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Resumen

La Cuenca del Caribe es una region geografica altamente compleja que alberga una gran variedad de
ecosistemas, y se le considera uno de los hotspots de diversidad bioldégica mas importantes del mundo.
Euphorbia tithymaloides L. es una planta que posee una distribucién circular alrededor del Caribe, que
comprende a México, Florida, Centroamérica, el norte de Sudamérica y la mayor parte de las islas del
Caribe. En estudios anteriores se ha sugerido que E. tithymaloides pudo haber tenido un origen en México-
Centroamérica para luego aumentar su distribucién geografica a partir de dos frentes: uno hacia el noreste
culminando en las Antillas Mayores, y otro hacia el sureste pasando por Sudamérica y culminando en las
Antillas Menores. Ademas, se ha sugerido que las poblaciones terminales de cada uno de los dos frentes
presentan poco flujo génico directo entre ellas, a pesar de estar conectadas entre si por una cadena de
poblaciones a lo largo de toda la distribucion. Estas caracteristicas coinciden con el modelo de especie-
anillo, que describe a una especie que aumenta su distribucion geografica alrededor de un area no
habitable formando un anillo, de manera que las poblaciones terminales de cada extremo de la
distribucidn presentan poco o nulo flujo génico a pesar de coexistir, comportandose como especies
diferentes. Los estudios anteriores se basaron en andlisis de dos genes nucleares, en este estudio se
amplia el muestreo genético a un nivel gendmico utilizando datos generados con tecnologias de
secuenciacion de alto rendimiento (RADseq). Por medio de este tipo de datos se realizaron analisis de flujo
génico, filogenéticos, de agrupamiento (PCA) y de estructura genética con el propédsito de profundizar
nuestro entendimiento de la biogeografia histérica y patrones de divergencia de Euphorbia tithymaloides.
Se utilizaron 95 muestras provenientes de 35 localidades distribuidas a lo largo de la mayor parte del area
de distribucidn de E. tithymaloides en los paises que conforman la cuenca del Caribe. A partir de los
resultados se deduce un soporte parcial de la hipétesis filogeografica de dos frentes de expansion, aunque
no se descarta la hipoétesis alternativa de una ruta de colonizacion mas compleja.



Abstract

The Caribbean Basin is a highly complex geographic region that harbors a great diversity of ecosystems,
and is considered one of the world’s most important hotspots of biological diversity. Euphorbia
tithymaloides L. is a plant that exhibits a circular geographic range around the Caribbean, which covers
part of Mexico, Florida, Central America, the north of South America and most of the Caribbean islands. In
previous studies it have suggested that E. tithymaloides could’ve originated in Mexico-Central America and
would later expand its geographic range along two fronts: one northeastward into the Greater Antilles,
and another one southeastward passing through South America and into the Lesser Antilles. Additionally,
it has been suggested that the terminal populations of each one of the fronts display very limited direct
gene flow between them, despite being connected by a chain of populations throughout the whole
geographic range. These characteristics coincide with the ring-species model, that describes a species that
expands its geographic range around a non-habitable area forming a ring-like distribution. The terminal
populations of each of the two ends of this distribution display little to no gene flow despite coexisting,
thus acting like different species. While previous studies were based on analyses performed using two
nuclear genes, the present study expands the genetic sampling to a genomic level using high-throughput
sequencing data (RADseq). Multiple analyses were performed using this type of data: phylogenetic
analyses, principal component analyses (PCA), genetic structure analyses and gene flow tests. These
analyses were executed in order to deepen our undestanding of the historical biogeography and
divergence patterns of Euphorbia tithymaloides. A total of 95 samples from 35 localities distributed
throughout most of the geographic range of E. tithymaloides were used. The results of the present study
partially support a scenario of geographic expansion along two fronts, although an alternative hypothesis
of a more complex pattern of colonization cannot be completely discarded.



Introduccion

“Las formas que poseen en grado considerable el cardcter de especies, pero que se parecen mucho a
otras formas o estdn tan estrechamente vinculadas con ellas por graduaciones intermedias que los
naturalistas no gustan de clasificarlas como especies distintas, son en varios sentidos las mds
importantes para nosotros.” -Darwin (1859)

La mayoria de las veces el proceso de divergencia que ocurre durante los eventos de
especiacién es de naturaleza continua (Dobzhansky 1940, De Queiroz 2005, Moritz y Bi 2011, Nosil
2012). Dicha continuidad puede ser estudiada a partir de diversos enfoques, como patrones en la
variacion clinal (Endler 1977), el grado de separacidon o segregacién de linajes [lineage sorting] (Funk y
Omland 2003) o el grado de aislamiento reproductivo (Craddock 1987, Castillo 2017, Stankowski y
Ravinet 2021). Los enfoques utilizados para estudiar los procesos de especiacion pueden variar segln
el grado de avance de dicho proceso (Tregenza 2002, Svensson et al. 2009). Inclusive se han
documentado casos en los que la divergencia gradual ocurre aun con presencia de flujo génico entre
las poblaciones (Smith et al. 1997, Niemiller et al. 2008, Papadopulos et al. 2011, Martin et al. 2013).

Para de Queiroz (1998; 2005) el proceso de especiacion o divergencia de linajes es continuo, y
dentro de éste se pueden distinguir varios criterios de especiacion relacionados a distintos conceptos
de especie. Mas recientemente, esta visién del proceso de especiacién se ha relacionado con el
término “continuo de especiacion” [speciation continuum], el cual fue definido por primera vez por
Shaw y colaboradores (2014) como “la secuencia continua de cambios genéticos que ocurren
mientras dos linajes divergen el uno del otro en direccion al aislamiento reproductivo”. Para estos
autores, la evolucion divergente y el aislamiento reproductivo son los elementos principales del
proceso de especiacion. Stankowski y colaboradores (2021) definen al continuo de especiacion como
un continuo de aislamiento reproductivo. Bajo esta definicidn, la distancia entre los taxa dentro del
continuo de especiacion es proporcional a la fuerza del aislamiento reproductivo que hay entre ellos.

Las especies-anillo son sistemas que adquieren una distribucién geografica circular (similar a
un anillo) resultado de una expansion historica durante la cual el sistema rodea areas no habitables.
En las especies-anillo, las poblaciones terminales de cada uno de ambos frentes de expansion
geografica son las mas divergentes del sistema, incluso llegando a comportarse como especies
diferentes; estas poblaciones eventualmente se reencuentran en su trayectoria alrededor del habitat
no disponible, y pueden coexistir sin que su diferenciacion colapse a causa de flujo génico (Irwin et al.
200143, Fuchs et al. 2015, de Brito Martins y de Aguiar 2017). Algunos autores han planteado que las
especies-anillo deben cumplir con cuatro caracteristicas (Irwin et al. 2001b, Coyne y Orr 2004, Cacho y
Baum 2012, Kuchta y Wake 2016): 1) una distribucidn circular que surgid por la expansion geogrifica
historica a través de dos frentes; 2) coexistencia de las dos formas terminales; 3) una cadena de
poblaciones que permite el flujo genético entre las dos poblaciones terminales, y; 4) suficiente
aislamiento reproductivo para impedir que las dos formas terminales colapsen por hibridacién.

Mayr (1940) se refirié a las especies-anillo como la “demostracion perfecta de especiacion”,
porque permiten estudiar aspectos clave sobre el proceso de divergencia evolutiva. Entre otros



aspectos, estos sistemas permiten rastrear en el espacio la historia de la formacion de las especies a
través de la variacion geografica que conecta las formas aisladas reproductivamente. Para Mayr
(1942), la primera fase de la especiacidn consiste en la subdivisidén poblacional, y la segunda en el
aislamiento reproductivo. Por otro lado, para Ayala y colaboradores (1974), la especiacidn alopatrica
consiste en una primera fase de diferenciacidén genética (causada por una separacion geografica) y
una segunda fase en la que las poblaciones entran en contacto. En los sistemas ideales de especie-
anillo todas estas etapas o fases se pueden observar simultaneamente, por lo que estos sistemas se
consideran importantes en biologia evolutiva. Ademas, los sistemas de especie-anillo permiten
evaluar si la diferenciacion geografica en la interfaz poblacidn-especie puede ocurrir en presencia de
flujo génico (Irwin et al. 2001b, 2005).

Algunos ejemplos clasicos de especies-anillo son la salamandra Ensatina eschscholtzii que
habita las zonas montafiosas que rodean al Valle Central de California (Figura 1a, Kuchta y Wake
2016), y el ave Phylloscopus trochiloides, que habita las montafas del Altiplano Tibetano (Figura 1b,
Irwin et al. 2001b). Estos sistemas que muestran una distribucién circular adquirida por una
divergencia histérica a través de dos frentes geograficos y su posterior reencuentro ha sido
respaldado por estudios a nivel gendmico en los ultimos afios (Alcaide et al. 2014, Irwin et al. 2016).
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Figura 1. Distribucidn geografica de los ejemplos mejor estudiados de especies-anillo. a) Ensatina eschscholtzii
(tomado de Kuchta y Wake, 2006). b) Phylloscopus trochiloides (tomado de Wikimedia commons).

El proceso de divergencia tan particular que muestran los sistemas de especies-anillo puede
ser dificil de representar desde un punto de vista taxondmico: muchas veces se han considerado
como una especie con varias subespecies, o incluso como sistemas que consisten de dos o mas
especies diferentes (Irwin et al. 2001b).

El objeto de estudio de este proyecto es la planta Euphorbia tithymaloides L., |la especie mas
variable y de distribucién geografica mas amplia del clado Pedilanthus del género Euphorbia. Su area



de distribucion abarca México, Florida, Centroamérica, el norte de Sudamérica y la mayoria de las
islas del Caribe. Para sistematizar la variacion morfoldgica en esta especie, Dressler (1957) sugirio seis
subespecies en ambientes insulares en el Caribe (E. tithymaloides ssp. angustifolia, E. t. ssp.
bahamentsis, E. t. ssp. jamaicensis, E. t. ssp. padifolia, E. t. ssp. parasitica y E. t. ssp. smalli) y una forma
continental (E. tithymaloides ssp. tithymaloides). Las diferencias morfoldgicas entre las subespecies
son sutiles y hay intergradacion entre ellas, al grado en que la distribucién geografica es un caracter
diagndstico para algunas subespecies (p.ej., E. tithymaloides ssp. jamaicensis; Cacho et al., 2012;
Dressler, 1957). Informacidon mas detallada sobre este sistema se presenta en el Anexo Il.

Un estudio filogenético de 42 poblaciones de E. tithymaloides del Caribe basado en secuencias
de dos regiones nucleares de copia Unica (el Unigene SGN-U342009 del Sol Genomics Network (SGN)
y el locus GAPC-2 de la subunidad C de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) mostré que esta
especie expandio su distribucidn geografica mediante dos frentes, cada uno representado por un
clado de poblaciones insulares hermano a distintas poblaciones del continente, de forma consistente
con un patrén de especie-anillo (Cacho y Baum 2012). Dicho estudio ubica el drea de origen de E.
tithymaloides en México/Guatemala, y los dos frentes de expansidn hacia el Caribe a través de las
Antillas Menores y las Antillas Mayores, los cuales se reencuentran en el area de las Islas Virgenes.
Adicionalmente, los autores sugieren que el Pasaje de Anegada, caracterizado por una gran distancia
entre islas (150 km) y corrientes de fuertes a moderadas, podria estar funcionando como una barrera
al flujo génico entre las formas terminales de este sistema. Es decir, el escenario biogeografico y de
intergradacion fenotipica observados en E. tithymaloides corresponden con el tipo de progresidén que
se ha observado en varias especies-anillo, y que se ha utilizado para fundamentar dicho modelo (Irwin
2000, Soltani et al. 2017). Una limitacidn del estudio anterior es su muestreo genético: sélo se
secuenciaron dos regiones nucleares de copia Unica, lo cual podria limitar la capacidad de inferencia
de los andlisis realizados. En este trabajo se evaluara la biogeografia histérica y patrones de
divergencia de la especie Euphorbia tithymaloides ampliando la perspectiva a una escala gendmica.



Objetivos

Objetivo general

Evaluar, a partir de una perspectiva gendmica, a la especie Euphorbia tithymaloides con el propdsito
de identificar los procesos y factores biogeograficos y evolutivos que han moldeado la divergencia
poblacional de la especie en su distribucidn por la cuenca del Caribe.

Objetivos particulares

1. Estimar la variacidn genética en las secuencias de RADseq provenientes de un muestreo
geografico representativo del area de distribucidn de la especie Euphorbia tithymaloides en el
Caribe, para revelar si existen patrones geograficos en dicha variacion.

2. Examinar la hipotesis de que Euphorbia tithymaloides colonizé el Caribe a través de dos
frentes geograficos, que es consistente con el fendmeno de especie-anillo, usando un
enfoque filogenético y datos de RADseq.

3. Caracterizar la estructura genética de Euphorbia tithymaloides con base en datos de RADseq
utilizando un enfoque de filogeografia y genética de poblaciones, para complementar el
enfoque filogenético con elementos que puedan ofrecer informacién acerca de los procesos
que pueden estar subyaciendo los patrones observados.



Escenarios, hipotesis y resultados esperados

A. ESCENARIO DE DOS FRENTES DE COLONIZACION: Euphorbia tithymaloides expandié su drea de
distribucidén hacia el Caribe a través de dos frentes geograficos que se reencuentran, consistente con
el modelo de especie-anillo (Cacho et al., 2012; Figura 2A).

ENFOQUE FILOGENETICO: Si la expansion de E. tithymaloides por el Caribe se dio a través de dos frentes
geograficos, un enfoque filogenético mostrara un arbol con dos clados bien diferenciados que
corresponden a los dos frentes geograficos de la especie. Cada clado incluird poblaciones insulares,
sucesivamente anidadas (en una secuencia que refleja el avance de dicho frente) y serd hermano a
poblaciones del centro de origen (México y Guatemala, Cacho et al., 2012).

ENFOQUE GENETICA DE POBLACIONES: En analisis de agrupamiento [clustering] |las poblaciones
terminales de ambos frentes forman grupos bien diferenciados y no deben mostrar seiales de
hibridacidn o de pertenencia a un mismo grupo.

B. ESCENARIO DE UN SOLO FRENTE DE COLONIZACION: Euphorbia tithymaloides colonizé el Caribe por
medio de una ‘progresién geografica’, partiendo de un solo punto del continente. Es decir, la
colonizacidn siguié un patrén ‘lineal’ desde el continente pasando el norte de Sudamérica, las Antillas
Menores y las Antillas Mayores (o el caso contrario, una colonizacién pasando por México y Florida,
las Antillas Mayores y luego las Antillas Menores; Figura 2B).

