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RESUMEN

P. tropicalis es una especie endémica del occidente de Cuba, priorizada en los Planes
de Desarrollo Forestal hasta el 2030. Se desarrolla en edatopos muy contrastantes de
arenas blancas y pizarras, por lo que a lo largo de los afios debe mostrar diferencias
anatomicas que le permitan crecer. El estudio tuvo como objetivo caracterizar la
variacion anatomica en cortes transversales de las aciculas de la especie en tres
localidades de Pinar del Rio. Se detectaron diferencias en las variables anatomicas de

las aciculas. Las variables niumero de estomas, grosor de la hipodermis y niamero de
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canales resiniferos logran separar la localidad San Ubaldo sobre arenas blancas de las
restantes. El analisis de discriminante muestra con un 87 % de certeza la clasificacion
de los casos en cada una de las localidades de colecta (a priori) y las variables nimero
de estomas, numero de canales, grosor de cuticula y grosor de hipodermis las mas
discriminantes. Preliminarmente se infiere que las condiciones eddaficas y la

disponibilidad de agua influyen en la anatomia foliar.

Palabras clave: Pinus tropicalis; anatomia de las aciculas; variacion anatdomica.

ABSTRACT

P. tropicalis is a species endemic to western Cuba, prioritized in Forest Development
Plans until 2030. It develops in very contrasting edatopes of white sands and slates, so
over the years it must show anatomical differences that allow it to grow. The objective
of the study was to characterize the anatomical variation in transversal cuts of the
needles of the species in three localities of Pinar del Rio. Differences were detected in
the anatomical variables of the needles. The variables number of stomas, thickness of
the hypodermis and number of resin channels separate San Ubaldo on white sands from
the rest. The discriminant analysis shows with 87% certainty the classification of the
cases in each of the collection localities (a priori) and the variables number of stomata,
number of channels, cuticle thickness and thickness of hypodermis the most
discriminant. Preliminarily it is inferred that soil conditions and water availability

influence foliar anatomy.

Krywords: Pinus tropicalis; needle anatomy; anatomical variation.

INTRODUCCION

La caracterizacion anatémica y morfoldégica de las aciculas ha sido empleada
ampliamente para distinguir adaptaciones dentro de especies a condiciones ambientales
particulares (Kobélkuti et al., 2017; Jankowski et al., 2017; Kivimaenpaa et al., 2017)
y en algunos casos como caracteres para identificar o diferenciar especies de un mismo
género, similares fenotipicamente, en particular en Pinus (Garcia-Alvarez et al., 2009);
Iglesias et al., 2012; Doérken y Stiitzel, 2012; Meng et al., 2018).

Schoettle y Rochelle (2000) en Pinus flexilis reportaron una baja variacion morfolégica
en variables del crecimiento del arbol (DAP, H, longitud, incrementos anuales y foliares)
entre sitios ubicados entre 1 630 y 3 330 msnm y una marcada variacién en variables
anatémicas de la densidad estomatica y el niumero de hileras de estos, asociandolo a

una alta plasticidad fisiolégica o una amplia tolerancia ecofisioldgica. Reinhardt et al.,
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(2011), en un estudio ecofisioldgico en dos procedencias de esta especie, comprobaron
un efecto significativo de la altitud sobre variables fisioldgicas relacionadas con el
intercambio gaseoso y la fotosintesis y su relacidon con la variacién en la anatomia del
aparato estomatico.

En especies con distribucién euroasiatica, P. sylvestris y P. uncinata (Boratyfska y
Pashkevich, 2001; Boratyfiska y Bobowicz, 2001), se encontraron variaciones
anatémicas a nivel de la epidermis de la acicula que facilitaban la diferenciacion entre
ambas especies en habitats simpatricos. Por su parte, Boratynska et al., (2003)
emplearon la morfologia y anatomia de las aciculas para comparar dos poblaciones de
Pinus uliginosa y cuantificar el grado de hibridacion del complejo P. mugo x P. sylvestris
en la definicion taxondmica de P. uliginosa, a través de variables como nuimero de
estomas y de canales resiniferos.

