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Resumen

A pesar de la importancia ecoldgica y econémica mundial del género Pinus, aun no hay una filogenia
de consenso del género que llegue hasta el nivel de especie. Asimismo tampoco existe un marcador “cddi-
go de barras” de consenso para las plantas terrestres. Esto se debe principalmente a la reducida variabili-
dad genética de Pinus y/o a la inadecuada seleccion de marcadores. Para obtener mejores resultados, pro-
ponemos que el marcador matK se utilice en su longitud total en lugar de solo la region “codigo de barras”
habitualmente utilizada. También evaluamos la variabilidad y susceptibilidad a la saturacion de un marca-
dor recientemente propuesto, ycfI.

Se descargaron todas las secuencias de matK presentes en GenBank del género Pinus de longitud igual
o superior a 1600 nucledtidos, y todas las secuencias de ycfI para esas especies. Las estadisticas de los ali-
neamientos de secuencias resultantes fueron analizadas y comparadas con otros estudios. A continuacion
se realizaron analisis filogenéticos mediante el método bayesiano y el de maxima verosimilitud. También
se hizo un estudio de saturacion del marcador ycf1.

El desempeiio de matK mejoro significativamente al utilizar la longitud total, corroborando la hipotesis
inicial. Otro hallazgo fue que la variabilidad de matK se reparte de manera relativamente uniforme por toda
la longitud del marcador. Como se esperaba ycfI tuvo un nivel de variabilidad mucho mayor. No se cons-
tato saturacion en ycf1 pero se recomienda precaucion en su uso por encima de la categoria taxonomica del

género. También se comentan dos conflictos encontrados entre la sefial filogenética de matK e ycf1.

Palabras clave: bioinformatica, codigo de barras para la vida, ecologia evolutiva, filogenia.

Abstract

The economic and ecological importance of genus Pinus has been universally recognised. However,
there is still not a good consensus phylogeny that goes down to the species level. In addition there is not a
consensus barcode marker for land plants. This is mainly due to low genetic variability in pines and/or
inadequate selection of molecular markers. We propose the matK marker to be used in the whole length of
the gene for better results instead of only the barcode region of matK used in many studies. We also eva-
luate the variability and substitution saturation of a new marker recently proposed, ycf1, and search for con-
flicting phylogenetic signals between the two markers.

We downloaded all the matK sequences for Pinus available on GenBank longer than 1600 base pairs and
all ycf1 sequences for those species. The statistics of the resulting alignments where analysed and compa-
red to other studies. The alignments where then subjected to two types of phylogenetic analyses, maximum
likelihood and bayesian inference.

The phylogenetic and barcode performance of the matK marker significantly increased when using its
whole length. The phylogenetic performance of ycfI was not significantly affected by the removal of the
supposedly saturated region but could have saturation issues if used above the genus level. Globally the
yefl marker was found to be more useful than matK for phylogenetic inference of pines as well as to serve
as a barcode marker for the genus. Finally we provide a recommendation on how the two markers should
be used for better resolved pine phylogenies.

Keywords: barcode for life, bioinformatics, evolutionary ecology, phylogeny.
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1. Introduccion

El género Pinus es uno de los mas importantes del planeta ecoldgica y econo-
micamente (Price et al., 1998). Sus especies son componentes mayoritarios y mu-
chas veces dominantes de muchos ecosistemas del hemisferio norte, donde cumplen
importantes funciones ecologicas y hasta reguladoras del clima global. Especies de
este género componen el 54% del area dedicada a plantaciones forestales en las re-
giones templadas y el 26% en las regiones tropicales (Brown, 2000), por lo que tam-
bién se han plantado extensamente fuera de su rango ecoldgico. Los pinos son
fuente de numerosos e importantes bienes, como madera, papel, fibras, resinas,
carbon vegetal, alquitran, taninos, frutos y usos ornamentales (Sealy-Fisher and
Pizzi, 1992; Price et al., 1998; Gernandt et al., 2005; Earle, 2017). También nos pro-
veen de numerosos servicios mas difusos como captura de carbono, fijacion del
suelo, informacidén como bioindicadores o su interés cientifico per se (Micieta and
Murin, 1998; Grotkopp et al., 2004; Morse, 2009; Wang and Ran, 2014). Sin em-
bargo aun hay preguntas sin respuesta en la filogenia del género Pinus.

