Se 

fundamenta además, el enfoque utilizado para generar evidencia de asociaciones por 

descendencia entre hospederos pinos y sus hongos endófitos. También se describen 

de manera general los métodos de reconstrucción filogenética así como las estrategias 

de búsqueda utilizados en este trabajo. Por último se incluye una revisión de los 

aspectos relevantes del sistema de estudio: hongos ascomicetos en su mayoría 

endófitos, del género Lophodermium Chev. (Rhytismataceae) y sus árboles 

hospederos del género Pinus L. (Pinaceae). 

1.2 Historia de las interacciones planta - hongo. 

La simbiosis puede ser definida como la interacción de dos o más organismos 

en asociación íntima (Margulis y Schwartz 1981). Este definición comprende todo un 

espectro de asociaciones, desde aquellas en las que un miembro de la interacción es 

totalmente dependiente del otro para su existencia y además éste causa un daño 

cuantificable al otro miembro(parasitismo), hasta aquellas en las que ambos simbiontes 

no pueden existir en la ausencia del otro (mutualismo obligado) (Futuyma y Slatkin 

1983). Las plantas y los hongos presentan un amplio rango de asociaciones 

simbióticas que constituyen sistemas útiles para estudiar dinámicas de coadaptación, 

coespeciación, evolución de la especialización y coevolución, entre especies que 

pertenecen a Phyla muy lejanos y con niveles de complejidad muy contrastantes. El 

estudio de las interacciones hongo-planta es importante también para entender la 

evolución de los mecanismos de reconocimiento, resistencia y la evolución de la . 

patogenicidad. Finalmente el estudio de estas interacciones puede cobrar relevancia 



aplicada al campo de prevención y manejo de plagas de hongos, en sistemas 

forestales así como en el desarrollo de estrategias de control biológico. 

La gran mayoría de las especies de hongos dependen de las plantas vas9ulares 

para su existencia ya que obtienen carbohidratos y otros nutrientes imprescindibles 

directa o indirectamente de éstas. Este es el caso tanto de hongos en asociaciones 

antagonistas como mutualistas, así como en los hongos que intervienen en el proceso 

de descomposición y que obtienen sus nutrientes de tejidos muertos (Cannon y 

Hawksworth 1995). Estas interacciones tienen una amplia distribución geográfica así 

como temporal. Pese a la dificultad de identificar caracteres diagnósticos en fósiles, 

existe evidencia de que existen hongos ascomicetos desde el Paleozoico, en el Silúrico 

tardío (Taylor 1994). La interacción entre micorrizas simbiontes y plantas es 

considerada entre las interacciones ecológicas más importantes ya que determinan la 

biodiversidad, la variación y la productividad de un ecosistema (Van der Heijden et al. 

1998). Existe evidencia fósil de que las micorrizas vesículo - arbusculares (VAM) 

estaban bien establecidas desde el Mesozoico temprano (215 mal; (Stubblefield y 

Tayior, 1983). La reevaluación de fósiles de plantas primitivas del Devónico (410-360 

m.a.) sugiere que éstas pudieron haber estado asociadas desde entonces con hongos 

micorrízicos (Pirozynski y Dalpe 1989 en Taylor 1990). Simon et al. (1993) estimaron 

tiempos de origen y divergencia de hongos VAM mediante la alineación de secuencias 

de la subunidad pequeña de genes ribosomales. Estimaron que estos hongos 

micorrizicos se originaron hace 462 a 353 millones de años. Esto es consistente con 

evidencia del registro fósil y apoya la hipótesis de que los hongos simbióticos fueron de 

crucial importancia durante la colonización del ambiente terrestre por las plantas 

primitivas. Además, existen fósiles que evidencían interacciones saprofíticas y 

parasíticas entre hongos y plantas, que datan del Pérmico y del Carbonífero Superior 

respectivamente (Taylor 1990). Las interacciones simbióticas entre plantas y hongos 

han evolucionado y se han mantenido durante periodos de tiempo tan largos que 

permiten establecer el escenario evolutivo indispensable para que ocurra 

especialización entre los simbiontes, coadaptación, asociaciones por descendencia y 

especiación paralela, aspectos que constituyen parte del proceso coevolutivo. 
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1.3 La Coevoluclón 

') 

El concepto de coevolución ha sido interpretado de diferentes maneras desde 

que fue propuesto por Erlich y Raven (1964). Esto se debe a que ha cambiado la 

percepción y la manera de estudiar los procesos y los mecanismos involucrados en 

generar cambio evolutivo recíproco, y además a que el estudio de la coevolución 

puede llevarse a cabo desde distintos enfoques (Thompson 1989). 

En principio, es relativamente sencillo demostrar adaptación de una especie a 

un rasgo particular de otra. Sin embargo, la demostración de que existe coevolución 

pareada es más difícil, ya que se tiene que mostrar que dos o más especies 

evolucionaron una en respuesta de la otra (Futuyma y Slat1<in 1983). Existen diversos 

enfoques para estudiar el fenómeno coevolutivo . En el enfoque matemático se utilizan 

modelos que muestran que los patrones de interacción observados entre especies 

pueden ser resultado de procesos coevolutivos. Sin embargo, la consistencia en un 

modelo matemático no prueba la existencia de la coevolución. La observación directa 

de cambios genéticos en respuesta a la interacción, es un enfoque que nos 

proporciona evidencia de que la coevolución es posible, sin embargo este enfoque está 

limitado a sistemas con tiempos de generación relativamente cortos, y aunque nos 

informa que la coevolución es posible no nos indica qué tan comúnmente ocurre en la 

naturaleza ni su duración real. El registro fósil puede proporcionar evidencia de 

coevolución en escalas de tiempo mucho mayores que las de estudios experimentales. 

Aunque el registro fósil pocas veces es suficientemente completo, es una fuente de 

evidencia para estimar la importancia macroevolutiva de la coevolucion. El análisis 

meticuloso de caracteres únicos o especiales en cada una de las especies 

interactuantes, puede mostrar que estos caracteres son adaptaciones de una especie 

a otra, y proporcionar evidencia indirecta de coevolución (Futuyma y Slatkin 1983). 

Otro enfoque alternativo para el estudio de la coevolución en donde ocurre 

especiación, involucra la comparación de los patrones filogenéticos entre los grupos de 

linajes interactuantes. La congruencia entre filogenias proporciona evidencia, desde 

una perspectiva histórica, de procesos de coespeciación conjunta y por lo tanto de 

posible coevolución (Fig1 a). La cladogénesis paralela indica que los simbiontes han 
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permanecido asociados durante periodos de tiempo tan largos que la asociación de 

ambos linajes se ha mantenido incluso durante procesos de especiación hasta la 

actualidad. Sin embargo, no necesariamente demuestra que uno haya sido la causa de 

la especiación del otro y viceversa. Una incongruencia en los patrones filogenéticos 

indica eventos de especiación Independientes (Fig1 byc), especlación conjunta 

posterior a un evento de especiación independiente (Fig1d), posibles extinciones o 

pérdida de la asociación (Fig1e), o bien asociación por colonización, es decir, cambios 

de hospedero (Fig1f). Evidencia de coevolución generada mediante distintos enfoques 

y en varios grupos de linajes, puede integrar la pruet,>a última de su existencia e 

importancia en la naturaleza. 

1.4 El enfoque filogenético 

El enfoque filogenético para el estudio de la coevolución involucra dos pasos. El 

primero es establecer de manera independiente las relaciones filogenéticas de los 

simbiontes. El segundo consiste en comparar las filogenias de ambos grupos de 

simbiontes y establecer el grado de congruencia entre éstas (Barret 1986). El estudio 

del origen y la evolución de asociaciones entre plantas y hongos se ha enfrentado con 

varios problemas. Se requiere entender el origen, evolución y taxonomía de los hongos 

asociados. Un impedimento mayor para establecer clasificaciones que reflejen 

relaciones filogenéticas para la mayoría de los hongos y en particular para los 

ascomicetos filamentosos, radica en la dificultad de diferenciar convergencia de 

homología en caracteres morfológicos (Samuels y Seifert 1995) y poder establecer 

homologías primarias. Los caracteres moleculares ofrecen datos independientes de la 

morfología y por lo tanto son útiles para evaluar homología versus convergencia de la 

forma. Otro problema consiste en establecer si existe especificidad de hospedero. Los 

aislados de hongos idénticos o casi idénticos que se encuentran en diferentes géneros 

o especies de hospederos se consideran poco específicos. Sin embargo, linajes en 

diferentes especies o géneros de plantas hospederas pueden presentar aislamiento 

reproductivo o niveles de variación molecul,ar correspondientes a especies distintas. 

Los datos provenientes de DNA son también una herramienta importante para 

4 
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Figura 1.1. Posibles patrones filogenéticos entre linajes de simbiontes. Los 

eventos de coespeciación se ilustran con un círculo negro (e). (a) cladogénesis 

paralela, congruencia de filogenias, (b) especiación independiente del huésped, 

(e) especiación independiente del hospedero, (d) coespeciación de huésped y 

hospedero subsecuente a un evento de especiación independiente de! hospedero, 

(e) especiación independiente seguida de la pérdida de los huéspedes, (f) 

colonización de nuevo hospedero (Modificado de Page 1994). 
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reconocer y caracterizar especies en grupos en donde la identificación es difícil, y así 

establecer rangos reales de colonización de hospederos. 

Además del reciente auge de la sistemática molecular, otros aspectos que han 

contribuido al desarrollo de la sistemática son: el perfeccionamiento de métodos 

objetivos con criterios explícitos para la estimación de árboles filogenéticos, la 

producción de nuevos y más eficientes algoritmos para inferir los árboles filogenéticos, 

así como la implementación de éstos en computadoras mas rápidas que posibilitan el 

análisis de mayores y más complejos grupos de datos (Moritz y Hillis 1996). 

1.4.1 El método cladista y la inferencia de filogenias. 

El cladismo es un método de la sistemática propuesto por Hennig en 1950 y 

1960, que se utiliza para reconstruir árboles genealógicos de organismos y producir 

clasificaciones naturales. El cladismo o sistemática filogenética supone que todos los 

organismos, tanto vivos como extintos, ocupan una posición única en un árbol 

filogenético que se enraíza en el orígen de la vida de este planeta (Brooks y McLennan 

1991). El objetivo del cladismo es reconstruir cladogramas, estos diagramas de 

ramificación muestran las relaciones genealógicas entre especies o taxa terminales 

(Minelli 1993). Además, pueden ser la base para asociar los caracteres y las 

transformaciones de los estados de caracter a las ramas en donde se originaron. 

En términos generales, Hennig propone que la filogenia de los organismos 

puede ser reconstruida si se investigan caracteres individuales y luego la información 

de cada caracter se combina de acuerdo a un grupo de reglas establecidas. La regla 

conocida como regla de agrupamiento establece que solamente las sinapomorfías, o 

caracteres derivados compartidos proporcionan evidencia de relaciones ancestro­

descendiente, es decir de ancestría común. Pero las simplesiomorfías, caracteres 

ancestrales compartidos, así como las convergencias o paralelismos son inútiles para 

este propÓSito (Brooks y McLennan 1991). Sin embargo, no se requiere conocer a 

priori si el caracter es homólogo o si el caracter es homoplásico, ya que el principio 

auxiliar de Hennig establece que se debe suponer homología en ausencia de evidencia 

contraria. Este principio es un recurso útil para llevar a cabo la reconstrucción del 
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cladograma que ilustra la serie de transformación de estados de caracter. Para ésto, se 

recurre la regla de inclusión / exclusión, que establece que la información de dos series 

de transformación puede ser combinada en una sola hipótesis de relación si la 

información permite la completa inclusión o la completa exclusión de los grupos que se 

formaron con las series de transformación por separado. Cuando los grupos se 

sObrelapan, se generan dos o más hipótesis de relaciones de parentesco debido a que 

la información no puede ser combinada directamente en una sola hipótesis. En los 

casos en los que diferentes series de transformación proporcionen evidencia 

contradictoria de las relaciones fílogenéticas de los taxa en estudio, se recurre a un 

criterio para resolver el conflicto. El criterio utilizado es el de máxima parsimonia, que 

indica que dadas varias soluciones, la que debe preferirse sobre las otras es la más 

simple. El criterio de parsimonia maximiza la congruencia entre caracteres, ya que al 

seleccionar el árbol con el menor número de pasos se obtiene el árbol que incluye el 

mayor número de homologías y el menor número de homoplasias. 

El método cladista en términos prácticos, al igual que otros métodos de 

reconstrucción filogenética, inicia con la selección de los taxa a estudiar y la obtención 

y construcción de una matriz de datos. Para la codificación de caracteres es importante 

establecer lo que se conoce como homología primaria o transformacional que implica 

la definición de caracteres y la delimitación de los estados de cada caracter (Hawkins 

et al. 1997, Seitz et al. en prensa). Para matrices de caracteres morfológicos, Wiley 

(1981), distinguió tres criterios para la identificación de homologías: 1) criterio de 

similitud del parecido, 2) criterio de calidad de parecido o composición especial y 3) 

criterio de continuación de la similitud de formas a través de formas intermedias. En el 

caso de caracteres moleculares, por ejemplo de secuencias de nucleótidos de genes 

ortólogos, se establece la homología primaria mediante la alineación de cada posición 

de las secuencias de los diferentes laxa. La siguiente etapa del análisis cladista 

corresponde a encontrar el árbol que requiere del menor número de cambios para 

explicar los datos. Este proceso involucra tres pasos: selección del criterio de 

optimización para inferir el árbol, selección del algoritmo que se emplea en la 

búsqueda de árboles óptimos y la medida que se utiliza para evaluar el resultado. 
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El criterio de optimización es el que especifica las restricciones impuestas a los 

cambios de caracter. El criterio de optimización a utilizar se selecciona en función del 

modelo que se considere el más apropiado para los datos que se van a analizar. Los 

criterios de optimización más utilizados son: la parsimonia de Wagner para caractetes 

codificados de manera aditiva, o caracteres ordenados, en donde la transformación de 

un estado a otro también implica la transformación a través de estados intermedios. La 

parsimonia de Fitch que se usa para caracteres no aditivos, o no ordenados, en donde 

la transformación de ún estado a otro es directa. La parsimonia de 00110 para datos en 

los que la probabilidad de una reversión (o pérdida del estado) es mucho mayor que la 

adquisición del estado derivado (Quicke,1993). 

El algoritmo de búsqueda del árbol óptimo se relaciona con el problema de 

inspeccionar todas las topologías posibles (Williams 1994) Y su elección depende del 

número de taxa en estudio. Los métodos para encontrar árboles de longitud mínima se 

dividen en dos categorías: los de búsqueda exacta y los de búsqueda heurística. La 

búsqueda exhaustiva corresponde a los algoritmos exactos e implica la evaluación de 

todos los árboles"de ramificación dicotómica posibles para el grupo de datos a evaluar. 

Mientras que el algoritmo para evaluar todos los posibles árboles dicotómicos es 

relativamente simple, la dificultad de este tipo de búsqueda se incrementa conforme 

aumenta el número de taxa. Para un análisis con 7 taxa hay 945 árboles sin raíz, este 

valor se incrementa a más de 2.2 x 1020 para el caso de 20 taxa (Felsenstein 1978). 

Por esta razón este tipo de búsqueda se recomienda para grupos de datos con menos 

de 12 taxa~ Otro tipo de búsqueda exacta es el método de branch and bound, que no 

necesariamente explora todos los arboles posibles. Este método construye cada árbol 

añadiendo un taxón a las ramas ya conectadas, como lo hace el método exhaustivo, la 

diferencia consiste en que se evalúa la longitud del árbol conforme se añade cada 

nuevo taxón y la construcción del árbol se detiene cuando la longitud de este ha 

sobrepasado un límite de longitud mínima determinado con una búsqueda heurística 

inicial. Este método se aplica a grupos de datos de alrededor de 25 taxa (Kitching 

1994). Los métodos de búsqueda heurística proceden mediante el uso de técnicas de 

ensayo y error, por lo tanto no garantizan que se encuentre el árbol más parsimonioso. 

El principio básico de estos métodos es añadir los taxa hasta obtener un árbol con 
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todos y después rearreglar sus ramas en un intento de disminuir el número de pasos. 

Si con un cambio aumenta el número de pasos este nuevo arreglo se descarta. Si se 

disminuye el número de pasos este es entonces el árbol que se sigue analizando, 

cuando no se obtiene un árbol más corto la búsqueda termina. Las variantes de este 

método incluyen diferentes maneras de determinar la secuencia con la que se añaden 

los taxa, así como diferentes algoritmos para el rearreglo de las ramas. Aunque estos 

métodos no garantizan la obtención del árbol más corto, existen algunas estrategias de 

búsqueda para aumentar la posibilidad de encontrarlo. Estas consisten en: realizar 

varias réplicas de adición de taxa en secuencias aleatorias, retener más de un árbol de 

longitud mínima durante la fase de intercambio de las ramas o incluso rearreglar las 

ramas sobre árboles subóptimos. 

Existen diversas medidas para evaluar las hipótesis filogenéticas que son 

resultado de los análisis de parsimonia. Las más utilizadas para describir qué tan bien 

el cladograma obtenido explica el conjunto de datos son: el índice de consistencia 

(C.I.) definido por Kluge y Farris (1969) y el índice de retención (Farris 1989). Otros 

procedimientos para evaluar qué tan robusta es una topología son el análisis de 

bootstrap (Felsenstein 1985) y la obtención de índices de decaimiento (Bremer 1988). 

El método de bootstrap consiste en remuestrear caracteres con reemplazo del grupo 

original de datos hasta que se obtiene un nuevo grupo de caracteres que contiene el 

número original de observaciones. Con este grupo de datos se vuelve a obtener el 

árbol más corto. Este procedimiento se repite al menos 100 veces y con esto se 

obtiene un árbol de bootstrap en el que se muestra la proporción en la que se obtuvo 

cada ciado dentro de las topologías computadas. El análisis de decaimiento consiste 

en determinar qué tanto soporte tienen diferentes ramas de una topología obtenida, 

mediante la relajación sucesiva de la parsimonia. La manera de obtener estos índices 

es guardando árboles un paso más largos que el más parsimonioso de manera 

sucesiva y calcular el consenso de éstos para registrar en cuantos pasos más se 

colapsa un grupo monofilético. 
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1.5 El sistema de estudio 

Dentro de las relaciones simbióticas que han comenzado a estt¡diarse en las 

últimas décadas, se encuentran las de hongos endófltos y sus plantas hospederas 

(Carral! y Carro1l1978, Petrini y Carro1l1981, Petrini y Petrini 1985, Clay1988a). El 

término endófito se refiere a hongos que viven internamente y de manera asintomática 

en partes aéreas de plantas durante todo su ciclo de vida, o al menos parte 

significativa de éste. Los hongos endófitos se distinguen de los epífitos porque éstos 

últimos permanecen únicamente sobre la superficie del hospedero. Sin embargo, la 

definición de endófito incluye un amplio rango de hongos, desde patógenos y 

saprobios que han extendido su periodo de latencia, hasta hongos especialistas que se 

consideran mutualistas obligados (Saikkonen et al. 1998). En general lo que 

caracteriza a un hongo como endófito es que presenta un periodo de quiescencia 

después de la infección de su hospedero en el que se detiene su colonización (Stone y 

White 1999) y ésta se vuelve a iniciar con el comienzo de la senescencia de los tejidos 

del hospedero. 

Los estudios de registros de endófitos han mostrado la existencia de una gran 

diversidad de especies fúngicas que habitan dentro de los tejidos de plantas sanas (Le. 

Rodrigues y Samuels 1990, Fisher et al. 1995, Kowalski y Kehr 1995) y además que se 

encuentran prácticamente en todas las plantas en donde se han buscado (Clay 1988b, 

Chapela y Boddy 1988, Espinosa-García y Langenheim 1990). En el caso de los 

hongos endófitos de pastos se ha documentado una relación de tipo mutualista (Clay 

1988a), sin embargo el papel de los endófitos en plantas leñosas es aún 

indeterminado. En vista de lo general que es la ocurrencia de este tipo de interacción, 

surgen preguntas muy importantes en torno al origen y la evolución de las relaciones 

entre hongos endófitos y sus plantas hospederas. Algunas de las preguntas que se 

pueden explorar mediante un enfoque filogenético son las siguientes: ¿existe 

coespeciación entre endófitos y hospederos?, ¿que tan frecuentemente han ocurrido 

cambios de hospedero?, ¿ los hongos endófitos se originaron de ancestros 

patógenos? 

10 



En este trabajo seleccionamos para explorar la historia evolutiva de la 

asociación entre endófitos y sus hospederos al género Pinus (Pinaceae) y al género' 

Lophodermium (Rhytismateceae, Ascomycota). 

1.5.1 Pinus Linneaus 

Clasificación del género Pinus. 

El género Pinus L. (Pinaceae), incluye alrededor de 110 especies, es el género 

más numeroso de coníferas y el grupo de árboles más ampliamente distribuido del 

Hemisferio Norte. Los pinos crecen desde el nivel del mar hasta la línea limítrofe en las 

altas montañas, tanto en el subtrópico como en las montañas del trópico hasta el 

subártico (Florin 1963, Farjon, 1984). Además diversas especies de pinos habitan en 

ambientes con temperaturas extremas desde -65° e que experimenta Pinus sylvestris 

en Siberia hasta temperaturas de 45° a 50° C en los veranos de las zonas áridas en 

las que se distribuyen varios pinos piñoneros. Los centros de diversidad de pinos se 

encuentran en América central, México y el oeste de Norteamérica, así como en el este 

de Asia. Aparentemente Europa también fue un centro de diversidad durante el 

Terciario (Mai 1989). 

Los pinos han sido ampliamente estudiados, sin embargo, aún no hay acuerdo 

en el número exacto de especies. Por ejemplo, la clasificación del género por Gaussen 

(1960) distingue hasta 120 especies mientras que Little y Critchfield (1969) reconocen 

94 especies. Esto, se debe en parte a que el género presenta una amplia distribución 

con taxa que muestran variación geográfica, además de que existen eventos de 

especiación "reciente" en regiones aisladas. Se han propuesto muchas clasificaciones 

del género (revisión reciente en Price et al. 1998). Las clasificaciones modernas 

reconocen dos linajes principales, con base en el número de haces fibrovasculares en 

las acículas. El subgénero Strobus (pinos suaves o haploxylon) con un sólo haz 

vascular y el subgénero Pinus (pinos duros o diploxylon) con dos haces vasculares. La 

clasificación infragenérica del género propuesta por Little y Critchfield (1969) se basa 

en la clasificación temprana de Shaw (1914) y en evidencia de experimentos de 

hibridización por cruzas controladas. Estos autores dividen al genero Pinus en 3 
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subgéneros, 5 secciones, 15 subsecciones. Farjon (1984, 1996) siguiendo el sistema 

propuesto por Van Der Burgh (1973), reconoce 104 diferentes especies en 2 

subgéneros, 8 secciones y 22 subsecclones. El tratado reciente del género presentado 

por Price et al. (1998), incluye varios cambios en la delimitación de los grupos. Estos 

autores se basan en los trabajos de Van der Burgh (1973), Rushforth (1987) y Klaus 

(1989), así como en recientes estudios moleculares de reconstrucción filogenética que 

utilizaron comparaciones de sitios de restricción del DNA de cloroplasto (Krupkin et al. 

1996). En su clasificación reconocen 2 subgéneros: el subgénero Pinus con 10 

subsecciones y el subgénero Strobus con 7 subsecciones, y un total de 111 especies 

(Price et al. 1998). 

Varios estudios han documentado una gran distancia genética entre los dos 

subgéneros (Strauss y Doerksen 1990, Wang y Szmidt 1993, Krupkin et al. 1996). Sin 

embargo, estos estudios tuvieron un muestreo de especies restringido. Además no 

incluyeron grupos externos apropiados de otros géneros de la familia Pinaceae, y por 

lo tanto no pusieron a prueba de manera explícita la hipótesis de monofilia de los dos 

subgéneros (pero ver Wang et al. en prensa). En los anteriores trabajos, los autores 

excluyeron de sus análisis a cuatro especies de pinos con rangos de distribución 

geográfica muy restringidos, con caracteres morfológicos únicos (P. krempfii, P. 

maximartinezii, P. nelsonií y P. rzedowskif¡ que y han sido consideradas como 

potenciales relictos (Buchholz 1951, Styles 1993, Farjon 1996). 

Liston et al. (1999), publicaron análisis de reconstrucción filogenética del género 

Pinus, con base en secuencias de espaciadores intemos transcritos del DNA ribosomal 

de núcleo (ITSrnDNA). Estos autores exploraron las relaciones de 47 espeoies de 

pinos oon representantes de práctioamente todas las subsecciones reconocidas. 