Garcia-Alvarez et al., (2009) resaltan la importancia de las caracteristicas de la
estructura foliar en la identificacion y clasificacion especies del género Pinus del
Mediterraneo Ibérico, a partir de ldminas palinoldgicas con el uso de caracteristicas de
la cuticula y estomas.

Otros estudios muestran que variables asociadas a los canales resiniferos son factibles
para la definicién taxonémica en coniferas (Dorken y Stutzel, 2012; Sheue et al., 2014);
Ghimire et al., 2014) y entre poblaciones de una especie como rasgo adaptativo a la
altitud y la exposicidon (Tiwari et al., 2013; Kobolkuti et al., 2017; Jankowski et al.,
2017).

Ju-Kyeong y Jung-Oh (2013) en un estudio anatdomico de las aciculas en 289 individuos
de Abies koriana, detectaron una variacién clinal en cuanto al nimero, tipo de canales
resiniferos, ancho de la acicula y grosor de esta, lo cual estaria relacionado con la
adaptacion a ambientes mas extremos. En estudios mas recientes, Eortan et al., (2017)
demuestran que los estomas son rasgos genéticamente controlados, por lo que pueden
ser usados para estudios de diferenciacion entre poblaciones de Populos nigra en tres
valles del rio Danubio. De esta manera, variables anatémicas como longitud, ancho,
forma de las estomas, ancho de poros, densidad estomatica, coeficiente de forma y
area de las estomas mostraban diferencias significativas entre poblaciones.

Pinus tropicalis Morelet es una especie endémica del occidente cubano y constituye un
relicto del linaje euroasiatico en Centro América (Geada-Lopez et al., 2002; Geada-
Lopez et al., 2004; Gernandt et al., 2005). La especie forma pinares puros continuos o
en simpatria con Pinus caribaea Morelet var. caribaea Barret y Golfari, sobre edatopos
muy extremos: arenas blancas siliceas y pizarras (Lopez-Almiral, 1982 y Geada-Lopez
et al., 2004) reportaron diferencias morfoldgicas en el cono y las aciculas y a nivel de
ADN cloroplastico entre poblaciones que corresponden a edatopos de arenas blancas y

pizarras.
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De acuerdo a los aspectos antes mencionados y teniendo en cuenta que P. tropicalis
habita los edatopos mas extremos por sus caracteristicas hidricas y nutricionales, esta
investigacion tiene como objetivo caracterizar la variacidon anatémica en aciculas de la
especie en tres localidades, diferenciar las poblaciones de acuerdo a las variables
anatémicas y determinar la o las variables que mas contribuyen a esta diferenciacion.
Todo esto fundamentara los planes para la seleccién de diferencias de fuentes semilleras

que logren mejor establecimiento y productividad en funcién del sitio a plantar.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo: el estudio se realizd en tres localidades correspondientes a poblaciones
naturales de P. trpoicalis: Petriles, San Ubaldo y Cayo la Mula de la provincia de Pinar
del Rio (Tabla 1). Se colectaron aciculas de la porcion media de cada arbol a razén de

al menos 30 arboles por localidad.

Tabla 1. - Georreferenciacion de las localidades de colecta de aciculas de P. tropicalis.

Localidad Coordenadas geograficas Edatopo
Latitud Longitud
Pretiles 22° 23' 53" 84° 19' 24" arenas blancas
San Ubaldo 22° 03' 52" 84° 01' 02" arenas blancas
Cayo la Mula 22° 38' 56" 83° 35' 10" pizarra

Variables anatomicas medidas

Se realizaron cortes transversales a tres aciculas de cada arbol, se midieron las
siguientes variables anatdmicas: numero de estomas, numero de canales, grosor de la
cuticula, grosor de la epidermis, grosor de la hipodermis, grosor del parénquima
clorofilico, grosor del parénquima de transfusion, distancia al canal derecho, distancia
al canal izquierdo. Los valores fueron promediados para los andlisis estadisticos.
Adicionalmente, se clasifico el tipo del canal resinifero de acuerdo a Sheue et al., (2014).
Las mediciones se realizaron con un microscopio 6ptico modelo NLCD-307B.