En las ultimas décadas el genoma del género Pinus ha sido objeto de investi-
gacion con el fin de discernir su historia evolutiva. Los métodos filogenéticos ba-
sados en técnicas moleculares han resuelto muchos interrogantes en la circunscrip-
cion de especies a sus respectivos subgéneros, secciones y subsecciones. Sin em-
bargo, y a pesar de los avances, no existe ain una filogenia consensuada que dis-
cierna las relaciones mas recientes en la historia evolutiva de los pinos, es decir, que
llegue hasta el nivel de especie (Gernandt et al., 2009). Esto se debe principalmen-
te a la reducida variabilidad genética de Pinus y/o a la inadecuada seleccién de
marcadores moleculares o genéticos (zonas variables del genoma).

Otro ambito en el que los marcadores moleculares y los pinos podrian ser de utili-
dad es en el proyecto barcode (codigo de barras). Esta iniciativa aspira a poder identi-
ficar cualquier muestra de ADN hasta el nivel de especie mediante el uso de marcado-
res moleculares. Algunos grupos como las aves o los peces ya tienen proyectos en mar-
cha de busqueda de marcadores de codigo de barras efectivos (Ratnasinghan, 2007),
pero todavia no existe un marcador o conjunto de marcadores utilizable para las plan-
tas terrestres (Hollingsworth et al., 2009). Para ayudar a aclarar las dudas restantes en
la filogenia de los pinos y avanzar en la identificacion de pinos mediante marcadores
codigo de barras sera necesario establecer marcadores moleculares con un grado de va-
riabilidad adecuado al nivel taxondmico para el que se desee averiguar informacion.

Previo a este estudio se han identificado dos marcadores moleculares del ADN
del cloroplasto, denominados matK e ycf1. El primer marcador, matK ha sido lar-
gamente utilizado en Pinus. En este estudio se planteaba la posibilidad de que su
rendimiento pudiera aumentar si se utilizara la totalidad del gen (unos 1600 nucleo-
tidos) en lugar de la region habitualmente utilizada, la llamada regidn codigo de ba-
rras (unos 600 nucledtidos). Por su parte, dos estudios recientes (Hernandez-Ledn
etal.,2013; Dong et al., 2015) han sefialado al segundo marcador, ycf7 (=5400 nu-
cledtidos) como notablemente variable a nivel de especie en todo el género Pinus;
sin embargo podria causar problemas de saturacion a los métodos estadisticos de
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inferencia filogenética, consecuencia de una region de alta variabilidad (208 nucle-
otidos) encontrada durante los analisis preliminares.

2. Objetivos

Los objetivos generales de este trabajo son contribuir a la filogenia del género
Pinus asi como a la identificacion de sus especies mediante un estudio bioinforma-
tico de dos marcadores genéticos conocidos. Los objetivos especificos son:

1. Evaluar la idoneidad del marcador del cloroplasto ycf1 para:
a) resolver la filogenia de los pinos.
b) servir como marcador de codigo de barras.

2. Comparar el desempefio del marcador matK en la resolucion filogenética
del género Pinus cuando se usa la longitud total del gen vs. cuando se utili-
za la region codigo de barras.

3. Identificar senales filogenéticas conflictivas entre matK e ycf1.

4. Proporcionar recomendaciones sobre qué marcadores utilizar para analisis fi-
logenéticos en Pinus.

3.1. Materiales: Secuencias y programas utilizados

Para probar estas hipétesis se descargaron todas las secuencias de matK presen-
tes en el servidor global GenBank (Benson ef al., 2014) del género Pinus de lon-
gitud igual o superior a 1600 nucleotidos, y todas las secuencias del marcador ycf1
para esas especies. Esta busqueda arrojo 55 secuencias de especies del género Pinus
para las que se satisfacian los criterios arriba descritos (7ab.1).