Utilizaron dos enfoques distintos para analizar las seouencias de nucleótidos. Varios 

grupos monofiléticos consistentes con diversos tratamientos taxonómicos del género, 

fueron recuperados en ambos análisis. Sin embargo, algunas de las especies y 

subsecciones mostraron afinidades inciertas. Estas incluyen entre otras a P. krempfii, 

P. rzedowskiíy P. nelsonii. Pinus krempfiiuna especie vietnamita oon acículas 

aplanadas y una anatomía de la madera peculiar (Buchholz 1951). Este pino se ha 

considerado como perteneciente a un género monotípico (Chevalier 1944 en Buchholz 
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1951.) o como un subgénero (Little y Critchfield, 1969). Dos especies mexicanas: P. 

rzedowskiíy P. ne/sonií, se han clasificado en la subsección Cembroides, que incluye a 

los pinos piñoneros por algunos autores. No obstante, un análisis de caracteres 

morfológicos de esta subsección, sugiere que estas especies son distintas de los 

demás pinos piñoneros (Mal usa, 1992). Pinus rzedowskitiene escamas ovuladas con 

umbos dorsales protuberantes y semillas aladas (Madrigal y Caballero 1969), Styles 

(1993), lo consideró de alguna manera entre los dos subgéneros. Carvajal (1986) y 

Klaus (1989) también han comentado sobre la posición única de esta especie y en 

clasificaciones más recientes se ha asignado a la subsección monotípica 

Rzedowskianae. Otros trabajos lo asignan junto con P. maximartinezii a la sección 

Parryanae (Farjon y Styles 1997). Pinus ne/sonií es único en el subgénero Strobus ya 

que posee acículas unidas y vainas persistentes por lo que Farjon (1996) le ha 

asignado una subsección (Ne/soniae) que comparte con P. pinceana. Un estudio que 

utilizó análisis de sitios de restricción del DNA de cloroplasto mostró a P. nelsonii en 

una tricotomía no resuelta entre los dos subgéneros (Perez de la Rosa et al. 1995). Sin 

embargo este estudio estaba limitado por un reducido número de especies (13) y 

pocos caracteres potencialmente informativos (15). 

Existen pocos trabajos que hayan llevado a cabo estudios cladísticos con base 

en caracteres morfológicos. Unicamente Malusa (1992) y Farjon (1996), se han 

adentrado en analizar un grupo relativamente pequeño de pinos para establecer 

relaciones dentro de subsecciones o en grupos con determinada distribución 

geográfica. Ambos estudios usaron un número relativamente pequeño de caracteres 

morfológicos. Existen varios estudios filogenéticos basados en caracteres moleculares 

(Strauss y Doerksen 1990, Govindaraju et al. 1992, Krupkin et al. 1996, Bergmann y 

Gillet 1997, Listan et al. 1999). En este trabajo se presenta un análisis cladístico con 

base en caracteres morfológicos, y además, un análisis combinado para 46 especies 

de pinos utilizando caracteres morfológicos y moleculares. 

Historia evolutiva del género Pinus. 

El tiempo de origen del género es aún incierto. Restos de pinaceas del Triásico 

y del Jurásico identificados como del género Pinus han sido re-examinados y 

designados como Pityostrobus, un grupo ancestral a partir del cual se cree que 
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emergieron los pinos actuales (Axelrod 1986, Miller 1976). El registro fósil más antiguo 

asignado al género es Pinus be/gica (Alvin 1960). Este fósif data del Cretáclco 

temprano (ca. 130 -125 MA), y aparentemente representa al sut5género Pinus (Millar 

1976). El registro fósif es relativamente escaso en la mayorla de las rocas del 

Cretácico y del Paleogeno, por lo tanto se sabe poco de la historia temprana del 

género. 

Mirov (1967) ha propuesto que el origen del género ocurrió en el Mesozoico, 

temprano a medio. Puesto que en el Jurásico temprano y en el Jurásico medio el este 

de Norteamérica y el oeste de Africa aún formaban una masa relativamente contínua, 

(Smith et al. 1994), el Jurásico medio, hace alrededor de 160 Ma, marca el posible 

origen más temprano para el género. Si el origen fuera anterior a esta época se 

debería encontrar evidencia en Africa y/o Sudamérica de la presencia del género en el 

registro fósil. Poco después de la aparición del género, migraciones iniciales fueron 

acompañadas por radiaciones mayores que probablemente ocurrieron durante el 

Cretácico temprano. Evidencia en la distribución de las líneas paleocosteras (Smith et 

al. 1994) muestran que el límite sur de Laurasia durante todo el Cretácico y parte del 

Terciario temprano era el mar de Tethys. Durante el Cretácico temprano las tierras 

emergidas del oeste de Norteamérica y el este de Eurasia se mantuvieron 

relativamente estables y aisladas una de la otra. Por el contrario el este de 

Norteamérica y el oeste de Eurasia mostraron gran fluctuación en los límites de tierra y 

mares, generando conexiones ocasionales entre estas regiones. El clima además era 

más caliente y seco que en la actualidad con estaciones marcadas en latitudes medias. 

Este fue probablemente el tiempo para la ocurrencia de la diversificación de los dos 

subgéneros (Pinus y Strobus) ya que ambos tienen especies actuales en el norte de 

América y Eurasia además de representantes fósifes en el Cretácico temprano (Peny 

1947, Miller y Malinky 1986). Durante el Cretácico medio, el nivel del mar se elevó y se 

formaron mares internos en Norteamérica y Eurasia. Aparentemente, la dispersión de 

pinos entre el este y el oeste de cada gran masa continental estaba limitada. Este 

paisaje geográfico continuó durante todo el Cretácico tardío y su influencia en la 

evolución del género se refleja en afinidades entre pinos del este de Norteamérica y el 

oeste de Europa y el oeste de Norteamérica y el este de Asia. 
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Se cuenta con un registro fósil de 25 especies del Cretácico tardío, se atribuyen 

estos restos a los dos grandes subgéneros así como a cinco subsecciones. En 

contraste con esta diversidad del Cretácico tardío, ningún fósil de Pinus se ha descrito 

de sedimentos del Paleoceno de Norteamérica ( de hace 65-53 mal. Los fósiles de 

pinos son más numerosos en el Eoceno, sin embargo se encuentran restringidos a 

altas y bajas latitudes, y a tierras altas en latitudes medias del hemisferio norte. Esta 

distribución de fósiles del Eoceno llevó a Millar (1993,1998) a proponer que estas 

regiones representan refugios en los cuales los pinos habitaron durante los periodos 

cálidos y húmedos que rigieron en el Pafeoceno y Eoceno. Más aún, ella hipotetizó que 

volcanismo, levantamientos montañosos y fluctuaciones climáticas, llevaron a la 

migración, aislamiento y especiación de pinos durante el Eoceno. De acuerdo a su 

hipótesis, dos subsecciones se originaron en estos refugios (Oocarpae y Sabinianae) , 

otras cuatro subsecciones precedentes se dividieron a lo largo de los refugios 

(Contortae, Ponderosa e, Pinus, Strobl), y cuatro subsecciones de edad intermedia 

exhibieron especiación en refugios particulares (Australes, Canarienses, Leiophyllae, 

Cembroides). 

El Pleistoceno fue una época de grandes fluctuaciones en el clima, pero a 

diferencia del Eoceno, las temperaturas tendieron a disminuir y a dar lugar a ciclos de 

glaciaciones periódicas (Willis et al. 1998). Estos eventos tuvieron grandes efectos en 

la vegetación, incluyendo a los bosques de pinos. Las especies con distribuciones en 

altas latitudes se dispersaron hacia el sur debido a la expansión de los hielos 

continentales, mientras que especies de altas montañas se dispersaron a zonas de 

menor elevación (Axelrod 1980). Muy probablemente los cambios que experimentaron 

las poblaciones de pinos, incluyendo contracciones y expansiones de sus poblaciones, 

así como cambios drásticos en los regímenes de selección, afectaron la estructura 

genética de varias especies, posibilitando la hibridización (Millar, 1998). 

Los Pinos Mexicanos 

México es considerado uno de los centros de diversidad de pinos (Styles 1993, 

Farjon 1994). En México ocurren un total de 43 a 51 especies dependiendo del autor, 

además de varios taxa infraespecíficos. Alrededor del 50% del total de especies se 

encuentran en nuestro país. Una de las revisiones más importantes de los pinos 

15 



mexicanos fue publicada por el botánico mexicano Maximino Martínez (1948), hace ya 

más de 50 años. En su tratado, él reconoció 39 especies y varias subespecies y 

variedades. La gran diversidad de pinos en México se debe en parte a las 

características geológicas del país. Virtualmente todos los tipos de ambientes en los 

que se distribuyen los pinos alrededor del mundo ocurren en México. Además, existe 

una marcada diferenciación climática en zonas relativamente cercanas, debido a la 

variación altitudinal y latitudinal (12 0 N a 33 0 N) que ocurre a lo largo de las cadenas 

montañosas (Farjon y Styles 1997). Dos ejes montañosos recorren el país de norte a 

sur, la Sierra Madre Oriental en el este y la Sierra Madre Occidental en el oeste, 

además el Eje Neovolcánico Transversal une estas dos cadenas montañosas en su 

extremo sur, con montañas que alcanzan alturas de 3000 y 4000 m.s.n.m., a lo largo 

de los estados de Puebla, Morelos, México y Michoacán. En la parte sudoeste del país 

la Sierra madre del Sur se continúa a lo largo de la costa del Océano Pacífico. La 

Sierra Madre Oriental después de unirse al Eje Neovolcánico, se continua hacia el 

sureste y se une con la Sierra Madre del Sur alrededor del valle de Oaxaca. A partir de 

este punto el rango montañosos se extiende hasta el Istmo de Tehuantepec. Al este 

del istmo ocurre una nueva elevación que alcanza más de 2000 metros y nuevamente 

se divide en dos rangos principales la Sierra Madre de Chiapas y la Mesa de Chiapas 

(Ferrusquía, 1993). El levantamiento de estas montañas representó cambios 

monumentales que tuvieron efectos muy importantes en las poblaciones de pinos 

distribuidas en vastas regiones del país. Muchas especies se extinguieron totalmente 

mientras que otras redujeron su distribución hasta verse convertidas en especies 

relictuales. Más aún otras especies sufrieron la fragmentación de sus poblaciones lo 

que probablemente dió origen a nuevas especies. Las cadenas montañosas de México 

se han formado en diferentes épocas geológicas, la más antigua, la Sierra madre 

Occidental data de hace alrededor de 85 millones de años, mientras que las demás 

son de formación más reciente. Otro efecto de los ejes montañosos es que sin duda 

constituyeron rutas de dispersión para muchas especies de pinos. Dos centros de 

diversidad de pinos en el país están asociados con características topológicas y 

climáticas particulares. En el Eje Neovolcánico Transversal, con extensiones hacia la 

Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre del Sur, se distribuyen especies de pinos 
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endémicas y además esta región constituye el centro de distribución de tres complejos 

de especies que presentan gran variación morfológica y genética: P. devoniana, P. 

montezumae y P. pseudostrobus. El otro centro de diversidad corresponde al noreste 

mexicano en donde se encuentran de 14 a 18 taxa en la mayoría de los estados de la 

República. Esta región aparentemente corresponde a especies de pinos que se han 

adaptado a condiciones áridas, que han influido en la diversificación de especies y 

llevado a la colonización de ambientes en los que pocos grupos de plantas son 

exitosos. Las comunidades de pinos incluyen a los pinos piñoneros, algunos de los 

cuales también se distribuyen en el sudoeste de los Estados Unidos. El aislamiento 

geográfico constituye otro importante componente de la distribución de los pinos 

mexicanos. Entre las especies que representan endemismos muy restringidos se 

encuentran: P. culminicola, P. maximartinezii, P. nelsonii, P. tzedowskiiy P. pinceana 

(Eguiluz-Piedra 1985, Styles 1993). 

Diversidad Ecológica. 

Los pinos son componentes de muchas asociaciones ecológicas. Se presentan 

en grandes bosques monoespecíficos, asf como con otras especies de pinos, otras 

coníferas o bien con árboles decíduos o siempre verdes de hojas anchas (Mirov, 

1967). La variación en morfología e historias de vida es considerable. En general lo 

que separa a los pinos de otras plantas leñosas es que son más abundantes en sitios 

donde la productividad fotosintética y por lo tanto la competencia con otras plantas, 

están limitadas, ya sea por la escasez de recursos o por la perturbación del ambiente o 

ambas. El papel ecológico de los pinos ha sido acertadamente resumido por Keeley y 

Zedler (1998). Ellos describen a estos árboles como especialistas en hábitats con 

moderada a baja fertilidad, capaces de explotar ambientes poco poblados debido a 

condiciones severas que limitan el crecimiento, ya sea por aridez, frío extremo o bien 

perturbaciones recurrentes. En este último sentido estos autores han reconocido la 

importancia del fuego como un factor que ha influido en gran medida sobre la 

diversidad de historias de vida en los pinos, tanto en las etapas de persistencia de los 

adultos como durante el reclutamiento de plántulas. 

Se ha observado la reiteración de grupos ecológicos similares en distintas áreas 

geográficas. Estas asociaciones agrupan pinos con rasgos de historia de vida 
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similares. Mediante un análisis multivariado que utilizó 18 caracteres ecológicos 

McCune (1988), segrega a los pinos de norteamérica en 5 grupos ecológicos. El grupo 

uno, que él llama de especies resistentes al fuego, comparte características como son: 

una gran altura, corteza gruesa, acículas largas, conos grandes y armados con espinas 

voluminosas y semillas relativamente grandes con alas largas. Las especies de este 

grupo pueden incluso tener características que favorecen el fuego como por ejemplo la 

producción de hojarasca con resinas que propician el fuego. El grupo dos, 

caracterizado por especies mesofíticas relativamente tolerantes a la sombra, 

comparten características como son poca retención de acículas, conos sin espinas y 

tasas de crecimiento altas. El grupo tres corresponde a especies tolerantes al estrés, 

con tasas de crecimiento muy lentas, en general son arbustos o árboles pequeños que 

se encuentran en sitios secos, con acículas persistentes durante mucho tiempo, 

presentan semillas grandes con alas vestigiales. El grupo cuatro se caracteriza por 

comprender especies que responden al fuego. Sus rasgos más importantes son la 

presencia de conos serótinos, semillas pequeñas y reproducción precoz. Las 

poblaciones de estas especies tienden a sobrevivir como semillas dentro de los conos 

cerrados durante fuegos catastróficos pero infrecuentes. El último grupo se compone 

de especies que comparten características del grupo uno como son rápido crecimiento 

y acículas largas y del grupo dos como son poco tiempo de retención de las acículas y 

distribución en sitios relativamente húmedos. Sin embargo, estas especies no son 

tolerantes a la sombra. Estos grupos que ilustran la variación ecológica de los pinos en 

norteamérica, pueden asignarse también a las especies de pinos distribuidas en otras 

regiones del hemisferio norte. Las especies que presentan características intermedias 

entre los grupos antes definidos, ilustran que las analogías que los delimitan no son 

perfectas. En algunos casos la variación entre especies puede estar asociada a grupos 

relacionados filogenéticamente. Lo anterior sugiere que la evolución y la adaptación del 

género ha sido influenciada tanto por la diversidad de ambientes que colonizan los 

pinos como por restricciones filogenéticas debidas a ancestría común. 

El estudio de la evolución de las estrategias de historia de vida en los pinos, 

involucra establecer la relación entre características estructurales y funcionales de 

estos organismos y características del ambiente que habitan. Uno de los aspectos mas 
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estudiados del ambiente de los pinos incluyen intervalos de regímenes de fuego y 

productividad del medio ambiente. En particular, un gran número de especies de pinos 

duros muestran grupos de caracteres que representan adaptaciones al fuego. Un 

análisis detallado de estas características y el ambiente en el que se distribuyen las 

diferentes especies de pinos llevaron a Keeley y Zedler (1998) a postular cinco 

regímenes de fuego en términos de su recurrencia, predictibilidad y tipo de fuego. 

Estos regímenes de fuego a su vez corresponden a determinados caracteres 

adaptativos que agrupan distintas especies de pinos. 

Además de la gran diversidad biológica y ecológica de los pinos, estos árboles 

establecen asociaciones con una gran variedad de organismos. Por ejemplo aves 

cascanuéces del género Nucifraga (Tomback y Linhart 1990), cotorras serranas del 

género Rhynchopsitta (Enkerlin y Madero-Enkerlin 1999) y varias especies de ardillas 

(Snyder, 1999) se alimentan de sus semillas. Hongos micorrízicos establecen 

asociaciones con varias especies de pinos (Lussenhop y Foge11999). Hongos 

. patógenos tanto de acículas como ca'usantes de royas en los conos tienen hospederos 

pinos (Millar y Kinloch 1991, Sinclair et al. 1996). Varias especies de escarabajos 

barrenadores del género Dendroctonus se alimentan de la corteza de pinos (Kelley y 

Farre1l1999). Plantas epífitas parásitas del género Arceuthobium (Nickrent et al. 1994) 

se asocian estrechamente a varias especies de pinos. Además una gran diversidad de 

hongos endófitos se aislan de acículas sanas de los árboles de este género (Hata y 

Futai 1995). 

1.5.2 Lophodermium Chevalier 

La familia Rhytismataceae. 

La familia Rhytismataceae Chev. forma parte del orden Rhytismatales 

(Ascomycota) y se compone de alrededor de 43 géneros (Hawksworth et al. 1995). La 

familia Rhytismataceae se encuentra ampliamente distribuida en regiones templadas y 

tropicales del planeta (Can non y Minter, 1986; Johnston 1997). Los miembros de esta 

familia se caracterizan por presentar un apotecio inmerso en los tejidos del hospedero 

con el himenio expuesto mediante la separación de estos tejidos para la liberación de 
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las ascosporas (Minter y Cannon, 1984). La segregación de esta familia con otros 

hongos discomicetes también inmersos en tejidos del hospedero, se basa en 

caracteres de las aseas que generalmente son de paredes delgadas y que descargan 

las ascosporas a través de un agujero o grieta previamente sin formar (Minter y 

Cannon, 1984). En contraste, los miembros de la familia Phacidiaceae (Orden 

Helotiales), presentan aseas de paredes gruesas y con un poro apical pre-formado que 

se tiñe de azul con iodo (Di Cosmo et al. 1983). 

La segregación de especies dentro de la familia se ha basado en gran medida 

en la forma de la ascospora. Darker (1967) en su revisión de la familia, erigió siete 

nuevos géneros considerando características del ascocarpo y de manera 

proponderante, se basó en la forma de la ascospora. Debido a que sus descripciones 

fueron muy precisas y comprensibles, su trabajo aún se considera fundamental en la 

actual clasificación de la familia. Pase a que actualmente se reconoce que algunos 

aspectos de la clasificación de Darker la hacen artificial, aún no se ha planteado una 

nueva alternativa. Debido a su gran importancia se presenta a continuación un 

recuento de la separación de grupos postulados por Darker (1967). 

Se reconocen siete grupos o complejos de géneros relacionados que se han 

designado como sigue: 

A) Complejo de Lirula: Este grupo de especies incluye hongos asociados con Abies y 

Piceae que tienen ascocarpos uniloculados lineares, color café obscuro a negro y 

con tejido estromático poco desarrollado. Las especies en este complejo se 

segregan en tres géneros: Virgella con ascosporas de forma cilíndrica, Lirula, con 

ascosporas clavadas o cilíndrico-clavadas e Isthmiella con ascosporas bifusiformes. 

B) Complejo de Hypodermel/a: Este complejo se caracteriza por presentar ascocarpos' 

conspicuos subepidérmicos o subcuticulares, usualmente elípticos, y ascas clavadas 

o sacadas. La segregación de géneros es como sigue: Hypodermella con 

ascocarpos subcuticulares y ascosporas clavadas, Davisomycella con ascocarpos 

subepidérmicos y ascosporas clavadas, Ploioderma con ascocarpos 

subepidérmicos y ascosporas cilíndricas, Elytroderma con ascocarpos también 

subepidérmicos y ascosporas fusiformes uni-septadas y Lophodermella con 

ascocarpos subhipodérmicos y ascosporas clavadas. 
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C) Complejo de Bífusella: Este complejo se segrega con base en la presencia de 

ascosporas bifusiformes. Bifusella y Dup/icaria presentan ascocapos subcuticulares 

y So/ee/a ascocarpos subepidérmicos. 

D) Complejo de Lophodermium: La segregación de los géneros dentro de este 

complejo nuevamente se basa en la forma de las ascosporas. Hypoderma con 

ascas clavadas o cilíndricas y ascosporas cilíndricas, Me/oderma con ascas 

cilíndricas y ascosporas cilíndricas, Lophodermium con ascosporas filiformes 

contínuas y Lophomerum con ascosporas filiformes septadas. 

E) Género Coccomyces: con afinidades con el género Lophodermium se distingue de 

éste por presentar ascocarpos de forma sub-circular a poligonal, que se abren de 

manera radial. 

F) Complejo de Co/poma: que incluye especies con tejido estromático muy 

desarrollado y nuevamente la segregación de géneros se basa en la forma de las 

ascosporas. Co/poma con ascosporas clavadas a filiformes continuas, Bifusepta con 

ascosporas bifusiformes septadas, y Xy/oschizon con ascosporas clavadas también 

septadas. 

G) Complejo de Rhytisma: abarca especies que presentan complejos poli-estromáticos. 

Rhytisma con ascocarpos numerosos en el estroma y ascosporas clavadas a 

filiformes, Placuntium, con ascocarpos poco numerosos en el estroma y ascosporas 

marcadamente clavadas y Nymanomyces con ascosporas cafés y ovoides. 

De los 22 géneros ampliamente descritos en el trabajo de Darker (1967), y 

brevemente caracterizados arriba, asombrosamente aún se reconocen 20. Unicamente 

dos se han rechazado: Lophomerum como sinonimia de Lophodermium y P/acuntium 

de Rhytisma. Además se han agregado 23 géneros a la familia. Sin embargo no existe 
\ 

ningún análisis filogenético que presente una hipótesis sobre las relaciones de 

parentesco de este importante grupo de hongos. 

El género Lophodermium. 

Dentro del género Lophodermium se han descrito alrededor de 103 

especies (Hawksworth et al. 1995, Cannon y Minter 1986, Johnston 1989). Se 

reportan en un amplio grupo de plantas hospederas, pero son particularmente 

numerosas en pastos (Gramineae), Ericales, tanto Ericaceae como Epacridaceae 
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y en conlferas. Esta distribución posiblemente se relaciona con el tipo de 

substrato que ofrecen estos hospederos, hojas duras que mantienen su forma 

durante periodos relativamente largos una vez en el suelo. 

Johnston (1989) reconoce la naturaleza artificial del grupo de especies que 

componen al género, reflejada en la gran variación morfológica y anatómica de los 

ascocarpos de especies de Lophodermium. En su trabajo donde reporta 21 

especies de este género en plantas nativas de Nueva Zelanda, utiliza 

características relacionadas con el desarrollo del ascocarpo y la manera como 

éste se abre para definir límites de grupos naturales. Las características que 

consideró para llevar a cabo sus agrupaciones son: 

1) la posición en la que el ascocarpo se desarrolla en los tejidos del hospedero; 2) 

el ancho y estructura de la pared superior del ascocarpo; 3) la presencia o 

ausencia de células diferenciadas a lo largo de la futura línea de apertura del 

ascocarpo cerrado y la posición y morfología de estas células diferenciadas; 4) la 

morfología de los tejidos entre la pared del ascocarpo y el himenio; 5) la presencia 

o ausencia de células diferenciadas a lo largo del margen de la apertura del 

ascocarpo, y la posición en la que estas células se desarrollan; y 6) la presencia o 

ausencia de paráfisis marginales. 

Los seis grupos que Johnston (1989) distingue a partir de la observación de 

las características mencionadas anteriormente, son los siguientes: 

Grupo 1.- Se caracteriza por ascocarpos que inicialmente son subepidérmicos, 

pero el tejido fúngico llena las células epidérmicas del hospedero conforme el 

ascocarpo continúa su desarrollo. En ascocarpos cerrados hay una línea de 

células pálidas con paredes delgadas en la porción de la mitad extema de la 

pared superior, a lo largo de la futura línea de apertura. La pared superior es más 

ancha hacia el margen de la apertura del ascocarpo. Esta parte mas ancha tiene 

un manchón de tejido muy obscuro en el lado interno, y la parte expuesta de la 

pared superior partida se encuentra delineada por células cilíndricas en palizada 

de paredes delgadas y cilíndricas. Este grupo incluye a L. gramineum, L. rubrum y 

posiblemente a L. agathidis. La mayoría de las especies de Lophodermium 
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descritas en pastos de Europa y Norte América comparten las características de 

este grupo. 