Analisis estadistico

Analisis de componentes principales: se empled con el objetivo de revelar las relaciones
entre variables, a fin de reducir la dimensionalidad del analisis y explicar las relaciones
con un numero minimo de dimensiones y expresar la variabilidad conjunta de todas las
variables. Se consideraron los componentes cuyos autovalores fueran superiores a uno;
la matriz de componentes fue rotada de acuerdo al método Varimax. Para este analisis
no se tuvo en cuenta el efecto del factor localidad.

Comparacion entre localidades: se empled la prueba de Kruskal-Wallis (k muestras
independientes) para establecer si existian diferencias entre las localidades para cada
una de las variables anatomicas estudiadas; y la prueba de U de MannWhitney (dos
muestras independientes), ambas para p = 0,05 para comprobar si habia un efecto

significativo del factor localidad.
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Clasificacion de las localidades: se empled la técnica multivariante de analisis de
discriminante con el fin de maximizar las diferencias entre localidades, consideradas
estas como variables dependientes o variables de clasificacion. Como variables
independientes se consideraron todas las variables anatémicas. Otro objetivo de este
anadlisis fue el de identificar la(s) variables que mas contribuyen a diferenciar las

localidades.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas anatémicas de las aciculas de P. tropicalis

La figura 1 representa la estructura equifacial de un corte transversal de una acicula de
P. tropicalis. En la parte externa se aprecia una cuticula definida como modificacién del
tejido epidérmico que es uniestratificado. Hacia el interior se ubica un tejido
hipodérmico formado por varias capas de células no uniformes; seguido a estos se
localiza el parénquima clorofilico muy bien definido, formando paquetes delimitados por
los amplios canales. Al interior se encuentra el parénquima de trasfusion muy amplio y
en el centro los haces vasculares xilema y floema (Figura 1).

Los canales resiniferos variaron en su nimero, pero fueron clasificados de tipo marginal
(Sheue et al., 2014); estos pueden ocupar varios tejidos, desde el epidérmico hasta el
parénquima clorofilico. Este caracter de tipo marginal es considerado ancestral para el
género (Dorken y Stlitzel, 2012; Seong y Offner, 2013; Sheue et al., 2014) y concuerda
con la posicidn basal dentro del linaje de la seccion Pinus: subseccion Pinus de esta
especie en la filogenia molecular (Gernandt et al., 2005; Gernandt et al., 2008; Keeley,
2012).

Parénquima Clorofilico Parénquima de Transfusion
J \

Hipodermis

|
-

Fig. 1. - Estructura anatdmica de un corte transversal de acicula de P. tropicalis de la localidad
San Ubaldo.
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Relacion entre las estructuras anatomicas de aciculas de P. tropicalis

De acuerdo a los resultados del anadlisis de componentes principales (Tabla 2), las
relaciones entre las variables de la anatomia foliar de P. tropicalis se pueden explicar
mediante tres dimensiones, cuyos autovalores son superiores a uno y que expresan el

55 % de la variabilidad presente.

Tabla 2.- Analisis de componentes principales realizado sobre la matriz de correlacién

de las variables anatomicas de aciculas de P. tropicalis.

Componente

Variable anatomica Comunalidad 1 2 3

Grosor de hipodermis 0,710 0,826 -0,149 -0,071
Namero de canales 0,687 0,692 0,242 0,070
Grosor parénquima clorofilico 0,623 0,609 -0,295 0,478
Distancia canal izquierda 0,621 0,593 0,233 -0,182
Distancia canal derecha 0,582 0,091 0,762 -0,179
Namero de estomas 0,542 0,053 0,742 0,169
Grosor parénquima transfusion 0,444 0,007 0,540 0,067
Grosor de cuticula 0,439 -0,213 0,065 0,758
Grosor de epidermis 0,296 0,087 0,059 0,658
Autovalor 1,987 1,629 1,329

Varianza explicada

% de Variacion 21,656 18,350 14,939
Acumulado % 21,656 40,006 54,945

De acuerdo al valor de las comunalidades, las variables que mas contribuyeron a la
segregacion de los componentes fueron en orden del valor de extraccion (mayor de
0,5): grosor de hipodermis, nimero de canales, grosor parénquima clorofilico, distancia
canal izquierda, distancia canal derecha y nimero de estomas.