A continuacion se sometieron las secuencias a un estudio bioinformatico en el
cual se emplearon diversos softwares graficos, de calculo y de visualizacion. Los
programas utilizados en este estudio fueron: PhyDE (Miiller ef al., 2010), MAFFT
(Katoh and Standley, 2013), JModeltest (Darriba et al., 2012), MrBayes (Huelsen-
beck and Ronquist, 2001), Tracer (Rambaut et al., 2014), RAXML (Stamatakis,
2014), TreeGraph (Stover, and Miiller, 2010), PAUP* (Swofford, 2000) y el lengua-
je de programacion Python. Tres de los programas (JModeltest, MrBayes, RAXxML)
estan disponibles en el portal cientifico CIPRES (Miller et al., 2010).

3.2. Métodos: Fundamentos y Procedimiento
Las secuencias descargadas se combinaron de manera metodica para dar lugar

a seis alineamientos diferentes de 55 especies que reflejaran las distintas condicio-
nes de estudio que se querian poner a prueba (7ab. 2).
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Tabla 1. Lista de especies y nimeros de acceso de GenBank de todas las secuencias utilizadas. Los
datos se obtuvieron de la base de datos de secuencias (National Center for Biotechnology Information

— US National Library of Medicine — National Institute of Health. 2017). Los asterisco
secuencias donde la region ycf1 se extrajo del genoma del cloroplasto global o parcial.

s indican las

D Nombre Numero de Acceso D Nombre Numero de Acceso
de la especie GenBank de la especie GenBank
matK vefl matK yefl
1 Pinus parviflora AB081086 KP089941 29 Pinus lawsonii ~ AB097784 KCI157176
2 Pinus koraiensis AB161009 AY228468* 30  Pinus leiophylla  AB081085 KCI157132
3 Pinus armandii AB161002 KP089404 31 Pinus massoniana AB081088 KC427272*
4 Pinus sibirica AB161014 FJ899558* 32 Pinus maximinoi  AB161010 KC157109
5 Pinus morrisonicola  AF295031 JN854182* 33 Pinus mugo ABO081087 JN854181*
6 Pinus fenzeliana AB161005 KX255674* 34 Pinus muricata ~ AB080935 KC157153
7 Pinus pumila AB161013 JN854168* 35 Pinus nigra AB084498 KP089411
8 Pinus attenuata AB080933 KC157134 36  Pinus oocarpa  AB081084 KCI157158
9 Pinus banksiana AB080922 KP089408 37  Pinus palustris ~ AB080937 KC157163
10 Pinus brutia AB161018 KP089932 38 Pinus patula AB080944 KP089936
11 Pinus canariensis ~ AB084494 KP089933 39 Pinus pinaster ~ AB084493 FJ899583*
12 Pinus caribaea AB080940 JN854222* 40 Pinus pinea AB084496 JN854173*
13 Pinus clausa AB161003 KC157159 41  Pinus ponderosa  AB080924 KC157177
14 Pinus contorta ABO080921  FJ580260 42 Pinus pungens ~ AB080932 JN§54167*
15 Pinus cooperi AB161004 FJ580193 43 Pinus radiata  AB080934 KC157207
16 Pinus coulteri AB097785 JN854215%* 44 Pinus resinosa  AB080945 KC157078
17 Pinus cubensis AB080938 KC157114 45 Pinus rigida AB080929 KC157183
18 Pinus densata AB097779 JN854209* 46 Pinus roxburghii  AB084495 JN854162*
19 Pinus densiflora AB084497 KP089385 47  Pinus serotina  AB080930 KCI157199
20 Pinus douglasiana ~ AB080925 KJ152831 48  Pinus sylvestris ~ AB097781 KP089937
21 Pinus echinata AB080936 KC157152 49  Pinus tabuliformis  AB161015 KP089380
22 Pinus elliottii FM955321 JN854202* 50 Pinus taeda AB080928 KC157197
23 Pinus engelmannii ~ AB080927 FJ580207 51 Pinus taiwanensis AB161016 KP771703*
24 Pinus halepensis ABO081089 JN854197* 52 Pinus teocote  AB097783 KC157202
25 Pinus herrerae AB080943 KC157155 53 Pinus tropicalis ~ AB080920 JN854156*
26 Pinus hwangshanensis AB161007 JN854194* 54 Pinus virginiana ~ AB080923 KC157196
27 Pinus jeffreyi AB080926 KC157181 55 Pinus yunnanensis AB161017 JN854151*
28 Pinus kesiya AB161008 JN854191*
Tabla publicada en:

Cid, J.; 2018. Evaluation of the chloroplast regions matK and ycf! as diagnostic markers for the genus Pinus
de Grado. Universidad Politécnica de Madrid.