ENFOQUE FILOGENETICO: La filogenia mostrara dos clados principales, uno correspondiente a las
accesiones continentales y otro a las insulares. El clado insular estara anidado en el clado continental,
y mostrara un patrén sucesivamente anidado en el que en las ramas mds externas estardn
representadas las poblaciones continentales, y en las mas internas las poblaciones insulares,
mostrando asi la colonizacion lineal sucesiva de las islas.

ENFOQUE GENETICA DE POBLACIONES: Los métodos de agrupamiento dardn como resultado una serie
lineal sucesiva de individuos entre las poblaciones mas diferenciadas.

C. ESCENARIO DE EVENTOS DE COLONIZACION INDEPENDIENTES: Euphorbia tithymaloides colonizé el
Caribe, no por medio de una ‘progresidn geografica’, sino a través de eventos independientes (Figura
20).

ENFOQUE FILOGENETICO: El arbol filogenético mostrara una estructura en la que distintas poblaciones
insulares son hermanas a distintas poblaciones continentales, sin un patrén geografico claro. No sera
aparente en la filogenia una resolucidn mas alld de varios clados conformados por poblaciones
insulares y poblaciones continentales que representan sus parientes mas cercanos.

ENFOQUE GENETICA DE POBLACIONES: Los andlisis de agrupamiento mostraran grupos independientes
formados por las poblaciones insulares y ciertas poblaciones continentales. Es decir, casi no habra
agrupamientos determinados por la cercania geografica.
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Figura 2. Representacion grafica de distintas hipdtesis geograficas de colonizacion del Caribe por parte de
Euphorbia tithymaloides desde su centro de origen en México/Guatemala y los resultados esperados
correspondientes para analisis (filogenético y de estructura genética). A) Escenario de colonizacidn a través de
dos frentes. B) Escenario de colonizacion por un frente. C) Distintos eventos de colonizacién del continente a las
islas.



Métodos

Muestras, extraccion de ADN y secuenciacion

Se utilizd material genético de 95 individuos provenientes de 35 localidades (con 1-6 individuos por
localidad), que abarcan México, Centroamérica, el norte de Sudamérica, las Antillas Mayores vy las
Antillas Menores, y que colectivamente cubren la mayor parte del Caribe (Tabla 1). Se realizé un mapa
con los puntos de colecta (Figura 3) utilizando R v4.0.3 (R Core Team 2020) con los paquetes MAPS,
RGDAL y RASTER (Hijmans y van Etten 2012, Bivand et al. 2016).

Tabla 1. Numero de individuos de Euphorbia tithymaloides muestreados por pais o por Estado de la
Republica Mexicana.

Pais (region) Muestras

[EEN

Bahamas

Barbados

Colombia

Costa Rica

Curazao

Guadeloupe

Guatemala

Jamaica

WlIwWwlOo|IN]|P]IPPIUlW

México (Chiapas)

[uny
[y

México (Oaxaca)

[ER
~

México (Quintana Roo)

Meéxico (San Luis Potosi)

México (Tamaulipas)

Puerto Rico

Republica Dominicana

San Eustaquio

Islas Virgenes St. Croix

Islas Virgenes St. John

Rl | ]|N

Venezuela

(]
(6}

Suma total

Para la extraccion de ADN se utilizé una coleccidn de tejido seco en silica gel. Las extracciones
de ADN se realizaron con el DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, USA) y las cuantificaciones se realizaron
con métodos fluorimétricos (Qbit). Las bibliotecas y la generacién de datos de RADseq se realizaron
en Floragenex (www.floragenex.com), de acuerdo con el protocolo descrito en Baird et al. (2008) y

usando la enzima de restriccidn Sbfl (5’-CCTGCAGG-3’). Se generaron lecturas single-end de 100 bp


http://www.floragenex.com/

(1x100 pb) y la secuenciacion fue realizada en el HiSeq 4000 en las instalaciones GC3F de la
Universidad de Oregon, en Estados Unidos.

Figura 3. Mapa de los puntos de colecta de las muestras de Euphorbia tithymaloides utilizadas en este estudio.
Clave de colores: verde, accesiones continentales y la isla de Curazao; cian, muestras de las Antillas Menores
(San Eustaquio, Guadalupe y Barbados); rojo las muestras de las Antillas Mayores (Bahamas, Jamaica, Puerto
Rico, Republica Dominicana, St. Croix y St. John). La linea negra marca el Pasaje de Anegada.

Procesamiento de datos y construccion de matriz de SNPs

El procesamiento de las secuencias y varios de los analisis posteriores se realizaron con el programa
ipyrad 0.9 (Eaton y Overcast 2020) en una interfaz de programacion de aplicaciones (API) por medio
de JupyterLab 3.4.2 (Corlay et al. 2016). Primero, se realizdé un ensamble de novo siguiendo la pipeline
del programa, que consiste en: demultiplexar [demultiplex] los datos a partir de los cédigos de barras,
filtrarlos, editarlos y agruparlos en lecturas; se estimé la heterocigosidad y la tasa de error de cada
una de las muestras, se filtraron y se puso formato para analisis subsecuentes a los archivos de salida.
Se obtuvieron una matriz de SNPs y una matriz de loci, las cuales fueron los archivos de entrada para
los andlisis posteriores.

Para construir el ensamble mds adecuado para estos datos, se evaluaron distintos valores
(0.83 a 0.96) del umbral de similitud (clust_threshold; figuras 5a y 5b) y se eligié el valor que
maximizara el nimero de SNPs y de loci recuperados. Este criterio es consistente con la propuesta de
Mastretta-Yanes et al. (2015), la cual también fue probada por McCartney-Melstad et al. (2019).
También se llevé a cabo una exploracién con el min_samples_locus realizando distintos ensambles
con diferentes valores asignados a dicho parametro (2, 4, 12, 25, 50, 75, 85, 95; default =4) y
realizando los arboles filogenéticos para evaluar aquellos que tenian mayor sentido biogeografico y
mayores valores de bootstrap.
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Ademas, se realizaron exploraciones variando los valores de los parametros max_Ns_consens

y max_Hs_consens, evaluando valores de 0.01 a 0.2 (teniendo como valor default 0.05). Todos los
ensambles producidos y los respectivos valores de los pardmetros se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Ensambles realizados a partir de los datos gendmicos de Euphorbia tithymaloides y sus

respectivos valores de los cuatro pardmetros modificados en este estudio. Una tabla mas detallada se

presenta en el Anexo Il

Nombre del ensamble

alldefault
min_sample_locus 02
euphorbia

min12

min25

min50

min75

min85

min95
min50_maxNO01_maxH01
min50_maxN01_maxH10
min50_maxN10_maxH01
min50_maxN10_maxH10
min85_maxNO01_maxH01
min85_maxN01_maxH10
min85_maxN10_maxH01
min85_maxN10_maxH10
min85_maxN20_maxH20
maxHO01

maxH10

maxH25

maxH50

maxH75

Los ensambles min_samples_locus02 y alldefault fueron considerados como los mas
adecuados para llevar a cabo todos los analisis filogenéticos y de estructura genética. Esto fue por
varias razones, en primer lugar, el ensamble min_samples _locus02 es el menos “restrictivo” al
momento de definir las relaciones entre las accesiones, ya que acepta que para cada locus deben
existir por lo menos dos muestras que lo compartan. De esta manera se toma en consideracion la
mayor cantidad de loci posibles, lo cual es util al momento de reconstruir las relaciones entre
individuos y poblaciones a nivel infraespecifico porque se conserva la mayor cantidad de variacién.

clust_

threshold

0.85
0.85
0.88
0.88
0.88
0.88
0.88
0.88
0.88
0.88
0.88
0.88
0.88
0.88
0.88
0.88
0.88
0.88
0.85
0.85
0.85
0.85
0.85

min_samples  max_Ns_

_locus consens

0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.01
0.01
0.10
0.10
0.01
0.01
0.10
0.10
0.20
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05

max_Ns_

consens

0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.01
0.10
0.01
0.10
0.01
0.10
0.01
0.10
0.20
0.01
0.10
0.25
0.50
0.75
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Por otro lado, el ensamble alldefault es el que posee todos los valores de los parametros
predeterminados, y es similar al ensamble min_samples_locus02 excepto por el hecho de que el
parametro min_samples_locus posee su valor predeterminado de 4, que significa que para cada locus
debe haber por lo menos 4 muestras que lo compartan. Ambos ensambles son muy similares y
retienen mucha variacidon en comparacién con el resto de los ensambles realizados. Aunque estos
ensambles se consideraron los mas adecuados, aun asi se siguieron utilizando los otros ensambles
para realizar los diversos andlisis (excepto el analisis de STRUCTURE) con el propdsito de comparar
resultados (o de ejemplificar los tipos de topologia encontrados; figuras 6ay 6b).

Con el propésito de investigar si los datos podrian reflejar herencia maternal (mitocondria y
plastidos) o biparental (nucleo) se realizd una serie de digestiones in silico a partir de genomasy
plastomas (cloroplasto y mitocondria) publicados de distintas especies de la familia Euphorbiaceae
(Euphorbia esula, Manihot esculenta, Jatropha curcas, Ricinus communis y Hevea brasiliensis)
utilizando la enzima de restriccion Sbfl (5’-CCTGCAGG-3’). De esta exploraciéon se concluyé que la gran
mayoria parte de los sitios de corte para la enzima utilizada (Sbfl) se encuentran en el nucleo. El
numero mas alto de sitios de corte en un plastoma fue de 7, en la mitocondria de Manihot esculenta,
mientras que el nimero de sitios de corte en el genoma de las distintas especies varié de 1,647 a
16,126. Ademas de explorar el lugar de los sitios de corte, las digestiones in silico de Ricinus
communis, Hevea brasiliensis, Manihot esculenta y Euphorbia esula se utilizaron para complementar
el ensamble alldefault (que resultd en el ensamble alldefault + outgroup) con el propésito de
incorporar un grupo externo a las reconstrucciones filogenéticas.

Visualizacion de datos de RADseq (PCA)

El analisis de componentes principales (PCA) es un método estadistico en el cual una gran cantidad de
mediciones pueden ser reducidas a unos cuantos componentes principales (PCs) que explican los
principales patrones de variacién. En un andlisis exitoso el primer componente principal del analisis es
la combinacidon de mediciones que explica la mayor cantidad de variacidn en los datos (Pearson 1901,
Reich et al. 2008). Este andlisis puede ser llevado a cabo con datos genéticos para inferir estructura
poblacional y variacion genética (Novembre y Stephens 2008, Reich et al. 2008). Se realizé un analisis
de componentes principales usando el toolkit de ipyrad (Eaton y Overcast 2020) en la interfaz de
programacion de aplicaciones (API) por medio de JupyterLab (Corlay et al. 2016) y se visualizd
utilizando el programa Toyplot (https://toyplot.readthedocs.io/en/stable/). Los analisis de PCA se

llevaron a cabo utilizando los datos de SNPs de la variedad de ensambles realizados con distinto valor
de los pardmetros min_samples_locus, max_Ns_consens y max_Hs_consens. Se agruparon las
muestras a partir de localidades asignadas segun al pais que pertenecen. Al pardmetro mincov (que
filtra los SNPs que son compartidos en menos de una cierta proporcidon de muestras) se le asigné un
valor de 0.5, lo cual quiere decir que se filtraron los SNPs que no eran compartidos en al menos la
mitad de las muestras. Se decidié no utilizar algoritmos de imputacion, es decir, no se reemplazaron
los datos faltantes con algun valor consenso calculado a partir de los datos disponibles.
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Enfoque filogenético

Para inferir las relaciones de ancestro-descendencia entre los individuos, se estimaron arboles
filogenéticos con el método de maxima verosimilitud usando los diferentes ensambles y los
programas RAxML (Stamatakis 2014) y IQTree (Nguyen et al. 2015). Ademas, para los ensambles
min_samples_locus02 y alldefault se utilizé el programa ASTRAL-IIl v 5.7.1 (Zhang et al. 2020), con el
propdsito de crear reconstrucciones filogenéticas a partir de colecciones de arboles de genes
individuales. Resumir arboles de genes puede ayudar a resolver mejor las discordancias causadas por
la separacion incompleta de linajes o incomplete lineage sorting (Zhang et al. 2020). Para estos dos
ensambles, ademas, se obtuvieron secuencias consenso por localidad para crear reconstrucciones
filogenéticas con un solo representante por cada localidad.

Para realizar los andlisis de RAXML se utilizdé el modelo GTRGAMMA (GTR + optimizacion de
tasa de sustitucién + modelo GAMMA de heterogeneidad) y 100 réplicas de bootstrap (algoritmo de
andlisis rapido). Para los analisis con IQTree se escogieron 1000 réplicas de bootstrap, con valores
predeterminados en el resto de los pardmetros. Para las reconstrucciones filogenéticas en las que se
utilizé un solo representante por cada localidad, se empled la herramienta de analisis
window_extracter dentro de ipyrad para obtener las secuencias consenso. El formato de los archivos
de salida de estos analisis fue procesado con Toytree (Eaton y Overcast 2020) y Toyplot (Shead 2014)
usando JupyterLab (Corlay et al. 2016) vy las filogenias fueron visualizadas con FigTree v1.4.4
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Para realizar los andlisis de ASTRAL primero se utilizé la herramienta de analisis treeslider
dentro de ipyrad para producir un arbol filogenético para cada uno de los RADloci. Como método de

III

inferencia de los arboles se escogio “raxml” y se usaron 100 repeticiones de bootstrap.
Posteriormente se llevd a cabo el andlisis ASTRAL realizando un “resumen” de los arboles de los
RADIloci individuales. En el pardmetro de anotaciones se escogié una probabilidad posterior local, y el

resto de los pardmetros se dejé por defecto.

Con base en estudios que sugieren que el origen de expansion de la distribucidn geografica de
E. tithymaloides fue la regién de México y Centroamérica (Cacho y Baum 2012), el enraizamiento de
los arboles filogenéticos se realizd con muestras del sur de México (p. ej. Quintana Roo, Chiapas) o de
Guatemala. Esta interpretacion del origen de la colonizacidn coincide con la hipdtesis de que las
especies del subgénero al que pertenece Euphorbia tithymaloides evolucionaron en México (Dressler
1957, Dressler y Sacamano 1992, Lomeli-Sencion 2006). Adicionalmente se realizaron analisis
filogenéticos con RAXML y IQTree utilizando el ensamble que aporta grupos externos representados
por especies de la familia Euphorbiaceae (alldefault + outgroup).