Grupo 2.- Se caracteriza primordialmente por la estructura del primordio del 

ascocarpo, y por los tejidos entre el himenio y la pared del ascocarpo. Ambos 

comprenden líneas de células orientadas verticalmente cilíndricas, hialinas y de 

paredes delgadas. Este grupo se discute en Johnston (1988), e incluye L. asteliae, 

L. breve, L. kaikawakae y L. multimatricum. 

Grupo 3.- Se caracteriza por ascocarpo subcuticulares, con una pared del 

ascocarpo superior comprendiendo en su mayoría células angulares cafés y café 

obscuro y de paredes gruesas, pero con una línea de células pálidas y de paredes 

delgadas en la mitad interior de la pared superior, a lo largo de la futura línea de 

apertura. La pared superior es mas ancha hacia el margen de la apertura del 

ascocarpo, y la parte expuesta de la pared superior dividida se encuentra 

delineada por una palizada de células cilíndricas, pálidas, de paredes delgadas. 

Los miembros de este grupo incluyen L. atrum, L. croesium, L. richeae y 

posiblemente L. mahuianum y L. rectangulare. La mayoría de las especies de 

Hypoderma incluyendo la especie tipo (H. rubl) son indistinguibles de este grupo. 

Grupo 4.- se caracteriza por ascocarpos intra-epidérmicos o subepidérmicos, una 

pared superior mas o menos uniforme en ancho, y después que el ascocarpo se 

abre, una capa de células cilíndricas y hialinas de paredes delgadas se desarrolla 

desde la parte interna de la pared superior cerca de la apertura. Este grupo 

incluye L bruneolum, L. nigrofactum, L. tindalii y L. unciniae. 

Grupo 5.- se caracteriza por ascocarpos intraepidérmicos, una pared superior mas 

o menos uniforme en ancho y paráfisis marginales diferenciadas que en 

ascocarpos maduros y abiertos forman una capa distintiva entre el himenio y la 

pared del ascocarpo. Los miembros de este grupo incluyen a L. medium y 

posiblemente a L. inclusum y L. huauturuanum. El mismo conjunto de caracteres 

del desarrollo está presente en las especies de Coccomyces del grupo 3 de 

Johnston (1986). 

Grupo 6 ,- Se caracteriza por ascocarpos subcuticulares, una pared superior 

compuesta en su mayoría por células angulares café obscuro de paredes gruesas 
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pero con algunas células hialinas ampliamente cilíndricas de paredes delgadas 

orientadas verticalmente entremezcladas con células angulares a lo largo de la 

futura línea de apertura. Los ascocarpos son irregulares en forma, elípticos, 

angulares o redondeados en su línea externa con la forma de la hendidura de la 

apertura del ascocarpo ya sea alargada o radiada, reflejando la forma del 

ascocarpo. Este grupo incluye a L. ¡rregulare y L. mangatepopense. 

Se han descrito 19 especies de Lophodermium en hospederos pinos. Los 

caracteres morfológicos en los que se basa la delimitación de especies de 

Lophodermium en pinos corresponden en su mayoría a la forma y la posición que 

ocupa el ascocarpo en los tejidos del hospedero. Otros caracteres se relacionan 

con la presencia de líneas de zona, líneas periféricas así como tamaños de las 

ascosporas y paráfasis y la presencia de conidiomata entre otros. 

Minter (1981) y Can non y Minter (1986) han descrito 18 especies de 

Lophodermium en pinos, a continuación se presenta la descripción de los 

caracteres morfológicos utilizados por estos autores. Líneas de zona se refieren a 

líneas que rodean las colonias y que generalmente forman un anillo que rodea las 

acículas o al substrato donde se desarrollan los hongos. Aparentemente marcan 

el límite de la colonización del hongo en el tejido vegetal. En general se reconocen 

dos tipos de líneas de zona, negras o cafés y no se han observado especies que 

produzcan ambos tipos. Las líneas negras comúnmente son delgadas y bien 

delineadas y consisten en una sola capa de tejido fúngico. Las líneas cafés son 

más anchas y en general no muy bien definidas, en algunos casos se trata de 

pigmentos cafés producto del substrato en descomposición con algunas células 

fúngicas presentes. 

La profundidad a la que se encuentra embebido el ascocarpo en los tejidos 

del hospedero, es un caracter de gran importancia taxonómica dentro del grupo. 

Los ascocarpos embebidos por debajo de la cutícula pero por encima de los otros 

tejidos del pino se conocen como subcuticulares. En estos ascocarpos las células 

de la epidermis se separan de la cutícula y yacen en una línea cerca de la pared 

basal del ascocarpo. Los ascocarpos parcialmente subepidérmicos presentan las 

células de la epidermis que se encuentran al centro del ascocarpo, próximas a la 
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zona de apertura, desplazadas y por lo tanto este es Gentralmente subcuticular, y 

lateralmente subepidérmico ya que la zona periférica del ascocarpo se encuentra 

por debajo de las células de la epidermis. El tipo de ascocarpo totalmente 

subepidérmico se encuentra en su totalidad por debajo de la epidermis del 

hospedero y por encima de la hipodermis. Los ascocarpos parcialmente sub­

hipodérmicos se encuentran embebidos por debajo de este tejido generalmente 

en la zona periférica. Por último, en una especie (L. durilabrum), se observan 

ascocarpos completamente subepidérmicos pero en la parte central superior de 

estos se presentan algunas células hipodérmicas. A este tipo de ascocarpo se le 

conoce como centralmente sub-hipodérmico. 

El número y la manera como se encuentran desplazadas las células 

epidérmicas sobre la pared basal del ascocarpo, es un caracter importante para 

distinguir especies con ascocarpos parcialmente subepidérmicos. En algunos 

ascocarpos las células epidérmicas desplazadas se encuentran agregadas 

formando un grupo en la zona que se encuentra directamente por debajo de la 

cutícula de donde fueron separadas. En otros, estas células se encuentran 

esparcidas en diferentes puntos de la pared basal. 

El género Lophodermium se distingue de otros miembros de la familia 

Rhytismataceae por presentar un ascocarpo elíptico con una sola apertura 

longitudinal. En una vista superlicial, sin embargo, algunos ascocarpos pueden 

presentar variación en su forma extema debido a la profundidad a la que se 

encuentran embebidos en el substrato. La forma superlicial puede variar de linear 

para ascocarpos totalmente subepidérmicos donde solo se observa una línea 

obscura a lo largo de la apertura, mientras que en los acoscarpos elípticos son 

subcuticulares. El tamaño del ascocarpo maduro, también es característico para 

cada especie. 

El clípeo corresponde al tejido fúngico enegrecido junto con el tejido del 

hospedero que queda por encima del himenio. Las células que comprenden el 

componente fúngico del clípeo varían en su forma. Los tipos celulares más 

comúnes son: de textura angularis, globosa y epidermoidea o aliforme. El clípeo 

presenta variación considerable en su grado de desarrollo entre las diferentes 
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especies de Lophodermium en pinos, en muchos casos en correspondencia con la 

posición que o~upa el ascocarpo en los tejidos del hospedero. Este tejido además 

puede presentar un variación en le engrosamiento de sus paredes. En algunas 

especies muestra un engrosamiento constante en toda la superficie superior del 

ascocarpo, sin embargo en otras especies el clípeo es mucho más grueso en la 

parte central que rodea la apertura del ascocarpo y casi ausente en la periferia. La 

zona de apertura del ascocarpo a su vez proporciona un número de caracteres 

importantes para la diferenciación de especies. La zona de la apertura presenta 

células papiladas, gelatinizadas y de paredes gruesas que colectivamente se 

conocen como labios del ascocarpo. Estas células comúnmente son hialinas pero 

en algunas especies presentan colores característicos y en otros pueden estar 

ausentes. La probable función de estas células es actuar como un sello para 

prevenir la deshidratación del ascoma cuando está cerrado. También pueden 

funcionar en la formación de la apertura conforme el ascocarpo madura. 

La pared basal del ascocarpo está formada de tejido fúngico enegresido 

usualmente de naturaleza similar al tejido que compone el clípeo, sin embargo el 

grosor de la pared basal es considerablemente menor que el de la pared superior 

y además variable en su desarrollo entre las diferentes especies. En algunos 

casos la pared basal se encuentra unida al clípeo en el perímetro del ascoma por 

lo tanto el himenio se encuentra completamente rodeado por este tejido. Pero en 

otras especies existe una separación entre el tejido fúngico del clípeo y la pared 

basal . En los casos en que la pared basal se extiende hasta la superficie del 

substrato, en la superficie de la acícula se observa una línea negra que marca el 

borde del ascocarpo, esta se conoce como línea periférica. 

El himenio corresponde al tejido que lleva las estructuras reproductivas de 

un cuerpo fructífero y en todas las especies de Lophodermium se compone de 

paráfasis y aseas que es donde se desarrollan las ascosporas. Las paráfasis son 

hifas con crecimiento hacia arriba y sujetas en su base. En la familia son 

filiformes, hialinas y algunas veces presentan septos. La parte apical de las 

paráfasis puede presentar engrosamientos característicos o bien puede estar 

curvada en forma de gancho o más raramente ramificadas. Las ascosporas de 
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Lophodermium siempre son hialinas y filiformes, cubiertas por una cápsula 

gelatinosa, y en número de ocho en cada asea. La gran mayorfa de las especies 

presentan ascosporas aseptadas. 

Leptostroma corresponde al anamorfo o estado asexual de Lophodermium. 

El con idioma que produce los conidios se encuentra siempre embebido en el 

substrato y la profundidad a la que se encuentra varía en distintas especies, la 

forma puede ser elíptica o circular y la manera de abrir puede ser mediante uno o 

varios ostiolos, con una sola hendidura longitudinal a un costado del con idioma o 

bien con varias hendidura en el centro. La apariencia externa de los conidiomata 

es comúnmente negra o café obscuro debido a la presencia de una pered 

superior, usualmente de una sola célula de grosor, que se encuentra por debajo 

del tejido del hospedero. Los conidios son hialinos, de paredes delgadas y lisas y 

con forma cilíndrica alargada. Debido a que nunca se han visto germinar se cree 

que tienen una función sexual como espermacios (Sinclair et al. 1996). 

Una de las especies descritas en diferentes pinos, L. seditiosum, actúa como un 

patógeno importante (Minter y Millar 1980), que afecta sobre todo a plántulas en 

plantaciones de árboles de navidad (Sinclair et al. 1996). El resto de las especies del 

género asociadas a pinos son consideradas endófitas ya que se pueden aislar de 

acículas sanas (Hata y Futai 1996); y en su mayoría se reproducen en acículas 

muertas, generalmente una vez que éstas se han separado del árbol. Existe además 

evidencia de especificidad de hospedero para algunas especies de Lophoderrnium 

(Minter 1981, Cannon y Minter 1986). Por ejemplo: L. hymalayense se ha observado 

únicamente en Pinus wallichiana, L. pini-pumitae solo en P. pumita, L. durilabrum se 

presenta en un grupo reducido de hospederos del subgenero Strobus: P. monticola, P. 

aristata y P. strobus mientras que L. kumaunicum se asocia solo a P. kesiya y P. 

roxburgii. Aunque México presenta gran diversidad de pinos, solo existe un estudio del 

género Lophodermium en pinos mexicanos (Salas 1998) llevado a cabo en conjunto 

con el presente trabajo. En él se reportan posibles nuevas especies. 

Un estudio sobre la ecología de tres especies de Lophodermium en P. sylvestris 

mostró evidencia de exclusión de la especie patógena (L. seditiosum) cuando. las 

acfculas estaban infectadas por una especie considerada endófita (L. conigenum) 
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(Minter y Millar 1980). Esto sugiere un posible papel mutualista entre el hospedero y el 

hongo endófito que presenta un antagonismo con el patógeno. La especificidad de 

hospederos así como una posible Interacción mutualista o bien la existencia de 

mecanismos de reconocimiento dentro de la interacción patógeno - hospedero, indica 

que la asociación de Lophodermium y sus hospederos pinos puede ser producto de 

una larga historia evolutiva en donde la interacción se ha sincronizado de manera 

refinada. 

En el presente trabajo se reportan los resultados del análisis filogenético para 

varias especies del género Lophodermium (Capítulo 111) y especies relacionadas de la 

familia Rhytismataceae. Por último se exploran los patrones de asociación de diversos 

aislados del género Lophodermium y sus pinos hospederos (Capítulo IV). 
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2.1 Abstract 

The genus Pinus is in respect of species number and ecological prominence the 

mos! important genus of conifers. Pinus taxonomy and evolution was intensely debated 

in the last decades based on either morphological or molecular data. We used the 

genus Pinus as a model system to evaluate independent and combined morphological 

and molecular phylogenies based on two data sets. Seventy morphological characters 

and previously published partial sequences of the internal transcribed spacer (ITS) 

region 01 nuclear ribosomal DNA, for 46 pine species with Cathaya and Picea as 

representative outgroups. For the morphological data set distinct character state 

ordering and weighting analyses were conducted. Different data sets were tested for 

taxonomic congruence, furthermore the levels of concordance between phylogenetic 

hypotheses inferred from separate data sets were explored. Topological conflicts 

obtained from separate data sets may be due to parallel evolution, notably in subsection 

Cembrae. A combined analysis was performed and the topology obtained was more 

resolved than the trees from separate analysis and it was congruent with accepted 

taxonomic classifications of the genus. Fossil evidence was reanalyzed in the 

framework of this phylogenetic hypothesis. 
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2.2 Introduction 

The genus Pinus L. provldes a model system for evaluating independent and 

combined molecular and morphological phylogenles. A significant amount of 

morphological and molecular evidence has been gathered for many pine species, but no 

study has included different sources of data in a phylogenetic analysis. Pines may have 

received more intense study than any other group of trees in the Northern hemisphere. 

However, many unresolved questions about the systematics and paleogeography of the 

genus await new data and new analytical approaches. 

Previous Hypotheses Of Pine Relationships 

The genus Plnus is distinguished from other members of the Coniferales and the 

family Pinaceae by its needle-like leaves borne in fascicles on short shoots, with a 

sheath of bud scales at the base. Another unique distinctive character in the genus is 

the presence of woody cone scales with specialized apical regions, the umbo and the 

apophysis, which represent the areas left exposed in the first-year conelet and the 

mature cone, respectively (Styles 1993; Farjon 1984). 

Many classification schemes have been proposed for the genus based on 

morphology, cytology, crossability, secondary product chemistry, protein 

electrophoresis, and most recently ONA analyses from restriction site and sequence 

comparisons of chloroplast and nuclear ribosomal ONA (nrONA) (reviewed in Price et 

al., 1998; see also Liston et al., 1999; Wang et al., in press). Incongruence in 

classification within the genus Pinus is not uncommon among different authors. 

Classifications based on morphology and crossability have differed in the grouping of 

species in different subsections (Shaw, 1914; Martinez, 1948; Gaussen, 1960; Klaus, 

1980; Critchfield, 1986; Malusa, 1992) and molecular studies using different markers 

have also differed in some relationships (Govindaraju et al., 1992; Shurkhal et al., 1992; 

Krutovskii et al., 1994; Krupkin et al., 1996; Bergmann and Gillet, 1997). The 

infrageneric classification proposed by Little and Critchfield (1969) is still one of the 
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most widely used treatments tor the group. It is based on both morphology and 

crosslng studies and has been used as a starting point tor recent classitications ot the 

genus. Alternative classitications based on morphology have been published 

particularly tor the Mexican and Central American hard pines (Perry, 1991; Carvajal and 

McVaugh, 1992; Styles, 1993; Farjon and Styles, 1997). One ot the latest treatments of 

Pinus is given by Price et al. (1998). Their classification scheme will be followed in this 

work (Table 2.1). 

Analytical Approach 

Traditionally two different approaches have been proposed tor the integration and 

analysis of data trom different sources. Taxonomic congruence or the consensus 

approach (de Queiroz 1993; de Queiroz et al., 1995), examines the extent to which 

independent topologies for the same set of taxa support the same groupings (Swofford, 

1991). The character congruence approach, also known as "total evidence" or the 

combined approach (Kluge, 1989; 1998), seeks a single, best-fitting hypothesis, derived 

by combined analysis of all the data. Taxonomie eongruence and eharaetercongruence 

have been considered competing approaches to phylogenetie inferenee (Kluge, 1989; 

1998; Jones et al., 1993). Bull et al. (1993), advocate an intermediate approach, known 

as the prior agreement approach where combining data sets is recommended only 

when independently derived phylogenies trom separate analyses are not in conflict 

(reviewed by Chippendale and Wiens, 1994). When taxonomic congruence and 

character eongruenee approaches are both used, separation 01 phylogenetieally uselul 

information trom misleading patterns of character variation can be aehieved (Larson, 

1994). Establishing the degree 01 incongruence between groups of characters helps 

identily possible sources of conflict, but it represents an arbitrary criterion of non­

combinability. As Siddall (1997) recognized, incongruence and combinability are 

different. Combined analyses for the same group of taxa may maximize the descriptive 

efficiency and explanatory power of character data by direct resolutiCm 01 character 

eonflicts according to total information (Kluge 1989, 1998; Jones et al., 1993). We 
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Table 2.1. Sampled Pinus species and Outgroups. Numbers in parentheses 

corresponds to the number of species sampled in this study and the total number of 

species assigned to each subsection. Classification according to Price et al. (1998). 

Classification and Species 

Subgenus Pinus 

Section Pinus 

Subsect. Pinus (7/19) b 

P. kesiya Gordon 

P. merkusii Junghuhn & de Vriese 

P. pinaster Aiton 

P. resinosa Aiton 

P. sylvestris L. 

P. thunbergii Parlatore 

P. tropicalis Morelet 

Subsect. Canarienses (2/2) 

P. canariensis C. Smith 

P. roxburghii Sargent 

Subsect. Halepensis Van der Burgh (1/2) 

P. halepensis Miller 

Subsect. Pineae Liltle & Critchfield (1/1) 

P. pinea L. 

"North American diploxylon pines" 

Subsect. Contortae Liltle & Critchfield (214) 

P. con torta Loudon 

P. virginiana Miller 

Subsect. Australes Loudon (1/11) 

P. echinata Miller 
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Geographic Origin 

SE Asia 

SE Asia 

Mediterranean 

NE N America 

N Eurasia 

E Asia 

Cuba 

Canary Islands 

Himalayas 

Mediterranean 

Mediterranean 

W N America 

SE N America 

SE N America 
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Table 2.1 (continued) 

Classification and Species 

Subsect. Ponderosas Loudon d (6/17) 

P. coulteri D. Don 

P. ,douglasiana Martínez 

P. durangensis Martínez 

P. hartwegii Lindley 

P. montezumae Lambert 

P. ponderosa P. & C. Lawson 

Subsect. Attenuatae Van der 8urgh (1/3) 

Geographic Origin 

W N America 

W México 

W México 

C México 

C México 

W N America 

P. attenuata Lemmon W N America 

Subsect. Oocarpae Litlle & Critchfield emended Price, Liston, and 

Strauss (2110) 

P. patula Schltdl. & Cham. 

P. teocote Schltdl. & Cham. 

Subsect. Leiophyllae Loudon (212) 

P. leíophy/la Schiede & Deppe 

P. lumholtzii Robinson & Fernald 

Subgenus Strobus Lemmon 

Section Parrya Mayr 

Subsect. Balfouríanae Engelm. (1/3) 

P. aristata Engelm. 

Subsect. Cembroides Engelm. (6/11) 

P. cembroides Zuccar!n! I 

P. culminicola Andresen & 8eaman 

P. johannís Robert 

P. maximartinezii Rzedowski 
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E México 

México 

México 

W México 

W N America 

N México 

NE México 

NE México 

NW México 
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Tabla 2.1 (continued) 

Classification and Spacies 

P. nelsonii Shaw 

P. pi!1Ceana Gerdon 

Subsect. Rzedowskianae Carvajal (1/1) 

P. rzedowskii Madrigal & Caballero 

Subsect. Gerardianae Leudon (213) 

P. bungeana Endl. 

P. gerardiana D. Don 

Section Strobus 

Subsect. Strobi Leudon (8/21) 

P. ayacahuite Schltdl. 

P. chiapensis (Martínez) Andresen 

P. kwangtungensis Chen 

P. lambertiana Douglas 

P. parviflora Siebold & Zucc. 

P. peuce Grisebach 

P. strobus L. 

P. wallichiana Jackson 

Subsect. Cembrae Leudon (3/5) 

P. albicaulis Engelm. 

P. cembra L. 

P. pumila (Pallas) Regei 

OUTGROUPS 

Cathaya argyrophylla Chung & Kuang 

Picea mexicana Martfnez 
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Gaographic Origin 

E Méxieo 

E México 

W México 

E Asia 

S Asia 

México 

S México 

E Asia 

W N Ameríca 

E Asia 

S Eurepe 

E N Ameriea 

Himalayas 

W N Ameriea 

C Europe 

NE Asia 

S China 

México 



considered both analytical approaches as complementary, since despite conflicting 

separate datasets, conducting a combined analysis may indicate new associations, the 

natura of tha conflict, and I or robust clades could be uncovered as recognized by 

Dubuisson et al. (1998). 

Within the genus the genus Pinus, that has been to shown to be monophyletic 

(Hart, 1987; Frankis, 1988; Chaw et al., 1995; Tsumura et al.,1995; Wu and Hu, 1997; 

Liston et al. 1999; Wang et al., in press), current classifications recognize two major 

lineages, originally proposed by Koehne (1893) based on the number of fibrovascular 

bundles in the needle cross section: Subgenus Strobus (haploxylon or soft pines) with a 

single fibrovascular bundle in the needle cross section, and subgenus Pinus (diploxylon 

or hard pines) with two. Results from DNA restriction site and sequence data 

comparisons from the chloroplast genome, as well as comparative morphological and 

biochemical data support this distinction (Strauss and Doerksen, 1990; Schirone et al., 

1991; Moran et al., 1992; Wang and Szmidt, 1993; Tsumura et al., 1995; Farjon, 1996; 

Wang et al., in press). Other studies have provided results questioning the monophyly 

of one or both of these two subgenera (Govindaraju et al., 1992; Shurkhal et al., 1992; 

Pérez de la Rosa et al. 1995; Chaw et al., 1995,1997; Bergmann and Gillet, 1997) 

although all of these studies were characterized by limited taxon sampling. Various 

phylogenetic analyses of partial ITS region sequences (Liston et al., 1999) consistently 

resolved the two subgenera as monophyletic. However in a culled analysis, excluding 

ambiguously aligned sites, suppórt for the monophyly of subgenus Strobus was weak 

(61 % bootstrap), while in an elision analysis, sensu Wheeler et al., (1995), subgenus 

Pínus was poorly supported (41% average bootstrap from 13 different alignments). Thus 

the monophyly of the two subgenera remains equivocal. 

In this study we included morphological and molecular data tor phylogenetic 

reconstruction in pines, and explored levels of phylogenetic congruence. Taxonomic 

congruence and character bongruence were considered as complementary approaches 

for dealing with difterent data partitions. A combined analysis suggested that some of 

the differences among individual topologies from different data sets are related to 

sample error, while other conflicts reflect differences among evolutionary processes 
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acting upon groups of selected characters. The combined topologies were well 

resolved and in general congruent with current taxonomy of the group. 

2.3 Materials and Methods 

This study included most of the pine species used in the ITS phylogenetic 

analysis of Liston et al. (1999), and the same outgroups, Cathaya and Picea (Table 

2.1). The sequence identified as P. krempfii was P. armandii (Gernandt, unpublished 

data), and it was not included in the analyses. A morphological data rnatrix was 

constructed based on a literature survey, examination of herbarium specimens 

(Apendix 2), and observation of living plants. Most morphological data from literature 

were taken from Hudson (1960), Van der Burgh (1973), Farjon (1984), and Farjon and 

Styles (1997). However the following literature has also been consulted: Martínez 

(1948), Buchholz (1951), Greguss (1955), Gaussen (1960), Jahrig (1962), Saylor, 

(1964, 1972, 1984), Ferra (1965), Lanyon (1966), Bailey (1970), Yoshie and Sakai 

(1985), Klaus (1989), Farjon (1990), Perry (1991), Carvajal and McVaugh 1992, and 

Malusa (1992). After an evaluation of characters and different coding approaches, a 

total of 70 morphological characters were included in the final matrix (Appendix 1). The 

ITS sequences included the complete ITS2 and 5.8S and partiallTS1 sequences from 

Liston et al. (1999). Four sequences corresponding to P. culminicola, P. aristata, P. 

johannis and P. ne/sonii (Gernandt et al., 1999), were re-sequenced and replaced in the 

original alignment. A matrix of the morphological data set and the aligned ITS 

sequences was combined. Information on the size of each data set and informative 

characters are presented in Table 2.2. 
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Table 2.2. Statistical information for Pinus phylogenetic reconstructions obtained 

from the different data sets (Figs 1-3). CI = consistency index excluding uninformative 

characters, RI = retention index . 