El primer componente explica la relacion entre grosor de hipodermis, nimero de
estomas y numero de canales; las tres variables se correlacionan significativamente
(p<0,01) y de forma positiva. La relaciéon entre estas tres variables podria estar
asociada con el ambiente hidrico en que se desarrolla la especie.

El grosor de la hipodermis, con hasta cuatro capas de células, pudiera ser resultado de
la adaptacion al control a la pérdida de agua. El nimero de estomas, aunque
contradictoriamente alto para el ambiente donde se desarrolla la especie, estd muy
hendido, llegando en ocasiones al parénquima clorofilico. Este comportamiento ha sido
reportado por Garcia-Alvarez et al. (2009); Tiwari et al., (2013) y Kobolkuti et al.,
(2017) para pinos que crecen en ambientes muy secos.

El segundo componente, que explica la relacion de las distancias de los canales a la
epidermis, muestra la alta simetria a ambos lados para todas las localidades; esto

coincide con lo descrito para muchas especies filogenéticamente emparentadas donde
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se describe una disposicidon marginal de estos canales (Seong y Offner, 2013 y Sheue
et al., 2014).

El grosor parénquima clorofilico, aunque contribuye a la varianza total en el analisis, es
una variable que no se correlaciona significativamente con el resto, por tanto, no es util
a la hora de explicar las relaciones entre estas.

Comportamiento de las variables anatémicas por localidades

En la tabla 3, se presentan los valores promedios de las variables estudiadas por
localidades, de acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis, comprobandose un efecto

significativo del factor localidad solamente sobre la variable nimero de estomas (Tabla

3)
Tabla 3. - Comportamiento promedio de las variables estudiadas por localidad.
Localidad Namero Namero Grosor Grosorde Grosor de Grosor Grosor Distancia Distancia
de de de epidermis hipodermis parénquima parénquima canal canal

estomas canales cuticula clorofilico transfusion derecha izquierda
Pretiles 12,93a 7,58 0,01 0,20 2,62 1,57 1,63 3,22 3,12
San 17,07b 8,20 0,06 0,20 3,73 1,26 1,61 3,23 3,35
Ubaldo
Cayo La 13,73a 6,27 0,02 0,21 2,00 1,38 1,61 3,08 3,13
Mula

Letras desiguales indican diferencias significativas p<0,05 prueba U de MannWhitney

El desarrollo y la diferenciacion estomatica estan determinados por factores genéticos
(He et al., 1998), pero la morfologia y los tipos anatémicos de las aciculas de pino
dependen, ademas, de los factores abidticos (Schoettle y Rochelle, 2000; Zhang et al.,
2012 y Jankowski et al., 2017).

Por esto se deduce que el mayor nimero promedio de estomas en las muestras de la
localidad de San Ubaldo pueden estar relacionados con las caracteristicas edaficas, que
se caracterizan por presentar suelos extremadamente arenosos, con muy poca
retencidon de agua, y una alta reflexién de la luz por el color claro de su superficie.
Jinxing et al., (2001) sefalan que los parametros estomaticos estan afectados por
factores tales como la altitud, concentracién atmosférica de CO2 (Loumala et al., 2005;
Hartikainen et al. 2009), la temperatura, la intensidad de la luz y la reflexion luminica
(Kivimaenpaa et al., 2017). Tiwari et al., (2013) y Kébdlkuti et al., (2017) reportan que
tanto para P. roxburguii y P. sylvestris la organizacion estomatica tiene un importante
rol en el ajuste de las plantas a diferentes altitudes, detectando que la densidad
estomatica se incrementa con la elevacién, debido a una menor dispersion de la luz y
una mayor tasa de transpiracion. En cambio, Schoettle y Rochelle (2000), en la especie
Pinus flexilis encuentran que en las montafias ocurre una disminucion significativa en la
densidad estomatica con la elevacidn, relacionandolo con una respuesta de aclimatacion