Analisis de flujo génico

Para inferir patrones de divergencia y de flujo génico entre individuos de distintas localidades a partir
de las matrices de SNPs se utilizé el programa Treemix (Pickrell y Pritchard 2012). Este programa se
basa en el hecho de que no siempre se puede representar la historia poblacional por medio de un
arbol bifurcante, a causa de que puede existir flujo génico entre las distintas poblaciones que
conforman una especie. Por lo tanto, el programa primero infiere un arbol bifurcante de poblaciones

13


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/

a partir del método de méaxima verosimilitud. Posteriormente, a partir de las poblaciones que se
adecuan pobremente al arbol modelo generado, se infiere la existencia de flujo génico (o eventos de
migracion) entre poblaciones. Estos analisis se llevaron a cabo con varios de los ensambles realizados
(p. €j. min50, min85, min50_maxN01_maxHO01, min_samples_locus02, etc.) y dejando el valor
predeterminado de 2 al pardmetro m que indica el nimero de eventos de migracion (o en este caso,
flujo génico). A pesar de que no existe un nimero “correcto” de eventos de migracion en un set de
datos, se puede calcular el valor mas adecuado de este parametro por medio de pruebas estadisticas
(Fitak 2021). Sin embargo, para este trabajo se decidié usar el valor predeterminado de 2 por
considerarse suficiente para encontrar evidencia de flujo génico entre los dos grupos de interés: el
grupo de las Antillas Mayores y el de las Antillas Menores.

Analisis de estructura genética

Para analizar la estructura genética del conjunto de muestras, se realizd un analisis de “agrupamiento
de poblaciones con mezcla” usando el programa STRUCTURE v2.3.4 (Pickrell y Pritchard 2012). Se
probaron los nimeros de K de 2-10 para considerar distintos escenarios biogeograficos [poblaciones
insulares vs. continentales (K=2); poblaciones continentales, de las Antillas Mayores y Antillas
Menores (K=3); etc.]. Se utilizé una longitud de periodo de burnin de 500,000 y un nimero de
repeticiones MCMC post-burnin de 750,000. El valor de K mas adecuado para nuestro set de datos se
escogid con base en una prueba de Evanno (Evanno et al. 2005), y los resultados se graficaron con
Toyplot (toyplot.readthedocs.io). El ensamble utilizado para el analisis de STRUCTURE fue el

min_samples_locus02, debido a que este es el menos “restrictivo” ya que para cada locus deben
existir por lo menos dos muestras que lo compartan.
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Resultados

Procesamiento de datos

El analisis de sensibilidad para evaluar cdmo varia el nimero de RADIoci y de SNPs en funcién
del parametro clust_threshold muestra que los valores dptimos de este parametro son entre 0.89 y
0.91 para RADIoci (figura 4a), y entre 0.86 y 0.88 para SNPs (figura 4b).
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Figura 4. Graficas obtenidas del analisis de sensibilidad (u optimizacidn) del parametro clust_threshold (umbral
de similitud) a partir de datos gendmicos de Euphorbia tithymaloides. a) Nimero de RADloci obtenidos por
muestra en funcién del valor del umbral de similitud. b) NUmero de SNPs totales en la matriz concatenada en
funcidn del valor del umbral de similitud.

Visualizacion de datos (PCA)

Se realizé un analisis de componentes principales por cada ensamble, y por cada andlisis se retuvieron
los primeros dos componentes principales. A lo largo de todos los ensambles, la varianza explicada del
primer componente principal (PCO) tuvo un rango de 13.6-29.8%, mientras que la varianza explicada
del segundo componente principal (PC1) tuvo un rango de 10.9-23.7%. El nimero de SNPs totales
utilizados variaron en un rango de 251 (por ejem. en el ensamble min85_maxN01_maxHO01) a 4684
(por ejem. en el ensamble min50). A lo largo de los PCAs obtenidos con todos los ensambles, los
resultados fueron bastante similares y consistentes. Para la mayor parte de los ensambles las
muestras se agrupan de manera definida segln su area geografica (continente, Antillas Mayores y
Antillas Menores). Las graficas revelan algunas muestras que se ubican en el espacio intermedio entre
la agrupacion del continente y alguno de los dos grupos de las islas (como las correspondientes a
Costa Rica). En todos los ensambles las muestras de las Antillas Mayores parecen agruparse de
manera mas definida y separada del resto de las muestras (figura 5).

Enfoque filogenético

A partir de los andlisis filogenéticos llevados a cabo con todos los ensambles (Tabla 2) se obtuvieron
siempre dos topologias contrastantes con respecto a sus clados principales. La primera de éstas fue
denominada I-origen (se muestra un ejemplo de ésta en la Figura 6a, obtenida a partir del ensamble
min50 analizado con RAXxML) que muestra 6 clados principales diferenciados por la distribucion

15



geografica de sus accesiones: i) Guatemala y Quintana Roo; ii) Guatemala y Chiapas; iii) San Luis
Potosi, Oaxaca y Tamaulipas; iv) Costa Rica, Colombia, Venezuela y Curazao; v) las Antillas Mayores; y
vi) las Antillas Menores. Esta topologia se distingue por el hecho de que el clado de las muestras
provenientes de Antillas Mayores y el de las provenientes de las Antillas Menores aparecen como
grupos hermanos. Por otra parte, se obtuvo la topologia 2-origenes (un ejemplo de ésta se muestra
en la Figura 6b, obtenida a partir del ensamble min85 analizado con RAXML), en la que se recuperan 5
clados principales: i) Guatemala y Quintana Roo; ii) Guatemala y Chiapas; iii) San Luis Potosi, Oaxaca y
Tamaulipas; iv) las Antillas Mayores; y v) las Antillas Menores, Costa Rica, Colombia, Venezuelay
Curazao. Esta topologia se distingue por el clado que agrupa a las accesiones de Costa Rica, el norte
de Sudamérica y las Antillas Menores en una disposicidn anidada que parece indicar una
direccionalidad en la colonizacion desde el continente a las islas, aunque los valores de soporte de
este clado siempre fueron relativamente bajos (entre 22-38). Ambas topologias implican dos patrones
distintos de colonizacién de las islas (2 posibles eventos de colonizacion para 2-origenes y 1 Unico
evento para 1-origen).
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Figura 5. Visualizacidn de los resultados de analisis componentes principales (PCAs) realizados con datos
gendmicos de Euphorbia tithymaloides. Cada grafica fue realizada con un ensamble diferente: a) min50, b)
min85, c¢) minsampleslocus02, d) min50_maxN10_maxH01, e) min50_maxN01_maxHO01, f)
min85_maxN01_maxHO01. Verde: Chiapas, Quintana Roo, Guatemala, Tamaulipas, San Luis Potosi y Oaxaca;
verde claro: Costa Rica, Colombia, Venezuela y Curazao; cian: Antillas menores; rojo: Antillas Mayores.

Los resultados de las reconstrucciones filogenéticas realizadas a partir de los programas
RAXML, IQTree y ASTRAL para los ensambles que se consideraron mas adecuados (alldefault y
min_samples_locus02) se muestran en la tabla 3 junto con la hipdtesis mejor soportada por cada
una de las reconstrucciones. Asimismo, en la tabla 3 y figura 7 se muestran los resultados de las
reconstrucciones obtenidas con el ensamble alldefault + outgroup.
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Figura 6a. Arbol filogenético de Euphorbia tithymaloides abarcando su distribucién por México, Centroamérica,

el norte de Sudamérica y las islas del Caribe estimado a partir del ensamble min50 (min_samples_locus = 50)

analizado con RAXML (soporte bootstrap promedio de todos los clados = 72.22). Verde: Chiapas, Quintana Roo,
Guatemala, Tamaulipas, San Luis Potosi y Oaxaca; verde claro: Costa Rica, Colombia, Venezuela y Curazao; cian:

Antillas menores; rojo: Antillas Mayores. Este arbol representa un ejemplo de topologia de 1 origen de

colonizacion.
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Figura 6b. Arbol filogenético de Euphorbia tithymaloides abarcando su distribucién por México, Centroamérica,
el norte de Sudamérica y las islas del Caribe estimado a partir del ensamble min85 (min_samples_locus = 85)
analizado con RAXML (soporte bootstrap promedio de todos los clados = 66.43). Verde: Chiapas, Quintana Roo,
Guatemala, Tamaulipas, San Luis Potosi y Oaxaca; verde claro: Costa Rica, Colombia, Venezuela y Curazao; cian:
Antillas menores; rojo: Antillas Mayores. Este arbol representa un ejemplo de topologia de 2 origenes de

colonizacion.
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Tabla 3. Reconstrucciones filogenéticas obtenidas a partir de los ensambles considerados como mas

adecuados (alldefault, min_samples_locus02 y alldefault + outgroup), descripcion de cada una de las

reconstrucciones e hipdtesis mejor soportada.

Ensamblaje Reconstruccion Descripcion Hipotesis
filogenética soportada
min_sample_locus02 [Ensamble con min_sample_locus = 2 analizado con 1-origen

min_sample_loc IQTree

us02 . . . .
raxml_min_sample_lo [ Ensamble con min_sample_locus = 2 analizado con 1-origen
cus02 RAXML
IQtree_consensus_po |[Ensamble con min_sample_locus =2, 1 2-origenes
blacion_iv_min2 representante de cada localidad (consenso de todas

las muestras de dicha localidad), analizado con
IQTree
raxml_consensus_pob | Ensamble con min_sample_locus =2, 1 2-origenes
lacion_iv_min2 representante de cada localidad (consenso de todas
las muestras de dicha localidad), analizado con
RAXML
astral_consensus_min | Ensamble con min_sample_locus =2, 1 2-origenes
2 representante de cada localidad (consenso de todas
las muestras de dicha localidad), analizado con
ASTRAL
secondlQ Ensamble con todos los parametros default analizado | 2-origenes
con IQTree
alldefault , . .
f raxml Ensamble con todos los parametros default analizado | 1-origen
con RAxML
second_astral_consen | Ensamble con todos los parametros default, 1 2-origenes
sus representante de cada localidad (consenso de todas
las muestras de dicha localidad), analizado con
ASTRAL
consensolQ Ensamble con todos los parametros default, 1 2-origenes
representante de cada localidad (consenso de todas
las muestras de dicha localidad), analizado con
IQTree
consensus_poblacion |Ensamble con todos los parametros default, 1 2-origenes
_iv representante de cada localidad (consenso de todas
las muestras de dicha localidad), analizado con
RAXML
big_outgroup Digestidn in silico de todos los genomas disponibles | 2-origenes
alldefault + de Euphorbiaceae a nivel de cromosoma + alldefault

outgroup y reconst. en IQtree

big_outgroup_raxml |Digestién in silico de todos los genomas disponibles | 2-origenes

de Euphorbiaceae a nivel de cromosoma + alldefault
y reconst. en RAXML
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Figura 7. Arbol filogenético de datos genémicos de Euphorbia tithymaloides obtenido con el ensamble alldefault
+ outgroup y el programa RAXML. En negro: el grupo externo conformado por los datos gendmicos de especies
emparentadas a E. tithymaloides obtenidos a partir de digestiones in silico. En verde: Chiapas, Quintana Roo,

Guatemala, Tamaulipas, San Luis Potosi y Oaxaca; verde claro: Costa Rica, Colombia, Venezuela y Curazao; cian:
Antillas Menores; rojo: Antillas Mayores.
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Para los analisis de Treemix se obtuvo un cladograma por cada ensamble, sin embargo, para algunos
ensambles las topologias resultantes fueron las mismas (por ejemplo para min50 y min85). En la
figura 8 se presentan cuatro ejemplos de topologias obtenidas a partir de una variedad de ensambles
distintos (min50, min85, min50_maxN01_maxH01, min50_maxN10_maxH10,
min85_maxN01_maxH01 y min_sample_locus02), las flechas de color indican eventos de “migracion”
o flujo génico. La mayor parte de las topologias resultantes coinciden con la hipdtesis de dos eventos
de colonizacidn, algunas presentando inconsistencias como las muestras de Costa Rica apareciendo
muy poco emparentadas una de otra (por ejem. figura 8a). Para los ensambles min50 y min85 (figura
8a) se obtuvo un resultado que sugiere flujo génico entre los individuos de las dos localidades
muestreadas de Costa Rica y entre las muestras de la localidad costarricense de La Hacha y un clado
compuesto por individuos de México y Guatemala. Para los ensambles min50_maxN0O1_maxHO01y
min50_maxN10_maxH10, los resultados sugieren flujo génico entre el ancestro del subclado Costa
Rica-Sudamérica-Antillas Menores y poblaciones de Guatemala (figura 8c, flecha naranja) y entre
poblaciones de México (Quintana Roo) y un clado que contiene al grupo anteriormente mencionado
(Costa Rica-Sudamérica-Antillas Menores; figura 9c, flecha verde). Por otra parte, los resultados
obtenidos a partir de diversos ensambles (por ejem. min85_maxN01_maxHO01 y min_sample_locus02)
sugieren la existencia de flujo génico entre los individuos de las Antillas Menores y las Antillas
Mayores (figuras 8b y 8d).

Analisis de estructura genética

De entre los andlisis de STRUCTURE realizados con K = 2-8, los mas significativos fueron los
resultantes de K = 2 (Figura 9a) y K = 3 (Figura 9b) por la clara correspondencia biogeografica de
los grupos genéticos o clusters estimados, y el resultante de K = 6 (Figura 11) por ser 6 el valor de
grupos genéticos considerado mas “adecuado” a partir de la prueba de Evanno (Figura 10).

El resultado obtenido de K = 2 (Figura 9a) muestra un grupo genético correspondiente a
los individuos de México, Guatemala y Costa Rica (en verde), y otro grupo correspondiente a los
individuos del norte de Sudamérica y las Antillas Menores (en cian). En estos resultados, los
individuos de las Antillas Mayores comparten casi en proporciones iguales alelos de ambos
grupos. Esto sugiere que uno de los grupos genéticos podria estar relacionado a los individuos del
continente, y el otro grupo relacionado a los individuos islefios o con distribucion cercana a las
poblaciones de las islas (como las del norte de Sudamérica).

En el resultado obtenido de K = 3 (Figura 9b) se distinguen grupos genéticos que
corresponden a los individuos de las Antillas Mayores, las Antillas Menores y el continente. A
partir de este punto, al aumentar el nimero de K Unicamente se multiplican los grupos genéticos
de las muestras del continente, pero la division en tres grupos principales (A. Mayores, A.
Menores y el continente) se mantiene.
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Figura 8. Resultados de los analisis de Treemix de datos gendmicos de Euphorbia tithymaloides al calcular dos
eventos de flujo génico (m = 2): a) grafica resultado de los ensambles min50 y min85, b)
min50_maxN01_maxHO01 y min50_maxN10_maxH10, c) min85_maxN01_maxH01,y d) min_sample_locus02.
Las flechas indican eventos de flujo génico, su color solo es para diferenciar los dos principales eventos
calculados. Ramas coloreadas de rojo y rectangulos rojos indican las muestras de las Antillas Mayores; ramas
coloreadas en cian y rectangulos rojos denotan muestras de las Antillas Menores.
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En el caso de la division en 6 grupos genéticos (Figura 11), las muestras que mas
presentaron pertenencia parcial a varios grupos genéticos [clusters], fueron las que provienen de
Chiapas, Guatemala, Costa Rica, Colombia, Venezuela y las Antillas Menores, lo cual podria
deberse a la gradacion continua de frecuencias alélicas en esta regién, implicando
‘entremezclamiento’ genético, o admixture. Por otro lado, las muestras que menos presentan
pertenencia parcial a distintos grupos genéticos, sino que presentan pertenencia total o casi total
a Unicamente un grupo genético, fueron las que pertenecen a las poblaciones de Quintana Roo,
Oaxaca, Tamaulipas, San Luis Potosi y las Antillas Mayores.

