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RESUMEN

Las variaciones en la anatomia foliar pueden ser respuestas adaptativas o de aclimatacién interpoblacional al estrés edafoclimatico, sobre todo de
especies que se desarrollan en ambientes extremos. Pinus caribaea var. caribaea y P. tropicalis se distribuyen en el occidente de Cuba, principal-
mente en la provincia de Pinar del Rio donde forman poblaciones puras o en simpatria. Es objetivo de este trabajo comparar las caracteristicas
anatémicas distintivas de las aciculas de ambos taxones en diferentes localidades donde se asocian simpatricamente. Para ello se realizaron
cortes transversales de las aciculas y se evaluaron 14 variables anatémicas. Los analisis estadisticos empleados permitieron diferenciar clara-
mente los dos taxones y ambos presentan variaciones propias para adaptarse a un mismo ambiente. El analisis de componentes principales
mostré que dentro de cada taxon las poblaciones se segregan en relacion al edatopo donde se desarrollan. Para P. caribaea var. caribaea las
variables anatémicas que mas contribuyeron a la variacion y ordenacién fueron el niumero de estomas, grosor y nimero de capas de células de
la hipodermis; en P. tropicalis el grosor de la cuticula y el parénquima clorofilico, y para ambos taxones el tipo de canal fue inequivocamente
endonales y marginal.
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ABSTRACT

Variations in needle anatomy can be an adaptative or acclimatization response to the edaphoclimatic stress among population, particularly in those
facing extreme environments. Pinus caribaea var. caribaea and P. tropicalis are distributed in western Cuba, mainly in Pinar del Rio province,
forming pure stands or in sympatric populations. The aim of this study is to compare distinctive anatomy characteristics of the needle of both taxa
in the localities where they are sympatrically associated. Cross sections of the needles were done and 14 anatomical variables are assessed. The
statistical analyses clearly differentiate both taxa, concluding that each have their own variations to adapt to the same environment. The principal
component analysis showed that the populations of each taxon segregate according to the edatope where they grow. For P. caribaea var. caribaea
the anatomical variables that most contributed the variation and classification were: the number of stomata, thickness and number of band of cells
of the hypodermis; in P. tropicalis it was the thickness of the cuticle and the chlorophyllic parenchyma, and for each taxon the type of resin canal
was unequivocally endonal and marginal.
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INTRODUCCION Del Risco-Rodriguez 1989, Farjon & Filer 2013). Desde el
Los pinares constituyen una importante formacion vegetal punto de vista evolutivo es mas reciente, diferenciada de
en el occidente de Cuba, que ocupa cerca del 50 % de la las otras variedades de la especie por caracteres morfolo-
superficie forestal, la cual se presenta en Pinar del Rio, gico y genéticos (Jardén-Barbolla & al. 2011, Rebolledo-
Artemisa e Isla de la Juventud y representada por Pinus Camacho & al. 2018), que en ocasiones posee un compor-
caribaea Morelet var. caribaea (pino macho) y P. tropicalis tamiento invasor fuera de su area natural de distribucion
Morelet (pino hembra). Pinus tropicalis constituye un endé- (Gallien & al. 2015).

mico cubano y relicto de Pinus L. subsect. Pinus en América

(Geada-Lopez & al. 2004, Gernandt & al. 2005), el cual forma La acicula es el érgano encargado de realizar la fotosintesis
pinares continuos monotipicos en Pinar del Rio y el centro y la transpiracién en la planta, procesos que estan influen-
de la Isla de la Juventud sobre sustratos oligotréficos de ciados por la estructura morfolégica y anatémica de la misma.
pizarra, arenisca y arenas cuarciticas (Samek & Del Risco- La variacién en la estructura anatémica entre arboles y pobla-
Rodriguez 1989). Por su parte, P. caribaea var. caribaea ciones obedece a diferencias en las condiciones ambientales
no forma bosques puros de forma natural, sino que ocupa como respuesta a la disponibilidad de luz, la temperatura
areas simpatricamente con P. tropicalis, excepto las masas y los regimenes de humedad en el habitat donde crecen
puras en sustratos derivados de serpentina y ultrabasicos (Lépez & al. 2010, Tiwari & al. 2013, Ghimire & al. 2014,

en la meseta de Cajalbana (Lépez-Almirall 1982, Samek & Meng & al. 2018).
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La estructura y anatomia de la acicula influye, por ejemplo,
en la fijacion de carbono, el potencial hidrico y la tolerancia al
estrés, lo cual determina el crecimiento y la supervivencia de
las poblaciones. Especies adaptadas a condiciones secas
desarrollan una epidermis mas gruesa, estomas hundidos y
menos espacio intercelular en el mesofilo, mientras aquellas
adaptadas a habitats soleados puede tener tejido mesofi-
lico mas grueso y mayor densidad estomatica para alcanzar
mayores rendimientos fotosintéticos (Kivimaenpaa & al.
2017). Por lo tanto, la morfologia y anatomia de las aciculas
estan, por lo general, genéticamente controladas (Zhang & al.
2017, Xing & al. 2014). Estos elementos pueden ser usados
como un método confiable y eficientemente rapido para
explorar la variacién genética entre poblaciones (Zhang & al.
2017) y en los ensayos de pruebas de procedencias y pro-
genies (Lopez & al. 2010, 2016, Donnelly & al. 2016, Pardos
& Calama 2018).