para restringir la pérdida de agua a grandes altitudes.
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Aunque estadisticamente no son significativos, tanto las caracteristicas anatémicas de
las aciculas de P. tropicalis en la localidad de San Ubaldo, como el nUmero de canales
de resina, grosor de cuticula y grosor de hipodermis son superiores al resto de las
localidades y el grosor del parénquima clorofilico es inferior. Estas caracteristicas
también pueden ser ajustes anatomicos a condiciones edaficas y microclimaticas
singulares de estos ecétopos.

Ju-Kyeong y Jung-Oh, (2013) y Tiwari et al., (2013), en un estudio comparativo de
aciculas de Abies koreana y P.roxburguii, comprobaron que las caracteristicas de los
canales de resina tienen una variacién clinal y altitudinal. Por otro lado, O'Neill, et al.,
(2002), en un estudio del efecto de la variacién geografica sobre las caracteristicas de
los canales de resina en plantulas de abetos, encontraron que el tamafio de los canales
varidé entre localidades y lo asocian a la extension del verano, el indice de aridez y al
efecto de la continentalidad.

Finalmente, P. tropicalis tiene canales marginales y su nimero varia en funcion de la
disponibilidad de agua en las localidades, pero estudios mas amplios son necesarios
para explicar esta relacion.

Clasificacion de las localidades de acuerdo a las caracteristicas anatémicas de
las aciculas.

En la tabla 4, se presenta la contribucidon de cada una de las variables empleadas para

la clasificacion.

Tabla 4. - Prueba de igualdad de medias entre grupos.

Wilks' Lambda F dfl df2 Sig.
Namero de estomas 0,609 32,792 2 102 0,00
Namero de canales 0,735 18,424 2 102 0,00
Grosor de cuticula 0,828 10,619 2 102 0,00
Grosor de epidermis 0,993 0,376 2 102 0,687
Grosor de hipodermis 0,305 116,255 2 102 0,00
Grosor parénquima clorofilico 0,765 15,685 2 102 0,000
Grosor parénquima transfusion 1,000 0,023 2 102 0,978
Distancia canal derecha 0,997 0,160 2 102 0,852
Distancia canal izquierda 0,994 0,294 2 102 0,746

Se comprobd que las variables nimero de estomas, numero de canales, grosor de
cuticula, grosor de hipodermis y grosor del parénquima clorofilico tienen promedios
desiguales en las variables discriminantes, por lo que contribuyen a diferenciar las
localidades. De acuerdo a la prueba Wilks' Lambda, las dos funciones obtenidas son
capaces de discriminar (p<0,05) entre los grupos.

La primera funcién consigue explicar el maximo de diferencias entre las localidades, de
acuerdo a los valores de los centroides de las funciones discriminantes, en particular

entre la localidad de San Ubaldo con respecto a los otros dos grupos (Tabla 5). La
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variable que mas contribuye a distinguir este grupo, de acuerdo a los valores
estandarizados de los coeficientes de las funciones discriminantes, es el grosor de
hipodermis, seguida de niumero de estomas y de canales. La segunda funcion discrimina
las dos localidades restantes, que se caracterizan por presentar un menor nimero de
estomas, menor numero de canales, menor grosor de cuticula y mayor grosor de
parénquima clorofilico con respecto a San Ubaldo (Tabla 6).