Data Set Characters Informative No. tree CI Rl 

characters trees length 

ITS 654 220 144 798 0.580 0.884 

Morphology 65 63 24 445 0.375 0.722 

Combined 719 283 2 1230 0.436 0.818 
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Phylogenetic Reconstructions 

Phylogenetic analyses and character reconstructions were conducted under the 

criterion of maximum parsimony using PAUp· (8wofford, 1998). The morphological 

data matrix included 12 characters thatwere ordered fol!owing the criterion of similarity 

(sensu Hauser and Presch, 1991). Differential a priori weighting was used when non 

independence of characters was suspected. In the molecular data set all characters 

were treated as discrete and equivalent units of phylogenetic information and no 

differential a priori weighting was used, al! molecular characters were unordered. For 

the combined analysis the same weighting and ordering strategy was used for the 

morphological characters. Heuristic search parameters included TBR branch swapping, 

and 100 replicates of random addition sequences. For each data set, al! equally most 

parsimonious trees (MPTs) were retained. 

The non-parametric bootstrap (Felsenstein, 1985; Sanderson, 1989) was used to 

assess the reliability of individual branches. For each of 100 bootstrap replicates, 

random addition sequences with 1 replicate heuristic search were performed with a 

maxtree limit of 100 trees. Decay analysis was used to assess reliability of monophyletic 

groups (Bremer, 1988; Donoghue and Sanderson, 1992). This analysis was performed 

using the consensus constraint strategy (Johnson and 80ltis, 1994) fortrees one to five 

steps longer, and following the clade constraint method (Morgan, 1997) for clades that 

collapse in longer trees. 

Establishing levels of incongruence between data sets is an important step when 

dealing with different data partitions. Different measures of incongruence have been 

developed for this purpose (reviewed in 8wofford, 1991). 

Taxonomic Congruence. 

This was calculated by computing the strict consensus tree from al! MPTs of each 

data set. Swofford (1991) suggested that when several trees are being compared, a 
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majority rule consensus may be preferable to a strict consensus. The 50% majority rule 

consensus tree was also calculated. 

Constrained Topologies. To compare the results between the morphological and 

the ITS analyses, alternative arrangements were entered as constrained trees and 

examined separately using constraint parsimony. The same search parameters 

mentioned above were used for each constraint tested. The constraints included 

conflicting branches present in the counterpart data sets as well as selected hypotheses 

derived from pine classification. From these constrained analyses we obtained the tree 

length from the most parsimonious constrained trees and compared the length against 

the original MPTs. The increase in tree length resulting from enforcing a topological 

constraint can be used as an indicator of the plausibility of recovering that particular 

group by adding more data. Enforced relationships that extensively increase the 

number of steps of the shortest trees are less likely to be the result of misleading 

homoplasies. 

Character Congruence 

Once a combined analysis of both data sets was accomplished, three methods 

were used to compare the phylogenetic reconstructions obtained from separate 

analyses and the combined analysis following procedures 01 Larson (1994) and Mason­

Gamer and Kellogg (1996). 

The Incongruence Length Oifference (ILO). This test was used to establish the 

difference between the number of steps required by each individual and combined 

analyses, This test randomly repartitions the combined data set into two subsets equal 

in size to the original data sets. The sum of the lengths derived from analyses of the 

original data sets was compared to a null distribution of length differences generated by 

one hundred series of random partitions of the combined data set (Mickevich and Farris, 

1981; Farris et al., 1995). This test addresses whether two data sets are merely 

arbitrary subdivisions of one large data set (Mason-Gamer and Kellogg, 1996). To avoid 

disparity in the number of variable characters of the different data partitions, invariant 
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characters were removed before applying the ILO test. This test was performed using 

the homogeneity partitioning test in program PAUP' (Swofford, 1998). 

Inspection And Assessment Of Support. Conflict among data sets should not be 

inferred from comparisons involving weak nodes, beca use weakly supported nodes only 

ambiguously represent pattems within individual data sets and any trae that lacks 

support for conflicting clades could be regarded as consistent with the data (Mason­

Gamer and Kellogg, 1996; Page, 1996). Clades with bootstrap values over 70% were 

identified in each of the three pairwise combinations of data sets. 800tstrap support for 

corresponding nodes on the rival tree was obtained using the table of partitions from the 

PAUP bootstrap output. Comparisons showed whether there was any signal for a 

particular clade that did not appear in its own most parsimonious trees. 

Templeton Test. This non-parametric method determines whether alternative 

topologies differ significantly in how well they fit a data set (Templeton, 1983). Paired 

trees are evaluated to compare number of changes required in each character of a 

given data set to attain a given topology (Larson, 1994). This test was performed in 

PAUP' (version 4 Swofford, 1998). Comparisons included Ihe full sel of MPTs obtained 

trom each analysis, against all the most parsimonious rival trees. 

2.4 Results 

Phylogenetic Reconstructions 

Tree statistics tor the ITS, morphological, and combined analysis are shown in 

Table 2.2. The strict consensus tree from the ITS region is shown in Fig. 2.1. This tree 

represents Ihe slrict consensus of 144 equally MPTs inferred from sequence alignment 

of all sites. 80th subgenera resulted monophyletic and many branches have moderately 

lo high bootstrap support. 

Analyses of the morphological data set using different character state 

ordering and weighting strategies yield different topologies. When all characlers were 

analyzed unordered and equally weighted, 144 equally MPTs were obtained. The same 

topologies were recovered when differential weighting was applied. AII of these 

49 



Figure 2.1. Strict consensus of 144 equally parsimonious trees obtained from the 

ITS data set forA6 pine species plus Cathaya argyrophylla ¡¡¡nd Piceae mexicana as 

outgroupso Numbers above the branches are bootstrap values from 100 replicates, 

numbers below the branches are bootstrap values from the morphology and the 

combined analyses separated by a ","o Asterisks were used for bootstrap support lower 

than 5%0 Corresponding subsections following Price et al. (1998) treatment of the genus 

are depicted grouping the specieso 
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topologies yielded a paraphyletic subgenus Strobus. When 12 characters were ordered 

the phylogenetic analysis yielded 24 equally most parsimonious trees, with all topologies 

presenting both subgenera monophyletic. The effect of applying differential weighting 

and character order on phylogenetic analysis was to increase the number of MPTs from 

24 to 72. The 24 trees from the analysis where 12 characters were ordered and all 

characters were equally weighted, were a subset of the trees obtained fram the 

differential weighting analysis. An additional analysis excluding all dependent 

characters resulted in the same 24 topologies, and this is the analysis strategy reported 

here. In Fig. 2.2 the strict consensus tree of 24 trees showed relative low resolution 

especially within subgenus Pinus, as well as low bootstrap support. Only nine clades 

have bootstrap support over 60%. Section Strobus, characterized by the presence of 

cone scales with a terminal umbo, constitutes a monophyletic clade weakly supported 

(68%). Within section Strobus, subsect. Cembrae forms a well resolved monophyletic 

clade within a poorly resolved paraphyletic subsect. Strobi. Species representing section 

Parrya, P. gerardiana and P. bungeana, form a well supported (95%) monophyletic 

subsect. Gerardianae. Relationships of other members in section Parrya, in subsection 

Cembroides and P. aristata and P. rzedowskiifram subsections Balfourianae and 

Rzedowskianae, although resolved are poorly supported. Within subgenus Pinus, 

monophyly of P. canarienses and P. roxburghii (subsect. Canarienses) is strongly 

supported (93%). Subsection Pinus is not monophyletic but some nodes are well 

supported. Pinus halepensis and P. pinea presented a sister relationship. The 

remaining resolved clades are not supported. 

Taxonomic Congruence 

The strict consensus of all 168 trees obtained from both ITS and morphological 

data is resolved at only seven branches. One branch separates Pinus from Cathaya and 

Picea, two branches corresponded to the monophyly of each subgenera, a fourth 

corresponded to subsect. Strobus a fifth to subsect. Gerardianae, a sixth separated 
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Figure 2. 2. Strict consensus tree of 24 equally parsimonious trees obtained from 

the morphological data set for 46 pine species plus Cathaya argyrophy/la and Piceae 

mexicana as outgroups. Numbers aboye the branches are bootstrap values from 100 

replicates numbers below the branches are bootstrap values from the ITS and the 

combined analyses. Asterisks were used for bootstrap support lower than 5%. 

Corresponding subsections following Price et al. (1999) treatment of the genus are 

depicted grouping the species. 
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three pine species in subsect. Cembroides (P. cembroides, P. cu/minico/a and P. 

johannis) and finally another branch segregated P. ne/soniiin a basal position to all soft 

pines. The lack of resolution in the strict consensus tree reflects the lack of agreement 

between both sets of MPTs and the lack of resolution within each data set. 

Constrained Topologies. The results of constraint analyses are summarized in 

Table 2.3. Four conflicting clades with bootstrap support over 60% were detected: 1) the 

P. a/bicaulis and P. cembra clade with 98% bootstrap support in the ITS region 

phylogeny, is in conflict with the sister relationship of P. albicaulis and P. pumila (with 

66% bootstrap support) in the morphological topology. 2) a clade with 65% bootstrap 

support in the morphological phylogeny, for the sister relationship of P. sylvestris and P. 

resinosa is in conflict with a well supported clade in the ITS topology (86%) that includes 

P. sylvestris and P. thunbergii, 3) the monophyly between P. roxburghíi and P. 

canariensis, highly supported in the morphological analysis (93%), is in conflict with the 

sister relationship of P. roxburghii with the North America hard pines clade (94%) and 

the sister relationship between P. canariensis and P. pinaster(83%), 4) the position of 

P. tropicalis as the sister species of P. merkusii obtained in the morphological analysis 

(81 %) was on conflict with the position of the later species on the ITS data seto 

Constrains tested from traditional pine classifications were: the monophyly of subsec1. 

Canarienses and subsect. Cembrae on the ITS data set and the monophyly of 

subsection Ponderosa e on the morphological data seto The hypothesized position of 

subsection Contorlae as sister group to the remaining North American members of 

Subgenus Pinus, found in a phylogenetic analysis of cpDNA RFLPs (Krupkin et al. 

1996), and the monophyly of subsect. Cembroides These last two constraintswere 

tested on both data sets separately. 

Five of the sixteen tested constraints resulted in significant differences from the 

corresponding MPT with the Templeton test (Table 2.3.). Constraining the sister 

relationship of P. albicaulis and P. puml7a, increased the length of the ITS data MPTs by 

16 steps (p < 0.05), while constraining the sister relationship of P. albicaulis and P. 

cembra in the morphological data set increased the tree length by only two steps (n.s.). 

Constraining P. canariensis and P. pinaster in the morphological data set generated a 
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Table 2.3.- Results of constraint analyses. Phylogentic relations obtained from one data set analysis (ITS sequences = 

Molecular analysis, Morphology= Morphological analysis) constrained to monophyly on the altemative data set. 

Hypothesis of pine taxonomy were enforced as constraints. Tree length of the obtained most parsimonious constraint 

trees and number of extra steps to the original most parsimonious trees. Asterisked values indicate significant 

differences, from Templeton tests, between the most parsimonious and at least one constraint tree obtained. 

Source of Taxonomic group constraint to monophyly Entorced on length of No. of extra 

constraint Data Set tree steps 

ITS sequences P. albicaulis + P. cembra Morphology 447 2 

U1 ITS sequences P. albicaulis + P. cembra + P. ayacahuite Morphology 454 9 m 

ITS sequences P. sylvestrís + P. thunbergíi Morphology 448 3 

ITS sequen ces P. canariensis + P.pinaster Morphology 460 15* 

ITS sequences P. roxburghii + Nor1h America Hard pines Morphology 456 11 

ITS sequences P. kesíya + P. merkusíi + P. resinosa + P. sylvestris Morphology 446 1 

+ P. thunbergii + P. tropicalis 

ITS sequences Subsect. Ponderosae Morphology 446 1 

Krupkin et al Subsect. Contortae sister group of all NOr1h Morphology 446 1 

American hard pines 



Table 2.3 (continued) 

Source of Taxonomic group constraint to monophyly Enforced on Length of No. of extra 

constraint Data Set tree steps 

Taxonomy Subsect. Cembroides Morphology 450 5 

Morphology P. albicaulis + P. pumila ITS sequences 814 16** 

Morphology P. sylvestris + P. resinosa ITS sequences 806 8 

Morphology P. canariensis + P. roxburghii ITS sequences 809 11* 

Morphology P. tropicalis + P.merkusii ITS sequences 800 2 

~ Krupkin et al Subsect. Contortae sister group of all North America ITS sequences 802 4 

hard pines 

Taxonomy Subsect. Cembroides ITS sequences 811 13* 

Taxonomy Subsect. Cembrae ITS sequences 809 11* 



difference of 15 staps on the MPTs (p<0.05), and constraining P. roxburghiiwith the 

North American hard pines increased the trees length by 11 steps (n.s). Pinus 

canariensis and P. roxburghli as sister species In the ITS data set increasad the number 

of steps by eleven (p<0.05). Significant differences (p<0.05) resulted also from 

constraining subsect. Cembrae in the ITS increasing 11 steps, and from constraining 

susect. Cembroides in the ITS data set, increaslng the tree length in 13 steps. 

Character Congruence 

Incongruence Length Oifference. The ILO test showed a Pvalue of 0.01 indicating 

strong incongruence between data sets. Cunningham (1997) concluded from a 

comparison of three different methods for assessing incongruence between data sets, 

that the ILO test performed the best in detecting incongruence levels that would reduce 

phylogenetic accuracy on the combined analysis with P values less than 0.01. He 

suggested not to combine different data sets if ILO values exceed 0.01, because a 

combined analysis of strongly incongruent data partitions can reduce phylogenetic 

accuracy. Thus the ILO test results alone suggest that the ITS region and the 

morphological data sets should not be combined. Other incongruence tests showed 

different results (see below). Oespite the incongruence indicated by the ILO test we 

proceeded to combine partitions, anticipating that new associations, the nature of the 

conflict, and I or robust clades would be uncovered. 

Combined Phylogeny.- The combined analysis included 283 parsimony' 

informative characters and yielded two equally MPTs differing only in the position of P. 

chiapensis and P. peuce. Figure 3 shows the strict consensus with corresponding . 

subsection assignment. Subgenus Pinus was strongly supported (99% bootstrap) as a 

monophyletic clade as well as subgenus Strobus (80%). Section Pinus and Strobus are 

al so monophyletic but section Parrya is paraphyletic. The combined phylogenetic 

hypothesis presented more monophyletic subsections than either separate data set 

topologíes (Table 2.4). 
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Figure 2.3. Strict consensus tree of 2 equally most parsimonious trees obtained 

from the combined data set for 46 pina species plus Cathaya argyrophylla and Piceae 

mexicana as outgroups. Numbers above the branches are bootstrap values from 100 

replicates, numbers below the branches are bootstrap values from the ITS and the 

morphological analyses separated by a",". Asterisks were used for bootstrap support 

lower than 5%. Corresponding subsections following Price et al. (1998) treatment of the 

genus are depicted grouping the species. 
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Table 2.4. Summary of Subsection relationships in strict consensus cladogram 

topologies. Only Subsections with two or more representative species are shown. 

Abbreviations: mono= monophyletic, para= paraphyletic, poly = polyphyletic. 

Data set 

Subsection ITS Morphology Combined 

Pinus poly poly poly 

Canarienses poly mono mono 

Contortae poly mono mono 

Ponderosae mono poly mono 

Oocarpae mono poly mono 

Leiophyllae para mono mono 

Cembroides poly poly para 

Gerardianae mono mono mono 

Strobi poly para. poly 

Cembrae poly mono poly 
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Inspection And Assessment Of 8upport.- Differences in significant details were 

found in the most parsimonious topologies from morphological data, IT8, and combined 

analyses. Al! the conflicting nodes from separate analyses that had bootstrap support, 

tested as constraints in the rival data set, were resolved in the combined topology 

sometimes favoring the relationship observed in the IT8 and others the one in the 

morphological analysis. Al! these had a reduction in their bootstrap support as expected 

from conflicting nodes. The IT8 phylogeny had a total of 23 nodes supported with 

bootstrap values ~ 50%. From these, ten increased their bootstrap support in the 

combined analysis, four had a decrease and nine lost their support. One node present 

in the IT8 reconstructions with no support gained it in the combined tree. From 13 

supported nodes (~50% bootstrap) in the morphological phylogenetic reconstructions, 

six increased their bootstrap support in the combined topology, four decreased and 

three lost their support. Four nodes from the morphological trees, shared with the 

combined topology that had not support gain it. Despite the conflicting nodes from the 

separate analyses, the combined topology is well resolved with several moderately to 

well supported nades. It shares features of both groups of individual trees and has 

some unique structure. Al! of the nodes shared by both topologies increased their 

bootstrap values in the combined analysis and there was a gain 01 support in three 

nodes that did not have support in separate analyses. This is the case of the position on 

P. nelsonii as the sister group of the rest of the soft pines, and the monophyly of susect. 

Contortae. 8till, some conflícting relationships were not resolved in the combined 

analysis. 

Templeton Test. - Results of the Templeton test are summarized in Table 2.5. The 

IT8 data set significantly favored its MPTs over the trees derived from other data sets 

Conversely, the morphological data set favored its MPTs over the IT8 MPTs, but no 

significant differences were found for the combined MPTs. Therefore the morphological 

data set does not conflict with the MPTs of the combinad analysis. To establish whethar 

one of the data sets had a strongar influence on the combined phylogenetic analysis, 
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Table 2.5. Results 1rom the Templeton test. The set 01 most parsimonius trees (=MPT) 

1rom each data set, tested against the most parsimonious trees 1rom altemative data 

sets. Gain= number 01 steps increased, Loss= Number 01 steps decremented, Net = 

difference between steps gain and loss, N= total number 01 changes. Asterisked values 

indicate significant differences. 

Number of steps 

Data set Rival tree Gain Loss Net N p 

IT5 MPT Morphology 81 5 76 86 <0.0001* 

MPT Combined 37 14 23 51 0.0021* 

Morphology MPTITS 37 7 30 44 <0.0001* 

MPT Combined 23 13 10 36 NS 

Combined MPTITS 48 41 7 89 NS 

MPT Morphology 80 26 54 106 <0.0001* 
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the Templeton test Was also performed with tha combinad data seto Tha compatison 

agalnst the morphological MPTs showed highly statistically significant (P :5. 0.0001) 

differences. The comparisons against the ITS MPTs showed congruence. 

2.5 Discussion 

Phylogenetic Reconstructions And Levels Of Incongruence 

The inference of Pinus phylogenetic relationships using a taxonomic congruence 

approach resulted in a poorly resolved consensus tree and in a great information loss. 

As recognized by Swofford (1991), consensus trees are simple statements about areas 

of agreement among trees; they should not be interpreted as phylogenies. 

Consequently, few statements about pine phylogenetic relationships should be made 

based on the consensus tree resulting from the taxonomic congruence approach. It has 

been postulated that congruence among independent data sets might provide the 

strongest evidence that a proposed phylogeny is accurate (Penny and Hendy, 1986; 

HiIIis, 1987; Swofford, 1991; Miyamoto and Fitch, 1995; Huelsenbecket al., 1996; but 

see Kluge, 1998). Considering the consensus tree obtained from the taxonomic 

congruence approach only six groups within the genus would qualify as reliable. 

However, if we only consider the strong and moderately supported branches as 

acceptable evidence for phylogenetic reconstruction, we could argue that trees obtained 

from both separate analyses are in general mutually consistent. From a total of 20 

clades showing bootstrap values >70% from both separate phylogenetic reconstructions 

(five in the morphological analysis and 15 in the molecular analysis), five are in conflict. 

Therefore, disagreement between shortest trees from independent data sets is due 

mainly to conflicting clades that are not highly supported. This partially explains why 

combining the two data sets produces a better resolved phy10geny than the strict 

consensus tree from independent reconstructions. 

Different measures of incongruence yielded different results in this study. 

Moreover, within the same analysis of congruency (Templeton test), different outcomes 
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were obtained depending on the data set tested. Since no single index can adequately 

characterize character congruence (Swofford, 1991; Omland, 1994), dífferent methods 

for detecting incongruence mus! be used. Thís emphaslzes !he problem of objec!ively 

deciding whether or not to combine in borderline cases, and iIIustrates the arbltrariness 

of a decision conditioned on measurement 01 incongruence levels. 

Incongruence between data sets can have several causes. De Queiroz et al. 

(1995) recognized three general and not mutually exclusive reasons why trees 

estimated from two or more data sets might differ: 1) sampling error (limited number 01 

characters and/or taxa sampled); 2) different stochastic processes acting on the 

characters; and 3) different histories. Sampling error was apparently the cause 01 some 

con/licting clades. The monophyly 01 subsection Pinus, (excluding P. pinastel'¡, the 

sister relationship between P. contorta and P. virginiana, and the sister relationship 

between P. albicaulis and P. cembra: Those were poorly to moderately supported by a 

single data set and emerged in the combined analysis with a notable increase 01 

support. This suggests that the resulting increase in sample size 01 the data set lor each 

taxon, when data sets are combined tends to reduce the error associated with 

homoplasious character variation. 

Related to different stochastic processes in/luencing character evolution, parallel 

evolution was detected as a possible source 01 incongruence in the morphological 

analysis, particularly among the members of subsect. Cembrae. The combined analysis 

suggests that shared morphological features between P. pumila and the other members 

01 Cembrae particularly with P. albicaulis, represent homoplasies due to parallel 

evolution, while the same group 01 leatures in P. cembra and P. albicaulis represent 

synapomorphies reinforced in the combined analysis. There is no evidence tor other 

potential causes 01 incongruence such as different branching histories or tor horizontal 

trans/er in the sampled species. 

A criticism 01 the total evidence approach is that molecular data will dominate the 

results because morphological characters are usually lewer (HiIIis, 1987; Patterson et 

al., 1993; but see Baker et. al., 1998). It has al so been suggested that weighting 

underrepresented characters may avoid this problem, although assigning weights has 
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always been a controversial issue (Donoghue and Sanderson, 1992; Allard and 

Carpenter, 1996; Haszprunar, 1998). In the combined analysis, all characters were 

assigned equal weights and the resulting phylogenetic hypotheses showed no 

dominance of either data set. From a total of 43 resolved nodes present in the strict 

consensus topology of the combined analysis, seven were present in the strict 

consensus of the morphological analysis (from a total 01 28), 13 were in the strict 

consensus of the ITS analysis (from a total of 35), seven were shared by both strict 

consensus and 15 represented novel associations. The fact that the molecular 

phylogeny has not overwhelmed the morphological data set despite their size 

differences, is explained by arguing that sorne nodes in the molecular analysis were 

supported by only a few character changes; such that the addition 01 a lew 

morphological characters may change the balance in lavor 01 a new tree. This effect 

would be even more pronounced il the molecular characters in question were 

homoplasious. To modify one or both 01 the data sets by character weighting, or by 

excluding sets 01 characters or groups 01 taxa to belter lit the data to a reconstructed 

model, would require c1ear identilication 01 particular characters causing incongruence 

in each data partition. Because we can only partially assess the source 01 

incongruence, and since overall homoplasies might be helpful to resolve pines 

phylogeny in certain subclades, we preler to present all available inlormation in 

separate and combined analyses and Irom these detect well supported groupings and 

better resolved topologies. 

Classilication and pine evolution 

The phylogenetic reconstruction obtainad lrom tha combinad analysis supports 

more monophylatic subsections (six) recognizad in traditional pine classilication than do 

either morphological or ITS region reconstructions alone (Figs. 1 • 3). Monophyly 01 

subsects. Gerardianae, Contorlae.and Ponderosa e are wall supportad in tha combinad 

analysis (95%, 80% and 88%, respectively). Section Strobus is monophylatic (99%) and 

subsect. Pinus (il wa exclude P. pinaster) as well as subsect. Canarienses (79 % and 
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52%). Subsections Oocarpae and Leiophyllae are also monophyletic in the combined 

analysis although with no support (24% and 43% respectlvely). The combined analysis 

does not support the exclusion of P. merkusii from subsect. Pinus as suggested by 

Wang and Szmidt (1993), Price et al. (1998) and Liston et al. (1999). The excluslonof 

P. ne/sonii from subsect. Cembroides has been proposed by several authors (Farjon 

1984, 1996; Malusa,1992; Pérez de la Rosa et al., 1995; Farjon and Styles, 1997) and it 

is supported by our results. 

Of the conflicting positions between separate data sets, one of the most interesting 

is that of P. roxburghii, P. canarienses and P. pinaster. Many morphological characters 

including adnate seed wing and wood anatomy, are shared by P. roxburghiiand P. 

canarienses, that constituted a well supported monophyletic clade in the morphological 

analysis. The ITS MPTs associates P. canariensis with P. pinaster and P. roxburghii 

basal to all North American hard pines in highly supported relationships. The conflict is 

still reflected in the combined topology showing a poorly supported intermediate position 

in the hard pines. 