Los factores ambientales tienen una influencia directa en la
estructura de los tejidos de la acicula, en el patrén y posicion
de los estomas, el numero y tamano de los conductos de
resina, en especial para las especies de Pinus (Tiwari & al.
2013, Ghimire & al. 2014, Meng & al. 2018), el grosor de
parénquima de transfusién y area del mesofilo (Meng & al.
2018, Kdbolkuti & al. 2017, Huang & al. 2016). Por lo que,
la anatomia puede variar entre poblaciones y especies, en
especial, dentro de aquellas con amplios rangos de distri-
bucién continental (Jasinska & al. 2014, Boratynska & al. 2015,
Zhang & al. 2017). Pero estos reportes para especies insula-
res (P. taiwanensis Hayata [Sheue & al. 2014]y P. canariensis
C. Sm. ex DC. [Grill & al. 2004, Lépez & al. 2016]) sean o0 no
coniferas, son insuficientes.

Hasta el momento, poco se ha estudiado de las variaciones
y diferencias anatomicas de dos especies dentro de un
género, en particular Pinus, que se desarrollen simpatrica-
mente como respuestas al mismo ambiente sin que prime
un enfoque filogenético. Estas aproximaciones se han con-
centrado en especies para detectar las zonas de hibridacién
o identificacion de hibridos, por ejemplo: P. sylvestris L. — P.
uncinata Ramond ex DC. — P. uliginosa G. E. Neuman
(Boratynska & al. 2003, 2011), P. tabuliformis Carriére — P.
yunnanensis Franch. — P. densata Mast. (Xing & al. 2014), y
en términos de variacion morfolégica entre P. montezumae
Lamb. y P. pseudostrobus Brongn. por Delgado-Valerio & al.
(2007). Gran parte de estos analisis se centran en pinos
continentales y de amplia distribucion.

En Cuba, los estudios de variacion morfoldgica en especies
de Pinus han sido limitados y estos se han desarrollado
para diferenciar desde el punto de vista cladistico las cuatro
especies cubanas (Lopez-Almirall 1982, Lopez-Almirall &
Albert-Puente 1982) y, los mismos presentan limitaciones
en el muestreo, en numero de individuos y en localidades.
Diferencias entre procedencias de estas especies han
sido documentadas, aunque desde un enfoque silvicola,
de aprovechamiento forestal y de mejoramiento genético
(seleccion de arboles plus o su semilla) dentro de cada

especie. Mientras que estudios basicos que sustenten las
diferencias en el diametro, la altura y velocidad del crecimien-
to encontradas, y aquellas que existen en pinares naturales,
aun por documentar, son una tarea pendiente en las ciencias
forestales y bioldgicas.

Por otra parte, se ha referido gran diferenciacion genética
entre cinco poblaciones naturales de P. tropicalis con el
uso de marcadores moleculares: RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA), microsatélites del cloroplasto (cpDNA)
y secuencias de intrones, la cual fue atribuida a la distribucion
geografica de la especie (Geada-Lépez 2003). Sin embargo,
este estudio no analiz6 la existencia de variacion morfo-
anatémica en la especie.

Recientemente, Pérez-del Valle & al. (2019) registraron para
Pinus tropicalis la existencia de diferencias en la anatomia
de las aciculas, especialmente en dos edatopos extremos
(pizarra y arenas blancas) donde la especie crece en masas
puras, pero no hay informacion disponible de esta especie en
otros edatopos y localidades, asi como su comportamiento
anatémico cuando se desarrolla en simpatria con P. caribaea
var. caribaea. Al respecto, en P. caribaea var. caribaea se
encontré gran variabilidad morfolégica entre localidades en
comparacion con P. tropicalis (Lopez-Almirall 1982).

De ahi que la hipétesis de este estudio se centre en laidea de
que bajo un mismo ecotopo, especies congéneres pudieran
tener respuestas adaptativas similares en su anatomia
foliar, sin tomar en consideracion su habilidad para formar
o no hibridos. Por lo que, el objetivo de la investigacion fue
comparar la anatomia de las aciculas de Pinus caribaea var.
caribaea y P. tropicalis en localidades de pinares naturales
donde se desarrollan en simpatria en la provincia de Pinar del
Rio. Esto es una contribucion al manejo de las especies y sus
procedencias. Este estudio también se centra en determinar
cuales de las variables anatdmicas son efectivas para ser
empleadas en investigaciones de ecologia, genética forestal
y biologia de la conservacion.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras fueron tomadas en pinares naturales donde se
desarrollan en simpatria Pinus caribaea var. caribaea (en lo
adelante se tratard como P. caribaea) y P. tropicalis, en tres
localidades de la provincia de Pinar del Rio, Cuba. En cada
localidad se recolectaron aciculas de 30 individuos al azar por
taxdén y se seleccionaron las aciculas que se hallaban a las
2/3 parte inferior de la copa (Tabla I).

Para el estudio anatémico se realizaron cortes transversales
de 10 aciculas elegidas al azar para cada individuo, las que
previamente se midieron en longitud y ancho con un pie de
rey con un error de 0,1mm. Para comprobar la continuidad de
los canales de resina y de las hileras de estomas se realizaron
cortes transversales cada 1 cm a lo largo de la acicula, como
estos fueron continuos, se escogio la parte media de estas
para las mediciones. Las observaciones se realizaron con un
microscopio optico NLCD-307B.
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Las variables anatdmicas medidas, con una lente de 40x,
fueron: el grosor de la cuticula, el grosor de la epidermis, el
grosor de la hipodermis y el nUmero de capas de células
de la hipodermis. Mientras que con la lente de 10x fueron
medidas el nimero de estomas, el grosor del parénquima de
transfusion, el nimero de canales, el grosor del parénquima
clorofilico, la distancia del extremo exterior izquierdo al canal,
la distancia del extremo exterior derecho al canal, el diametro
del canal izquierdo, el diametro del canal derecho, la altura
del haz vascular y el ancho del haz vascular (Figura 1).
Ademas, se clasificé el tipo de canal resinifero de acuerdo
a Sheue & al. (2014) por ser un caracter diagnéstico entre
especies e hibridos.