. Trabajo de Fin

Olsson, S.; Grivet, D.; and Cid-Vian, J.; (2018). Species-diagnostic markers in the genus Pinus: evaluation of the chloroplast

regions matK and ycfl. Forest Syst., 27(3), p.e016. doi: 10.5424/fs/2018273-13688.
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Tabla 2. Representacion grafica de los seis alineamientos confeccionados a partir de los dos
marcadores. Leyenda: El marcador matK se representa en rojo excepto la region barcode, que aparece
en verde. El marcador ycf se representa en azul excepto su region de alta variabilidad, para la que se
emplea

Nr. de Qué Longitud total Representacion
alineamiento incluye (nucleotidos)
1 El marcador 1668

matK entero

El marcador
ycfl entero

2863

La region
3 “barcode” del 583 —
marcador matK

El marcador

4 yefl sin la 2655
region de alta
variabilidad

Combinacion
3 de los 4530
alineamientos
nr. 1 ynr. 2

Combinacion
6 de los 4322
alineamientos
nr. 1 ynr. 4

Tabla publicada en:
Cid, J.; 2018. Evaluation of the chloroplast regions matK and ycf1 as diagnostic markers for the genus Pinus. Trabajo de Fin
de Grado. Universidad Politécnica de Madrid.

Para responder a las preguntas iniciales de la forma mas completa posible se
evalu6 a los marcadores segun tres criterios diferentes. Por un lado, se evaluaron los
arboles filogenéticos que produjeron los alineamientos representando un criterio
holistico, pues el principal uso de estos marcadores en este estudio es precisamen-
te producir arboles filogenéticos de calidad. Por otro lado, se hizo un analisis com-
parativo de las estadisticas de los alineamientos, representando un criterio mas re-
duccionista. Por ultimo, se hizo un analisis de saturacion como criterio especifico
para detectar un problema frecuente en los marcadores filogenéticos.

Los seis alineamientos se sometieron a los mismos analisis mediante dos mé-
todos filogenéticos: el bayesiano y el de maxima verosimilitud. Esto es habitual en
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filogenética y se hace con el fin de que los arboles combinados carezcan de las de-
bilidades particulares de cada método. Segun este criterio, la utilidad de los mar-
cadores se evalu6 principalmente en funcién de la calidad de los arboles filogené-
ticos que produjeron, en concreto el nivel de apoyo estadistico de todos los clados
y la resolucidn de los clados terminales.

Las estadisticas de los diferentes alineamientos se analizaron con vistas a res-
ponder a las preguntas de los objetivos, comparandolas sistematicamente con las es-
tadisticas de otros cuatro estudios que utilizaron esos marcadores en Pinus (Wang
et al., 1999; Gernandt ef al., 2005; Hernandez-Ledn et al., 2013; Dong et al., 2015).

También se hizo un estudio de saturacion para determinar si el marcador ycf1
tenia problemas de saturacién, y con el fin de delimitar el ambito de aplicacidn ta-
xonomico de cada marcador.

En este trabajo también se hace una introduccidén extensa para aclarar toda la
terminologia necesaria que permite entender las razones cientificas y estadisticas
existentes detras de todo el proceso.

4. Resultados y discusion
A continuacion se exponen brevemente los resultados principales.
4.1. Estadisticas de los alineamientos

Las variables medidas se explican en la Tabla 3, y las estadisticas se muestran
en la Tabla 4.

Tabla 3. Resumen de las variables utilizadas en el analisis de las estadisticas y en la comparaciéon con
otros estudios.