Por la importancia que tiene el nUmero de canales para la discriminacién, es valido
sefialar que se han reportado variaciones intraespecificas en Picea mexicana (Flores-
Lépez et al., 2013), asociadas a condiciones de mayor humedad y menor aridez, y en
Picea sitchensis y Picea glauca asociadas a una disminucién por el efecto de la
continentalidad en poblaciones al interior de su area de distribucién (O'Neill et al.,
2002). De igual manera, Tiwari et al., (2013) encontraron variaciones a lo largo de un
gradiente latitudinal con una disminucién de estas estructuras. Jankowski et al., (2017),
en un estudio realizado a P. sylvestris obtuvo que la adaptacion al frio trajo consigo
variaciones en la anatomia, demostrdndose que existe una relacion entre la
temperatura, el nUmero y volumen de canales positiva.

Sin embargo, para un pino insular con pequefio areal de distribucion como P. tropicalis

esta es la primera vez que se encuentra marcada diferencia en la anatomia de la acicula.

Tabla 5. - Centroides de las funciones discriminantes por grupos (localidad).

Localidad Funcion

1 2
Pretiles -0,892 0,821
San Ubaldo 3,080 -,217
Cayo La Mula -1,742 -1,015

Tabla 6. - Coeficientes estandarizados de las funciones discriminantes candnicas.

Funcién

1 2
Numero de estomas 0,500 -0,704
Numero de canales 0,315 0,518
Grosor de cuticula 0,197 -0,387
Grosor de epidermis -0,136 0,070
Grosor de hipodermis 0,804 0,416
Grosor parénquima clorofilico -0,507 0,502
Grosor parénquima transfusion -0,010 -0,049
Distancia canal derecha 0,013 0,212
Distancia canal izquierda 0,111 0,227
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En la figura 2, se representan los centroides de cada uno de los grupos o localidades y
la ubicacion, de acuerdo a los valores obtenidos de las funciones discriminantes, de
cada uno de los casos. Se observa una mayor agrupacién en las localidades de Pretiles
y Cayo la Mula, que ademas tienen alrededor de un 20 % de solapamiento; o sea, casos
de una u otra localidad que presentan caracteristicas de la otra (Tabla 7).

Esto corrobora la singularidad desde el punto de vista edafico de la localidad de San
Ubaldo, que como se sefialé anteriormente deben determinar las caracteristicas

anatémicas que prevalecen en esta localidad (Figura 2).
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Fig. 2 - Distribucién de los casos y los centroides de cada localidad en base a las dos primeras

funciones discriminantes.

Las funciones discriminantes logran clasificar el 100 % de los casos de la localidad de
San Ubaldo, distinguiéndola claramente del resto de las localidades. En la tabla 6 se
presenta un resumen del andlisis, a través del cual se logré clasificar correctamente el
86,7 % de los casos de acuerdo al grupo de pertenencia original. Por lo tanto, es posible
clasificar, a partir de las variables anatémicas, las localidades; esto pudiera indicar que,
en determinadas poblaciones, hubiera cierto grado de adaptacion o aclimatacion al

ambiente.

Tabla 7. - Resultados de la clasificacion.

Grupo de pertenencia pronosticado

Localidad Pretiles San Ubaldo Cayo La Mula Total
Pretiles 80 0 20 100
Original % San Ubaldo 0 100 0 100
Cayo La Mula 16,7 0 83,3 100
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Varios investigadores han reconocido que el analisis de las caracteristicas morfologicas,
debe ser realizado en una situacion bien concebida, lo que quiere decir que las colectas
deben ser a través de toda el area de distribucidn de la especie.

La anatomia de las aciculas de P. tropicalis corresponde a una estructura equifacial
semicircular con grandes canales resiniferos de tipo marginal, estomas hendidos,
parénquima de transfusién y clorofilico bien definidos.

Existe una gran variacién en las variables anatémicas entre las localidades y una
relacién significativa entre las variables grosor de hipodermis, nimero de estomas y
numero de canales, aspecto que pudiera estar relacionado con las condiciones hidricas
donde se desarrolla la especie.

Las variables anatomicas nimero de estomas, nimero de canales, grosor de cuticula y

grosor de hipodermis logran clasificar correctamente las tres localidades.
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