Analisis estadistico
Para evaluar el efecto del factor taxon y localidad sobre el com-
portamiento de las variables anatémicas se consideraron,

en el primer caso, dos niveles (dos taxones) y en el segundo,
el factor localidad, tres niveles (Cayo Ratones, Sabanalamar
y Valle Ancoén). Estos analisis se realizaron mediante la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (o = 0,05), ya que
las variables analizadas no cumplieron con los supuestos
matematicos para la realizacion de pruebas paramétricas.
Se empled una prueba de comparacion multiple de pares
entre las medias de los rangos de los tratamientos segun lo
descrito en Conover (1999).

Para el andlisis de la influencia de factores edafo-climaticos
propios de cada localidad, desde el punto de vista edafico
se consideraron la formaciéon geoldgica y el sustrato
(Pszczolkowski 1978), el piso altitudinal (Magaz-Garcia & al.
2006) y clase de pendiente (Cabrera-Bermudez 2002). Del
clima se consideraron las variables que se identificaron
como las que mas influyen en la distribucién de estos taxones

TABLA |
Georreferenciacion de las localidades estudiadas de Pinus caribaeay P. tropicalis
TABLE |
Geographical location of the studied sites of Pinus caribaea and P. tropicalis
Coordenadas
Localidades Formacion Sustrato Piso altitudinal Pendiente
Latitud N Longitud W
Cayo Ratones 22°21°0,6” 83°55’37,57” San Cayetano Arenisca cuarzosa Submontafa Terrer?r?cf#near‘éeomente
Sabanalamar 22°08’12” 83°58'34,99” Siguanea Arena cuarzosa Llanuras bajas Terre?r?clliign(;gaomente
Valle Ancén 22°39'57,7" 83°45'32,17” San Cayetano Pizarra Llanuras medias Terrer?r?cf#near‘(tjeomente
GC
PT
AHv
HHv

Fig. 1. Esquema de la estructura anatomica de la seccion transversal de la acicula y las variables anatomicas medidas. Barras de escala: 100 pm.
GC: Grosor de la cuticula, GE: Grosor de la epidermis, GH: Grosor de la hipodermis, PT: Grosor del parénquima de transfusion, PC: Grosor del
parénquima clorofilico, DI: Distancia del extremo exterior izquierdo al canal, DD: Distancia del extremo exterior derecho al canal, DCi: Diametro
del canal izquierdo, DCd: Diametro del canal derecho, HHv: Altura del haz vascular, AHv: Ancho del haz vascular.

Fig. 1. Schematic anatomical structure of a needle cross-section and the measured anatomical variable. Scale bars: 100 ym. GC: Thickness
of cuticle, GE: Thickness of epidermis, GH: Thickness of hypodermis, NE: Number of stomata, PT: Thickness of transfusion parenchyma, NC:
Number of canals, PC: Thickness of chlorophyllic parenchyma, DI: Distance of left outer to canal, DD: Distance of right outer to canal, DCi:
Diameter of left canal, DCd: Diameter of right canal, HHv: Height of vascular bundle, AHv: Width of vascular bundle.
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(Miranda-Sierra 2017) como: temperatura maxima del
periodo calido, temperatura media del trimestre mas lluvioso,
temperatura media del trimestre mas seco, temperatura media
del trimestre mas calido, precipitacion anual, precipitacion del
periodo lluvioso y precipitacion del periodo seco.

Para la interpretacion de la variabilidad subyacente se realizé
un Analisis de Componentes Principales sobre la matriz
de correlacién. Como variables de respuesta en un primer
andlisis solo se consideraron las que describen la anatomia
de las aciculas relacionadas con la regulacion hidrica (NE,
GH, CH, GC, GE y PT) y después fue incorporada la variable
PC. En ambos andlisis se emplearon como criterios de
clasificacion las combinaciones taxén-localidad, sustrato y
precipitacion anual, porque estas dos ultimas son las que mas
contribuyen a la variabilidad del conjunto de datos.

Para la clasificacion se empleé el analisis de conglomerados
jerarquico, con todas las variables. Se consideré como punto

A Cc

N

Ep\
"

Es

'

A

PT

de corte o linea de referencia para la definicion de los conglo-
merados una distancia igual al 50 % de la distancia euclidiana
maxima. Los andlisis estadisticos fueron procesados con
Infostat ver. 15 (Di Rienzo & al. 2015).

RESULTADOS

Estructura anatomica

Las aciculas de Pinus caribaea presentan 13,6 £ 1,0 cm
de largo y 1,3 + 0,3 mm de ancho. La estructura anatémica
equifacial, en forma de abanico (Figura 2A), muestra la
epidermis uniestratificada (Figura 2A). Los estomas se
distribuyen en ambas superficies de la acicula (Figura 2A),
el numero promedio de hileras de estomas por acicula es 17
(Tabla 1) y estos se encuentran hundidos en la hipodermis
(Figura 2B). La hipodermis posee 3-5 capas de células, de
tipo multiforme y con esclereidas. El parénquima clorofilico
tiene como promedio tres capas de células de bordes
replegados, seguido de varias capas de células del tejido
parénquima de transfusion (Figura 2A-B). Todos los individuos

Y
pZ\\P:

Cc

Ep

'

Fig. 2. Seccion transversal de la acicula de Pinus caribaea (A) y Pinus tropicalis (C), con detalles del borde exterior de la acicula de cada taxén
(B y D), respectivamente. Barras de escala: 100 pm. Aumentos: 10x (Ay C), 40x (B y D). GC: Grosor de la cuticula, Ep: Epidermis, H: Hipodermis,
Es: Estoma, PT: Grosor del parénquima de transfusion, C: Canal, PC: Grosor del parénquima clorofilico.