The position of species in subsect. Cembrae corroborates results obtained by 

Liston et al. (1999). A derivation of the stone pine species from subsect. Strobiis 

consistent with the absence of fossil eones ascribed to subsect. Cembrae from the 

Tertiary in North America (Axeirod, 1986), and from Eurasia, where the oldest fossil 

evidence is from the Paleogene (Gaussen, 1960). The mountain stone pine P. pumi/a 

did not group with the other stone pines in the combined analysis, supporting the 

hypothesis that its similar con e and seed morphology resulted from parallel evolution 

associated with bird dispersal. Relatively big wingless seeds and eones that retain 

seeds at maturity, morphological adaptations for bird dispersal (Tomback and Linhart, 

1990), are features that have evolved several times in the genus. Twice from a white 

pine ancestor with a terminal umbo cone scale: once leading to P. pumi/a and the other 

to P. a/bicaulis and P. cembrae. In pines possessing dorsal umbo cone scales, bird 

dispersal adaptations were derived once in subsect. Cembroides and again in P. pinea. 

Liston et al. (1999) hypothesized a North American origin of Cembrae from North 

American white pines, this scenario is sustained by the combined phylogeny, however 
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ancient fossils of a North American stone pina haya not been diseovered (Axelrod, 

1986). The ineluslon of P. sibirica and P. koraiensis, the two unsampled speeles of 

subseet. Cembrae would help to Identlfy possible migration routes. 

This work presents evidenee that the two widely reeognized subgenera in Pinus 

are monophyletie. The presence of a single vascular bundle is a symplesiomorphic 

condition shared with both Picea and Cathaya presumed sister groups of pines. The 

derived condition of the hard pines (two vascular bundles) has evolved only once within 

the genus. Given the monophyly of the genus and the basal position of pines in seetion 

Parrya In the combined topology, as well as the fossil evidence (Alvin, 1960; Axelrod, 

1986), the ancestral cone form of the genus would had have dorsal umbo con e scales. 

This character may have contributed extensively to pine radiation after its appearance. 

Presumably, a dorsal umbo allowed the evolution of a more complex apophyses 

morphology, permitting these pines to survive in a broader range of climate conditions 

including frequent fires. Complex apophyses also constitute structures resistant to seed 

predation (Coffey et al., in press). Ancestral species with intermediate charaeters, such 

as the relictual P. ne/sonii may have been abundant when the two main subgenera of 

Pinus were not distinet, and subsequently, a diversification occurred leading to the two 

well differentiated pine groups: pines in subgenus Pinus maintaining the dorsal umbo 

and having two vascular bundles, and pines in subgenus Strobus with species in 

section Parrya also conserving the dorsal umbo and the pines in seetion Strobi with 

terminal umbo. A monophyletic section Strobus grouping pines with a terminal umbo 

cone scale, presenting a derived position within subgenus Strobus is consistent with the 

fossil record. The Cretaceous fossil record of section Strobus is relatively poor. Pinus 

magothesis (Penny, 1947) from the late Cretaceous is one of the few specimens 

representing these pines. However given the early evolution pines with dorsal umbo 

from both subgenera, it may not be needed to assigned the oldest fossils to a particular 

subgenus either to subsections. 

In Subgenus Pinus, the basal position of Subsection Pinus and the relationships 

among the Mediterranean pines (P. pinaster, P. pinea, P. ha/epensis, P. canarienses 

and P. roxburghit), provides corroboration for an early differentiation of the subgenus 
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along the Tethys seaway during the Cretaceous proposad by Klaus (1989) and Millar 

(1998). Putativa parallel evolution between North American hard pines and some plnes 

in subsect. Pínus, Is explained by sharad plesiomorphic characters mainly related to 

cone morphology. These characters may have contributed to a later diversification of 

pines during tha middle Eocene in an environment subject to recurrent fires when an 

axtension of dry climate in southwast North America occurred. The derived position of 

most North American hard pines suggest that this group niay have a more recent 

evolutionary history than previously thought. Fossil eones ascribed to this subsectlon 

should be re examined as they may be related to P. pínaster. The position of subsect. 

Oocarpae supports the hypothesis that this is a derived group that originated in North 

American Eocene refugia (Axelrod, 1986; Millar, 1993;1998), probably from an ancestral 

species common also to the Ponderosa group. This idea is not in agreement with Mai 

(1989), who suggested that the Oocarpa group had its origin in subsect. Pínus, based 

on the fossil spacies P._ooconíca (Klaus, 1980) from Austria. However, this association 

illustrates that ancestral Eurasian hard pines presented morphological features now 

observed only in the North American hard pines. Subsection Contortae has been 

hypothesized to have a more ancient history than the one inferred from its relative 

derived position in the combined phylogeny (Krupkin et al., 1996). However the 

discrepancy in the position of subsection Contortae in the different analyses requires 

further study. 

Our results support the view that pine evolution hasbeen marked by extensive 

parallelism due to selection pressures probably related to the evolution of novel 

characters that allowed pine diversification. Extinction of species may still obscure 

some relationships, the integration of fossils in phylogenetic reconstruction of the group 

is slill lacking and may provide evidence on adaptive episodic evolulion. The 

phylogenetic reconstruction obtained in the study suggests an important effect of natural 

selection in pine evolution, this interpretation will be tested further as additional data are 

collected. Evidence from experimental studies may also corroborate the adaptive value 

of the dorsal umbo cone scale postulated in this work. 
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2.1 Appendlx 

Morphological characters 

AII characters were analyzed as equally weighted and unordered in the first analysis, after 

that 12 characters were ordered, indicated in the descriptions, also 4 characters not independent 

were down-weighted, or excluded. A"?" was used when no data were colJected (either because 

that structure was not available on a particular specimen, or a character could not be evaluated for 

a species). The data forthe outgroup were taken from Farjon (1990) and Buchholz (1951). Main 

references for characters are as follows: charaeters 1,3 to 7, 9,16 to18, 22 to 29,31 to 34,36, 

37,39,40,43 to 50,62,63,66 and 67 from: I=a~on (1984); Fa~on and Styles (1997); Gaussen 

(1960); Martínez (1948); and Perry, (1991). Charaeter 8 from Bailey (1970). Stomata charaeters 

lOto 15 represent new observations although some specimens where obtained from Yoshie and 

Sakai (1985). Characters 19 to 27 from Jiihrig (1962); and Lanyon (1966). Character 30 from 

Shaw (1914); and Van der Burgh (1973). Character 33 from Malusa, (1992). Characters 36,41, 

42,49,65,68 and 69 from Klaus (1989). Characters 52 and 53 from Greguss (1955). 

Characteres 52 to 61 from Hudson (1960); and Van der Burgh (1973). Charaeter 64 from de 

Ferre (1965). Character 70 from Saylor, (1964, 1972, 1984). Conflicting character descriptions 

were reviewed and missing characters were compiled by personal observalions. 

FASCICLES ANO NEEOLES 

1. Fascicle bract-base. (O) Non decurrent: The bract bases gradually become. submerged 

into and form a part of the smooth bark on the young branchlet; (1) Oecurrent: bases of 

the leal bracts become dry and scaly and eventually fall from the branchlel, leaving Ihe 

surlace very rough. 
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2. Prophylls. Each dwarf shoot has Initially two opposite scales, termed prophylls, 

followed by 5-13 spiral arranged, sealy eataphylls, lorming the sheath. (O) Absent: only 

in Pinus are observed; (1) Weakly keeled: the keel is very Ineonspicuous only visible in 

a stereoseopie mieroseope; (2) Strongly keeled: very conspicuous keels are lormed by 

the prophylls, they can be seen with the naked eye. 

3. Braets (cataphylls). (O) Straight: the tip 01 the lascicle braet is mainly reetilinear or 

erect; (1) Re-curved: the tip 01 the braet curls baekwards. 

4. Sheath (ordered). (O) Deciduous: the scale leaves that lorms the needle sheath lalls 

early; (1) Persistent: the sheath stays with the needle laseiele until it falls; (2) Forming a 

rosette: the scales curl back and persist lorming a rosette. 

5. Reduction 01 sheath length. (O) The length 01 the needle sheath remains constant. (1) 

Present: when the sheath is a lew months old it shrinks. (Carvajal and Me Vaugh, 

1992). Irwas distinguished as state 2 il at maturity they were at least 30 % shorter in 

length than in youth. 

6. Number 01 needles per faseicle. (O) More than 10; (1) live; (2) three; (3) two; For the 

eharacter state (O), the number 01 leaves per shoot, was considered an homologous 

eharaeter state to the number 01 needles per fascicle, sinee the needle lascicle of pines 

represent a dwarf shoot. This eharacter was eodified considering the prevalent needle 

number for each species. 

7. Heteromerous fascieles. The number of needles in the faseiele is virtually constant in 

many speeies, whereas in others they are variable (Shaw, 1914) (O) homomerous; (1) 

heteromerous. 

8. Resin droplets in needle surfaee: (O) absent; (1) present. 
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9. Stomata position. (O) Epistomatic; (1) Amphistomatlc. 

10. Epicuticular wax distribution (ordered). (O) Waxes are deposited in the epistomatal 

chamber and on stomata rows; (1) Waxes are deposited in epistomatal chambers and 

around ít; (2) Waxes are deposit in epistomatal chambers and sparsely on sto mata 

rows; (3) Waxes are deposited only rarely in epistomatal chamber. 

11. Florín ríng (ordered). The Florin ring ís a term applied to a raised ring produced by the 

cells encircling the stomata in the leaves of conifers. (O) None or very gently raísed; (1) 

Low raísing (2) A continuum raísing ring producing volcanic shape; (3) Ríng raisíng 

steeply preventing the visualízation of the proximal portion of the ringo 

12. Shape of opening Florin ringo (O) Circular or slightly oval; (1) Rectangular. 

13. Surface of Florin ring (ordered). (O) Even: the needle surface surroundíng the Florin ring 

is uniform; (1) Lightly sunken: the needle surface surrounding the Florin ring is slightly 

depressed in relation to the Test needle surface; (2) Sunken: the needle surface 

surrounding the Florin ring is clearly depressed in relation to the rest needle surface; (3) 

Very sunken: the needle surface surrounding the Florin ring is substantially depressed 

ín relation to the rest needle surface, in thís cases the Florin ring is hard to see. 

14. Cuticular bridges between Florin rings. (O) Present: elevated structures formed with 

cuticle are observed on the stomata rows, between the rings. Most of them are 

irregular; (1) Absent: the general surface on the stomata lines between Florin rings is 

tlat. 

15. Furrows between stomatal rows (ordered). (O) Absent: the general needle surface 

between stomata rows is tlat;. (1) Slightly developed: grooves or ridges raised in 
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parallel to the stomata rows; (2) Well developed; grooves or ridges are clearly 

developed in parallel to the stomata rows. 

16. Needle margino (O) Entire; edge smooth; (1) Serrulate: small dentations present. 

17. Needle. (O) Straight; (1) Curved. 

18. Needle cross section shape(excluded). (O) Flat; (1) Triangular; (2) Semicircular: crosS 

section shape. This characters is related to needle number, more than two needles 

correlates with a triangular cross section. 
. 

19. Epidermis cells elongation (ordered). (O) Isodiametric: most epidermal cells are square 

having the same diameter in all faces; (1) periclinal: epidermal cells are rectangular, 

more long than tall, transversally oblong; (2) anticlinal: epidermal cells are more tall 

than long. oblong either rectangular or elliplic. 

20. Hypodermis layers (ordered). (O) Mostly one cell; (1) Mostly two cells; (2) More than 

two cells. 

21. Hypodermis type. (O) Uniform: the walls of all the cells are of uniform thickness; (1) 

Biform: there is a layer of comparatively thin walled calls adjacent to the epidermis, 

followed by one or more rows of comparatively thick ce lis; (2) Multiform: the thickness 

of the walls of succeeding rows of cells from the outside progressively increases. 

22. Hypodermal intrusion in mesophyll. (O) Absent; (1) Present: the hypodermal cells 

reaches the endodermis across the mesophyll in some points. 

23. Resin ducts posilion (primarily). (O) External: against the outer ceUs (the hypoderm); (1) 

medial: not touching the hypoderm nor the endoderm; (2) internal: touching the cells 

surrounding the fibrovascular bundle (the endoderm); (3) septal: touching both, the 

endoderm and the hypoderm ceUs. 
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24. Endodermis shape in a cross section. (O) Circular; (1) Triangular and or triangular with 

an elongated base; (2) Half elliptical to elliptical; (3) Slightly kidney shaped. 

25. Endodermis outer walis celis. (O) Thin; the outer wali is the same width than the inner 

wail; (1) Thick: the outer wali is at least twice widther than the inner wall. 

26. Sclerenchyma. (O) Absent: very few single celis forming the parenchyma have thick 

walls. (1) Adjacent row of sclerenchyma celis with thick walis are present under the 

vascular bundle (s); (2) Rows on both sides of the vascular bundle(s); (3) In-between 

and on both sides of the vascular bundles, this is found only in diploxyion pines. 

27. Vascular bundles. (O) Haploxyion: a single vascular bundle in each needle; (1) 

Diploxylon: two vascular bundles in each needle. 

28. Vascular bundles. (O) Single to avoid independence this was coded as "?"; (1) 

Connate: two vascular bJ:lndles are touching each other; (2) Distinctly separate. 

29. Connate needles. (O) needles from a single fascicle are separated; (1) The needles in 

a single fascicle are attached giving the appearance of a single needle . 

CONE AND SEEDS 

30. Conelet scale. (O) Entire: the terminal margins of the megastrobilous scale are 

rounded; (1) Tuberculate: a long appendix suddenly emerges; (2) Short mucronate: a 

very short prickle; (3) Long mucronate, a long and strong prickle; (4) Spinescent ; the 

elengation of the conelet scale is gradual. 

31. Cone shape. (O) Straight: the general shape of the cone, product of the form of its axis 

is straight or very slightly curved; (1) Curved: eones are commonly clearly bent. 

32. Cone dehiscence (ordered). (O) Dehiscent soon: for species where most of their eones 

open within ayear after maturation; (1) Late dehiscent: when eones takes longer than a 
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year to open.; (2) Serotinous: for eones that persist firmly attached to the branches for 

several years, remaln closed and open after exposure to hlgh temperature; (3) 

Disintegrating: eones do not open, they fall aparto AII this characters are consldered 

homologous states since they are the result of the degree of altachment of the scales 

and the cone axis. 

33. Cone's resin (ordered). (O) Not resinous or rarely resinous; (1) Intermediately resinous; 

(2) Very resinous. 

34. Con e seales. (O) Not woody: eones seales without sclerifieation; (1) Woody: selerified 

eones seales. 

35. Cone seales. (O) Thin: like in P. monticola; (1) Thick; Like in P. albicaulis. 

36. Umbo (down weighled). (O) Terminal: when Ihe scale grows predominantly lo the lenght 

and pushes the umbo (exposed part of the connelel scale thal represents the first year 

growth of the cone (Klaus 1980) to the front; (1) Dorsal: when the cone seales grows to 

all sides of the umbo leaving concentric rings around the umbo. 

37. Apophysis margino (O) Free: the edge of the apophysis is not in contact with other 

apophyses in the closed mature cone; (1) Joined: the edge of the apophysis is in 

contact with other apophyses. 

38. Apophysis shape. (O) Monomorph: al! the apophyses in the eone had the same general 

shape; (1) Strongly heteromorph: Ihe shape of the apophyses commonly varies in 

relation to ils position within the cone. 

39. 8pine (ordered). (O) Absent: umbo unarmed; (1) 8mall: this spine may be persistent or 

soon deciduous; (2) Stout: a very robust persistent spine is present in the umbo. 
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40. Apophysis. (O) Strongly keeled: prominent horizontal keel; (1) weakly keeled or not 

keeled. Note: all specles with a terminal umbo although are considered to be strongly 

keeled they were scores as "7". 

41. Prickle on dorsal umbo. (O) Plain: the umbo presents no spine; (1) Centro-mucronate: 

the spine Is localized mainly in the center of the umbo; (2) Excentromucronate; the 

spine Is consistently aboye or below the center of the umbo. 

42. Apophysis shape in Terminal Umbo (down weighted). (O) Absent: the umbo Is dorsal; 

(1) uncinate: the apophysis are bent downward; (2) tectoid: the upper field is 

separated by a longitudinal keel in the middle reaching from the upper rim to the cross 

keel; (3) obtusa: the umbo is plane and obtuse;: (4) pytamidal: the umbo is raisad in the 

middle, basidas the cross kael no othar structure Is prasent. 

43. Apophysis shape on dorsal umbo (down weighted). (O) Absent: the umbo is terminal; 

(1) Elongatad: the apophysis is clearly protruding at least twice as its length; (2) Half 

elongated: the apophysis protruding is less than its wide; (3) Flat. no projection of the 

apophysis is observed. 

44. Dorsal Umbo shape (down weighted). (O) Absent: the umbo is terminal; (1) elongated; 

(2) half elongated; (3) Flat. 

45. Peduncle. (O) Slender, it bends easily when green; (1) Stout: strong peduncle hard to 

bend. 

46. Peduncle in ripe cone: (O) Falling with the cone; (1) Persisting with basal scales. 

47. Long peduncle curved. (O) Absent: the peduncle is short so no curvature is perceived, 

(1) long peduncle is straight; (2) The peduncle is long (> than 2 cm) and curved. 

48. Developed seeds on cone scale. (O) Two; (1) One. 
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49. Cone seeds. (O) Fertile seeds throughout the eone; (1) Only mid-eone seeds fertile. 

50. Seed wings. (O) Adnate: the wing is firmly attaehment to the seed and eannot be 

separated from it exeept by actually breaking the rnembranous wing; (1) Articulate: the 

wing is attached to the seed by two hooks that contain hygroscopic tissue; (2) No! 

attached: the wings are reduced in size or not attached at all to the seed. So me authors 

terme it "vestigial". 

51. Seed wings function. (O) Effective: When the wing attached to the seed slightly retards 

its falling; (1) Ineffective: the wing seed does not retards the speed of the falling seed. 

Seeds with not attached wings where scored as "?". 

WOOD AND BARK. 

The criterion for assignirig states in wood characters followed descriptions by Hudson and 

Van der Burgh. 

52. Cross field pitting. (O) Pinoid: the holes in the secondary walls of ray parenchyma cells 

observed in a radial seetion are small and oval and number of three to six; (1) 

fenestriform: one or two big pits with a rectangular or square shape fill out the entire 

. field. 

53. Biseriate bordered pits on the walls of the axial tracheids (radial longitudinal seetion) 

(ordered). (O) Uniseriate: no biseriate bordered pits occur; (1) oeeasional: some; (2) 

numerous: many. 

54. Horizontal walls of ray parenchyma, thiekness (radial seetion). (O) Thin: thinner than 

the adjacent axial traeheid walls (1) Thick. 
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55. Occurrence 01 bordered pits on tangential walls of ray tracheids on the last formed 

wood and the first formed early wood (ordered). (O) Absent; (1) Occasional few; (2) 

Numerous. 

56. Dentation degree of ray tracheids (radial section): (O) One: Slight thickening of the wall 

adjacent to the bordered pits of the ray tracheids; (1) Two: Very slight dentations most 

pronounced near the bordered pits of the ray tracheids; (2) Tree: Moderately dentate 

ray tracheids; (3) Four: Gradual development from dentate to heavily dentate ray 

tracheids; (4) Five: heavily dentate, with some reticulate ray tracheids; (5) Six: partially 

reticulate to completely reticulate ray tracheids. Numbers corresponds to classes 

described in Hudson. 

57. Pits on tangential walls of tracheids. (O) Few; (1) Many. 

58. Sclerificaton of the walls 01 ray parenchyma cells. (O) Woody: high level 01 sc\erification 

(1) Not woody. no sclerilication present. 

59. Thickness and sc\erification of epithel- parenchyma cells around resin channels. (O) 

Woody thick; (1) Not woody thick; (2) Not woody thin. 

60. Thickness and sclerification of walls in the uniseriate rays. (O) Woody thick; (1) Not 

woodythin. 

61. Thickness 01 walls of the multiseriate rays. (O) Woody thick; (1) Not woody thin. 

62. Bark. (O) Smooth: remains more or less flat; (1) Rough: scaly with deep grooves; (2) 

Peels off: shallow grooves form thin scales that falls; (3) Exfoliating smooth: and thin 
• 

bark as P. bungeana. 

63. Bark plates (excluded). (O) Absent: more a less continuous surtace; (1) Large: 

separated furrows; (2) Small: adjacent furrows. 
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OTHER 

64. Cotyledon type. (O) B; (1) A ; (2) C. From de Ferre (1965) cotyledon descriptions. 

65. Seedling producing "grass stage". (O) Absent; (1) Present: exhibit arrested apical 

growth 01 the apical meristem in the seedling stage. 

66. Long shoots. (O) Uninodal: during the growing season a single system 01 apical and 

lateral primordia 01 stem, leaves and reproductive organs initiated in a previous season 

and lorming a terminal and several subterminal "winter bUds", elongates and develops 

at the ends 01 stem and branches; growth then ceases and a new set 01 primordia is 

initiated belere the dormancy period (Farjon & Styles 1997); (1) Multinodal: the 

development 01 the vegetative organs, as well as 01 reproductive organs, Irom the 

"winter buds" occurs simultaneously on these intemodes within a single growing 

season. 

67. Bud. (O) Glabrous: the surface olthe bud is devoid 01 hairs orotherprojections; (1) 

Pubescent: having line short hairs. 

68. Stem shoot producing primary leaves. (O) Absent: shoots are only produced on 

branches; (1') With primary leaves: shoots are produce on the main stem and those 

have primary leaves; (2) Without primary leaves: shoots are produce on the main stem 

but these just have secondary lea ves only. The Jeaves 01 pines are 01 lour types when 

accounting lor all developmental stages in the plant: cotyledons, primary or juvenile 

leaves, cathaphylls or scale leaves, and secondary leaves called needles. Primary 

leaves are linear-acicular, serrulate and amphistomatic they developed without an 

associated sheath nor as cathaphylls. Secondary leaves develop on dwarf shoots 

axillary to cataphylls, in clusters or fascicles (Farjon, 1997) 
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69. Primary leaves for several yeara. (O) Absent: the production of primary leaves occurs 

only the firat season and only on the main stem; (1) Present: the production ot primary 

leaves continues tor several seasons and it also occurs on lateral shoots. 

70. Heterobranchial chromosomes. (O) Only one out ot twelve chromosomes presents a 

sub-median centromere, with a ratio of 0.6 between the a and b arms. (1) Two 

chromosomes present sub-median centromere, the rest have median centromere. 
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3.1 Abstract 

The genus Lophoderrnium comprises ascomycelous fungi Ihat are both needle 

cast pathogens and asymptomatic endophytes on a diversity of plant hosts. This genus 

is distinguished Irom other genera in the family Rhytismataceae by the presence of 

fililorm ascospores and ascocarps that open at a longitudinal slit. Nucleotide 

sequences of the intemal transcribed spacer (ITS) region 01 nuclear ribosomal DNA 

were used as characters in phylogenetic analysis of Lophodermium species. 

Sequences 0128 Lophodermium isolates were analyzed with five other representatives 

of Rhytismataceae: Elytroderma deforrnans, LiruJa macrospora, Meloderrna 

desmazieresii, Tryblidiopsis pinastri and Co/poma quercinum. We evaluated the 

congruence of particular morphological characters on the phylogenetic hypotheses 

obtained. Parsimony and distance analyses suggest that ascospore shape results in an 

artificial separation of the genera. We obtained a natural group of Lophoderrnium 

species with pine hosts that included M. desmazieresii and E. deforrnans, which also 

have pine hosts and share characters related to ascomata development. Four sampled 

isolates from pathogenic species occupy derived and medial positions in the ITS region 

phylogeny suggesting that pathogenicity has evolved independently at least twice wilhin 

pine hosts. Basallineages of the pine Lophoderrnium clade are occupied by isolates 

from endophytes. 
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3.2 Introduction 

Fungal endophytes live for all, or at least a significant part of their life cycle 

intemally and asymptomatically in plant tissues (Stone & Petrini, 1997; Saikkonen et al., 

1998). Endophytic fungi have been found in all woody plants that have been examined 

(Carroll and Carroll, 1978; Petrini et al., 1982; Chapela and Boddy, 1988; Espinosa­

García and Langenheim, 1990; Hata and Futai, 1995; Stone and White, 1999). 

Endophytíc fungí of woody hosts are a highly diverse assemblage, primarily 

ascomycetes, and represent a range of symbiotic interactions, from commensals and 

mutualists to latent pathogens, with their host plants. Most phylogenetic studies of 

above-ground endophytes have focussed on grass symbionts (Le. Shardl et al., 1991; 

Glenn et al., 1996; Reddy et al, 1998; but see Gemandt et al., 1997). Although both 

have been termed "endophytes", the endophytes of grasses are limited to a relatively 

small group of genera in the Clavicipitaceae, while the endophytic fungi of woody hosts 

are biologically and ecologically much more diverse (Stone and White, 1999). 

Phylogenetic studies of woody plant endophytes are needed to evaluate degrees of 

specialization to habitats and hosts, endophyte diversity and distribution pattems, and 

the evolutionary pathways leading to this widespread association. 