Variable Abreviatura Definicion

El nimero de columnas del alineamiento,
bp correspondiente cada una a un nucleé6tido o un par de
bases de ADN.

Numero de nucledtidos
(pares de bases)

Numero VS El nimero de sitios para los que al menos un taxon tiene
de sitios variables un nucleétido diferente a los demas.
Porcentaje %VS El porcentaje de sitios variables respecto al total de sitios
de sitios variables 0 (columnas) del alineamiento
Numero de sitios PIS El numero de sitios para los que al menos dos taxones
informativos tienen un nucleodtido diferente a los demas.
Porcentaje 0 El porcentaje de sitios informativos respecto al total de
o . %PIS . . )
de sitios informativos sitios (columnas) del alineamiento

Tabla publicada en:
Cid, J.; 2018. Evaluation of the chloroplast regions matK and ycfI as diagnostic markers for the genus Pinus. Trabajo de Fin
de Grado. Universidad Politécnica de Madrid.
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Figura 1. Arbol combinado entero proveniente del analisis del alineamiento 5. Los valores de
apoyo del método bayesiano se muestran encima de la rama como fraccion de 1, mientras que
los correspondientes al método de maxima verosimilitud se muestran bajo la rama como un por-
centaje. Los subgéneros, secciones y subsecciones se han marcado segun Gernandt ef al. (2005).
Las especies para las que hay un conflicto se han marcado en rojo, mientras que las diferencias

intra-subseccion sin apoyo se han marcado en naranja.
Figura publicada en: Cid, J.; 2018. Evaluation of the chloroplast regions matK and ycf1 as diagnostic markers for the genus
Pinus. Trabajo de Fin de Grado. Universidad Politécnica de Madrid. Con algunas modificaciones graficas en Olsson, S.; Gri-
vet, D.; and Cid-Vian, J.; 2018. Species-diagnostic markers in the genus Pinus: evaluation of the chloroplast regions matK
and ycf1. Forest Syst., 27(3), p.e016. doi: 10.5424/fs/2018273-13688. © INIA.
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Figura 2. Arbol combinado de matK entero e ycfI sin la region de alta variabilidad provenien-
te del analisis del alineamiento 6. Los valores de apoyo del método bayesiano se muestran en-
cima de la rama como fraccion de 1, mientras que los correspondientes al método de maxima
verosimilitud se muestran bajo la rama como un porcentaje. Los subgéneros, secciones y sub-
secciones se han marcado segun Gernandt et al. (2005). Las especies para las que hay un con-
flicto se han marcado en rojo, mientras que las diferencias intra-subseccion sin apoyo se han mar-

cado en naranja.

Figura publicada en: Cid, J.; 2018. Evaluation of the chloroplast regions matK and ycf1 as diagnostic markers for the genus
Pinus. Trabajo de Fin de Grado. Universidad Politécnica de Madrid.
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Figura 3. Arbol de matK entero proveniente del analisis del alineamiento 1. Los valores de
apoyo del método bayesiano se muestran encima de la rama como fraccion de 1, mientras que
los correspondientes al método de maxima verosimilitud se muestran bajo la rama como un por-

centaje.

Figura publicada en: Cid, J.; 2018. Evaluation of the chloroplast regions matK and ycf1 as diagnostic markers for the genus
Pinus. Trabajo de Fin de Grado. Universidad Politécnica de Madrid. Con algunas modificaciones graficas en Olsson, S.; Gri-
vet, D.; and Cid-Vian, J.; 2018. Species-diagnostic markers in the genus Pinus: evaluation of the chloroplast regions matK
and ycf1. Forest Syst., 27(3), p.e016. doi: 10.5424/fs/2018273-13688. © INIA.
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Figura 4. Arbol de la region barcode de matK proveniente del anélisis del alineamiento 3. Los
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Figura publicada en: Cid, J.; 2018. Evaluation of the chloroplast regions matK and ycf1 as diagnostic markers for the genus
Pinus. Trabajo de Fin de Grado. Universidad Politécnica de Madrid.
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Figura 5. Arbol de ycfI entero proveniente del analisis del alineamiento 2. Los valores de apoyo
del método bayesiano se muestran encima de la rama como fraccion de 1, mientras que los co-
rrespondientes al método de maxima verosimilitud se muestran bajo la rama como un porcen-
taje. Los subgéneros, secciones y subsecciones se han marcado segiin Gernandt et al. (2005). Las
especies para las que hay un conflicto se han marcado en rojo, mientras que las diferencias intra-

subseccion sin apoyo se han marcado en naranja.