Fig. 2. Transversal cross-section of the needle of Pinus caribaea (A) and Pinus tropicalis (C), with details of outer edge of the needle of each
taxon (B and D), respectively. Scale bars: 100 um. Lens: 10x (A and C), 40% (B and D). GC: Thickness of cuticle, Ep: Epidermis, H: Hypodermis,
Es: Stomata, PT: Thickness of transfusion parenchyma, C: Canal, PC: Thickness of chlorophyllic parenchyma.
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del taxdn tenian canales de tipo endonales dentro del
parénquima clorofilico que llegé en ocasiones al parénquima
de transfusion (Figura 2A-B).

Las aciculas de Pinus tropicalis poseen 18 + 1,4 cm de
largo y 1,52 + 0,25 mm de ancho. La estructura anatémica
equifacial semeja un semicirculo (Figura 2C) y muestra una
cuticula mas gruesa que en el taxon anterior (Tabla Il). Los
estomas se hallan muy hundidos en la hipodermis, que limita
su cdmara subestomética a la hipodermis y al parénquima
clorofilico, y en menor numero de hileras que en P. caribaea
(Tabla Il'y 111). La epidermis es uniestratificada a continuacion
se presenta una hipodermis de 2-3 capas de células uniformes,
con presencia de tejido mecanico (esclerénquima) en mayor
cantidad que P. caribaea (Figura 2D). El parénquima clorofilico
estda muy bien definido, forma paquetes interrumpidos por
grandes canales resiniferos (Figura 2C), hacia el interior se
aprecia un tejido de transfusién y en el centro los dos haces
vasculares bien separados por un tejido esclerenquimatoso
(Figura 2C). El grosor del parénquima clorofilico es superior al
de P, caribaea. Los canales son de tipo marginal (Figura 2D),
mas grandes y numerosos que el taxén anterior (Tabla Il),
ocupan en ocasiones el tejido hipodérmico y siempre hay
dispuestos dos canales en la superficie adaxial (Figura 2C-D).
Pinus caribaea y P. tropicalis difieren significativamente en
la mayoria de sus caracteristicas anatomicas, excepto en el
ancho del haz vascular (Tabla II).

Caracterizaciéon anatéomica por localidades
Existe un efecto significativo de las caracteristicas de las
localidades sobre el comportamiento de algunas variables

anatémicas evaluadas (Tabla Ill). No obstante, en Pinus
caribaea no existen diferencias entre localidades respecto al
numero de estomas, de canales, el grosor de la hipodermis, la
distancia del extremo exterior izquierdo al canal, asi como la
altura y el ancho del haz vascular. En P. tropicalis no difieren
entre localidades el grosor de la cuticula, la epidermis, la
hipodermis, las distancias del extremo exterior izquierdo y
derecho al canal, el diametro del canal derecho, la altura y el
ancho haz vascular.

La Tabla IV presenta los resultados del Andlisis de Compo-
nentes Principales. Como variables de clasificacion se selec-
cionaron el taxén, el sustrato y la suma anual de precipitacion
por localidad. Se utilizé el sustrato por ser una variable que
indirectamente tiene una gran influencia en el balance hidrico,
sobre todo si se considera la textura arenosa de estos suelos.
De las variables climaticas se seleccioné la precipitacion anual
por ser la de mayor variacion entre localidades, el resto de los
factores edafoclimaticos no tuvieron un efecto significativo.

De acuerdo a los autovalores, o la varianza total explicada,
se seleccionaron los dos primeros ejes 0 componentes que
explicaron el 90% de la variacion total, valido para explicar
las relaciones entre variables y localidades. Los autovec-
tores mostraron que el grosor de la cuticula tiene el peso
negativo mas alto, mientras el grosor de la hipodermis tiene
el positivo en el primer componente, aunque el numero de
capas de células de la hipodermis y el nimero de estomas
tienen pesos positivos altos también. Este componente
contrapone las localidades principalmente en cuanto a los
valores de grosor de la cuticula con grosor de la hipodermis,

TABLAII
Valores medios y desviacion estandar de las variables anatémicas evaluadas de Pinus caribaea (n = 90) y

P. tropicalis (n = 90)

TABLE Il

Mean values and standard deviation of the anatomical variables for Pinus caribaea (n = 90) and P. tropicalis

(n=90)
Variables anatémicas Pinus caribaea Pinus tropicalis H o]
NuUmero de estomas 17,31 £ 2,74 14,01 £ 2,19 57,05 0,00
NuUmero de canales 3,19+ 1 7,17 +1,31 127,12 0,00
Grosor de la cuticula (um) 20+1 3,01 81,68 0,00
Grosor de la epidermis (um) 12+2 15+3 33,23 0,00
Grosor de la hipodermis (um) 43+9 32+6 66,86 0,00
Numero de capas de células de la hipodermis 2,73 +0,54 2,07 £ 0,29 51,28 0,00
Grosor del Parénquima clorofilico (um) 123 +23 142 + 25 26,79 0,00
Grosor del Parénquima de transfusién (um) 156 £ 63 153 + 21 6,24 0,01
Distancia del extremo exterior izquierdo al canal (um) 248 + 32 304 + 102 25,50 0,00
Distancia del extremo exterior derecho al canal (um) 212 +53 287+100 28,53 0,00
Diametro del canal izquierdo (um) 85 + 32 107 £ 24 40,78 0,00
Diametro del canal derecho (um) 84 + 22 105+ 23 33,35 0,00
Altura del haz vascular (um) 320 + 50 309 + 36 6,35 0,01
Ancho del haz vascular (um) 491 + 92 486 * 66 0,88 0,35
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TABLAIII