The study of evolutionary relationships within the fungi has had major 

impediments due to their simple and frequently convergent morphology, lack of a useful 

fossil record, and high biodiversity levels (Bruns et al., 1991). The use of molecular 

characters allows researchers to circumvent these problems. In particular, intemal 

transcribed spacer (ITS) sequences of nuclear ribosomal (nr) ONA have been used to 

. resolve intraspecific and interspecific phylogenetic relationships, providing insights into 

the utility of conventional morphological characters and species delimitation (Lee and 

Taylor, 1992; Carbone and Kohn, 1993; Harrington and Potter, 1997; Johnston and 

Jones, 1997; Jacobs and Rehner, 1998). In this study we used lTS sequences of 

nrONA to estimate phylogenetic relationships within Lophodermium Chevallier. This 

genus, conspicuous on senescent and abscised conifer needles and recognizable in 

culture by its anamorphic states, is among the most common endophytic isolates from 

Pinus, Abies, and Picea (8tone and White, 1999). 
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Lophodermium is a larga and complex genus in the family Rhytismataceae 

(Rhytismatales, Ascomycota). This genus offers a great opportunity to study the 

evolutionary history 01 the important and widespread symblotic ralationshlps among 

endophytes and woody plants. Approximataly 103 species have been described on 

different plant groups (Hawksworth et al., 1995). More than 20 spacies 01 this genus 

colonize needles 01 coniferous trees and shrubs, but only one 01 these, L. seditiosum, is 

a major pathogen that causes needle cast 01 pines in forest nurseries and plantations 

(Minter and Millar, 1980; Wayne et al., 1996). In most pine Lophodermium species, 

ascocarps are usually found developing in recently fallen needles. These fungí colonize 

healthy needles where they reside as endophytes within the symptomless host tissue; 

ascocarps typically mature after needle abscission. Lophodermium species have been 

described from several 1amilies apart 1rom Pinaceae, and are especially diverse on 

Gramineae and Ericales, both Ericaceae and Epacridaceae (Cannon and Minter, 1983; 

Johnston 1989, 1992; Ellis and Ellis, 1997). 

The genus Lophodermium traditionally includes specíes characterized by havíng 

ascomata with a síngle longitudinal openíng sHt. and hyaHne, filiform non-septate 

ascospores. DeHmitation of Lophodermium species in pines is based on characters 

observed in mid-point cross sections 01 mature ascocarps. These characters inelude: 

position 01 the ascocarp in relation to the epidermis, number and position 01 displaced 

epidermal cells, presence and pigmentation 01 distinctive "lip" cells along the sHt zone, 

and degree 01 pigmentation 01 the subhymenial lower wall associated to the presence 

01 a perimeter line. Characters related to the external appearance include presence 01 

zone lines, perimeter Iines, size and shape 01 the ascocarp and its position in relation to 

the stomatal rows (Minter, 1981, 1995). 

Many authors have emphasized the artificial nature 01 the separation 01 many 

genera in Rhytismataceae, including Lophodermium, defined by a few key characters 

(Darker, 1967; Johnston, 1989, 1990; Spooner, 1991). Early classifications based 

generic delimitation primarily on ascospore shape. More recent classi1ications include 

characters 01 the ascocarp, asci and spores as well as the anamorphic state. For 

example, Johnston (1988,1989) delineated six different groups with 21 Lophodermium 

species 1rom New Zealand based on distinctive developmental 1eatures 01 the 
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ascocarps. The same set of developmental features that deflned sorne of these groups 

were shared by species in different genera within the fami/y, including Hypoderrns, 

Meloderrna and Coccomyces. 

A comprehensive monograph of Lophodermium is a difficult task considering its 

putative artificial constitution, its complexity, and the number of species ascribed to the 

genus. In this study ,,!e present a phylogenetic analysis using nucleotide sequence 

data of Lophodarrnium species with different host preferences and biogeographic 

distributions. The hypothesis of monophyly in the genus Lophodermium is tested by 

the inclusion of five other genera in the family Rhytismataceae. The molecular 

phylogeny allows us to evaluate traditional morphological and developmental characters 

used for species delimitation and to establish levels of convergent evolution in this 

group of fungi. Molecular characters may also indicate whether certain morphological 

characteristic in a group can be attributed to common descent or rather to anatomical 

similarities in their hosts. The range of interactions between Lophoderrnium and its 

hosts provides an opportunity to study levels of specificity and to trace the transition 

between pathogenicity and endophytism. 

3.3 Materials and Methods 

Fungal isolates 

A total of 28 Lophodermium isolates were sampled (Table 3.1), representing twelve 

described species of Lophoderrnium. Several species were represented by individuals 

from multiple hosts or populations. During the course of this study, five putative new 

species from Mexican pines were discovered based upon unique combinations of 

morphological characters (Ortiz- García, Salas and Alvarez-Buylla, in, preparation); all of 

them were includad in the analysis. Three presumed asexual states of Lophodermium 

isolates were obtained from surtace sterilized asymptomatic needles maintained on 

potato dextrose agar (Difco) supplemented with 0.1% malt extract and 0.15% yeast 

extract, (PDMYA). Needles were surlace sterilized by successive immersion in 70% 

ethanol for 1 min, 4% sodium hypochlorite for 10 min, 70% ethanol for 1 min, and 

rinsed twice in sterile water. Two of these cultures were designated as Leptostroma 

dacipiens anamorph of Lophoderrnium baculiferum, whereas the third was 
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undetermined (Leptostroma sp). The remaining pine host specimens were obtained 

from cultures recovered from ascospores of apothecia on needle fragments. AII 

isolates from pines were collected within the natural distribution r~nges of their hosts, 

with the exception of both Lophodermium conigenum isolates from Pinus radiata 

introduced in New Zealand. Seven specimens were provided as cultures from other 

institutions (Table 3.1). Five species from other genera of Rhytismataceae were 

included in the analyses: E/ytroderma deformans, Liru/a macrospora, Me/oderma 

desmazieresii, Co/poma quercinum and TrybJidiopsis pinastri. The first three species 

were used to test the potential monophyly of the ingroup (Nixon and Carpenter, 1993), 

because they share many morphological features with some species in the genus 

Lophodermium, along with host substrate, ascocarp structure and development, and 

anamorph morphology (Cannon and Minter, 1983; Johnston, 1988, 1989). Tryb/idiopsis 

pinastri and Co/poma quercinum, were included in this study to root the cladograms 

because they presented a sister relationship with Lophodermium australe in a 

phylogenetic analysis that included members of the family Rhytismataceae (Gernandt 

et al.,1997). These species present contrasting characters with the ingroup, both occur 

on dead stems and branches and have distinctive erumpent ascomata. 

DNA extraction and amplification. 

DNA was extracted from fungal cultures using a modification of the procedure of 

Doyle and Doyle (1987). Samples were ground in eppendorf tubes (1.5 mi) with sand 

and 1 mi of 60° C 2X CTAB supplemented with 2% of sodium bisulfite, then incubated 

at 37° C for 1·2 hrs. Two chloroform: isoamyl acohol (24:1) extractions were 

performed, DNA was precipitated in cold isopropanol and the pellet was washed with 

70% ethanol and suspended in TE (10 mM·Tris-HCL pH 7-8, 0.1 mM EDTA). PCR 

reactions were performed in 100 ¡.tI volumes with 1.5 U Replitherm TM DNA polymerase 

(Epicentre Technologies), 5 ¡.tI Replitherm™ buffer, 1.5 mM of MgCI2, 4% DMSO, 2% 

BSA, 10 pmol dNTP, 15 pmol each primer and approximately 100 ng sample DNA. 

The primers used were ITS1F: 5' CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A 3' (White et 

al., 1990) and, NL6A: 5' CAA GTG CTT CCC TTT CAA CA 3' (Egger,1995). These 

primers amplified the ITS region of nuclear ribosomal DNA, including the 5.8S 
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Table 3.1. Taxa included in the analyses. 

Taxon Host Culture Origin 

number 

Leptostroma decipiens 1 Petr. Pinus ponderosa Doug. Oregon USA 

Leptostroma decipiens 2 P. ponderosa Dougl. Oregon USA 

Leptostroma sp. P. ayaeahuite Ehrenb Durango Mexico 

Lophodermium actinothyrium Poaeeae Argentina 

Lophodermium agathidis 1 Minter & Hettige Agathis austra/is (D. Don) Steud PDD43039 NewZealand 

Lophodermium agathidis 2 Metrosideros fu/gens NewZealand 

Lophodermium austra/e 1 Deam P. pa/ustris Miller Florida USA 

Lophodermium austra/e 2 P. pseudostrobus Lind. Oaxaca Mexico 

Lophodermium bacu/iferum 1 Mayr P. ponderosa Dougl. Oregon USA 

~ Lophodermium bacu/iferum 2 P. contorla Dougl. Oregon USA 

Lophodermium baculiferum 3 P. montezumae Lamb. Nuevo Leon Mexico 

Lophodermium bacu/iferum 4 P. montezumae Lamb. Morelos Mexico 

Lophodermium conigenum 1 (Brunaud) Hillitz P. radiata D. Don PDED59475 NewZealand 

Lophodermium eonigenum 2 P. radiata D. Don PDED59508 NewZealand 

Lophodermium indianum 1 Singh & Minter P. greggii Engelm. Nuevo León México 

Lophodermium indianum 2 P. harlwegii. Oaxaca Mexico 

Lophodermium minus (Tehon) P. R. Johnst. Pseudopanax chathamicus PDD62621 NewZealand 

Lophodermium minus 2 Nothofagus menziesii Oersted PDD45035 NewZealand 

Lophodermium molitoris Minter Pinus taeda L. CBS597.84 North Carolina USA 

Lophodermium nitens Darker Pinus ayacahuite Ehrenb. Morelos Mexico 

Lophodermium piceae (Fckl.) Héíhn Picea abies (L.) Karsten 93011 Waadt Germany 

Lophodermium pinastri (Schrad. ex Fr.) Chev. Pinus ponderosa Dougl. Oregon USA 



Table 3.1. (continued) 

Taxon Hos! Culture Origín 

number 

Lophodermium seditiosum Minter. Staley u. P. sy/vestris L BBAL225 Lünenburg. Germany 

Millar 

Lophodermium sp 1 P. ayacahuite Ehrenb. Morelos Mexico 

Lophodermium sp 2 P. doug/asiana Martínez Oaxaca. Mexíco 

Lophodermium sp 3 P. montezumae Lamb. Moreros Mexico 

Lophodermium sp 4 P. chiapensis (Martínez) Andresen Oaxaca. Mexico 

Lophodermium sp 5 P. montezumae Lamb. Chiapas Mexico 

Elytroderma de/ormans (Weir) Darker P. ponderosa Doug. CBS181.68 Montana. USA 

Liru/a macrospora (Hartog) Darker Picea abies CBS592.84 As. NOlWay 

"" Me/oderma desmazieri (Duby) Darker P. ayacahuite Ehrenb. CBS612.84 Chapingo. Mexico 
'" Tryb/idiopsis pinastri (Pers.: Fr) Karst Pinussp L CBS234 Sweden 

Ca/poma quercinum (Pers. ex St.-Am.) Wallr. Quercus rubus L. BBAC313 Münden. Germany 



ribosomal RNAgene and the flanking ITS1 and ITS2 spacers. PCR conditions were 40 

cycles at 94° C denaturation for 45 s, 55°C annealing for 45 s, and 72°C extenslon for 

90 seconds. Reactions were terminated following a final extension at 72° C for 9 mino 

Products were purified with the QIAquick gel extractíon protocol (QIAGEN, Chatsworth, 

Ca). Cycle sequencing with dye terminator chemistry was performed using an ABI 

model 373A fluorescent sequencer. Products were sequenced in both 5' to 3' and 3' to 

5' directions. 

Sequen ce analyses. 

Sequen ce alignments were perforrned using CLUST ALW (Thompson et al., 1994) 

with a gap weight=40, gap length weight =5, and then adjusted manually by vis'ual 

inspection in GDE (Genetic Data Environment, Smith et aL, 1994). Phylogenetic 

analyses were conducted with PAUp· version 4 (Swofford, 1998) using both the 

parsimony criterion and the neighbor joining method. In the parsimony analysis, a 

heuristic search was performed with the following options: a 100 replicates of random 

taxon addition, tree bisection reconnection (TBR) branch swapping, and no maxtree 

limit. Gaps were treated as missing data to minimize homology assumptions. AII 

characters were equally weighted and unordered. Support for the branching topologies 

was evaluated with 500!!'lplicates of bootstrapping (Felsenstein, 1985). No maxtree 

limit and random addition sequence with one replicate each were used in the bootstrap 

analysis. To examine the number of additional steps required to collapse each clade, 

Bremer supportldecay indices (Bremer ,1988,1994) were calculated by using the 

command "keep trees" for trees one to four steps longer and 'by the constraint' 

consensus analysis for each clade with longer steps (Morgan, 1997). In both methods, 

the above heuristic search parameters were used. 

In the neighbor-joining anaJysis, the proportion of nucleotide difference was 

calculated as the ratio between the number of positions at which nucleotides differ 

between two sequences, and the total number of nucleotide positions compared (Nei, 

1987). Numbers of substitutions were also estimated using the one parameter method 

01 Jukes and Cantor (1969) and the two parameter method of Kimura (1980). The 

distance matrices generated by these methods were used to obtain distance trees 
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employing the neighbor-joining method. Trees were displayed wlth TREEVIEW (Page, 

1996). 

Morphological character analysis. 
• Nineteen morphological characters were gathered fer most of the iselates (Table 

3.2 and Table 3.3). Characters were chesen based on availability and on traditional 

use (Minter, 1981) for taxonomic assignment of Lophodermium species in pines. Al! 

morphologicál characters were coded as unordered and were optimized onte the trees 

obtained from the ITS region analysis, using unweighted parsimony. 
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Table 3.2. Selected characters and character states analyzed on the phylogenetic recostructions. The Consistence Index 

obtained for each character is shown in parenthesis. 

Characters 

1.- Ascomata position (0.364) 

2.- Ascomata opening (1.00) 

3.- Linear ascomata opening (0.333) 

4.- Ascomata shape (0.375) 

Character States 

o = sub-cuticular, 1 = partly sub-epidermal and sub-cuticular, 

2 = sub-epidermal, 3 = partly sub-cuticular, sub-epidermal, and 

sub-hypoderrnal, 4 = late rally subhypodermical 

O = no linear, 1 = linear 

O = along epidermal cells, 1 = along stomata 

O = elliptical oblong, 1 = elliptical with acute apex, 2 = linear, 

3 = irregular (erumpent ascomata) 

5.- Pigmentation of the sub-hymenial tissue (0.236) 0= absent, 1 = slightly pigmented basal wall, 

2 = strongly pigmented basal wall 

6.- Modified cells along ascomata opening (0.236) 

7.-Lip cells colors (0.667) 

8.- Perimeter line (0.145) 

9.- Black zone lines (0.115) 

10.- Spore shape (0.333) 

11.- Spore septo (0.250) 

12.- Paraphysis (0.250) 

O =absent, 1 = present 

0= Colourless, 1 = grey, 2= black , 3= green/blue, 4= yellow . 

0= absent, 1= present 

0= absent, 1 = present 

0= filiform, 1 = not filiform 

0= absent, 1 = present 

O = simple, 1 = swollen, 2= hooked, 3= branched 



Table 3.2. (continued) 

Characters 

13.- Conidiomata (0.333) 

14.- Conidiomata opening (mostly) (0.500) 

15.- Host (0.500) 

16.- Substrate for reproduction (0.667) 

17.- Displacement of epidermal cetls (0.211) 

:g 
18.- Asci apex (0.400) 

19.- Conidia shape (0.667) 

Character States 

o = absent, 1 = present 

O = irregular tears, 1 = Ostiole, 2 = Ostioles (more than 1), 

3 = single longitudinal slip on one side 

O = no pine, 1 = pine 

O = needles or leaves, 1 = (needles, or leaves) and eones, 

2 = bark 

O = no epidermal cetls displaced, 1 = centratly and together on the 

basal wall, 1 = Scattered on the basal watl 

O = acute, 1 = papitlate, 2 = cylindrical truncate 

O = cylindrical 1 = eliptical 3 = falcate or lunate 



Table 3.3 Morphological data matrix for 33 isolates. 

Fungi 

Leptostroma decipiens 1 

Leptostroma decipiens 2 

Leptostroma sp. 

Lophodermium actinothyrium 

Lophodermium agathidis 1 

Lophodermium agathidis 2 

Lophodermium australe 1 

Lophodermium australe 2 

Lophodermium baculiferum 1 

Lophodermiuf!1 baculiferum 2 

Lophodermium baculiferum 3 

Lophodermium baculiferum 4 

Lophodermium conigenum 1 

Lophodermium conigenum 2 

Lophodermium indianum 1 

Lophodermium indianum 2 

Lophodermium minus 1 

Lophodermium minus 2 

Lophodermium molitoris 

Lophodermium nitens 

Lophodermium piceae 

Lophodermium pinastri 

Lophodermium seditiosum 

Lophodermium sp 1 

Lophodermium sp 2 

Lophodermium sp 3 

Lophodermium sp 4 

Lophodermium sp 5 

Characters (from 1-19) 

2110207010021210010 

2110207010021210010 

??????7???????10??? 

2100110000020?0000? 

01001140101?1100201 

01001140101?1100201 

310201 (01 )000001 (03)1 0200 

310201 (01 )000001 (03)10200 

211020?010021210010 

2110207010021210010 

211020?010021210010 

211020?010021210010 

110121(12)110011 (23)10200 

110121(12)110011(23)10200 

3100211110010710207 

3100211110010710207 

2100107000131700000 

210010?000131700000 

1100111110001010110 

0100107110021010010 

2100107110011?0000? 

1100112110001311100 

2101112110001111000 

1101210100011110100 

410001100000??1000? 

2100113110021710110 

11012101?00???1017? 

210010?1000?1710177 
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Tabla 3.3 (continuad) 

Fungi 

E/ytroderma deformans 

Liru/a macrospora 

Me/oderma desmazierei 

Tryblidiopsis pinastri 

Co/poma quercicum 

Characters (from 1-19) 

410200?001111?1020? 

011210?110001100001 

110021?101011?10200 

?0?310?0011(10)1?12?22 

?0?3?0?00002??02?0? 
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3.4 Results 

Sequence analysis. 

The peR products resulting from using the fungal specific primers included an 

approximately 250 bp intron at the 3' end of the small subunit for most but not all 

species. Due to problems in its alignment and questionable homology, these insertions 

were not included in the analyses. The amplified fragments also included 

approximately 14 bp at the 3' end of the 188 rDNA gene and 20 bp of the 5' end of the 

288 rDNA gene, but only the ITS region portion was included in the phylogenetic 

analyses. Boundaries of the ITS-1, 5.8S rDNA gene, and ITS-2 were determined by 

comparison with published sequences of the ITS region (Lee and Taylor, 1992; Morales 

et al., 1993; Jasalavich et al,. 1995). The totallength of the ITS region sequence 

alignment was 484 bp, of which 160 characters were phylogenetically informative. The 

ITS region sequences ranged in length from 425 to 456 bp among the 33 studied taxa 

(Table 3.2). Most of the length variation occurred in the ITS1 (range121-150 bp, 

mean=129.45 ± 8.5). This was due mainly to the presence of an 18 bp insertion 

present in both iso lates of L. minus and partially shared with the out group and L. picea 

in 13 positions. As expected, the 5.8S rDNA gene showed constant length (158 bp). 

The ITS2 region varied between 144 and 159 bp among taxa (mean=150.48 ± 4.9). 

A relatively broad range of G + e content was observed among the ITS1 and ITS2 

sequences (Table 3.2). In contrast, G + e content of the 5.8 rDNA gene is fairly 

constant across all taxa. Intraspecific percentage of nucleotide difference was 2.5% 

between L. agathidis isolates, 1.3% between L. minus isolates and it ranged from 0% to 

7.1 % between L. baculiferum isolates. Interspecific nucleotide difference ranged from 

0.0% tor L. nitens and L. indianum 2 to 20.9% for L. minus 1 and L. conigenum 1. 

102 



Table 3.4. Sequence characteristics of the ITS Region. 

Parameter ITS1 5.82 ITS2 Total sequence 

Length range (bp) 121-150 158 144-159 425-456 

Length mean and s.d. (bp) 129.45 ±8.5 158±0 150.48 ±4.9 437.94±8.7 

Aligned length 159 158 167 484 

G + e content range 0.430-0.534 0.443-0.475 0.531-0.662 0.477-0.554 

G + e content mean & s.d. 0.472±0.030 0.463±O.010 0.592±O.039 0.510±0.024 

Number of variable sites (%) 87(54.7) 15(9.5) 92(55.1) 194(40.1) 

Number of informative sites (%) 73(45.9) 10(6.3) 77(46.1) 160(33.1) 
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Phylogentic analysis. 

Eight equally most parsimonióus trees were obtained from the heuristic search, 

Fig. 3.1 shows one of them (tree length = 481, el = 0.605, RI =0.825, RC = 0.499). The 

phylogeny has many clades with high bootstrap support values (>90%). From a total of 

29 clades 21 have bootstrap support over 50%. Four ciad es with no bootstrap support 

«50%) correspond to unresolved positions that collapse in the strict consensus tree. 

The strict consensus tree obtained from the same eight trees is well resolved (Fig. 3.2). 

The topologies obtained from the neighbor-joining analyses using Jukes and Cantor 

one- or Kimura two- parameter methods were identical but differed from Ihe most 

parsimonious trees in two ways: L. baculiferum 2 instead of being basal to a clade that 

includes all Lophodermium with pines hosts, is in an intermediate position within this 

clade, the other difference corresponds to the position of L. piceae being basal to the 

mentioned clade. The neighbor- joining tree obtained from a distance matrix using the 

lotal distance was slightly different to the other trees, gruping L. piceae with L. molitoris 

and L. sp5, within the Lophodermium clade associated to pines. Nevertheless, 

differences between topologies from differenl analyses occurred only on branches with 

no bootstrap support. Analysis of 500 bootstrap replicates using the command "keep 

all compatible groups", also resulted in the tree with the topology displayed by the 

former distance trees. Bootstrap values within the bootstrap tree ranged from 20% to 

100% and decay indices ranged from O in the branches that collapsed in the consensus 

tree lo 22 steps. 

The eight most parsimonious trees (not shown) differed in some details. 

Lophodermium indianum 1 formed a monophyletic group with Lophodermium sp 1 and 

sp 2 in sorne trees whereas in others these groups were paraphyletic to L. nitens and L. 

indianum 2. Two isolates of L. australe were monophyletic or formed a paraphyletic 

group with two isolates of L. conigenum. Lophodermium molitoris and L. sp5 either 

formed a monophyletic group with all L. baculiferum species with the exception of L. 

baculiferum 2, or occupied an intermediale posilion within the clade of Lophodermium 

species on pines. 
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Figure. 3.1. One of the eight most parsimonious trees obtained from parsimony 

analysis for Lophodermium iso lates and related genera. The tree was presented as a 

phylogram to show the number of character state changes per branch. Co/poma, Líru/a, 

Tryblidiopsis and two isolates of Lophodermium minus were designated as outgroups. 

Numbers above branches are bootstrap values over 50%, numbers below branches are 

decay indexes. Thin lines show branches that collapsed in the strict consensus tree 

(with a decay index of zero). The C. 1. showed included also uninformative characters. 
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AII Lophodermium species that inhabit pine needles formed a monophyletic group, 

hereafter referred to as the pine clade, distinct from the other Lophodermium species 

included in the analysis, that formed a heterogeneous group of species on a 

phylogenetically diverse assembiage of hosts. Withln the pine clade, two groups can be 

distingúished, one of them with high support: 99% bootstrap value and a decay index of 

10 (d), but the other one only weakly supported. The former includes most 

Lophodermium species in pines and aiso two species from other Rhytismataceae 

genera. Elytroderma deformans from P. ponderosa, in a basal position to L. pinastri. 

Me/oderma desmazíeresii from P. ayacahuite is in a sister relationship highly supported 

(100%; d=14), to a Leptostroma anamorph isolated also trom P. ayacahuite and an 

undetermined Lophodermium (sp4) isolated from P. chiapensis. The other group within 

the pine clade showed very low support tor the internal branches. This clade included 

ail L. bacu/iferum isolates, L. molitoris, and a putative new species ot Lophodermium 

(sp5). The terminal branches of all these species were weil supported. 

In the non-pine group, a monophyietic clade comprising by two L. agathidis 

isolates from New Zealand and L. actinothyrium from Argentina was highly supported 

(97% d= 9). Within this group, L. actinothyrium is basal to both L. agathidis species 

(100%; d=19). Lophodermium piceae is the sister species to all the mentioned species. 

Co/poma quercinum and Tryblidiopsis pinastriwere used to root the phylogenetic 

reconstructions, and two isolates of L. minus closer to Liru/a macrospora showed an 

intermediate position between these groups. 