La comparticion de alelos entre las Antillas Mayores y las Antillas Menores parece ocurrir,
pero de forma unidireccional, pues todas las muestras de las Antillas Menores presentan una
pertenencia parcial (aunque muy baja) al Unico grupo genético al que pertenecen las muestras de
las Antillas Mayores (Figura 9b, 9¢, 9d y figura 11). Sin embargo, las muestras de las Antillas
Mayores parecen compartir muy pocos alelos con el resto de las muestras.

La tabla 4 presenta un resumen de los escenarios derivados de los analisis de este trabajo.
En esta tabla se puede observar que los resultados y dichos escenarios presentan algunas
discordancias, asi como elementos comunes importantes.
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Figura 9. Resultados de los analisis de STRUCTURE realizados con datos gendmicos de Euphorbia
tithymaloides, asumiendo 2-5 grupos genéticos y usando el ensamble min_samples_locus02.
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Figura 10. La prueba de Evanno sugiere que el valor mas adecuado de grupos genéticos en Euphorbia
tithymaloides es K = 6. En azul, valores de delta K; en rojo, el logaritmo probabilidad promedio.

Figura 11. Resultados de los analisis de STRUCTURE realizados con datos gendmicos de Euphorbia tithymaloides,
asumiendo 6 grupos genéticos y usando el ensamble min_samples_locus02. La linea negra indica el Pasaje de
Anegada.

25



Tabla 4. Resumen de los resultados de los distintos analisis en este trabajo y sus implicaciones

principales, que se abordan en la discusion.

Anadlisis Resultados e implicaciones

RAXML En varias filogenias las Antillas Varias filogenias indican que hubo
Menores y Mayores aparecen dos eventos de colonizacién
como grupos hermanos, en un independientes de las Antillas
clado que aparece como grupo Mayores y Menores. Costa Rica,
hermano de un grupo Colombia, Venezuela y Curazao se
monofilético compuesto por Costa | agrupan con las Antillas Menores en
Rica, Colombia, Venezuelay un solo clado con disposicién anidada
Curazao, lo que implica que las que tiene sentido biogeografico
Antillas fueron colonizadas a partir | (topologia 2-origenes).
de un Unico evento que resulta
dificil de conciliar con la geografia
del Caribe (topologia 1-origen).
Las poblaciones de Costa Rica a veces aparecen como un grupo
monofilético y otras veces no.

PCAs Antillas Menores y Antillas Mayores aparecen muy separadas. Muestras de
poblaciones continentales aparecen cercanas al grupo de las Antillas
Menores. El grupo de las Antillas Mayores aparece alejado del resto de las
muestras.

TreeMix En la mayor parte de los arboles se observa que las Antillas Menores
forman un clado con poblaciones del continente, lo que es consistente con
la hipétesis de dos eventos de colonizacién independientes (topologia 2-
origenes). Varios resultados sugieren flujo génico entre muestras
continentales y también desde las Antillas Mayores hacia las Antillas
Menores. Las poblaciones de Costa Rica a veces aparecen como un grupo
monofilético y otras veces no.

STRUCTURE Cuando se asumen dos grupos genéticos, un grupo tiene correspondencia

con las muestras de México, Guatemala y Costa Rica, y el otro con
correspondencia con las muestras del norte de Sudamérica y las Antillas
Menores. Cuando se asumen de 3 a 6 grupos genéticos, las Antillas
Mayores presentan pertenencia casi Unicamente a un solo grupo, las
Antillas Menores presentan alelos pertenecientes al de las Antillas
Mayores.
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Discusion

Este es el estudio que aborda la historia filogeografica y patrones de divergencia de Euphorbia
tithymaloides en su distribucién circuncaribefia de manera mas amplia, tanto en cuestion de
muestreo molecular como de diversidad de analisis.

Los analisis de este estudio fueron abordados desde una perspectiva gendmica, utilizando
datos de RADseq, para ampliar nuestro conocimiento de un sistema que Unicamente habia sido
abordado con la informacién de dos genes nucleares (SGN-U34200 y G3PDH; Cacho et al., 2019, 2012;
Monteverde-Sudrez, 2021). El uso de tecnologias de secuenciacidn de alto rendimiento, y en
particular con datos de RADseq, ha demostrado proporcionar nuevas perspectivas y mayor resolucion
a la hora de reconstruir la historia evolutiva de los taxones, y han resultado ser particularmente utiles
en estudios acerca de especies-anillo (p.ej., Alcaide et al., 2014; Bouzid et al., 2021; Hernandez et al.,
2022; Wen et al., 2021).

En comparacidn con los estudios previos, en este trabajo se cuenta con mas areas geograficas
representadas, pues se incluyen muestras provenientes de Colombia y la isla de Curazao. Este trabajo,
ademas, amplia la variedad de andlisis que han sido realizados para este sistema, aborddndolo no
solamente desde un enfoque filogenético, sino también realizando andlisis de estructura genética,
analisis de componentes principales y andlisis de flujo génico.

Varios de los resultados y las conclusiones de este trabajo son consistentes con las de
estudios previamente realizados. Por ejemplo, entre los resultados de este estudio se corrobora la
evidencia de cohesidn genética entre individuos de determinadas zonas geograficas (p.ej., monofilia
en individuos de las Antillas Mayores y Antillas Menores), lo cual es consistente con estudios
filogenéticos previos (Cacho y Baum 2012).

Desde un punto de vista filogeografico, este estudio proporciona mayor evidencia de que el
centro de expansion geografica de Euphorbia tithymaloides es la region de México/Guatemala. Esta
conclusion se obtiene de los analisis filogenéticos, sobre todo de los arboles en los que se incluyen
datos gendmicos de otras euforbidceas, pues en estos resultados aparecen las muestras de esta zona
geografica como grupo hermano del resto de las muestras. La evidencia de México/Guatemala como
centro de origen hipotético es consistente con los resultados de analisis filogenéticos anteriormente
realizados (Cacho y Baum 2012).

Este estudio también es congruente con estudios previos en cuanto a que proporciona
evidencia clara de una expansion geografica de E. tithymaloides desde México/Guatemala hacia el
sur, pasando por Centroamérica y llegando al norte de Sudamérica, desde donde se colonizaron las
Antillas Menores en una progresion sur a norte (de Barbados hacia Guadalupe y St. Eustaquio). Esta
hipotesis aparece fuertemente soportada por los resultados de este trabajo, pues en las filogenias se
aprecia una disposicidn anidada indicativa de direccionalidad en el rumbo de la colonizacién en
cuestion, y en las graficas de los PCAs y los andlisis de estructura genética se aprecia un patrén de
ancestria mezclada que sugiere una conexion en forma de una transicidon gradual entre los grupos
referidos. Por otro lado, los individuos de las Antillas Mayores parecen formar un grupo genéticoy
linaje cohesivo cuyo origen permanece aun poco claro: los PCAs no identifican poblaciones
continentales que muestren una cercania genética clara con las poblaciones de las Antillas Mayores, y
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los analisis de estructura genética no revelan variacidon genética compartida con grupos continentales.
Estos patrones son consistentes con resultados filogenéticos (Cacho y Baum 2012), asi como de PCA 'y
de estructura poblacional (Cacho et al. 2019, Monteverde-Suarez 2021).

Adicionalmente, este trabajo aporta evidencia que proporciona nuevas perspectivas sobre el
sistema de E. tithymaloides alrededor de la cuenca del Caribe. Por ejemplo, es destacable la presencia
de alta diversidad genética en las poblaciones de Costa Rica. Esto se ve reflejado en la grafica del
analisis de estructura genética, en la que los individuos pertenecientes a estas poblaciones presentan
pertenencia parcial a un mayor nimero de grupos genéticos, en comparacién con las otras muestras.
Otro resultado que podria relacionarse con esta diversidad es el hecho de que para algunas
reconstrucciones filogenéticas los individuos de Costa Rica formaron un grupo monofilético o
aparecian cercanamente relacionados (min75), pero para otras reconstrucciones no
(astral_consensus_min2).

Otro aporte de este estudio es la evidencia clara de diversas pozas génicas en las poblaciones
de México/Guatemala, lo cual es consistente con los resultados de los analisis de estructura genética
por la aparicidn de distintos grupos genéticos en estas zonas. Por ejemplo, en algunas poblaciones
existe alta comparticién de alelos (Chiapas y Guatemala) y en otras poca o nula (el resto de las
poblaciones de México, que forman dos grupos genéticos bien definidos). Un resultado similar se
puede observar en los arboles filogenéticos, en los que las distintas poblaciones de Quintana Roo y
Guatemala no forman grupos monofiléticos, sino que se encuentran dispersas en distintos clados.
Esta evidencia es congruente con andlisis filogenéticos previos basados en genes nucleares, en los
cuales las poblaciones de México y Centroamérica presentaron el nivel mas alto de heterocigosidad
(Cacho y Baum 2012). La diversidad genética que poseen las poblaciones de esta zona es consistente
con la hipdtesis de que la region de México/Guatemala es el centro de origen de E. tithymaloides, y
desde donde ocurrié la expansién geografica de esta especie. Es importante tomar en cuenta que las
15 especies que pertenecen al clado o subgénero Pedilanthus se pueden encontrar en México, y la
mayoria son endémicas a este pais (Dressler 1957, Webster 1994, Steinmann 2003, Cacho et al. 2010).
Desde la perspectiva del género Euphorbia, se ha hipotetizado que este es el segundo género
botanico con mayor nimero de especies en México, sélo por detras de Salvia (Steinmann 2002).
Ademds, desde el nivel de familia, la familia Euphorbiaceae ocupa el sexto lugar en diversidad de
familias de plantas en México, y de las 782 especies existentes en el pais, el 57% son endémicas a este
pais (Steinmann 2002). La region de México/Centro América también es centro de diversificacién de
otros grupos pertenecientes a la familia Euphorbiaceae. Por ejemplo, aunque se ha hipotetizado que
el género Croton tiene su origen en lo que hoy es Sudamérica, el grupo Croton seccidén Corylocroton
parece tener su origen de diversificacién en México/Centro América (Van Ee et al. 2008). Asimismo,
analisis filogenéticos han sugerido que el género Manihot se pudo haber originado y diversificado en
la regidon de Mesoamérica, para posteriormente aumentar su distribucién geografica por Sudameérica
(Duputié et al. 2011). Algo similar ocurre con el clado Acalyphoideae sensu Wurdack, el mayor grupo
dentro de Euphorbiaceae (Wurdack et al. 2005), pues analisis de dreas ancestrales sugieren que
diversas especies de este grupo que habitan en las islas del Caribe se originaron a partir de
poblaciones ancestrales provenientes de la regién de México-Mesoamérica (Cervantes et al. 2016).

Desde una perspectiva filogenética, una contribucién novedosa de este estudio es que se
recuperan dos topologias contrastantes con implicaciones distintas sobre la historia de expansion
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biogeografica de Euphorbia tithymaloides. Por un lado, la topologia en la que las secuencias
provenientes de poblaciones insulares se agrupan en un clado (con dos subclados que corresponden a
las Antillas Mayores y Antillas Menores), el cual es hermano a un clado formado por secuencias de
Centro y Sudamérica, sugiere que la colonizacién de la mayoria de las islas del Caribe pudo haber
ocurrido en un Unico evento a partir de las poblaciones continentales (topologia 1-origen). Por otro
lado, la topologia en la que las Antillas Menores forman un clado con distintas muestras
continentales, es consistente con la hipétesis de que la colonizacién del Caribe por E. tithymaloides se
dio a través de dos eventos o frentes: un origen incierto de colonizacién de las Antillas Mayores, y una
colonizacion de las Antillas Menores desde el norte de Sudamérica (topologia 2-origenes).

La topologia 1-origen no implica del todo una progresién biogeografica lineal debido a que no
muestra una disposicidn anidada, es decir, no observamos un orden de ramificacién que parezca
indicar que la colonizacion de E. tithymaloides haya comenzado en las Antillas Menores y
posteriormente haya progresado hacia las Antillas Mayores, o viceversa. Ademas, esta topologia
sugiere que en ambos clados de las Antillas, las poblaciones que parecen haber sido las primeras en
divergir en comparacidn con las otras poblaciones son las que pertenecen a las islas mas cercanas al
continente (Barbados en el caso de las Antillas Menores, y Jamaica y Bahamas en el caso de las
Antillas Mayores). Este patrén no es consistente con una progresion biogeografica lineal, pero si es
consistente con una progresion a través de dos frentes. Hay que destacar, ademas, que la hipdtesis de
un solo evento de colonizacidn que sugiere la topologia 1-origen parece ser poco probable en
términos biogeograficos, pues es inverosimil (aunque no imposible) que dos grupos de islas tan
extensos geograficamente hayan sido colonizados simultadneamente y desde sus puntos mas lejanos
(Jamaica y Barbados) en un solo evento de movilizacidon desde el continente (o dos eventos muy
cercanos en el tiempo desde la misma poblacién ancestral; Figura 12). Por otro lado, la hipétesis de
dos frentes de colonizacidn (la cual parece sugerir la topologia 2-origenes) ha sido fundamentada por
resultados de estudios biogeograficos previos (Cacho y Baum 2012, Cacho et al. 2019, Monteverde-
Sudrez 2021). Dressler (1957) fue el primero en hipotetizar una colonizacién del Caribe por E.
tithymaloides a través de dos frentes, pero las formas terminales que sugirié para dichos frentes
fueron las subespecies parasitica y angustifolia, planteando que angustifolia (que se distribuye por las
A. Mayores) y padifolia (que se distribuye por las A. Menores) eran formas cercanamente
relacionadas utilizando como referencia su morfologia floral. Posteriormente se sugirié que las
subespecies padifolia y angustifolia, lejos de ser hermanas, son las formas terminales de la
distribucién. La similitud morfoldgica entre estas dos subespecies, que causo que Dressler (1957)
originalmente las considerara hermanas, parece sugerir un proceso de convergencia evolutiva en la
variacion morfoldgica del ciatio (Cacho et al. 2019, Monteverde-Sudrez 2021). Esta clase de
semejanzas o paralelismo que poseen los individuos de las poblaciones terminales de dos frentes de
expansion geografica también se ha reportado para otras especies-anillo, como en el caso de la
coloracioén del lirio mariposa Calochortus venustus en California (Hernandez et al. 2022) y la longitud y
complejidad del canto, la morfologia y el plumaje del mosquitero verdoso Phylloscopus trochiloides en
el Tibet (Irwin et al. 2001b).
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Figura 12. Representaciones graficas de las dos hipdtesis soportadas por los dos tipos de topologia resultantes
de los distintos ensambles y sus implicaciones biogeograficas sobre la colonizacién del Caribe por Euphorbia
tithymaloides. Las lineas discontinuas representan eventos de colonizacion hipotéticos que se asumen a partir
de las topologias. a) escenario que implica dos frentes de colonizacidn, pues las Antillas Mayores y Menores no
aparecen como grupos hermanos y éstas ultimas aparecen anidadas en un clado que tiene su origen en Centro y
Sudameérica, b) escenario en el que las Antillas Mayores y Menores aparecen como grupos hermanos formando
un clado, implicando un Unico evento de colonizacion del Caribe.
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Otro aporte importante de este estudio son los analisis para caracterizar explicitamente el
flujo génico entre poblaciones (estadistico m, TreeMix). Estos analisis sugieren la existencia de flujo
génico entre zonas continentales, y de forma importante, entre los grupos de las Antillas Mayores y
las Antillas Menores, algo que anteriormente Unicamente habia sido inferido por dos resultados de
estudios previos: a) la evidencia de una poblacidn aparentemente hibrida en Vieques o polimorfismos
compartidos potencialmente ancestrales (Cacho y Baum 2012), y b) un analisis de estructura
poblacional que muestra evidencia de comparticion de alelos (Monteverde-Suarez 2021). Indicios de
esta transferencia de material genético potencial entre las Antillas Mayores y las Antillas Menores
también aparecen en el analisis de STRUCTURE realizado en este estudio, que se ve reflejado por el
hecho de que las muestras de las Antillas Menores contienen alelos pertenecientes al grupo genético
de las Antillas Mayores, pero no viceversa. Esto podria ser indicio de flujo génico unidireccional o de
gue el grupo génico de las Antillas Mayores se pudo haber originado a partir de las poblaciones de las
Antillas Menores (aunque esta Ultima hipdtesis no es soportada por ninguno de los otros andlisis,
como los analisis filogenéticos o los PCAs).