Valores promedio de las variables anatomicas evaluadas de Pinus caribaea y P. tropicalis en Cayo Ratones
(n = 30), Sabanalamar (n = 30) y Valle Ancén (n = 30), Pinar del Rio, Cuba

Medias con letras desiguales fueron significativamente diferentes (p < 0,05). GC: Grosor de la cuticula, GE: Grosor de la epidermis,
GH: Grosor de la hipodermis, CH: Numero de capas de células de la hipodermis, NE: Niumero de estomas, PT: Grosor del
parénquima de transfusion, NC: Numero de canales, PC: Grosor del parénquima clorofilico, DI: Distancia del extremo exterior
izquierdo al canal, DD: Distancia del extremo exterior derecho al canal, DCi: Diametro del canal izquierdo, DCd: Diametro del
canal derecho, HHv: Altura del haz vascular, AHv: Ancho del haz vascular.

TABLE Il

Mean values of the anatomical variables for Pinus caribaea and P. tropicalis in Cayo Ratones (n = 30),
Sabanalamar (n = 30) and Valle Ancén (n = 30), Pinar del Rio, Cuba

Means with different letters were significantly different (p < 0.05). GC: Thickness of cuticle, GE: Thickness of epidermis,
GH: Thickness of hypodermis, CH: Number of band of cells of hypodermis, NE: Number of stomata, PT: Thickness of transfusion
parenchyma, NC: Number of canals, PC: Thickness of chlorophyllic parenchyma, DI: Distance of left outer to canal, DD: Distance
of right outer to canal, DCi: Diameter of left canal, DCd: Diameter of right canal, HHv: Height of vascular bundle, AHv: Width of
vascular bundle.

Variables Cayo Ratones Sabanalamar Valle Ancén H P

Pinus caribaea

NE 17,37 £ 2,17 16,43 £ 2,94 18,13+ 2,85 5,41 0,06
NC 3,17 £ 1,05 3,13+ 0,94 3,27 £ 1,05 0,16 0,91
GC (um) 2 +0,254 2 +0,484 1+18 18,25 0,00
GE (um) 12+ 28 1314 11+ 28 26,15 0,00
GH (um) 43 +£10 4117 45+ 10 2,28 0,32
CH 2,37 £ 0,494 3,03 +0,498 2,8+0,488 16,86 0,00
PC (um) 138 £ 274 115+ 118 116 £ 208 25,45 0,00
PT (um) 107 £ 214 124 + 138 237 £ 33¢ 67,22 0,00
DI (um) 245 + 29 253 + 27 245 + 39 1,38 0,50
DD (um) 242 + 238 249 + 238 145 + 234 60,23 0,00
DCi (um) 88 £ 4148 74 £ 178 93 + 324 7,49 0,02
DCd (pm) 88 + 198 69 + 124 95+ 248 25,06 0,00
HHv (pm) 313 £49 321132 326 £ 65 1,49 0,48
AHv (um) 475+ 70 500 + 55 498 + 133 2,80 0,25
Pinus tropicalis

NE 13,7 £ 1,868 13,43 +£2,114 14,90 £ 2,348 8,36 0,01
NC 6,63 + 1,434 7,43 +1,368 7,43 +0,978 7,98 0,01
GC (um) 3+1 310,34 2+1 5,40 0,07
GE (um) 14 +2 14 +2 15+3 4,08 0,13
GH (um) 30+5 32+5 337 2,39 0,30
CH 1,97 £ 0,188 2,03+0,188 2,20+0,414 2,48 0,00
PC (um) 136 + 224 132 + 164 158 + 268 17,71 0,00
PT (um) 160 + 208 158 £ 178 140 + 204 16,94 0,00
DI (um) 318 £ 107 285 + 106 308 £ 94 1,58 0,45
DD (um) 313+92 261+ 101 286 + 104 3,77 0,15
DCi (um) 100 £ 194 103 £ 294 117 +20°8 11,28 0,00
DCd (um) 103 £ 24 105+ 27 106 + 20 0,55 0,76
HHv (pm) 308 + 30 317 £+ 44 302 + 32 2,03 0,36
AHv (pm) 469 * 68 500 £ 71 490 £ 58 3,39 0,18
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TABLA IV
Resultado de los analisis de componentes principales (autovalores y autovectores), solamente con el empleo
de las variables relacionadas con la regulacion hidrica (arriba) y con la inclusion del parénquima clorofilico
(debajo), de Pinus caribaeay P. tropicalis en Cayo Ratones (n = 30), Sabanalamar (n = 30) y Valle Ancén (n =

30), Pinar del Rio, Cuba

GC: Grosor de la cuticula, GH: Grosor de la hipodermis, CH: Numero de capas de células de la hipodermis, NE: Numero de
estomas, PT: Grosor del parénquima de transfusion, GE: Grosor de la epidermis, PC: Grosor del parénquima clorofilico.
TABLE IV

Result of principal component analysis (eigenvalues and eigenvectors), only using of variables related to
water regulation (above) and with the inclusion of the chlorophyllic parenchyma (below), for Pinus caribaea
and P. tropicalis in Cayo Ratones (n = 30), Sabanalamar (n = 30) and Valle Ancén (n = 30), Pinar del Rio, Cuba
GC: Thickness of cuticle, GH: Thickness of hypodermis, CH: Number of band of cells of hypodermis, NE: Number of stomata,
PT: Thickness of transfusion parenchyma, GE: Thickness of epidermis, PC: Thickness of chlorophyllic parenchyma

Autovalores Autovectores
Lambda Valor Proporcién Proporciéon acumulada Variables CP1 CP 2
Variables solamente relacionadas con la regulacion hidrica