Morphological characters. 

Parsirnony based optimizations of morphological character states tor 19 

characters commonly used to separate Lophodermium species on pine hosts showed in 

general high levels of homoplasy on the molecular phylogenetic reconstructions 

obtained from the ITS region analysis (Table 3.2). This indicates that most 

morphological characters traditionally used for species delimitation have evolved more 

than once within the pine group. Thirteen characters showed the same consistency 

index in all most parsimonious reconstructions, but four characters showed variation in 

their consistency index depending on the tree that was used for the optimization. The 
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mean consistency index for al! characters was 0.406 (range 0.115-1.000). Tha 

morphological characters with the highest CI values (~ 0.500) were: ascomata opening, 

lip cell colors, conidiomata opaning, and conidium shape. Two acological charactars 

showed high C.I.: were pine host and substrata of fructification. Ascomata position 

presented a relativaly low consistency index (C.I.=0.364), as well as ascospore shape 

(C.I.=0.333). Four representatlve characters were mapped on the consensus tree (Fig. 

3.2). 
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Figure 3.2. Strict consensus tree of eight equally parsimonious trees for 

Lophodermium isolates and related genera. Correspondent hosts are shown Jor each 

isolate. Morphological character state optimizations are represented by different 

patterns in branches for four representative morphological characters. 
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3.5 Discussion 

Generic segregation and morphological characters. 

Results from parsimony and neIghbor-joining analyses yielded strong evidence of 

the artificial nature of the genus Lophodermíum. AII phylogenetic reconstructions 

grouped Meloderma desmazíeresii and Elytroderma deformans, which are also 

inhabitants of pine needles, with Lophodermium species from pine hosts. When these 

two species were constrained outside of the pine clade, 8 trees 43 steps longer than 

the most parsimonious trees resulted. The non parametric Templeton test implemented 

in PAUp· yielded a highly significant difference between the most parsimonious trees 

and the trees obtained from this constrained analysis (p>0.0001). These results 

strongly suggest that the genus Lophodermium, as traditionally recognized, is not 

monophyletic. 

When the genus Meloderma was erected, Darker (1967) pointed out similarities in 

ascus shape and in the position of the developing ascocarp in relation to the host tissue 

between Meloderma desmazieresii and Lophodermium on pines. Meloderma and 

Efytroderma have been segregated from Lophodermium species mainly based on 

ascospore morphology. Species in the genus Mefoderma have short, cylindrical 

ascospores as opposed to the filiform ascospores in Lophodermium. The genus 

Elytroderma is distinguished by its large, clavate, 1-septate ascospores. The 

phylogenetic results reported here suggest that Elytroderma deformans, Meloderma 

desmazieresii and Lophodermium species from pines form a more natural group, 

despite differences in ascospore shape and degrees of pathogenicity. This is 

congruent also with similarities in ascocarp development related to the intemal 

differentiation of the upper wall of unopened ascocarps between M. desmazieresii and 

studied species of Lophodermium from pines reported by Johnston (1988), as well as 

with similarities in anamorphic states (Minter, 1980) and ascospore discharge 

mechanisms (Minter and Cannon, 1984). 

The fact that species with contrasting spore shapes (Le. Lophodermium, 

Elytroderma and Meloderma) occurred together in the pine clade suggests that this 

character is not appropriate for delimiting natural groups within this family. Characters 
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related to the patterns of development of the stenle tissues of the ascocarps have 

proven to be more useful to define groups within the Rhytismataceae (Johnston, 1988, 

1989). The evaluation of the taxonomic slgnlflcanee of these trafts is deferred because 

ascocarp development is poorly understood in mostspecies. Lophodermium species 

that share related hosts may have similar ascocarp developmental pattems, particularly 

if the anatomy and disposition of the available tissues in the hosts constrain ascocarp 

development. The positions of species in the pine clade assigned to different genera 

have similar ascocarp development pattems as well as similar host substrate. However, 

the possibility of ascocarp development being a reliable criterion for the delimitation of 

genera comprising natural groups within the Rhytismataceae should stimulate more 

studies on ascocarp ontogeny. Ascospore shape seems a reliable character tor 

species delimitation. The genus fElytroderma Includes only two species, both pine 

inhabitant and the genus Meloderma includes four species with a wider host range. To 

establish if all these species are part of Lophodermium will require wider sampling. 

Other studies have reported convergence in spore shape: Wingfield et al., (1994) found 

that ascospore morphology was not congruent in the molecular phylogeny among 

specles in Ceratocystis sensu strícto. Gaudet et al. (1989) showed that highly divergent 

species ot Fusarium showed convergence in macroconidium shape. 

Morphological characters traditionally used for species delimitation showed 

different degrees of taxonomic value. Few characters appeared consistent with the 

molecular phylogenetic reconstruction. The depth of embedding of the ascocarp, a key 

character for distinguishing pine Inhabiting Lophodermium species, showed an 

inconsistent distribution pattem on the phylogenetic reconstructions. There may ba 

different sources for incongruence between the phylogenetic hypotheses and the 

morphological characters used for species delimitation. One possible explanation for 

the observed pattern is that closely related species or aven the same species colonizing 

hosts with different needle anatomies, showed diffarances in the location of the 

ascocarp relatad to the number of pine celllayers in the needle. In particular this might 

be the case tor the clade that comprisas L. nitens, L. indianum and two undescribed 

species of Lophodermium (sp. 1 and sp. 2). Pinus hartwegii and P. greggii have two to 

three layers of hypodermal cells while P. ayacahuite has only one (Farjon and Styles, 
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1997), this anatomical difference reduces the sites available for ascocarp insertion in 

the soft pine, and thus constralns the potential morphological characters related to the 

embedding of the ascocarp in fungi colonizing this species. 

Most Lophodermium taxa that showed unique combinations of morphological 

characters also showed unique molecular sequences. The five putative new Mexican 

species showed uníque ITS region sequences. Only Leptostroma sp. trom P. 

ayacahuite, showed identical nucleotide sequences to that of Lophodermium sp 4 from 

P. chiapensis suggesting that they might be the same species. 

In this study we observed two interesting and contrasting pattems in relation to 

morphological and molecular variation. Some species characterized by different 

morphological aUributes showed identical sequences, and also the same morpho­

species showed molecular variation attributable to different species. This might be 

partially explained by the tact that some important morphological characters used for 

species delimitation may be dependent on the anatomy of the hosts. Different species 

in anatomically similar hosts may present the same morphology and conversely the 

same species in anatomically different hosts may show different morphology. Other 

groups of characters independent trom host anatomy showed different pattems of 

variation. Minter and Millar (1980), studied the biology and ecology of a group of similar 

Lophodermium species inhabiting Pinus sylvestris: L. seditiosum, L. pinastri and L. 

conigenum. They reported impressive differences in their habitat use, tructification and 

sporulation periods as well as in their pathogenicity. The phylogenetic relationships 

inferred for these species and the genetic differentiation observed corroborated their 

species status and is congruent with the ecological variation reported. The relative high 

G + e content observed in the ITS2, is also characteristic of angiosperms, and sorne 

genera in the family Pinaceae as well as different groups of fungi (Baldwin et al., 1995; 

Liston et al., 1999; Kuhls et al., 1997; O'Donnell et al., 1998). 

Host specificity. 

Sorne species represented by more than one isolate had noticeably divergent ITS 

region sequences. This was the case for the "Lophodermium baculiferum species 

complex" that showed high levels of ITS variation. ITS intraspecific variability in this 
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complex correlates with the origin of the isolate in terms of the phylogenetic 

relationships of their hosts. Fungi isolatad from tha sama host, Pinus ponderosa inside 

a small geographic range in Oregon, showed identical sequances. Isolates 01 the same 

morpho-specles laken from P. montezumae across a relatively extensive geographic 

range in Mexico, showed low varialion levels (0.23%). High sequence divergence was 

tound among L. baculiferum isolates trom different pine species, whether they were 

from species in the same subsection (mean 4.24%), or in differenl subseclions (mean 

6.09%). Pinus ponderosa and P. montezumae, both members of subsection 

Ponderosae (lisIan el al., 1999), share a recenl common anceslor, and Ihis is also Ihe 

pattern tor Iheir L. bacu/iferum isolales, despile these pines being geographically 

isolated. In constrast, L. baculiferum isolated trom P. contortae in subsection Contortae 

(Lislon et al., 1999) displayed higher molecular divergence to Ihe former isolates 

despite the overlapping geographic distributions of P. ponderosa and P. contorta along 

the west coast. 

Levels of inlraspecific varialion between L. baculiferum iso lates are comparatively 

high. As in previous sludies (Carbone and Kohn, 1993; Morales el al., 1993; Ko el 

al., 1997), divergence among iso lates from different hosts may be high enough to justify 

splitting them into separate species. This is congruent with the idea that speciation has 

occurred in the fungi in parallel with host speciation. Mating studies and reciprocal 

inoculations may be appropriate to investigate whether molecular divergence and host 

speciticity justify the segregation ot additional species in this group. Further isolates of 

L. baculiferum need to be studied both genetically and morphologically to decide 

weather or not the current taxonomy is appropriate. 

There is evidence that specific host -fungus relationships occur between -Leptostroma anamorphs and their hosts (Sieber-Canavesi et al., 1991), and this is . 

reflected by the fact that host preference and substrate often provide a guide for 

identifying Lophodermium species. Observed variation patterns indicate that some 

Lophodermium species maybe undergoing host -mediated speciation. However host 

swilching belween closely related and sympatric pine hosts occurs since there is nol an 

overall congruence between the phylogeny of Lophodermium and the phylogenetic 

relationships among its pine hosts. Species that are generalists, able lo swilch and 
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coloniza many diffarant hosts, ara iIIustrated by L. agathidis iso latas collactad 

axclusivaly from Naw Zealand but obtalned from diffarent hosts. Divergence levels 

among individuals of L. agathidis are comparabla to divergant lavels within the same 

species. 

That many species of Lophodermium have a wide host range, probably reflects a 

potential to host switching. It is possible, however, that cryptic speciation is occurring In 

similar taxa on diffarent hosts, and therefore differences in habitat and behavior may 

indicate genetic discontinuities. Groups of chemical and morphological traits on the 

pines hosts, such as Medie anatomy and secondary compound distribution influence 

on fungal colonization. Similar needle anatomy and similar secondary compounds might 

favor host switching and colonization especially betwean closely related pinas in 

sympatry (Espinosa-García, et al., 1993). Horizontal transfer in Lophodermium by 

broadcasting of ascospores may preclude specialization in some spacies, but host 

tracking seems to be occurring in others. 

Evolution of Pathogenicity. 

The phylogenetic results provide evidence that pathogenicity has evolved from 

endophytism more than once within the studied pine-inhabiting fungi. The transition 

from endophyte to pathogan does not appeared to be frequent in this group 01 fungi. 

Thare is evidence that some Lophodermium species included in this study are 

endophytes (Suske and Acker, 1989; Minter et al., 1978; Minter and Millar, 1980; 

Wilson et al., 1994). Indirect evidence supports the view that most Lophodermium 

species also share this lifestyle. Their fruiting bodies are frequently associated with 

recently senascent or dead tissue and viable infections are commonly found in living 

tissues of symptomless hosts (Carroll and Carroll, 1978; Hata and Futai, 1993, 1995; 

Stone and White, 1999). Al! Lophodermium species from New Zealand, basal to the 

pine clade, were sampled from fallen leaves, evidence of an endophytic life style. Other 

representatives of Rhytismateceae including Co/poma quercinum and Tryb/idiopsis 

pinastri are also considered endophytes. They coloniza living branchas and play an 

important role in natural decay and shedding of dead branches (Livsey, 1993; Livsey 

and Minter, 1994; Kowalski and Kahr, 1996). In contrast, L. seditiosum, E/ytroderma 
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deformans and Me/oderma desmazieresii are serious pina pathogens. Lophodermium 

seditiosum attacks two and three-needle pines causing neadle daath during Iheir first 

growing saason, somatimes killing seedlings (Hansen and Lewis, 1997). It represents 

the species with tha widest host range within the genus Pinus, reported in more than 40 

different hostsspecies. E/ytroderma deformans causes "witches brooms" and severe 

defoliation damage (Weir, 1916; Childs et al., 1971). This fungus invades its host via 

needles and then grows into and persists in shoots and twigs, causing a characteristic 

growth abnormality, severe infections can also kili the trees (Sinclair et al., 1996). 

Me/oderma desmazieresii causes a needle blighl. Yellow spots appear on nesdles 

during the spríng followíng ínfectíon, wíth ascospores maturíng the early summer 

(Hansen and Lewis, 1997). These three pathogenic species have been recorded in 

several different pine species. The relative position of the pathogenic taxa within the 

obtained phylogenetic reconstruction, suggests that that pathogenicity has evolved 

independently more than once in this group, the endophytic ecological mode showed by 

basal groups suggests that this is the ancestral condition. Other studies have also 

shown evídence of multiple origens 01 palhogenic fungi from non pathogenic relatives 

(Bowman and Taylor, 1993; Bowman et al., 1996). 

The feature that defines an endophyte is the presence of a period of interrupted 

growth and this may be genetically self regulated or imposed by the host. Delaying 

reproduction until needle senescence might represanl a less adaptive strategy 

compared to pathogenic fungi that aggrassively colonize host tissue following infection, 

allowing them to reproduce within ayear after infection. Severa needle pathogens 

deplata substrata availabilíty for subsequent infactions slnca commonly only currant 

season needlas ara availabla for colonization (Wayne et al., 1987). In contrast, different 

age needles are available for continuous endophyte colonization. When environmental 

conditions are unfavorable for ascospore disparsion and colonízation, fitness of 

pathogeníc fungi may ba very limitad in comparison to that of endophytic species that 

remained in younger needles, especially if ascospore life span is limitad. The ability to 

occupy many different hosl subslrates may be an alternative lor pathogenic lungi lo 

escape such environmental risks. This rnay explain why some pathogens are found in 
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other tissues besides needles. Lophodermium seditiosum can be found fruiting on pine 

cones, and E. deformans also invades shoots and twigs. 

The molecular approach used in this study helped to interpret relationships 

between the genus Lophodermium and seleoted specie~ in the family Rhytismataceae, 

but these results can only be considered as preliminary. A beller understanding of the 

biological and evolutionary relationships among Lophodermium and related genera 

might be guided by considering host associations. Inclusion of other members of 

Lophodermium and species of allied genera, and a beller understanding of systematic 

relationships in Rhytismataceae will be required before a decision can be made on the 

most appropriate way to classify the diversity covered within the genus. 
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CAPíTULO IV 

COMPARACiÓN DE FILOGENIAS ENTRE Lophodermíum Y Pínus. EL PAPEL 

RELATIVO DE LA COESPECIACIÓN, EL CAMBIO DE HOSPEDERO Y LOS 

EVENTOS DE DISOCIACiÓN EN LA EVOLUCiÓN DE Lophodermlum EN PINOS. 
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4.1 Resumen 

En este capítulo se presenta la comparación formal entre hipótesis filogenéticas 

de Lophodermium y especies afines de la familia Rhytismataceae con sus 

hospederos pinos. Se llevaron a cabo dos grupos de comparaciones que 

correspondieron a diferentes muestreos de especies asociadas. Para la 

reconstrucción filogenética de los pinos en el primer muestreo se utilizaron 

caracteres morfológicos y moleculares (secuencias parciales de ITS) en una 

matriz combinada para 14 taxa de hospederos. La reconstrucción filogenética de 

los endófitos se generó con secuencias de la región del ITS para un total de 26 

taxa. Para el segundo análisis se generaron reconstrucciones filogenéticas con 

datos de secuencias de ITS, tanto para nueve especies de hospederos como para 

20 aislados de hongos asociados. Se utilizó el programa TreeMap para forzar la 

coespeciación de Lophodermium y sus hospederos correspondientes. Para el 

primer análisis se obtuvieron 10 eventos de coespeciación y para el segundo 

muestreo seis. Sin embargo, el número de eventos de especiación conjunta para 

ambas comparaciones no difiere significativamente de una distribución de eventos 

de coespeciación aleatoria. Se postula que entre las fuentes de incongruencia 

más relevantes en este sistema se encuentran la especiación independiente de 

hongos endófitos, probablemente en respuesta a variación intraespecífica en la 

producción de compuestos secundarios en los hospederos, y eventos de cambio 

de hospedero, que se facilitan tanto por la distribución simpátrica de varias 

especies de pinos, así como por el mecanismo de transmisión de los endófitos 

asociados. 
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4.2 Introducción 

Darwin (1859), reconoció que la evolución de la diversidad biológica se 

constituye de dos aspectos muy Importantes, la adaptación y la especiación. Estos 

dos componentes de la biología evolutiva están ligados a la diversidad de 

especies y la diversidad de interacciones a través de los procesos de 

especialización y coevolución (Thompson, 1994). La evolución es el resultado de 

la interacción dinámica que involucra tres procesos principales: la adaptación, la 

especiación y la extinción. Dada la gran cantidad de interacciones que ocurren 

entre las especies que componen un ecosistema, podemos suponer que algunas 

de estas interacciones influyen en los procesos evolutivos mencionados, dando 

lugar a la coevolución. El concepto de coevolución, originalmente propuesto por 

Erlich y Raven (1964), involucra cambio evolutivo recíproco entre especies 

interactuantes. 

El estudio de asociaciones biológicas se puede dar desde dos perspectivas 

complementarias. A nivel de poblaciones en donde se hace énfasis en la 

posibilidad de interacciones adaptativas a corto plazo, y el estudio de los procesos 

evolutivos desde una perspectiva histórica que involucra establecer el grado de 

asociación filogenética entre grupos de especies (coespeciación) interactuantes 

así como el gradO de modificación mutua que la interacción conlleva 

(coadaptación). Los estudios de coadaptación deben iniciar con un análisis de 

coespeciación ya.que éste proporciona el fundamento filogenético sobre el cual se 

pueden resaltar los episodios de modificación mutua. Sin un análisis de este tipo 

es imposible diferenciar objetivamente escenarios donde se supone que las 

asociaciones reflejan asociaciones históricas, de escenarios que presuponen poca 

o ninguna interacción histórica (Brooks y McLennan, 1991). 

En general cuando dos o más especies muestran una asociación ecológica 

en el presente, ésta puede ser el resultado de una asociación ancestral o de una 

asociación reciente. Cuando los linajes ancestrales de ambos grupos de especies 

asociadas también presentaron una asociación en el pasado, ésta puede ser 

"heredada" por los linajes descendientes; a esta interacción se le considera una 

128 



asociación por descendencia. Cuando los linajes ancestrales no se encontraban 

en asociación mutua en el pasado y posteriormente se asocian, a la interacción 

actual se le considera asociación por colonización o por cambio de hospedero 

(Brooks, 1988). Los linajes que muestran asociaciones históricas con otros linajes 

exhiben patrones de coespeciación, esto es especiación paralela. En 

asociaciones en donde se observa un cambio recíproco, la especiación conjunta 

representa evidencia de coevolución. Sin embargo en interacciones donde el 

cambio evolutivo ocurre en un solo sentido, del hospedero al huésped, los 

patrones de coespeciación conjunta no necesariamente implican coevolución. 

Hasta hace relativamente poco tiempo, el estudio de las interacciones 

desde una perspectiva histórica estaba limitado a la información que pudiera 

proporcionar el registro fósil sobre estos fenómenos. En ausencia de éste, en 

general la única alternativa era interpretar información actual de interacciones en 

un contexto retrospectivo (Dirzo, 1983). El desarrollo de los métodos de 

reconstrucción filogenética así como de la sistemática molecular, constituyen 

herramientas poderosas para generar evidencia histórica de interacciones entre 

especies. Existen varias formas para utilizar las reconstrucciones filogenéticas en 

el estudio de la evolución de las asociaciones biológicas, la mayoría involucran 

establecer la congruencia entre las hipótesis filogenéticas de los grupos 

asociados ecológicamente. Algunos de los métodos sistemáticos desarrollados 

para el estudio de asociaciones permiten distinguir a los componentes de la 

asociación que se deben a la historia (asociación por descendencia) de aquellos 

que se deben a un cambio de hospedero (asociación por colonización). 

Dos de los métodos más utilizados en el estudio de las interacciones 

simbióticas son el método de parsimonia de Brooks (Brooks, 1981; Brooks, 1988; 

Brooks & McLennan, 1991), y el método de reconciliación de árboles desarrollado 

por Page (1994a) con base en trabajos previos de Goodman et al. (1979) y Nelson 

y Platnick (1981). El método de parsimonia de Brooks (1988), considera a la 

coespeciación equivalente a homología y a la asociación por colonización 

equivalente a homoplasia. Bajo este enfoque se utiliza a los organismos 

asociados (huéspedes) y su reconstrucción filogenética como caracteres y series 
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de transformación, respectivamente, sobre la filogenia de sus hospederos. 

Diferentes medidas de ajuste como el índice de consistencia (CI), se utilizan para 

estimar cuantitativamente las proporciones relativas de asociaciones por 

descendencia y asociaciones por colonización para grupos particulares. Una 

desventaja de este método es que no permite establecer la fuente de la 

incongruencia, ya que para determinar si ésta se debe a un cambio de hospedero, 

a la especiación independiente del huésped, o a la extinción del huésped, se 

requiere información adicional (page , 1994b). 

El método de reconciliación de árboles desarrollado por Page (1994a) se 

basa en la reconstrucción de asociaciones de huésped y hospedero a partir de las 

filogenias independientes de dichos grupos. En este método se maximiza el 

número de eventos de especiación que se atribuyen a la coespeciación entre los. 

linajes asociados. Esta metodología permite identificar entre posibles fuentes de 

incongruencia. El fundamento de este método es obtener un mapa de las dos 

reconstrucciones filogenéticas en donde se identifican pares de nodos que reflejan 

el mismo evento evolutivo de coespeciación. Otros eventos que se mapean en la 

reconstrucción de la asociación, corresponden a eventos de duplicación (cuando 

el huésped presenta un evento de especiación independiente), cambios de 

hosp~deros y eventos de disociación (sorting) que incluyen: extinción del 

huésped, eventos de especiación independiente del hospedero y problemas de 

muestreo insuficiente. 

En general, estos métodos se han desarrollado para estudiar interacciones 

de parásitos y hospederos (Brooks 1988; Page 1993), sin embargo pueden 

utilizarse para otros tipos de interacciones en donde se presuma que ocurre 

coevolución. Por ejemplo en asociaciones mutualistas de plantas y polinizadores, 

hospederos y endosimbióntes (Distel et al. 1994, Bandi et al. 1995), arboles y 

micorrizas (Swensen 1996), asociaciones entre plantas e insectos fitófagos 

(Becerra 1997), y asociaciones especializadas de depredador presa (Chapela et 

al. 1994). Una de las asociaciones que se ha estudiado intensamente en las 

últimas tres décadas, desde una perspectiva ecológica es la de plantas y hongos 

endófitos (Carroll y Carro1l1978, Stone White 1999). Algunas de las preguntas 
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que surgen del estudio de estas asociaciones ampliamente distribuidas son: 

¿cuáles son los grados de especificidad entre especies asociadas?, y ¿se trata 

de asociaciones por descendencia o involucran comúnmente cambios de 

hospederos? . 

En este trabajo se presenta un análisisde la asociación entre hongos 

endófitos, en su mayoría del género Lophodermium, y sus hospederos del género 

Pinus. Existe evidencia de especificidad entre algunas especies fúngicas de este 

género y sus hospederos (Johnston 1989, 1992). Además, el estudio de la 

relación de dos especies de Lophodermium con su hospedero P. sylvetris, 

representa uno de los pocos ejemplos en los que se tiene evidencia de relaciones 

antagonistas entre patógenos y endófitos. El posible papel mutualista de la 

especie endófita (L. conígenum) sugiere que la interacción entre estos organismos 

y sus hospederos posiblemente representa una asociación muy antigua, que 

pudiera reflejarse en patrones de especiación conjunta. Además, los procesos 

involucrados en el reconocimiento en asociaciones de patógenos y hospederos 

pueden incluir mecanismos específicos, muy elaborados y fijos genéticamente 

(Lamb et al. 1989). Esto, nuevamente sugiere que asociaciones de este tipo 

pueden tener una larga historia evolutiva. 

Si los linajes de hongos endófitos se mantienen asociados de manera 

estricta con sus hospederos durante largos periodos de tiempo evolutivo, diversos 

eventos de vicarianza que aíslan a las pOblaciones de hospederos también aíslan 

a las poblaciones de endófitos. En la medida en que estos eventos hayan llevado 

a la formación de nuevas especies, se podrá evidenciar la especiación conjunta 

con la obtención de filogenias paralelas. El objetivo de este trabajo es establecer 

cuál es el papel relativo de la coespeciación, los cambios de hospedero, eventos 

de especiación independiente y de disociación, en la evolución de la interacción 

entre especies del género Pínus y un grupo de hongos endófitos del género 

Lophodermium. 