Estos indicios de flujo génico entre las muestras de las Anillas Mayores y Menores podrian
explicar por qué se obtienen dos topologias contrastantes. Mas especificamente, podria ser la razén
por la que la topologia 1-origen presenta a los dos clados de las Antillas como grupos hermanos.
Ademas, la existencia de flujo génico entre los grupos de las A. Mayores y Menores podria explicar
(por lo menos de forma parcial) la tendencia de las poblaciones de las islas a tener una morfologia de
la inflorescencia mas parecida al acercarse al Pasaje de Anegada, la zona que divide a las dos Antillas y
gue se ha hipotetizado que podria fungir como barrera al flujo génico (Cacho y Baum 2012, Cacho et
al. 2019). Esta explicacion podria ser la razén por la que Dressler (1957) consideraba que estas dos
subespecies (padifolia y angustifolia) eran hermanas. La existencia de flujo génico entre las
poblaciones terminales de dos frentes geograficos se ha observado anteriormente en diversos
ejemplos de especies-anillo putativas, como ocurre en los peces trompeta del género Aulostomus en
el suroeste del Océano Atlantico (Bowen et al. 2001), los lagartos Sceloporus occidentalis en el oeste
de Norte América (Bouzid et al. 2021), y en las salamandras Ensatina eschscholtzii en California
(Stebbins 1957, Brown y Stebbins 1964, Wake et al. 1986, Devitt et al. 2011). Este ultimo caso es
relevante debido a que el flujo genético entre los dos taxones terminales es unidireccional, tal como
parece ocurrir en E. tithymaloides segun los resultados del analisis de estructura genética.

Este estudio cuenta con varias limitaciones. Una de ellas es la posibilidad de que el flujo
génico que aparentemente existe entre los dos grupos de las Antillas pueda causar cierta
interferencia al momento de inferir |a historia evolutiva de estas poblaciones, lo que podria contribuir
a explicar la existencia de las dos topologias contrastantes obtenidas a partir de los analisis
filogenéticos de maxima verosimilitud. También, existen ciertos aspectos de este estudio que podrian
limitar la capacidad de inferencia de la historia filogeografica de la especie. Por ejemplo, una
diferencia de este estudio con estudios anteriores es que aquellos utilizaban informacién de un mayor
numero de muestras (42 poblaciones, cada una de las cuales se obtuvieron 1-16 individuos).
Asimismo, es posible que una mayor representacion de ciertas zonas geograficas (como Florida,
Centroamérica y otras islas del Caribe) pueda aumentar la resolucién en los resultados de este
estudio. Quizas las de mayor relevancia son las poblaciones de Cuba, y posiblemente también las de
Florida, cuya inclusién podria resolver aspectos que no pudieron ser resueltos en este trabajo, por

31



ejemplo, el hecho de que genéticamente no se encontrd ningtin vinculo directo o indicio de
continuidad de las poblaciones de las Antillas Mayores y el Continente tanto en los PCAs como en los
analisis filogenéticos ni de estructura genética. Es decir, no existe evidencia clara sobre cdmo pudo
haber ocurrido la colonizacidon de las Antillas Mayores, a pesar de que estudios previos sugieren un
frente de colonizacién a partir del continente independiente al frente de colonizaciéon de las Antillas
Menores (Cacho y Baum 2012, Cacho et al. 2019, Monteverde-Suarez 2021). La discontinuidad entre
los grupos del continente y las Antillas Mayores no necesariamente invalida la hipdtesis de los dos
frentes de colonizacidn de las Antillas. Existen casos de especies anillo putativas en las que también se
han encontrado discontinuidades genéticas que se cree son un artefacto de limitaciones en el
muestreo, en particular de muestreo escaso o ausente en ciertas zonas de la distribucidn. Un ejemplo
es el mosquitero verdoso Phylloscopus trochiloides que habita alrededor de la meseta del Tibet, cuya
distribucién presenta discontinuidades genéticas entre las regiones de Kirguistan y Pakistan, Nepal y
China, y Chinay el este de Siberia, las cuales son atribuidas a falta de muestreo. Sin embargo, existe
una discontinuidad genética en el suroeste de la distribucién de este mosquitero, que no parece ser
causada por limitaciones en el muestreo, sino por divergencia alopatrica y posterior contacto
secundario (Alcaide et al. 2014). Otro ejemplo es la abeja Megachile concinna que habita alrededor
del Mediterraneo, y que presenta una ausencia significativa de muestreo en la regién del norte de
Africa, entre Egipto y Tunez (Soltani et al. 2017).

Por otro lado, con respecto al muestreo molecular, se debe tomar en cuenta que a pesar de
gue los datos producidos a partir de las técnicas de secuenciacion de alto rendimiento en diversos
casos han demostrado ser mejores para informar y responder preguntas en comparacion con los
datos de unos cuantos genes, éstos también presentan limitaciones importantes. Una limitacién al
momento de utilizar datos de RADseq son los errores de genotipacidn, los cuales pueden tener causas
técnicas o humanas (para un resumen de posibles errores, ver Mastretta-Yanes et al., 2015). Para
resolver el problema de una genotipacién inadecuada, en este trabajo se llevaron a cabo distintos
ensambles a partir de los datos de RADseq pero evaluando diferentes valores para determinados
parametros. Para el parametro de umbral de similitud se realizaron pruebas con un intervalo de
valores para escoger el valor que proporcionara la mayor cantidad de informacién (SNPs y RADloci o
secuencias) en el ensamble final (método sugerido en: Mastretta-Yanes et al., 2015; McCartney-
Melstad et al., 2019). Para el parametro de nimero minimo de muestras por locus, se utilizé el valor
de 2 pues este es el menos “restrictivo” al momento de definir las relaciones entre las muestras, es
decir, acepta que para cada locus deben existir por lo menos dos muestras que lo compartan. Este
enfoque de maximizar la cantidad de informacién y permitir la mayor cantidad de relaciones entre las
muestras proporciond buenos resultados al momento de realizarse los diversos analisis, pero no
garantiza la ausencia de errores o artefactos.

Otra posible limitacién de los datos de RADseq es que los ensambles de novo que se realizan
utilizando esa clase de datos no permiten inferir haplotipos, sino sélo genotipos. Esta problematica se
puede resolver a partir de un método llamado phasing, que busca inferir la relacién correcta entre los
alelos (cis o trans) en multiples loci y por lo tanto permite la inferencia de haplotipos a partir de
informacién gendmica (Browning y Browning 2011, Martin et al. 2016). Sin embargo, para realizar
phasing es necesario contar con lecturas (reads) de mayor longitud en comparacion con las
producidas por los métodos de secuenciacidn reducida del genoma (Wenger et al. 2019). Esta
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limitante puede influir en las inferencias de tipo filogenético y filogeografico debido a que la
consideracion de los dos alelos de cada muestra (y su debido orden en cada cromosoma) proporciona
mas informacidn para resolver preguntas a escala evolutiva, como la interfaz entre poblaciény
especie. Por ejemplo, la informacién proporcionada por la inferencia de haplotipos (phasing) ha sido
utilizada para detectar seleccion positiva (p. ej. Sabeti et al., 2007) y para reconstruir historia
poblacional (p. e]j. Harding et al., 1997; Yunusbaev et al., 2019).

Con respecto al tipo de andlisis, se debe tener en cuenta que los analisis filogenéticos de
maxima verosimilitud que fueron realizados asumen una hipétesis de parentesco de forma bifurcante.
Sin embargo, los resultados de este trabajo sugieren la existencia de flujo génico entre las Antillas
Mayores y Menores, lo cual daria como resultado las topologias contrastantes obtenidas. El
intercambio genético entre linajes no puede ser representado de manera bifurcante, y puede
considerarse un caso de evolucidn reticulada (Linder et al., 2004). La evolucién reticulada (o en red)
engloba fendmenos y eventos como la recombinacién meiédtica y sexual, la transferencia horizontal de
genes, la especiacion por hibridacion, la introgresion y la separacién incompleta de linajes (Linder et
al., 2004; Baum, 2007; Eaton & Ree, 2013). Para analizar sistemas bioldgicos que presentan esta clase
de evolucidn, se han desarrollado métodos que toman en cuenta la diferencia entre los arboles de
genes y los arboles de especies o linajes, como los analisis de concordancia de arboles (Baum, 2007,
Larget et al., 2010), los analisis de coalescencia (Liu, 2008), analisis de redes (Allman et al., 2019), y
diversos métodos estadisticos. Uno de estos métodos es el estadistico D de Patterson, el cual sirve
para detectar y medir la presencia de introgresién causada por mezcla o admixture ancestral,
definiendo admixture como la mezcla que ocurre por contacto secundario de dos poblaciones que
anteriormente estuvieron aisladas (Durand et al., 2011). La prueba del estadistico D, o prueba ABBA-
BABA, detecta y mide la introgresién por medio de la comparacién en la ocurrencia de dos escenarios
diferentes (“ABBA” y “BABA”) definidos por la configuracién de los alelos “A” y “B” en un arbol
anidado de cuatro terminales (E (T, (T,, T.))) (Fig. 13a, Durand et al., 2011; Eaton & Ree, 2013). De esta
forma, en el escenario “ABBA” |la terminal T, compartiria el alelo “A” con el grupo externo, mientras
que las terminales T, y T, compartirian el alelo derivado “B”. Por otra parte, en el escenario “BABA” la
terminal T, compartiria el alelo “A” con el grupo externo, mientras que el alelo derivado “B” seria
compartido por las terminales T,y T.. La ocurrencia de los escenarios ABBA y BABA se cuenta en
diferentes sitios a través de las n pares de bases con las que se cuenta, y posteriormente dicho conteo
se compara usando la férmula:

D(TUTZITB;E) = z (CABBA - CBAEA) / Z (CABBA + CBAEA)'

Para poder aplicar la prueba estadistica en este trabajo, se tendrian que considerar dos escenarios
biogeograficos distintos tomando en cuenta cuatro terminales diferentes, las cuales podrian
representar distintas areas geograficas de la distribucidn de E. tithymaloides. En el primer escenario
se tomaria en cuenta una topologia similar a 1-origen (Fig. 13b), y en el segundo una topologia similar
a 2-origenes (Fig. 13c). En la topologia 1-origen, el grupo externo podria estar representado por un
individuo de México/Guatemala o un individuo de la especie hermana E. personata, T, por un
individuo del norte de Sudamérica, T, por un individuo de las Antillas Menores, y T, por un individuo
de las Antillas Mayores. En la topologia 2-origenes, T, representaria a las Antillas Mayores, T, a
Sudamérica y T, a Antillas Mayores. En el caso de que no hubiera nada de introgresién, lo cual seria un
resultado muy poco verosimil dadas las dos topologias contrastantes que frecuentemente eran
inferidas a partir de los datos, la D de Patterson tendria un valor de 0 para alguna de las dos
topologias (la que representara mejor las relaciones de parentesco de las muestras). En el caso mas
verosimil, obtendriamos un valor distinto a 0 para las dos topologias, causado por una
sobrerrepresentacion de la configuracion ABBA o BABA. Con la topologia 1-origen habria una
sobrerrepresentacion de la configuracion ABBA causada por la comparticion de alelos derivados (“B”)
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entre la muestra proveniente de Sudamérica y la de las Antillas Menores (dicha comparticion de
alelos seria la causante de que surja la topologia 2-origenes en los analisis filogenéticos). Con la
topologia 2-origenes se encontraria una sobrerrepresentacion de la configuracion BABA causada por
la comparticion de alelos entre las Antillas Mayores y Menores (posible explicacidon de que surja la
topologia 1-origen).
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Figura 13. a) Arbol con disposicién anidada de cuatro taxones (E (T1 (T2, T3))) en el que se basa el analisis ABBA-
BABA. b) Escenario similar a la topologia 1-origen y sus configuraciones ABBA y BABA. c) Escenario similar a la
topologia 2-origenes y sus configuraciones ABBA y BABA.