1 4,18 0,70 0,70 GC -0,47 -0,19
2 1,25 0,21 0,90 GH 0,48 0,03
3 0,43 0,07 0,98 CH 0,45 -0,12
4 0,13 0,02 1,00 NE 0,46 0,08
PT 0,11 0,82

GE -0,34 0,52

Inclusién del parénquima clorofilico

1 4,71 0,67 0,67 GC 0,44 -0,19
2 1,25 1,18 0,85 GH -0,44 0,03
3 0,87 0,12 0,98 CH -0,43 -0,12
4 0,20 0,02 1,00 NE -0,42 0,09
PC 0,36 -0,02

PT 0,12 0,82

GE -0,35 0,52

el numero de capas de células de la hipodermis y namero
de estomas. El segundo componente contribuye fundamen-
talmente a separar las localidades en funcion del grosor del
parénquima de transfusion y en segundo lugar el grosor de
la epidermis.

El primer componente separa los dos taxones estudiados
(Figura 3A): Pinus caribaea hacia la parte positiva y P. fropicalis
hacia la parte negativa. Ademas, explica la variabilidad en
cuanto a grosor de hipodermis, nimero de capas de células
de la hipodermis y nimero de estomas. Pinus caribaea en las
localidades Cayo Ratones y Sabanalamar esta mas correla-
cionada con el numero de capas de células de la hipodermis
y en Valle Ancén con el numero de estomas. El grosor de la
cuticula es la variable mas correlacionada con P. tropicalis
en las tres localidades. El segundo componente explica la
variabilidad en cuanto a grosor de la epidermis y el grosor
del parénquima de transfusion, sobre todo de P. caribaea en
la localidad de Valle Ancon.

Las contribuciones de las variables y sus correlaciones no
siguen un gradiente de precipitaciones (Figura 3), por lo que

se puede inferir que esta no es una variable que determine la
ubicacion de las localidades en el espacio cartesiano definido
por los dos componentes. El sustrato, aunque mas evidente
en Pinus caribaea, parece tener una influencia en la orde-
nacion de las localidades y ubica siempre a Sabanalamar
y Cayo Ratones hacia la parte negativa del segundo com-
ponente. La ubicacion de los taxones respecto al primer
componente, revela que, aunque ocupen ecoétopos iguales,
presentan diferentes caracteristicas anatomicas para enfren-
tar el déficit hidrico propio de estos.

De acuerdo a este analisis, el grosor de la cuticula es la
adaptacién mas importante para P. tropicalis y el grosor de
la hipodermis para P. caribaea. Cuando se incorporo el grosor
del parénquima clorofilico al andlisis, los dos primeros compo-
nentes explicaban el 85% de la varianza. A diferencia del
primer analisis, al primer componente se le asocia ademas
el grosor del parénquima clorofilico con un peso positivo,
el resto de las variables grosor de la epidermis y grosor del
parénquima de transfusion contindan asociadas al segundo
componente con igual correlaciéon (Tabla V), y la ubicacion
de los taxones y sus localidades no cambiaron (Figura 3B).
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Fig. 3. Ordenacion de los taxones-localidades en los dos primeros componentes principales, solamente con el empleo de las variables relacio-
nadas con la regulacion hidrica (A) y con la inclusién del parénquima clorofilico (B). Para cada taxén-localidad se presenta el tipo de sustrato
y la precipitaciéon anual (en mm). Pc (rojo): Pinus caribaea, Pt (azul): P. tropicalis, GC: Grosor de la cuticula, GH: Grosor de la hipodermis,
CH: Numero de capas de células de la hipodermis, NE: Niumero de estomas, PT: Grosor del parénquima de transfusion, GE: Grosor de la epider-
mis, PC: Grosor del parénquima clorofilico.

Fig. 3. Ordination of taxa-localities in the first two main components, only using the variables related to water regulation (A), inclusion of the chlo-
rophyll parenchyma (B). For each taxon-locality, the type of substrate and annual precipitation are presented (in mm). Pc (red): Pinus caribaea,
Pt (blue): P. tropicalis, GC: Thickness of cuticle, GH: Thickness of hypodermis, CH: Number of band of cells of hypodermis, NE: Number of stomata,
PT: Thickness of transfusion parenchyma, GE: Thickness of epidermis, PC: Thickness of chlorophyllic parenchyma.
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El analisis de conglomerados permitié, de acuerdo a las
caracteristicas anatomicas analizadas, distinguir tres agru-
paciones (Figura 4). La primera determinada por el compor-
tamiento de estas variables en Pinus tropicalis, las restantes
integradas por P. caribaea, la segunda en Valle Ancén y la
tercera en las localidades Cayo Ratones y Sabanalamar.
La anatomia de las aciculas en Valle Ancén difiere significa-
tivamente respecto a las otras dos localidades en ambos
taxones y llega a constituir un conglomerado aparte en P.
caribaea.

DISCUSION

El estudio muestra claramente las diferencias anatéomicas
entre las dos especies bajo un mismo ambiente (Tablas Il y l11),
es decir cada una ha desarrollado sus propios mecanismos
anatémicos y funcionales para contrarrestar las condiciones
de estrés. Dorken & Stltzel (2012) y Grill & al. (2004)
describen que las especies de Pinus que se desarrollan en
ambientes extremos, generalmente desarrollan una cuticula
prominente, gruesa y una hipodermis conformada por varias
capas de células gruesas de forma circular. Sin embargo,
P. caribaea desarrolla mayor niumero de capas y grosor de
la hipodermis (tipo multiforme) como adaptacién a iguales
condiciones. Por otro lado, P. tropicalis desarrolla la cuticula
algo mas gruesa acompafada de mayor cantidad de tejido
esclerenquimatoso, similar a lo reportado para especies de su
subseccion (Pinus subsect. Pinus): P. tabuliformis (Zhang & al.
2017), P. thunbergii Parl. (Ghimere & al. 2014), P. taiwanensis
(Sheue & al. 2003), P. roxburghii Sarg. (Tiwari & al. 2013), o
especies de su seccion que habitan ambientes muy secos:
P. canariensis (Grill & al. 2004), P. heldreichii Christ (Nicholi¢
& al. 2016). A diferencia de estos resultados, en Cuba no
existen gradientes de temperatura, precipitacion, humedad,
altitud o exposicion, a excepcion de los sustratos en que se

desarrolla, que expliquen esta adaptacion en la especie cubana.