131 



4.3 Materiales y Métodos. 

Los análisis de reconstrucción filogenética para ambos grupos de especies 

estudiadas se llevaron a cabo a partir de secuencias dé espaciadores internos 

transcritos de DNA ribosomal de núcleo (ITS nrDNA). Los métodos de extracción y 

purificación de DNA así como los parámetros para la amplificación de las 

secuencias por el método de PCR, se reportan en Liston et al. (1999) y en el 

Capitulo " de esta tesis. La comparación formal de las fllogenias de 

Lophodermium y Pinus, reportada en este trabajo se realizó con el método de 

reconciliación de árboles (Page, 1994b) con base en el programa TreeMap (Page 

1995). La comparación formal de filogenias así como la obtención del árbol 

reconciliado, requieren que todos los huéspedes, en este caso los hongos 

endófitos, estén asociado a un hospedero. No se contó con las secuencias de ITS 

de cinco especies de pinos para las que se tenían datos de secuencias de sus 

hongos endófitos. Debido a ésto, se llevaron a cabo dos grupos de muestreos 

para los análisis de reconstrucción filogenética, así como para la obtención de 

filogenias reconciliadas. 

Muestreo de Lophodermium. 

En el primer análisis se incluyeron 26 secuencias (Tabla 4.1). De este total, 

22 secuencias corresponden a miembros del género Lophodermium asociados a 

pinos, dos secuencias son de otros miembros de la familia Rhytismataceae que 

también se encuentran asociados a pinos: Me/oderma desmazieriiy Elytroderma 

deformans. Además se utilizaron como grupos externos a Lophodermium piceae y 

a Lirula macrospora, ambos en hospederos de Picea sp. Para el segundo análisis 

se seleccionaron 20 secuencias del total usadas en el primer análisis (Tabla 4.1). 

Únicamente las secuencias de endófitos para las cuales se tenía la información de 

las secuencias de sus hospederos fueron utilizados en este segundo análisis. 
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Tabla 4.1. Aislados de hongos de la familia Rhytismataceae, inclurdos en 

cada uno de los dos análisis filogenéticos. 

Taxon Análisis 1 Anáisis 2 

Leptostroma decipiens 1 Pelr. .1 .1 

Leptostroma decipiens 2 .1 .1 

Leptostroma sp. .1 .1 

Lophodermium.australe 1 Dearn .1 X 

Lophodermíum australe 2 .1 X 

Lophodermium baculiferum 1 Mayr .1 .1 
Lophodermium baculiferum 2 .1 .1 

Lophodermium baculíferum 3 .1 .1 

Lophodermium baculiferum 4 .1 .1 

Lophodermium conigenum 1 (Brunaud) Hillitz .1 X 

Lophodermium conigenum 2 .1 X 

Lophodermium indianum 1 Singh & Minler .1 X 

Lophodermium indíanum 2 .1 .1 

Lophodermium molitoris Minler .1 X 

Lophodermium nitens Darker .1 .1 

Lophodermíum piceae (Fckl.) Hóhn .1 .1 

Lophodermium pinastri (Schrad. ex Fr.) Chev. .1 .1 
Lophodermium seditiosum Minler. Slaley U. Millar .1 .1 

Lophodermium sp 1 .1 .1 

Lophodermium sp 2 .1 .1 

Lophodermium sp 3 .1 .1 

Lophodermium sp 4 .1 .1 

Lophodermium sp 5 ,/ .1 
Elytroderma deformans (Weir) Darker .1 .1 
Lirula macrospora (Hartog) Darker .1 .1 
Meloderma desmazieri (Duby) Darker .1 .1 
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Muestreo de Pinus. 

En el primer análisis se seleccionaron las especies de pinos para las cuales 

se tenía información de secuencias de ITS de sus huéspedes endófitos. 

Dado que cinco especies de hospederos para las que se han aislado especies de 

Lophodermium no cuentan con datos moleculares, se llevó a cabo la construcción 

una matriz de datos combinada para los pinos. Esta matriz contenía las 

secuencias parciales de la región de ITS para ocho especies de pinos y el grupo 

extemo Picea con un total de 654 pares de bases, así como 70 caracteres 

morfológicos para todas las especies mencionadas y para cinco especies más de 

las cuales se tenía únicamente la información de los caracteres morfológicos 

(Tabla 4.2). 

El segundo análisis filogenético para los pinos incluyó únicamente las 

especies para las que se tenían los datos de secuencias de ITS (Tabla 4.2) . Esto 

con el objetivo de poder hacer una comparación más directa de las tasas de 

evolución molecular entre pinos y sus endófitos asociados. 

Tabla 4.2. Especies de pinos incluídas en cada uno de los dos análisis de 

reconstrucción filogenética. 

Host Análisis 1 Análsis 2 

Pinus ayacahuite Ehrenb ,/ ,/ 

P. chiapensis (Martrnez) Andresen ,/ ,/ 

P. contorta Dougl. ,/ ,/ 

P. douglasiana Martrnez ,/ ,/ 

P. greggii Engelm. ,/ X 

P. hartwegii. ,/ ,/ 

P. montezumae Lamb. ,/ ,/ 

P. palustris Miller ,/ X 

P. ponderosa Dougl. ,/ ,/ 

P. pseudostrobus Lind. ,/ X 

P. radiata D. Don ,/ X 

P. sylvestris L. ,/ ,/ 

P. taeda L. ,/ X 

Picea mexicana ,/ ,/ 
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Análisis filogenéticos y de comparación de filogenias. 

Todos los análisis de reconstrucción filogenética se llevaron a cabo con el método 

de máxima parsimonia. Para lo cual se utilizó el programa PAUP* Versión 4 

(Swofford 1998). Todas las búsquedas se hicieron con las rutinas de branch and 

bound, con lo cual nos aseguramos que se obtiene el árbol más corto. 
< 

Una vez inferidas las reconstrucciones filogenéticas de los dos grupos de 

especies asociadas, se obtuvieron los árboles reconciliados utilizando el programa 

MapTree (Page, 1995). Dado que el método de reconstrucción de asociaciones 

busca la reconstrucción que maximiza los eventos de especiación conjunta, se 

requiere de evaluar si dicha reconstrucción es evidencia real de un patrón general 

de coespeciación o si bien no difiere significativamente de la hipótesis nula que 

establece que la filogenia del huésped es independiente de la filogenia del 

hospedero. El método que se ha implementado para poner a prueba esta 

hipóte.sis se basa en obtener los eventos de coespeciación entre filogenias de 

huéspedes y hospederos generadas al azar. Así la proporción de filogenias 

aleatorias que tengan el mismo número o un número mayor de eventos de 

especiación conjunta, corresponde a la probabilidad de obtener el valor observado 

como producto del azar (Page, 1994). Este método de obtención aleatoria de 

topologías se llevó a cabo con 1000 réplicas, para ambos grupos de 

reconstrucciones obtenidas. Se generaron topologías para los hospederos, para 

los huéspedes y para ambos simultáneamente, para las cuales se obtuvieron los 

árboles reconciliados y el número de eventos de coespeciación. 

Por último, se estimó la divergencia entre linajes asociados mediante la 

comparación de longitudes de ramas equivalentes entre las topologías de 

endófitos y hospederos. Esta prueba de correlación determina si las tasas 

relativas de sustitución entre las especies de la filogenia de hospederos, son 

consistentes con las tasas relativas entre las especies de huéspedes en la 

filogenia de los hongos. 
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4.4 Resultados 

Aeconstrucción filogenética. 

Para el análisis de los endófitos que Incluyó los 26 aislados se obtuvieron 

20 árboles filogenéticos igualmente parsimoniosos con una longitud de 317 pasos 

(el = 0.7098, AI= 0.8728). Para el análisis que incluyó únicamente 20 aislados de 

endófitos se obtuvieron dos árboles igualmenta parsimoniosos con una longitud 

de 284 pasos (el = 0.7465, RI = 0.8491). 

Para el análisis combinado de los hospederos que incluyó 14 especies de 

pináceas (13 pinos y una picea), se obtuvieron 3 árboles igualmente 

parsimoniosos con una longitud de 386 pasos (el = 0.8264, Al = 0.7666). En el 

análisis en el que se incluyeron 9 pináceas, se obtuvo un sólo árbol más 

parsimonioso con una longitud de 244 pasos (el = 0.9631, Al = 0.9313). 

Todas y cada una de estas topologías más parsimoniosas obtenidas con 

las especies muestreadas de cada uno de los dos análisis se compararon entre sí. 

En cada caso se seleccionó la comparación que presentó el mayor número de 

eventos de especiación conjunta y cuando se obtenían dos reconstrucciones con 

el mismo número de eventos de especiación se seleccionó la que presentaba el 

menor número de eventos de disociación (sorting). 

La figura 4.1 muestra la comparación de hipótesis filogenéticas entre 14 

hospederos y 26 taxa de hongos asociados. La hipótesis filogenética de los pinos 

corresponde a una de tres igualmente. parsimoniosas obtenida mediante el 

análisis combinado con una matriz de datos morfológicos y moleculares. La 

hipótesis filogenética de los hongos huéspedes corresponde a una de 20 

topologías igualmente parsimoniosas encontrada para el muestreo de 26 aislados 

de hongos ascomicetos. Se seleccionaron estas dos topologías después de 

comparar un total de 60 combinaciones de topologías (3 x 20), por que 

presentaron el mayor número de eventos de especiación conjunta y el menor 

número de eventos de disociación, antes de llevar a cabo la búsqueda exhaustiva 

que incluye posibles cambios de hospedero. Las líneas entre los grupos de 

especies ilustran los patrones de asociación. Las letras asignadas a diferentes 
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nodos dentro de cada reconstrucción filogenética corresponden a posibles 

eventos de coespeciación obtenidos a partir de una búsqueda exhaustiva. Siete 

eventos de especiación en la filogenia de estos pinos se pueden asociar con 10 

eventos de especiación en la filogenia de sus huéspedes ascomicetos. El número 

de eventos de coespeciación postulados, es menor para los hospederos pinos 

porque hay eventos de coespeciación en los hongos que ocurren después de 

eventos de especiación independiente. 

Figura 4.1. Comparación de una hipótesis filogenética de 13 especies de pinos, 

con Picea como grupo externo, y 26 hongos asociados del género Lophodermium. 

Las lineas entre las topologías muestran los patrones de asociación de diferentes 

taxa terminales. Los nodos con círculos muestran eventos donde se pustula 

especiación paralela y las letras iguales indican eventos correspondientes. 
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La figura 4. 2 muestra el mapa de las anteriores topologías reconciliadas. 

Se postulan 10 eventos de coespeciación, 10 eventos de duplicación (especiación 

independiente de los hongos), 3 cambios de hospedero, y 32 eventos de 

disociación. Cuatro de los diez eventos de especiación conjunta están también 

relacionados con eventos de duplicaciones en donde el huésped endófito diverge 

de manera independiente a la divergencia del hospedero. En las ramas 

terminales se observan además tres posibles eventos de duplicación. Los 

posibles casos de cambios de hospedero postulados por esta reconstrucción de 

asociaciones ocurren en ramas terminales y se dan tanto entre especies 

hospederas del subgénero Pinus como entre especies de pinos de ambos 

subgéneros. 

Figura 4.2. Mapa de las recostrucciones filogenéticas de 13 especies de 

pinos, con Picea como grupo externo y 26 aislados de hongos asociados. Se 

observan escenarios de cambio de hospedero y de especiación independiente del 

huésped para explicar la incongruencia. 
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El análisis de aleatorización de árboles para establecer si el número de 

eventos de especiación conjunta difiere significativamente de una distribución al 

azar, dió como resultado que el patrón observado no s6 puede distinguir de un 

patron aleátorio. El resultado fue consistente tanto para la generación de árboles 

al azar calculados para los huéspedes, como para árboles al azar de los 

hospederos y para el caso en el que se obtuvieron árboles aleatorios para ambos 

linajes. 

La correlación entre la longitud de las ramas de huéspedes y hospederos 

fue de r = 0.8925. Este valor alto de correlación entre longitudes de ramas de 

huéspedes y hospederos nos indica que la reconstrucción obtenida está 

relativamente bien apoyada por la información de las topologías comparadas. Las 

longitudes de las ramas de la topología de los hospederos corresponden a 

cambios tanto de caracteres morfológicos como moleculares, para la mayoría de 

las especies de pinos. Sin embargo cinco especies de pinos presentan longitudes 

de ramas obtenidas únicamente a partir de cambios de caracteres morfológicos. 

Los resultados del segundo análisis con un muestreo más limitado de 

especies se muestran en las figuras 4.3 y 4.4. En este caso, TreeMap interpretó la 

comparación de topologías de hospederos y huéspedes con un total de seis 

eventos de coespeciación, cinco en los hospederos y seis en los hongos, uno de 

estos eventos de coespeciación ocurre después de un cambio de hospedero. La 

reconstrucción postula además, cinco cambios de hospedero, cinco duplicaciones 

y 10 eventos de disociación. Los eventos de cambio de hospederos postulados, 

ocurren tanto en ramas terminales como en algunas ramas intemas. Los eventos 

de coespecieación postulados ocurren en cuatro casos asociados a eventos de 

especiación independiante de los hongos. Nuevamente se observan cambios de 

hospederos dentro del subgénero Pinus y entre miembros de ambos subgéneros. 

La correlación entre la longitud de las ramas de huéspedes y hospederos 

fue de r = 0.42, este valor de correlación indica un apoyo pobre para los eventos 

reconstruídos con la información topológica disponible. En este caso, únicamente 

se correlacionan longitudes de ramas correspondientes a sustituciones de 
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nucleótidos para ambos linajes por lo que la interpretación de este resultado es 

más explícita. 

Figura 4.3. Comparación de una hipótesis filogenética de 8 especies de pinos, 

con Picea como grupo externo, y 20 aislados de hongos asociados del género 

Lophodermium. Las lineas entre las topologías muestran los patrones de 

asociación de diferentes taxa terminales. Los nodos con círculos muestran 

eventos donde se pustula especiación paralela y las letras iguales indican 

eventos correspondientes. 
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Figura 4.4. Mapa de las recostrucciones filogenéticas de 8 especies de pinos, con 

Picea como grupo externo y 20 aislados de hongos asociados. Se observan 

escenarios de cambio de hospedero y de especiación independiente del huésped 

para explicar la incongruencia. 
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4.5 Discusión 

Existen algunos problemas con el enfoque utilizado para el estudiar las 

asociaciones entre Lophodermium y sus hospederos pinos, a partir de la 

comparación de las filogenias obtenidas de manera independiente. Dado que para 

cada linaje se encontró mas de una hipótesis filogenética igualmente 

parsimoniosa, se obtienen a su vez varias hipótesis de reconstrucción de 

asociaciones. La decisión de evaluar con más detalle únicamente las 

reconstrucciones que maximizan el número de eventos de coespeciación, se 

puede considerar análoga a utilizar el principio auxiliar de Henning (ver Capítulo 1) 

en sistemática (Brooks y McLennan, 1991). Al definir la "mejor" reconstrucción 

. como la que maximiza el número de eventos de coespeciación, se busca explicar 

la mayor parte de la historia de los linajes como historia compartida, debida a una 

causa común (Page, 1994a). De cualquier forma esta decisión representa un 

sesgo a priori hacia la coespeciación. Esto debe tenerse en cuenta sobre todo en 

los sistemas en los que la coespeciación domina la reconstrucción de las 

asociaciones, y debe llevar a evaluar también reconstrucciones subóptimas. 

La reconstrucción de la asociación obtenida presenta varios eventos de 

coespeciación, sin embargo, el número de eventos de coespeciación observado 

no difiere del obtenido para asociaciones aleatorias. Aunque estos resultados 

rechazan la hipótesis de que en la asociación de hongos endófitos del género 

Lophodermium y sus hospederos pinos ocurre evolución paralela, esto no excluye 

la posibilidad de que un subgrupo de los linajes asociados presente codivergencia 

con sus hospederos. Cambios de hospedero, así como eventos de especiación 

independientes por parte de los hongos son relativamente frecuentes por lo que 

estos fenómenos tienen un importante papel en la dinámica evolutiva de la 

asociación. 

La falta de congruencia entre las hipótesis filogenéticas de Pinus y 

Lophodermium puede tener varias fuentes. Para algunas especies de pinos se ha 

reportado gran variación interespecífica en la composición de terpenos (Valterová 

et al. 1995). Si parte de esta variación se correlaciona con distintas poblaciones 
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de pinos y la capacidad de algunos hongos endófitos de colonizar las acIculas 

depende de la composición de compuestos secundarios, posiblemente algunos 

linajes sean capaces de especializarse a nivel de poblaciones de pinos y 

eventualmente divergir y especiar en estas poblaciones sin que exista de por 

medio una especiación del hospedero. Este proceso podría explicar en parte, el 

alto número de eventos de duplicación (especiación independiente de los hongos) 

observados en las reconstrucciones obtenidas. Una primera aproximación para 

poner a prueba esta hipótesis requiere de datos de la composición química de las 

especies y de distintas poblaciones de pinos con las que se asocian diferentes 

especies de Lophodermium. Becerra (1997) encontró evidencia de que la 

composición química de árboles de Bursera que sirven de alimento a escarabajos 

del género Blefarida, tiene un papel preponderante en determinar las asociaciones 

que presentan estos grupos de especies, así como los cambios de hospederos 

observados. La autora observó varios cambios de hospedero entre diferentes 

linajes de Bursera, pero muy pocos de estos cambios de hospedero ocurrieron 

entre especies de Bursera con composiciones químicas muy contrastantes. 

Otro factor que puede explicar la incongruencia entre filogenias es la 

frecuencia de eventos de cambios de hospedero. El mecanismo de transmisión de 

los hongos endófitos es por transferencia horizontal por medio de esporas 

dispersadas por el viento o el agua (Minter y Cannon, 1984). Esto facilita los 

cambios de hospedero en sitios donde varias especies de pinos se distribuyen de 

manera simpátrica. Un mecanismo de transferencia vertical, por ejemplo en las 

semillas podría restringir las posibilidades de cambios de hospederos. En el caso 

de la asociación entre endófitos de gramíneas se ha documentado que la 

asociación por descendencia es común (shardl et al. 1997). Las especies de 

Epichloe (Clavicipitaceae) simbiontes de pastos, presentan variación en los 

mecanismos de transferencia entre hospederos. Las especies fúngicas con 

transferencia vertical por semillas muestan patrones de especiación conjunta con 

sus hospederos, los hongos con transferencia horizontal tienen rangos de 

hospederos más amplios y menos especificidad. Un sistema modelo en donde se 

ha evidenciado coespeciación, corresponde a los topos de bolsillo (pocket 
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gophers) y sus piojos parásitos (Hafner y Page, 1995). Varias características 

biológicas de este sistema han favorecido la especiación conjunta. Estos roedores 

de la familia Geomyidae comúnmente son solitarios y las diferentes especies se 

distribuyen de manera alopátrica, sus parásitos asociados miembros de la familia 

Trichodectidade, llevan a cabo todo su ciclo de vida en sus hospederos y tienen 

pocas posibilidades de cambiar de hospedero. 

En el caso de Lophodermium y pinos, en ambos análisis, las 

reconstrucciones hipotéticas de linajes asociaciones postulan un gran número de 

eventos de disociación. La falta de un registro fósil en donde se encuentre 

evidencia de este tipo de asociaciones, así como lo limitado del muestreo, impiden 

determinar la causa real de las disociaciones observadas. Cuando no se tiene un 

linaje del hongo asociado con un evento de especiación del hospedero, puede 

deberse a que el endófito no se encuentra (es decitse extinguió) o bien a que no 

fue muestreado. Se tiene evidencia de que en algunos casos ocurrió esto último. 

Para algunas especies de Lophodermium, por ejemplo L. durilabrum, no fue 

posible obtener cultivos. Esto sugiere que los requerimientos de esta especie son 

muy específicos. Probablemente otras especies con alta especificidad en sus 

requerimientos tampoco fueron muestreadas y por lo tanto los resultados 

obtenidos pueden estar sesgados por que las especies incluidas tienen un rango 

más amplio y por lo tanto pueden representar linajes más generalistas. Un 

muestreo más exhaustivo que incluya un mayor número de especies 

putativamente especialistas puede proporcionar evidencia adicional de 

coespeciación e ilustrar la dinámica evolutiva de estos organismos. 
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CAPíTULO V 

CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS 

El enfoque filogenético para el estudio de la dinámica evolutiva de la 

asociación endófito-hospedero desde una perspectiva histórica, permite descubrir 

patrones evolutivos a gran escala. Este acercamiento complementario al estudio 

de las interacciones, permite poner a prueba hipótesis de asociación por 

descendencia, coadaptación, y coevolución, así como establecer la influencia real 

de los hospederos sobre la evolución de sus organismos asociados. 

Tradicionalmente se ha sugerido que los hospederos juegan un papel 

determinante en la evolución de sus simbiontes, particularmente parásitos. Bajo 

esta premisa, se habían establecido una serie de supuestos respecto a las 

asociaciones de parásitos hospederos que se daban por ciertas y que incluso se 

llegaron a llamar reglas (Barrett, 1986). Con estos supuestos se estableció el 

llamado método parasitológico que indicaba que la filogenia de los parásitos podía 

resolver las relaciones filogenéticas de los hospederos, además aplicadas a la 

taxonomía de hongos, define las especies en función de los hospederos en donde 

se encuentran. Los resultados de este trabajo producto de la comparación formal 

de filogenias, sugieren que para el caso de Lophodermium y pinos, la especiación 

independiente y la colonización juegan un importante papel en la dinámica de la 

asociación, y que la posible influencia de los pinos hospederos sobre sus 

simbióntes no necesariamente modula la macroevolución de éstos. 

La utilización de la inferencia filogenética para el estudio de las 

interacciones, tiene como ventaja que incluye la producción independienté de 

hipótesis filogenéticas para ambos grupos de linajes. Esto permite expandir el 

conocimiento del sistema de estudio ya que con una filogenia disponible se 

pueden estudiar muchos otros aspectos de la evolución de los organismos, 
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además de sus asociaciones históricas. Para el caso de esta tesis se abarcaron 

dos de estos aspectos: se exploró la congruencia entre hipótesis de parentesco 

producto de diferentes grupos de datos, y además se evaluó la importancia de los 

caracleres morfológicos usados en taxonomía\tradicional de hongos. Diversos 

aspectos a estudiar desde una perspectiva filogenética incluyen enlre otros: la 

adaptación, la biogeografía, los tiempos de aparición de linajes y la correlación de 

tasas de evolución morfológica y molecular. 

El método de árboles reconciliados de Page (1994a) para el estudio de 

interacciones, ha resuelto varios problemas metodológicos que otros enfoques no 

habían solucionado. Sin embargo, se detectaron algunos problemas 

metodológicos por resolver: la inclusión de topologías con politomías en los 

análisis de reconstrucción de asociaciones y la posibilidad de incluir parásitos de 

vida libre. 

Los resultados de la comparación de hipótesis filogenéticas, probablemente 

reflejan de manera fiel lo que sucede en la naturaleza dentro de las asociaciones 

de endófitos y hospederos. Es una dinámica compleja en donde podemos 

encontrar toda la gama de procesos que intervienen en la evolución. Se observan 

grupos con asociaciones históricas y que posiblemente han coevolucionado con 

sus asociados, y tambíen hay otros grupos de interactuantes que representan 

asociaciones fortuitas recientes resultado de preadaptaciones oportunistas. Esto 

probablemente ocurre tanto en linajes emparentados, como entre diversos grupos 

de hongos no relacionados entre si. 

La biología de la interacción entre hongos que no presentan mecanismos 

de transferencia vertical y sus hospederos puede limitar la posibilidad de 

desarrollar alta especificidad y de establecer el escenario para la coespeciación, 

como ocurrió en el caso de Lophodermium y pinos. Otros sistemas con 

características biológicas similares probablemente tampoco muestren filogenias 

paralelas. 

De los resultados obtenidos en este trabajo, surgen numerosas hipótesis 

respecto a la asociación pinos- endófitos que pueden ponerse a prueba. Entre 

otras están las siguientes: establecer si los cambios de hospedero de los 
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endófitos ocurren entre especies con composiciones similares de terpenos y otros 

compuestos secundarios. Explorar si las especies de Lophodermium que 

mostraron divergencia en una sola especie de hospedero lo hacan en respuesta a 

variación intraespecífica de la composición química de la especi~ de pino. 

Establecer si los cambios en el uso de substrato y en el tiempo de reproducción 

observados en los hongos patógenos, se encuentran en otros grupos de linajes 

con ambos tipos de simbiontes. Por último, otro enfoque importante que se 

desprende de este trabajo, incluye desarrollar modelos de la interacción entre 

Lophodermium y pinos en donde se contrasten atributos de historia de vida de 

endófitos y patógenos para establecer las condiciones que favorecen una u otra 

estrategia de vida. 
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