Desde una perspectiva mas amplia, este trabajo aporta elementos importantes sobre nuestro
entendimiento de la utilidad del modelo conceptual de especie-anillo. Euphorbia tithymaloides fue
considerada formalmente como especie-anillo por primera vez a partir de estudios filogenéticos que
mostraron evidencia de una expansion a través de dos frentes alrededor del Caribe (Cacho y Baum
2012). La cantidad y la especificidad de los “requisitos” para que una especie sea considerada especie-
anillo pueden variar dependiendo de los autores. Sin embargo, los requisitos minimos o mds basicos
reconocidos por la mayor parte de los autores son dos: i) una serie de formas progresivamente
intermedias deben poseer una distribucion geografica en forma de anillo resultado de una expansién
histdrica, vy ii) las formas terminales de la distribucidon deben mostrar aislamiento reproductivo (Irwin
et al. 2001a, Patten y Pruett 2009, Cacho y Baum 2012, Smyth et al. 2015). Un tercer requisito,
considerado por ciertos autores, es el de la existencia de flujo génico entre las poblaciones
intermedias del anillo (Irwin et al. 2001a, Cacho y Baum 2012). Este tercer requisito esta muy
relacionado con el de la existencia de intergradacidn entre las poblaciones intermedias, y proporciona
mayores implicaciones al modelo. Por ejemplo, a pesar de que no existe flujo génico directo entre las
formas terminales, se puede considerar que existe el potencial de flujo génico indirecto entre ellas
por medio de las poblaciones intermedias. A pesar de que hay una cierta cantidad de especies que
han sido propuestas como especies-anillo, y el nimero de estas ha ido aumentando, es dificil que las
especies cumplan con los requisitos ya mencionados al pie de la letra, lo cual ha sido discutido por
otros autores (Irwin et al. 2001a). Eso puede ocurrir ya sea por causas intrinsecas al sistema (por
ejemplo, ausencia de aislamiento reproductivo entre las poblaciones terminales) como por artefactos
causados por cuestiones metodoldgicas (por ejemplo, falta de muestreo en ciertas regiones de la
distribucidn). A partir de la evidencia de este estudio, se vuelven complicadas las cuestiones de si E.
tithymaloides es un ejemplo de especie-anillo y si el modelo de especie-anillo es util o informativo
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para describir a este tipo de sistemas bioldgicos (en los que existe diversidad resultado de un proceso
de divergencia en curso).

Mayr (1963) menciona que en casi todos los casos bien analizados de especies-anillo existen
huecos significativos en las cadenas de poblaciones que conforman los frentes geograficos, o por lo
menos hay evidencia de la existencia pasada de esos huecos. Esta idea continua siendo vigente
incluso con los casos mejor estudiados de especies-anillo, como ya se menciond anteriormente sobre
Phylloscopus trochiloides (Alcaide et al. 2014). Otro ejemplo de esto se observa en la falta de
intergradacion genética continua en distintas zonas de la distribucion de la salamandra Ensatina
eschscholtzii (Wake y Yanev 1986, Highton 1998). A raiz de esta evidencia, se ha llegado a sugerir que
E. eschscholtzii no puede ser considerada como especie-anillo (Highton 1998), a pesar de que incluso
en estudios mds recientes se sigue considerando como tal (p.ej., Devitt et al., 2011; Kuchta et al.,
2009). Este tipo de desacuerdos ocurre por proporcionarle mas peso o énfasis a ciertas caracteristicas
del modelo que a otras (p.ej., dar mds peso a la historia biogeografica de la formacién del anillo que a
los requisitos sobre flujo génico). A pesar de que se ha demostrado a lo largo del tiempo que la
adecuacion al modelo de especie-anillo pocas veces se cumple al pie de la letra, Mayr (1942, 1963,
1970) mencionaba a las especies-anillo como “la demostracidn perfecta de especiaciéon”, debido a
gue “el proceso de especiacién geografica puede ser seguido paso por paso”.

De manera general, este estudio aporta datos a escala gendmica para profundizar nuestro
conocimiento sobre la biogeografia histérica de Euphorbia tithymaloides en la cuenca del Caribe,
analizados desde perspectivas filogenética, filogeografica y de genética de poblaciones. Este trabajo
aporta elementos nuevos que permiten evaluar escenarios alternativos sobre cdmo E. tithymaloides
colonizod el Caribe, un resumen de los cuales se presenta en la tabla 5.
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Tabla 5. Resumen de la evidencia a favor y en contra de los dos escenarios de colonizacidn de

Euphorbia tithymaloides en el Caribe (Un origen vs. dos origenes).

HIPOTESIS DE UN SOLO FRENTE DE COLONIZACION

HIPOTESIS DE DOS FRENTES DE COLONIZACION

EVIDENCIA A e Analisis filogenéticos de maxima e Hipotesis soportada por estudio de Cachoy
FAVOR verosimilitud con diversos ensambles Baum (2012).
resultan en topologias en las que las e Anadlisis filogenéticos de maxima verosimilitud
Antillas Menores y las Antillas Mayores con diversos ensambles resultan en topologias
son grupos hermanos. en las que las Antillas Menores y las Antillas
e En el andlisis de STRUCTURE, el grupo Mayores no son grupos hermanos.
de las Antillas Menores presenta alelos | ® Topologia de las filogenias es la mas verosimil
del grupo de las Antillas Mayores, pero biogeograficamente (Figura 11a).
no al revés. Esto podria ser consistente | ® La mayor parte de los andlisis de Treemix no
(aungue no necesariamente) con que el muestran a las Antillas Mayores y Menores
grupo de las Antillas Mayores pudo como grupos hermanos, y varios de éstos
haberse originado de las Antillas muestran evidencia de flujo génico entre las
Menores. dos Antillas.
e La evidencia de flujo génico sugerida por
Treemix podria explicar las topologias
contrastantes y la aparicién de alelos de las
Antillas Mayores en las Antillas Menores que se
aprecia en los resultados de STRUCTURE.
e En el andlisis de componentes principales las
muestras de las Antillas Menores y las de las
Antillas Mayores siempre aparecen distantes y
no se agrupan.
EVIDENCIAEN | ® Un escenario de dos eventos de e En ningun resultado de los analisis se aprecia
CONTRA colonizacién desde una misma area una conexion clara entre las accesiones del

geografica y muy cercanos en el tiempo
desde el continente hasta el Caribe
resulta inverosimil (Figura 11b).

continente y las de las Antillas Mayores.

36



Conclusiones

Este estudio ha profundizado nuestro entendimiento de |a historia evolutiva de Euphorbia
tithymaloides en su distribucién circuncaribefia. En primer lugar, ha proporcionado soporte al hecho
de que México y Centroamérica representan el centro de inicio de la expansién geografica de la
especie, o que los individuos de las Antillas Mayores y de las Antillas Menores forman grupos linajes
evolutivos independientes. Este estudio ademads ha proporcionado nueva informacion, como la
existencia de flujo génico entre areas continentales e incluso entre las Antillas Mayores y las Antillas
Menores. También, se destaca la existencia de una alta diversidad genética dentro de las poblaciones
pertenecientes a Costa Rica, y la evidencia de diversas pozas génicas entre las poblaciones de México
y Guatemala.

A pesar de que diversos resultados de este estudio son consistentes con trabajos anteriores,
también hay diferencias importantes con estudios previos. Quizds el mas destacable es la evidencia de
dos topologias contrastantes: una que sugiere un Unico evento de colonizacion del Caribe y otra que
sugiere dos eventos de colonizacién de las Antillas. Globalmente, los andlisis de este trabajo sugieren
que la hipdtesis de dos frentes parece tener mayor evidencia a favor. Otra aportacién importante de
este estudio es la documentacién de la falta de una conexidn clara entre las poblaciones de las
Antillas Mayores y las poblaciones continentales; de forma que con los resultados de estos analisis no
es posible concluir cémo pudo haberse colonizado este grupo de islas a partir del continente. Es
importante resaltar que a partir de lo encontrado en este estudio no es posible descartar por
completo la hipdtesis de un solo evento de colonizacidn de las Antillas.

Aunque una parte de la evidencia de este estudio sugiere que E. tithymaloides cumple con los
requisitos del modelo especie-anillo sélo parcialmente, los resultados son consistentes con la
hipétesis de una ampliacién de la distribucidn geografica a través de dos frentes y la evolucion de
cierto aislamiento reproductivo entre las formas terminales. A pesar de que el modelo de especie-
anillo no se cumpla a la perfeccidn, se puede llegar a la conclusién de que utilizar dicho marco teérico
como hipétesis para estudiar procesos de divergencia y especiacién con flujo génico, y divergencia y
especiacién por distancia.

De manera general, este estudio aporta datos de escala gendmica para profundizar nuestro
conocimiento sobre la biogeografia historica de Euphorbia tithymaloides en el Caribe, analizados
desde una visién que integra analisis desde una perspectiva filogenética, filogeografica y de genética
de poblaciones. Si bien no existe soporte inequivoco para un escenario biogeografico Unico de cémo
Euphorbia tithymaloides colonizé la cuenca del Caribe, este trabajo aporta elementos nuevos que
permiten evaluar escenarios alternativos, y esto a su vez es una contribucidn a nuestro entendimiento
de la biogeografia del Caribe, un ‘hotspot’ de diversidad en un area con una historia geoldgica
altamente compleja (Santiago-Valentin y Olmstead 2004, Roncal et al. 2020).
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Anexo l. Algunos conceptos, métodos y parametros utilizados en
este trabajo

Especies-anillo y el concepto de especie

El presente trabajo pretende evaluar evidencia que apoye la existencia de un patrén histdrico de
divergencia a través de dos frentes geograficos que dan lugar a dos “formas” (en este caso concreto,
formas terminales de una cadena de poblaciones) que se comportan como especies diferentes, por lo
gue se adopta la definicidén de especie propuesta por Mayr (1940): “una especie se compone de un
grupo de poblaciones [...] en el que las poblaciones adyacentes hibridan cuando estan en contacto o
son potencialmente capaces de hacerlo (con una o mas poblaciones) en aquellos casos en los que el
contacto es prevenido por barreras ecoldgicas o geograficas”. Asimismo, se utiliza su definicién de
subespecie: “la subespecie, o raza geografica, es una subdivision geograficamente localizada de la
especie, que difiere genética y taxondmicamente de otras subdivisiones de la especie” (Mayr, 1940).
Histéricamente a este concepto de especie se le ha llamado el concepto biolégico de especie o el
concepto de entrecruzamiento [inbreeding] de especie, aunque también puede ser referido como el
concepto de poza génica de especie o el concepto sexual de especie (de Queiroz, 1998). El criterio que
va de la mano de este concepto es la capacidad potencial de entrecruzamiento entre los organismos
de poblaciones diferentes (de Queiroz, 1998). Es importante resaltar que Mayr (1940) no consideraba
gue los sistemas de especie-anillo (o como él los llamaba, traslapes circulares) se adecuaban al
concepto bioldgico de especie, sino que mas bien representaban una excepcion, pues ejemplificaban
sistemas en el punto transitorio entre subespecies y especies. Aun asi, uno de los criterios que se
utilizan para identificar estos sistemas es el criterio de entrecruzamiento entre poblaciones
terminales, por lo que es posible considerar que se relaciona mas con el concepto bioldgico que con
otros conceptos de especie.

El concepto bioldgico de especie de Mayr (1940) considera que el flujo génico solamente
debe existir a nivel intraespecifico y que entre dos especies diferentes no puede haber flujo génico.
Sin embargo, otros autores, entre ellos Dobzhansky (1951) y Wright (1978), han sugerido una
definicién menos estricta de especie en la que si puede existir cierto nivel de flujo génico entre
especies diferentes. Para

Coyne y Orr (2004), las especies se caracterizan por un aislamiento reproductivo sustancial,
pero no necesariamente completo. Segln estos autores, la hibridacién entre dos formas consideradas
especies no es poco comun, sino que suele suceder con relativa frecuencia. Por otro lado, Coyne y Orr
(2004) consideran que el concepto bioldgico de especie tiene diversas ventajas sobre otros conceptos
de especie. Quizds entre las ventajas mas importantes del concepto biolégico de especie es que se
puede abordar desde una perspectiva tedrico-practica, teniendo un marco de referencia (el
aislamiento reproductivo) relativamente facil de detectar y comprobar, y sobre todo, que es
cuantificable (medible). A partir de este concepto de especie es posible desarrollar un programa de
investigacion que permita evaluar las causas y los mecanismos que operan en la evolucién del
aislamiento reproductivo y en ultima instancia, cdmo sucede la especiacion. Otros conceptos de
especie suelen ser dificiles de contrastar de manera practica o cuantificable, y en su mayoria sélo
aventajan al concepto bioldgico en que si se pueden aplicar a especies que son capaces de
reproducirse asexualmente.

Para de Queiroz (1998, 1999) todos los conceptos de especie se pueden considerar
Unicamente como diferentes criterios para demarcar a las especies o variantes de un Unico concepto
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de especie al que el autor llama “concepto general de linajes” [the general lineage concept of species].
Bajo este concepto las especies se pueden definir como segmentos de linajes de poblaciones,
definiendo a los linajes como una serie de entidades formando una sola linea de ancestria y
descendencia directa. Este concepto de especie es similar al concepto evolutivo de especie, segun el
cual una especie es un linaje (una secuencia ancestro-descendiente de poblaciones) que evoluciona
de forma separada de otros con sus propios roles y tendencias evolutivas (Simpson, 1961). Para
Simpson (1961) la monofilia es la derivacién de un taxdn a través de uno o mas linajes (sucesiones
temporales de ancestro-descendencia de poblaciones) a partir de un taxén ancestral inmediato. Por
su parte, de Queiroz (1998, 1999) enfatiza que dentro de su concepto de especie (de linajes) una
especie no necesariamente debe ser monofilética sino que puede ser parafilética. De igual forma,
Hennig (1966) considera que las especies no necesariamente deben ser monofiléticas, como es el
caso de aquellas que se originan por hibridacion.

Filogenética, filogeografia y genética de poblaciones: enfoques y limitaciones

De forma amplia, la filogenética, la filogeografia y la genética de poblaciones buscan entendery
caracterizar el cambio evolutivo y la divergencia de los genomas y de los organismos que los portan, y
difieren principalmente en el énfasis de sus enfoques y herramientas (Cutter, 2013). También es
importante notar que para cada una de estas disciplinas, en mayor o menor medida, es importante el
nivel de flujo génico que existe entre las poblaciones (o unidades operacionales) y la diferenciacién (o
falta de diferenciacidn) genética que produce.

Filogenética

La sistematica filogenética investiga las relaciones de parentesco evolutivo entre las especies (Hennig,
1965). La definicion del concepto de “relacién filogenética”, segiin Hennig (1965), se basa en la
reproduccion “bisexual” de los organismos y la idea de que esta reproduccidn sélo puede llevarse a
cabo en el marco de comunidades reproductivamente confinadas que estan aisladas genéticamente
unas de otras. Como las relaciones filogenéticas entre los taxa dependen en gran medida de la
presencia y/o ausencia de flujo génico se han utilizado filogenias o métodos filogenéticos a nivel
infraespecifico con éxito para inferir estructura genética poblacional (p. ej. Pickrell y Pritchard, 2012;
Volz et al., 2020). Estos enfoques han sido utilizados para estudiar especies-anillo y otros sistemas en
los que existe diversidad infraespecifica (p. ej. Kuchta et al., 2009; Fuchs et al., 2015).