P. tropicalis: Valle Ancon

P. tropicalis: Sabanalamar

P. tropicalis: Cayo Ratones

P. caribaea: Valle Ancén

P. caribaea: Sabanalamar

P. caribaea: Cayo Ratones

0,00 1,06

La presencia de tejido mecanico (esclerénquima) en la
hipodermis y de este entre los haces vasculares en Pinus
tropicalis, contribuye a aumentar la resistencia a la sequia
edafica y a conferir rigidez a las largas aciculas en la especie.
Similares adaptaciones y disminuciéon en el numero de
estomas, fueron reportadas en P. canariensis (Grill & al. 2004,
Lopez & al. 2008, 2010), P. tabuliformis (Meng & al. 2018) y
P. sylvestris (Kébolkuti & al. 2017) para enfrentar ambientes
muy secos. Un elemento que parece estar relacionado con la
economia hidrica en especies ancestrales como P. tropicalis
es la disminucion del numero de estomas y su densidad en
comparacion con especies de Pinus sect. Trifoliae como es el
caso P. cariabea (Pérez-Olvera & Ceja-Romero 2019, Donnelly
& al. 2016, Tiwari & al. 2013, Galdina & Khazova 2019).

En relacién con los canales resiniferos, este es el primer
estudio en clasificar el tipo de canal en Pinus tropicalis, los
cuales fueron inequivocamente de tipo marginal, similares a
los de sus congéneres de Pinus sect. Pinus y considerados los
mas primitivos entre los restantes tipos de canales del género
(Sheue & al. 2014). Esta caracteristica también demuestra
la posicion basal de esta especie en la filogenia (Geada-
Lopez & al. 2004, Gernandt & al. 2005). Los canales tuvieron
variacién en numero entre las tres localidades y aumentan
hacia lugares mas secos desde el punto de vista edafico
(Tabla IIl). Esta respuesta se ha observado en algunas espe-
cies asociado a un gradiente de precipitacién y humedad,
tales como P. sylvestris (Donnelly & al. 2016, Kdbodlkuti & al.
2017, Galdina & Khazova 2019), P. thunbergii (Ghimire & al.
2014), P. tabuliformis (Zhang & al. 2017) y P. yunnanensis
(Huang & al. 2016). Aunque no se comprende totalmente el rol
de los canales de resina en la regulacion del agua (Farrell & al.
1991, Krokene & Nagy 2012), se ha detectado que la mayor
densidad de canales se asocia a areas de menor disponibili-
dad de humedad (Donnelly & al. 2016, Jankowski & al. 2017)

2,12
Distancia euclidiana

3,17 42

Fig. 4. Dendrograma de la clasificacién por taxén-localidad de Pinus a partir de las distancias euclidianas (correlacién cofenética: 0,943).
Fig. 4. Dendrogram of the classification by taxon-locality of Pinus based on euclidean distances (cophenetic correlation: 0.943).
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y su incremento en niumero y tamafo esta correlacionado, en
P. yunnanensis con disminuciones de precipitacion y aumento
de la temperatura que contribuye a reducir la influencia a la
extrema sequia y calor (Huang & al. 2016).

Adicionalmente, dada la variacion desplegada por Pinus
tropicalis en el nimero y ancho de los canales resiniferos, y
el control genético sobre el nimero de canales y su tipo en
pinos asiaticos filogenéticamente cercanos (Donnelly & al.
2016, Huang & al. 2016, Zhang & al. 2017), las localidades
sobre sustratos de pizarra serian potencialmente deseables
para la planificacion de la resinacion. Esta caracteristica
en la especie tiene gran importancia biolégica debido a su
endemismo, a la ancestralidad del taxén y su variacion en
numero, lo que sugiere la mayor capacidad de la especie
para la produccion de resina 'y, por ende, su factibilidad en los
planes de produccion, pese a que comunmente se prefiere P.
caribaea en la actividad forestal (Alvarez-Brito & al. 1991b).
Esta caracteristica de amplios canales en comparacion con P,
caribaeay de su numero fue documentada por Lopez-Almirall
& Albert-Puente (1982) en un estudio anatémico foliar para
detectar diferencias entre las cuatro especies cubanas. No
obstante, se necesita profundizar sobre la relacion entre la
produccion de resina de estas zonas y el nimero de canales
de los individuos en las poblaciones.

Pinus caribaea tiene canales de tipo endonal generalmente
pequefios en comparacion con P. fropicalis (ver Tabla Il
y lll). Al respecto, Sheue & al. (2014) plantean que tanto
los canales dentro del haz vascular como los endonales
tienen un fuerte control genético y son menos susceptibles
a variaciones ambientales, a no ser que estén asociados a
verdaderas adaptaciones microclimaticas y las variaciones
son generalmente relativas al niumero de estos. Otros autores
refieren que la clasificacion de los canales es un buen caracter
interespecifico (Knopf & al. 2012, Eo & Hyun, 2013, Ghimire
& al. 2014); sin embargo, han documentado que este puede
variar dentro de una especie, especialmente si hay fenémenos
de introgresién e hibridacién asociados (Sheue & al. 2014,
Boratynska & al. 2003). En este estudio nunca se encontraron
muestras que suscitaran ambiguedad en la adscripcion a cada
especie. Este caracter aun es de gran valor diagnéstico a nivel
intraseccional (Sheue & al. 2014), ya que el canal endonal
predomina en Pinus sect. Trifoliea (Pérez-Olivera & Ceja-
Romero 2019) como es el caso de P. caribaea.