Figura publicada en: Cid, J.; 2018. Evaluation of the chloroplast regions matK and ycfI as diagnostic markers for the genus
Pinus. Trabajo de Fin de Grado. Universidad Politécnica de Madrid. Con algunas modificaciones graficas en Olsson, S.; Gri-
vet, D.; and Cid-Vian, J.; 2018. Species-diagnostic markers in the genus Pinus: evaluation of the chloroplast regions matK
and ycf1. Forest Syst., 27(3), p.e016. doi: 10.5424/fs/2018273-13688. © INIA.
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Figura 6. Arbol de ycf1 sin la region de alta variabilidad proveniente del analisis del alineamien-
to 4. Los valores de apoyo del método bayesiano se muestran encima de la rama como fraccion
de 1, mientras que los correspondientes al método de maxima verosimilitud se muestran bajo la
rama como un porcentaje. Los subgéneros, secciones y subsecciones se han marcado segin
Gernandt ef al. (2005). Las especies para las que hay un conflicto se han marcado en rojo, mien-

tras que las diferencias intra-subseccion sin apoyo se han marcado en naranja.
Figura publicada en: Cid, J.; 2018. Evaluation of the chloroplast regions matK and ycf1 as diagnostic markers for the genus
Pinus. Trabajo de Fin de Grado. Universidad Politécnica de Madrid.
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Figura 7. Resultado del analisis de saturacion de la region barcode de matK.

Figura publicada en: Cid, J.; 2018. Evaluation of the chloroplast regions matK and ycf1 as diagnostic markers for the genus
Pinus. Trabajo de Fin de Grado. Universidad Politécnica de Madrid. Olsson, S.; Grivet, D.; and Cid-Vian, J.; 2018. Species-
diagnostic markers in the genus Pinus: evaluation of the chloroplast regions matK and ycf1. Forest Syst., 27(3), p.e016. doi:
10.5424/£s/2018273-13688. © INIA.
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Figura 8. Resultado del analisis de saturacion de matK entero.

Figura publicada en: Cid, J.; 2018. Evaluation of the chloroplast regions matK and ycf1 as diagnostic markers for the genus
Pinus. Trabajo de Fin de Grado. Universidad Politécnica de Madrid. Olsson, S.; Grivet, D.; and Cid-Vian, J.; 2018. Species-
diagnostic markers in the genus Pinus: evaluation of the chloroplast regions matK and ycf1. Forest Syst., 27(3), p.e016. doi:
10.5424/1s/2018273-13688. © INIA.
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Figura 9. Resultado del analisis de saturacion de ycf1 entero.

Figura publicada en: Cid, J.; 2018. Evaluation of the chloroplast regions matK and ycf1 as diagnostic markers for the genus
Pinus. Trabajo de Fin de Grado. Universidad Politécnica de Madrid. Olsson, S.; Grivet, D.; and Cid-Vian, J.; 2018. Species-
diagnostic markers in the genus Pinus: evaluation of the chloroplast regions matK and ycf1. Forest Syst., 27(3), p.e016. doi:
10.5424/fs/2018273-13688. © INIA.
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Figura 10. Resultado del analisis de saturacion de ycf7 sin la region de alta variabilidad.
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El nivel de significacion estadistica se establecio en un 5%. Hubo dos hallaz-
gos principales:

1. El marcador ycf1 es significativamente mas variable que el marcador matK,
con un 21.97% de sitios variables respecto a un 8.23%. En contraste la re-
gion variable de ycf7 tuvo un 35.58% de sitios variables respecto al 21.97%
del marcador ycf1 entero. Esto confirma los resultados obtenidos por los
dos estudios que lo utilizaron, Hernandez-Leon et al. (2013) y Dong et al.
(2015).