Las relaciones filogenéticas son representadas de manera grafica a través de lo que
conocemos como arbol filogenético (Hennig, 1965). Los arboles filogenéticos tienen que ser inferidos,
para lo cual se utilizan métodos que se pueden dividir en métodos basados en distancia y métodos
basados en caracteres, los cuales pueden ser paramétricos (Maxima Verosimilitud e Inferencia
Bayesiana) o no paramétricos (Maxima Parsimonia). El método de maxima verosimilitud fue
propuesto y desarrollado por R. A. Fisher entre los afios 1912 y 1922 (Aldrich, 1997). Para Fisher
(1922), la verosimilitud de que cualquier parametro tenga cualquier valor asignado es proporcional a
la probabilidad de que si esto fuera cierto, los datos serian los observados. Posteriormente,
Felsenstein (1981) aplicé este método estadistico para inferir arboles filogenéticos, definiendo a la
estimacion de maxima verosimilitud como la busqueda del “arbol evolutivo” que tenga la mayor
probabilidad de haber producido los datos que observamos. Algunos de los programas mas populares
en la actualidad para realizar analisis filogenéticos de maxima verosimilitud son RAXML (Randomized
Accelerated Maximum Likelihood; Stamatakis, 2014) y IQ-TREE (Nguyen et al., 2015), que destacan
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por sus algoritmos de busqueda rapida y eficacia al proporcionar arboles con altos valores de
verosimilitud.

En estudios sobre especies-anillo, los métodos filogenéticos han sido ampliamente utilizados
pues estimar las relaciones de parentesco de los individuos que conforman el anillo es una manera
eficiente e informativa de evaluar estos sistemas desde un punto de vista evolutivo (p. ej.: Irwin et al.,
2001; Kuchta et al., 2009; Cacho y Baum, 2012; Fuchs et al., 2015; Soltani et al., 2017; Qi et al., 2020).

Genética de poblaciones

La disciplina conocida como genética de poblaciones nacié a partir de los escritos de Fisher (1930),
Wright (1931) y Haldane (1932), los cuales buscaban un acercamiento a los procesos evolutivos
descritos por Darwin y Wallace desde la perspectiva de la genética mendeliana redescubierta a
principios del siglo XX. La genética de poblaciones se puede definir, en su forma mds general, como la
rama de la genética que se encarga de describir los rasgos heredables observables o inferidos en las
poblaciones en el espacio y el tiempo (Amorim, 2013). Dentro de este campo de conocimiento se
definen a las poblaciones como un grupo de individuos que coexisten en tiempo y espacio y que son
capaces de entrecruzamiento (Hedrick, 2009).

Desde los inicios de esta disciplina uno de sus objetivos mds importantes ha sido el estudio de
la estructura genética de las poblaciones, definida como el nimero de subpoblaciones que contiene,
las frecuencias genéticas de dichas subpoblaciones y el grado de aislamiento genético que tiene cada
una de ellas (Chakraborty, 1993). Si los individuos de una poblacién no se reproducen al azar,
entonces se puede decir que esa poblacidn posee cierto grado de estructura genética poblacional
(Wright, 1951). Asimismo, se dice que una poblacién esta sub-estructurada cuando sus componentes
(subpoblaciones) tienen un nivel de aislamiento reproductivo vy, por lo tanto, el flujo génico entre ellas
esta de cierta manera restringido (Chakraborty, 1993). De esto se puede deducir que el concepto de
estructura poblacional va de la mano con el concepto de flujo genético.

Ademas de los estudios de estructura poblacional, la genética de poblaciones permite
estudiar y cuantificar el nivel de diferenciacién entre poblaciones, asi como estimar niveles de flujo
génico entre las mismas. Estos enfoques han sido utilizados para estudiar sistemas como las especies-
anillo, donde hay divergencia incipiente y una estructura poblacional marcada (Kuchta et al., 2009;
Alcaide et al., 2014). Recientemente, diversos estudios de genética de poblaciones realizados tanto
con simulaciones como con datos empiricos han mostrado que el uso de datos genémicos para un
numero reducido de individuos por muestra poblacional es suficiente para obtener resultados
congruentes de variabilidad y diferenciacién genética. Esto se logra siempre y cuando se utilice una
cantidad suficientemente representativa de SNPs y poblaciones muestreadas (Willing et al., 2012;
Nazareno et al., 2017; Aguirre-Liguori et al., 2020).

La genética de poblaciones se ha utilizado para evaluar otros sistemas de especie-anillo
putativos. En este tipo de casos es frecuente estimar indices de diversidad genética (como la
heterocigosis observada y esperada) asi como calcular el indice de fijacidn o Fs; pareada [pairwise]
con el propésito de evaluar la diferenciacidn que existe entre las poblaciones (p. ej.: Joseph et al.,
2008; Qi et al., 2020; Wen y Fu, 2021). El calculo de la diferenciacién entre poblaciones puede ser una
herramienta importante para determinar el grado de divergencia entre poblaciones o bien si existe o
no flujo génico entre las formas del anillo, en particular las formas terminales. En los estudios sobre
especies-anillo también es usual visualizar los datos con analisis de componentes principales (PCA; p.
ej.: Alcaide et al., 2014; Fuchs et al., 2015; Wen y Fu, 2021) y realizar analisis de estructura genética
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usando métodos de agrupamiento bayesiano como el usado por el programa STRUCTURE (Pritchard
et al., 2000).

STRUCTURE es un programa que utiliza un método de agrupamiento Bayesiano para poder
asignar individuos a poblaciones a partir de sus genotipos y calcular frecuencias alélicas de las
poblaciones, todo eso bajo la asuncion de que existe un nimero K de poblaciones, que puede ser
desconocido (Pritchard et al., 2000). En el caso de que se desconozca el nimero de clusters o grupos
(K) se puede realizar una prueba de Evanno para el calculo del estadistico AK, el cual permite estimar
el nimero mas adecuado dado un set de datos (Evanno et al., 2005).

Filogeografia

La filogeografia es un término utilizado por primera vez por Avise y colaboradores (1987),
originalmente denominado “filogeografia intraespecifica” y definido como la disciplina que estudia
conjuntamente las relaciones filogenéticas de las moléculas de ADN (originalmente de ADN
mitocondrial) y la distribucion geografica de los agrupamientos filogenéticos. Esta definicion fue
ampliada y desarrollada mas extensivamente por el mismo Avise (2000): “La filogeografia es el campo
de estudio que se interesa por los procesos que gobiernan las distribuciones geograficas de los linajes
genealdgicos, [...] el tiempo y el espacio son los ejes conjuntamente considerados de la filogeografia
sobre los que (idealmente) se mapean genealogias de genes particulares de interés”. En teoria, y
desde el punto de vista mas simplista, la distribucion espacial de los linajes debe mostrar patrones
similares a su variacion a lo largo del tiempo. Es decir, las secuencias de linajes mas alejados
espacialmente deben ser mas diferentes, asi como las secuencias de linajes mas separados
temporalmente (Hedrick, 2009). Para Avise y colaboradores (1987) la filogeografia intraespecifica se
fundamenta en tres hipodtesis principales: a) la mayoria de las especies se componen de poblaciones
geograficas cuyos miembros ocupan ramas distintas de un arbol filogenético intraespecifico; b) las
especies con poca estructura filogeografica poblacional se dispersan mds y ocupan grandes
distribuciones con pocos impedimentos para el flujo génico; c) los grupos monofiléticos son resultado
de barreras que impiden el flujo génico a largo plazo.

Para Avise (2000) la filogeografia busca servir como un puente tedrico y analitico entre las
disciplinas que se encargan de estudiar la microevolucién (como la genética de poblaciones) y
aquellas que estudian los procesos macroevolutivos (como la filogenética). Se sugiere que son los
niveles de flujo génico poblacional los que determinan la estructura o patrones filogeograficos, de
modo que secuencias mas alejadas (filogenéticamente) o con niveles de flujo génico bajos o nulos
tenderan a ser mas distintas y distantes. De esta manera, la filogeografia integra aspectos del marco
tedrico y analitico de la genética de poblaciones para explicar la estructura filogeografica y la
divergencia filogenética.

En diversos estudios sobre sistemas de especies-anillo se han utilizado aproximaciones y
métodos filogeograficos. Uno de los métodos mds usados para investigar si los sistemas evaluados
presentan patrones consistentes con el modelo de especie-anillo ha sido el analisis de redes de
haplotipos con ADN mitocondrial (p. ej.: Bowen et al., 2001; Liebers et al., 2004; Joseph et al., 2008;
Fuchs et al., 2015; Gemmell y Marcus, 2015).
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Datos de RADseq

RADseq (Restriction site Associated DNA sequencing) es un tipo de secuenciacién de ADN de alto
rendimiento basada en regiones gendmicas flanqueantes a sitios de restriccion, que permite la
obtencidn de datos gendmicos de alta resolucidn para cualquier especie a costos razonables (Baird et
al., 2008; Davey y Blaxter, 2010; Harvey et al., 2016). Esta técnica es aplicable para cualquier grupo
taxondmico sin necesidad de informacion gendmica previa (Baxter et al., 2011), a diferencia de otras
técnicas como la captura de secuencias [sequence capture] o secuenciacién de genomas completos,
para las cuales tener un genoma de referencia es muy importante. En comparacién con técnicas de
target enrichment (UCE, exon-cap, etc.), la secuenciacion de RADseq puede muestrear una mayor
proporcién del genoma con menos esfuerzo, por lo que proporciona una mayor cantidad de
informacién en general y es una mejor opcidn para resolver relaciones a nivel intraespecifico
(McCormack et al., 2013; Harvey et al., 2016; Collins y Hrbek, 2018). Estudios han mostrado que los
resultados de analisis basados en datos de RADseq son congruentes con aquellos derivados de
técnicas de target enrichment (Harvey et al., 2016; Collins y Hrbek, 2018).

Los datos de RADseq se han utilizado en varios estudios con el propdsito de dilucidar la
historia evolutiva de taxones a niveles intra- e interespecificos (Eaton and Ree, 2013; Combosch y
Vollmer, 2015; Darwell et al., 2016). Ademas, se han utilizado datos de RADseq, asi como otros tipos
de datos producidos por métodos de secuenciacion reducida del genoma (p. ej. GBS), para estudiar la
estructura poblacional de complejos de especies-anillo (Alcaide et al., 2014; Bouzid et al., 2021).

La secuenciacién de RADseq se lleva a cabo digiriendo ADN gendmico usando enzimas de
restriccidn. A los fragmentos obtenidos se les colocan enlazadores [linkers] en los extremos para
después ser cortados en fragmentos mas pequefios. Después se lleva a cabo un proceso de
purificacién para obtener solamente los fragmentos adyacentes a los sitios de corte, es decir, los
fragmentos que tienen los linkers y que finalmente se secuencian (Miller et al., 2007; Figura 14). Las
regiones secuenciadas son las adyacentes a los sitios de corte de las enzimas de restriccion, las cuales
varian entre 100 y 500 pb, y se definen como RAD loci, RADseq loci o RAD tags; éstas son las unidades
sobre las que se basa el ensamblaje (Baird et al., 2008; Rochette y Catchen, 2017). En teoria, estas
secuencias adyacentes a sitios de restriccién son ortdlogas, y el agrupamiento de las secuencias
ortélogas es la principal tarea del ensamble y procesamiento bioinformatico de las secuencias. En
otras palabras, los métodos de secuenciacidn a partir de sitios de restriccion obtienen una
representacion reducida del genoma en la que se obtiene una gran cantidad de secuencias ortdlogas
gue posteriormente se agrupan o “apilan” para obtener informacion de homologia y hacer inferencias
sobre relaciones evolutivas (Rubin et al., 2012; Catchen et al., 2013; Eaton, 2014; llut et al., 2014).
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Figura 14. Proceso de identificacién y tipificacion de marcadores RAD (ADN asociado a enzimas de restriccién).
Las muestras de ADN gendmico S1y S2 tienen la secuencia de reconocimiento de varias enzimas de restriccion

en distintos lugares a lo largo del genoma. Los tridngulos azules representan los sitios de restricciéon de una
enzima particular. Algunos de estos sitios de restriccidon no estan presentes en una muestra debido a
polimorfismos que causan diferencias en las secuencias (asteriscos rojos). Las dos muestras son digeridas con
una enzima de restriccion particular y luego ligadas a los enlazadores biotinilados (elipses azules). El ADN es
cortado al azar dejando sdlo los fragmentos flanqueantes al sitio de restriccidn ligados a los enlazadores de
biotina, los cuales luego son purificados (Modificado de Miller et al., 2007).
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A partir de los RAD loci se pueden realizar alineamientos gendmicos usando programas como
ipyRAD (Eaton, 2014) o Stacks (Catchen et al., 2013), los cuales pueden ser la base para estimar
arboles de genes o de especies. ipyRAD usa algoritmos globales de agrupamiento para realizar los
alineamientos, lo cual es muy importante para realizar andlisis filogenéticos (Eaton, 2014; Eaton y
Overcast, 2020). Cada RAD locus puede tener uno o mas “RAD alleles” (o “SNP alleles”) dependiendo
de si se deriva de un locus heterocigoto u homocigoto. Esta genotipacion se basa en los polimorfismos
de un solo nucledtido (SNPs) que se detectan en los RAD loci (Baxter et al., 2011; Gautier et al., 2013),
y es a partir de estos marcadores moleculares que se pueden realizar estudios de genémica de
poblaciones (Hohenlohe et al., 2012).

Los ensambles que se realizan en ipyRAD utilizando datos de RADseq se llevan a cabo a partir
de una serie de parametros (28 en total) con los que se definen: caracteristicas inherentes del
conjunto de datos o de la especie de la que se obtuvieron las muestras (como la ploidia);
especificaciones técnicas que no tienen que ver con las caracteristicas de los datos ni con la forma en
la que se procesan los datos (como el directorio donde estdn las lecturas, el nombre del ensamble, el
formato de los archivos de salida, etc.); y variables que si influyen en la forma en la que se lleva a cabo
el procesamiento de datos (como el parametro clust_threshold). Es importante sefialar que esta
clasificacién de los parametros en tres categorias puede llegar a ser simplista ya que un solo
parametro puede entrar dentro de mas de una categoria. Aun asi, se puede decir que los parametros
mas importantes son aquellos que afectan la forma en la que se procesan los RADloci, ya que éstos
pueden determinar si se obtiene un ensamble de mala calidad o de buena calidad
independientemente de los datos crudos con los que se trabaje.