Lopez-Almirall (1982) fue el primero en reconocer la gran
variabilidad en las caracteristicas morfoldgicas, reproductivas
y algunas caracteristicas anatémicas entre las poblaciones
naturales de Pinus caribaea; sin embargo, su muestreo se con-
centré en rodales puros del taxén a excepcién de uno en que
ambos taxones se encontraban en simpatria. Dicho autor
reconocid las discretas diferencias entre las poblaciones
(localidades) de P. tropicalis, que consideré una especie
altamente adaptada en relacion con P. caribaea. En esta
ultima son mas notables las diferencias entre las localidades
(Figuras 2-3, Tabla Ill), lo que demuestra su capacidad
de ocupar varios ecotopos y una posible gran plasticidad

fenotipica, buena capacidad competitiva e invasividad (Badik
& al. 2018, Rebolledo-Camacho & al. 2018). Estudios previos
han referido una mayor variacion a nivel de procedencias en
P. caribaea (Garcia-Quintana & al. 2007) que en P. tropicalis.
Este es el primer estudio donde se encuentran diferencias en
la anatomia foliar de estas localidades y que pudieran ser la
causa de las diferencias entre procedencias en ambos taxones
(AIvarez-Brito & al., 1991a, Mercadet-Portillo & al. 2001).

Tanto el método de ordenacion como el de clasificacion
(Figuras 3-4) demuestran que el sustrato tiene una marcada
influencia en la anatomia de las aciculas al diferenciarse cada
localidad dentro de cada taxon. Asi, por ejemplo, Sabanalamar
y Cayo Ratones que representan los ecotopos con suelos
mas extremos desde el punto de vista hidrico por su alta
infiltracion y muy baja retencién de humedad, determinan
un comportamiento mas singular en la anatomia. Pérez-del
Valle & al. (2019) encontraron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al nimero de estomas entre tres loca-
lidades naturales de Pinus tropicalis: Petriles, San Ubaldo y
Cayo la Mula, mientras en San Ubaldo, el nimero de canales
de resina, el grosor de cuticula y de la hipodermis fue superior
a los de las otras localidades y el grosor del parénquima
clorofilico inferior, caracteristicas que atribuye en esta loca-
lidad a ajustes anatomicos ante las condiciones edaficas
secas de este ecotopo.

Por otro lado, en ambos taxones dentro de sus localidades,
y en particular para Pinus tropicalis, la estabilidad en las
caracteristicas anatdomicas sugiere la existencia de una
adaptacién en la especie, aspecto que fue considerado ini-
cialmente por Lopez-Almirall (1982). El efecto de la localidad
es mas evidente en P. caribaea, donde la localidad de Valle
Ancon (que representa sustratos de pizarras de la formacion
San Cayetano) se distancia de Sabanalamar y Cayo Ratones
y la ubican en un conglomerado aparte (Figura 4).

Los escasos estudios dendrométricos (altura, diametro,
rectitud del fuste, incrementos medios anuales, entre otros)
como parte de las pruebas de procedencias sostienen, para
P. caribaea, la existencia de diferencias entre los origenes
geograficos (Garcia-Quintana & al. 2007). Por otra parte,
para P. tropicalis no se refirieron diferencias entre las seis
procedencias evaluadas (Mercadet & al. 2001), todas
ellas correspondientes a localidades sobre sustratos de
pizarras. Este comportamiento de adaptaciones locales
ha sido documentado en especies, aunque con mayores
rangos de distribucidon y ambientes mas contrastantes (Grill
& al. 2004, Lopez & al. 2008, Donnelly & al. 2016, Galdina
& Khazova 2019, Tyukavina & al. 2019); y comprobado al
usar las pruebas de procedencias y progenies dentro de los
programas de mejoramiento de P. sylvestris (Donnelly & al.
2016), P. canariensis (Lopez & al. 2008; Lopez & al. 2016) y
P. tabuliformis (Meng & al. 2018).

Bajo la tesis de que especies con amplios rangos de distri-
bucién tienen mayor potencial para exhibir una gran varia-
cion intraespecifica en morfologia, fisiologia, fenologia y
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crecimiento (Zhang & al. 2017, Jankowski & al. 2017, Kobolkuti
& al. 2017, Tyukavina & al. 2019), cabria esperar una pequeia
variacion anatémica en especies con una reducida area de
distribucién y sin grandes contrastes en clima y vegetacion.
Los resultados obtenidos reflejan que, en especies insulares,
en especial las cubanas, las condiciones del sitio o su origen
geoldgico hace que desplieguen una variacion fenotipica, que
determina su adaptacion a edatopos diferentes.

CONCLUSIONES

En poblaciones simpatricas cada taxén tiene una respuesta
diferencial adaptativa en sus variables anatémicas. Pinus
caribaea para contrarrestar el estrés hidrico aumenta el
grosor de la hipodermis, el nimero de capas de células de
esta y el numero de estomas. Pinus tropicalis, por su parte,
desarrolla mayor grosor de cuticula, una hipodermis muy
esclerénquimatosa, estomas muy hundidos, canales resini-
feros amplios y marginales. Existe variacion en la anatomia
dentro de ambas especies en funcion del sustrato.
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