2. La region cddigo de barras de matK no es significativamente mas variable
que la totalidad del gen (9.39% respecto a 8.23%).

4.2. Arboles filogenéticos

Los arboles filogenéticos producidos por cada alineamiento se muestran en las
Figuras 1 a 6. Proporcionan informacion cuando los clados comparados tienen:

a) Apoyo estadistico suficiente (>0.95 en el valor superior en cada nodo, corres-
pondiente al método bayesiano y >85 en el valor situado debajo del nodo, co-
rrespondiente al método de maxima verosimilitud).

b) Suficiente resolucion, entendida como nodos bifurcantes, en lugar de trifur-
cantes o polifurcantes.

Hubo cuatro hallazgos principales y dos conflictos encontrados entre ambos
marcadores.

1. No hubo diferencias significativas entre los arboles confeccionados a partir
de la combinacion de los alineamientos de ambos marcadores; uno contenia
los dos marcadores completos y al otro se le habia extraido la region mas va-
riable del marcador ycf1.

2. Los dos arboles generados con los alineamientos del marcador matK tenian
mala resolucién en ambos casos, pero significativamente peor en el que se
basaba solo en la region codigo de barras.

3. Los dos arboles confeccionados con los alineamientos del marcador ycf7 (el
que se utilizo completo y al que se le retird la region variable) no mostraron
diferencias significativas.

4. Sin embargo ambos alineamientos del marcador ycf1 generaron arboles de
calidad significativamente mayor que los dos arboles de matK.
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Solo se consideraron conflictos entre subsecciones, no en la topologia interna
de las subsecciones. Estos conflictos implican que los marcadores sugieren histo-
rias evolutivas diferentes.

1. Conflicto Pinus attenuata + Pinus oocarpa: P attenuata aparece en la subsec-
cion Attenuatae y P oocarpa aparece en la subseccion Qocarpae en los dos
arboles combinados, en ambos casos con alto apoyo estadistico. Sin embar-
go, en los dos arboles de matK estas dos especies forman un clado con apoyo
de alto a moderado.

2. Conflicto Pinus caribaea: De menor entidad. P caribaea aparece empareja-
do con P, leiophylla y P patula en el arbol de matK entero con apoyo de alto
a moderado. Sin embargo, en los dos arboles combinados estas dos especies
forman un clado con apoyo de alto a moderado mientras que P. caribaea
esta en la subseccidén Australes con apoyo de alto a moderado.

4.3. Analisis de saturacion

A la vista de los analisis de saturacion no se puede afirmar que exista satura-
cion en ninguno de los alineamientos (Figuras 7 a 10). No obstante, el marcador
ycfl sin retirar la regiéon mas variable (Fig. 9), presenta una pequeiia desviacion de
la recta de pendiente 1:1, lo que pudiera ser un indicio de problemas de saturacion
por encima del nivel de género.

5. Conclusiones

A la vista de los resultados se pueden extraer cuatro conclusiones, elaboradas
y ampliadas en Cid, 2018 y en Olsson et al., 2018:

1. Se confirma la hipotesis de que el desempeiio de matK mejora significativa-
mente al aumentar su longitud utilizada.

2. El marcador ycf1 puede utilizarse en filogenética y estudios de cddigo de ba-
rras sin eliminar la zona de alta diversidad. Sin embargo se recomienda cau-
tela al emplearlo en niveles taxondmicos superiores al género pues podria
tener problemas de saturacion.

3. El desempefio de ambos marcadores mejora cuando se emplean juntos. La to-
pologia de los arboles combinados es principalmente la del marcador ycf1,
con mayor resolucién y apoyo debido a la adicion de matK. No obstante,
hay senales filogenéticas conflictivas que conviene conocer para evitar arte-
factos (falsas relaciones).
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4. Los marcadores mas prometedores en Pinus son insuficientes por si solos
para resolver la filogenia de las especies de aparicion mas tardia. Tendran que
buscarse nuevos marcadores, especialmente nucleares, como ya ha empeza-
do a hacerse recientemente (Gernandt et al., 2018).
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