Parametros importantes

La homologia se refiere a similitud por ancestria, de modo que caracteres homdlogos son aquellos
gue se comparten entre taxa, y que han sido heredados (y a veces modificados) de un ancestro
comun (Futuyma, 2003). Cuando un gen pasa por una duplicacién y ambas copias del gen
permanecen de forma paralela durante la historia de un taxon, a estos se les llama genes pardlogos
(pues su origen no es por ancestro-descendencia, sino por un evento de duplicacidn). Por otro lado, a
copias de genes que fueron resultado de un proceso de especiacién se les llama genes ortdlogos; su
historia refleja la historia de los taxa en cuestidn. Cuando el objetivo es inferir las relaciones
evolutivas de los taxa focales, Unicamente los genes ortélogos, no los paralogos, son apropiados para
inferir filogenias (Fitch, 1970). Seleccionar los genes (o regiones genéticas) focales es por lo tanto un
paso esencial en los analisis filogenéticos —incluidos los filogendmicos— pues deben ser marcadores
capaces de reflejar adecuadamente las relaciones entre las especies o poblaciones objeto de estudio
(Kapli et al., 2020).

Uno de los pardmetros mas importantes para hacer ensambles con datos de secuenciacién
con base en sitios de restriccion es el umbral de similitud (conocido en ipyRAD como “clustering
threshold” y en Stacks como “distance allowed between stacks”), que se define como el porcentaje de
similitud que deben tener las lecturas (reads) para considerar que pertenecen al mismo loci. Si se
utiliza un valor de clust_threshold de 0.95, por ejemplo, entonces las lecturas que sean similares en un
95% o mas se considerardan como pertenecientes al mismo locus y se agruparan (se “apilaran” en el
lenguaje del programa Stacks), mientras que las lecturas que sean similares en un porcentaje menor
se consideraran pertenecientes a loci diferentes, es decir, se consideraran pardlogas. Si se utiliza un
umbral de agrupamiento demasiado bajo, entonces se estaran agrupando lecturas que en realidad
son paralogas [under-splitting], mientras que si se usa un valor demasiado alto se estaran sobre-
separando [over-splitting] las lecturas (Harvey et al., 2016). Es importante recalcar que el uso de un
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valor inadecuado en este parametro puede llevar a errores en la genotipacion y, por lo tanto, puede
causar subestimacion o sobreestimacién en medidas de variacion genética, como la heterocigosidad
estimada (la cual es la proporcidn de sitios heterocigdticos), que es susceptible de variar dependiendo
de los valores del umbral de agrupamiento (Rubin et al., 2012; llut et al., 2014).

Determinar el porcentaje de similitud u ortologia de las lecturas es uno de los mayores retos
en el uso de secuencias RAD para estudios filogenéticos (Rubin et al., 2012). Es dificil conocer a priori
el valor 6ptimo de clust_threshold para un conjunto de datos ya que puede variar incluso entre
poblaciones. Esto Ultimo se debe a varios factores, como el grado de diferenciacidn genética de alelos
neutrales, el tamafio efectivo poblacional, o el nivel de heterocigosidad inherente de cada poblacién
(llut et al., 2014). Afortunadamente, se han ideado formas de estimar el valor adecuado de este y
otros pardmetros a partir de realizar diferentes ensambles con diferentes valores de pardmetroy
observar estadisticos o resultados de andlisis posteriores, como la maximizacién del nimero total de
SNPs obtenidos o la mayor suma de valores de bootstrap en filogenias hechas con los ensambles a
partir de RAXML, entre otros (Mastretta-Yanes et al., 2015; McCartney-Melstad et al., 2019).

Otro pardmetro importante que ha sido menos estudiado es el min_samples_locus, definido
como el nimero minimo de muestras que deben tener datos en un determinado locus. Si a este
parametro se le asigna un valor igual al nimero total de muestras, se obtiene un ensamble
compuesto Unicamente por loci que tienen datos en todas las muestras. Mientras mayor sea este
valor, mas densa sera la matriz del ensamble final, y mientras menor sea, menos densa sera la matriz.
Al igual que el parametro clust_threshold, el parametro de nimero minimo de muestras por locus
suele ser optimizado realizando ensambles con distintos valores asignados para encontrar el mas
adecuado (p. ej. Jordon-Thaden et al., 2020; Nguyen et al., 2020), pero a diferencia de aquel
parametro, la optimizacién de min_samples_locus se basa en la mejor reconstruccién del arbol
filogenético mas que en la maximizacion del nimero de loci.

Existen otros parametros a partir de los cuales se puede ajustar la proporcion de bases
ambiguas y bases heterdcigas en las secuencias consenso. El pardmetro max_Ns_consens sirve para
definir el porcentaje maximo de bases ambiguas permitidas en las secuencias consenso. En este caso,
si una base no se puede identificar con confianza estadistica entonces se considera ambigua (N).
Asimismo, el parametro max_Hs_consens sirve para definir el porcentaje maximo de bases
heterdcigas permitidas en las secuencias consenso. Ambos pardmetros tienen como finalidad no
permitir una cantidad excesiva de “diversidad” en el ensamble final, debido a que el exceso de bases
ambiguas y heterdcigas puede ser indicativo de que el ensamble no se realizé adecuadamente, y se
termina sobreestimando la cantidad de secuencias que presentan bases diferentes al consenso.
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Anexo Il. Euphorbia tithymaloides

Euphorbia tithymaloides es un arbusto moderadamente suculento, generalmente de 1a 2 m de
altura, que se ramifica desde la base. Pertenece a la tribu Euphorbieae, que se caracteriza por
inflorescencias, que asemejan y funcionan como flores individuales; es decir, son pseudantios. Estos
se componen de una flor pistilada rodeada de flores estaminadas, las cuales estan envueltas en un
conjunto de bracteas fusionadas en un involucro; al pseudantio de Euphorbia se le denomina ciatio
(Figura 15). Euphorbia tithymaloides pertenece al clado Pedilanthus, que se caracteriza por ciatios
marcadamente bilaterales que asemejan a una zapatilla o un pajarito. La distribucién geografica de
esta especie en el Caribe abarca el Este de México, Centroamérica, Florida, las Antillas Mayores, las
Antillas Menores y el rea costera del norte de Sudamérica (Figura 16).

Figura 15. Fotografia de un individuo de la especie Euphorbia tithymaloides con diversos ciatios, cortesia de la
Dra. N. Ivalu Cacho.

Dressler (1957) reconoce seis subespecies en las islas del Caribe (angustifolia, bahamensis,
jamaicensis, padifolia, parasitica y smalli) basandose en caracteres vegetativos, de morfologia floral, y
en la distribucién geogréfica de los individuos. A nivel intraespecifico, Dressler describe la existencia
de intergradacién y casos de hibridacién en zonas que han sido alteradas por causas antropogénicas.
Dressler reconoce a las subespecies angustifolia y padifolia como entidades “cercanas” debido a su
morfologia floral compartida, y sugiere que las subespecies simpatricas angustifolia y parasitica
actuan como especies distintas, cada una conectada a las poblaciones continentales por medio de una
cadena de poblaciones islefias.
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Figura 16. Distribucién geografica de Euphorbia tithymaloides (los puntos representan localidades; tomado de
Dressler, 1957).

Los modos de dispersién por fruto o semilla que presenta E. tithymaloides son, al igual que la
mayoria de las especies de Euphorbia, relativamente limitados: sus frutos son capsulas explosivas,
que al abrir expulsan las semillas no mas alla de 2-3 metros de la planta madre. Asimismo, no existen
adaptaciones evidentes en las semillas de E. tithymaloides para la dispersion por animales, viento, o
agua (Dressler, 1957). Por otro lado, los individuos de E. tithymaloides, de forma similar a otras
suculentas y otros miembros del género Euphorbia, son capaces de sobrevivir incluso semanas fuera
de la tierra y enraizan con relativa facilidad a partir de esquejes (Dressler, 1957; N.l. Cacho,
observaciones personales).

La evidencia disponible apunta a que los miembros del clado Pedilanthus, al que pertenece E.
tithymaloides, son polinizados principalmente por colibries, y esta relacién pudo haber tenido un
papel muy importante en la evolucién de este clado (Dressler, 1957; Sahagun-Godinez y Lomeli-
Sencién, 1997; Cacho et al., 2010; Veiga Blanco et al., 2013). Ademas E. tithymaloides posee
caracteristicas clasicas del sindrome de polinizacion por colibries, con ciatios relativamente alargados,
bilaterales, de coloracién rojiza, y con produccién de néctar. Lack (1973) reporta que existen un total
de 15 especies de colibries en las islas del Caribe: cinco en las Antillas Menores, nueve en las Antillas
Mayores y una perteneciente a las Bahamas. Otros autores reportan un total de 18 especies de
colibries en las islas del Caribe (Raffaele et al., 2003), agregando dos especies cuya distribucion
incluye a las Antillas Mayores y a las Bahamas, y una especie que habita las islas de Providencia y San
Andrés, en Colombia. Las areas de distribucion de las especies de colibries que habitan las Antillas
Mayores y las Antillas Menores no se traslapan, excepto por dos especies tipicamente de las Antillas
Menores que también habitan el noreste de Puerto Rico: Orthorhyncus cristatus y Eulampis
holosericeus (Lack, 1973; Raffaele et al., 2003). Por otro lado, el movimiento de colibries de isla en isla
o desde las islas hasta el continente no parece ser raro, pues hay varios registros de avistamientos de
colibries en islas fuera de su distribucion normal (Lack, 1973). Por ejemplo, existen registros de la
especie cubana Chlorostilbon ricordii y la especie de las Bahamas Calliphlox evelynae en Florida,
Estados Unidos, aproximadamente a unos 200 km de su distribucidon normal (Stimson, 1944; Lack,
1973). Un caso particularmente notable es el avistamiento de Orthorhyncus cristatus, una especie
endémica de las Antillas Menores y Puerto Rico en Texas, Estados Unidos, por lo menos a unos 3,300
km de su area de distribucién normal (Pulich, 1968). Se sabe que esta ultima especie consume el
néctar de E. tithymaloides en las Antillas Menores (Shepherdson, 2018).

Se ha observado que en otras especies de plantas del Caribe que son polinizadas por colibries,
como el género Heliconia, los colibries suelen dividirse entre aquellos que son territoriales y aquellos
denominados trapliners. Los colibries territoriales suelen llevar a cabo polinizacidn a nivel local. Por
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otro lado, los colibries trapliners suelen tener un patrén de forrajeo de distancias mayores, lo que
podria facilitar el flujo génico entre poblaciones (Volpe et al., 2014; Torres-Vanegas et al., 2019).

Euphorbia tithymaloides tiene un genoma nuclear de aproximadamente 1.85 Gb (Cacho y
Mclntyre, no publicado), lo cual es menor al tamafio promedio reportado para Euphorbia: 4.36 Gb
(Leitch et al., 2019). Los parientes mas cercanos de E. tithymaloides para los que existen esfuerzos de
secuenciacién gendmica son los siguientes: Euphorbia esula, Hevea brasiliensis, Jatropha curcas,
Ricinus communis y Manihot esculenta (Chan et al., 2010; Rahman et al., 2013; Wang et al., 2014; Wu
et al., 2015; Horvath et al., 2018). Sin embargo, la lejania filogenética de estas especies en relacion
con E. tithymaloides limita la utilidad de dichos genomas como referencia para realizar el ensamble
del genoma de esta especie. La mayoria de las especies mencionadas (excepto E. esula) pertenecen a
subfamilias distintas a la de E. tithymaloides dentro de la familia Euphorbiaceae. El género Euphorbia
se divide en cuatro subgéneros: Esula, Athymalus, Chamaesyce y Euphorbia. Euphorbia esula
pertenece al subgénero Esula, mientras que E. tithymaloides pertenece al subgénero Euphorbia. El
subgénero Euphorbia y el subgénero Chamaesyce forman un clado que es el grupo hermano del
subgénero Athymalus. El clado formado por estos tres subgéneros a su vez es el grupo hermano del
subgénero Esula (Dorsey et al., 2013; Riina et al., 2013). Por lo tanto, E. tithymaloides no esta tan
cercanamente emparentada a E. esula, en comparacidn con otras especies dentro del género. Por esa
razén, usar el genoma de E. esula como referencia al momento de realizar los ensambles genédmicos
de E. tithymaloides no es viable.

El Caribe y Euphorbia tithymaloides

El Caribe es una regidn geografica altamente compleja, compuesta por mas de 100 provincias
geoldgicas (Case et al., 1984; Draper et al., 1994). La formacidn del Caribe comenzé aproximadamente
entre el periodo Tridsico tardio y el periodo Jurdsico yendo de la mano con la desaparicion del
supercontinente Pangea, aunque esta formacién geoldgica aun era muy distinta a la cuenca del Caribe
actual (Coney, 1982; Iturralde-Vinent and MacPhee, 1999; Iturralde-Vinent, 2004-2005). La provincia
geoldgica conocida como las Antillas Mayores es un cinturdn orogénico cuyas islas se componen de
una base ocednica Jurdsica superpuesta por depdsitos volcanicos y epicldsticos que datan desde el
Cretacico tardio hasta el Paledgeno. Las Antillas Menores son un arco volcanico que va desde la isla
de Granada en el sur, hasta el Pasaje de Anegada en el norte, y tienen un origen independiente al de
las Antillas Mayores: se empezaron a formar por actividad volcanica posterior al término del
vulcanismo en las Antillas Mayores, durante el Paledgeno (Coney, 1982; Draper et al., 1994; Wadge,
1994). La regidén de la cuenca del Caribe ha sufrido una serie de cambios y transformaciones a lo largo
del tiempo asociados al aumento y disminucion del nivel del mar, el movimiento de capas tectodnicas,
y la aparicion y desaparicién de islas (Coney, 1982; Iturralde-Vinent and MacPhee, 1999; Iturralde-
Vinent, 2004-2005).

Los estudios que se han encargado de evaluar como distintas especies llegaron a habitar el
Caribe han sugerido diversas respuestas. En el caso de las plantas, distintas especies y géneros
parecen haber llegado y haberse expandido por el Caribe de maneras muy diversas, ya sea por
dispersién por agua o vicarianza, y presentando mayor parentesco a taxones de distintas zonas
continentales (Santiago-Valentin y Olmstead, 2004). En casos de especies que no son capaces de
volar ni nadar (como los mamiferos terrestres y las plantas), una hipétesis que ha tenido aceptacién
es la de utilizacidon de GAARIandia, una proyeccion de tierra que pudo haber conectado brevemente a
las Antillas Mayores con el noroeste de Sudamérica durante el Eoceno-Oligoceno, dando lugar a la
distribucidén actual de estas especies, que debid originarse por una migracién y eventos posteriores de
vicarianza (lturralde-Vinent and MacPhee, 1999).
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En el caso particular de Euphorbia tithymaloides, esta especie es capaz de desplazarse de
unas islas a otras [island-hop] de forma ocasional (Dressler, 1957), por lo que el agua no parece ser
una barrera total para la dispersion, sino Unicamente parcial. Se ha planteado que E. tithymaloides se
origind en el continente y de ahi debid haber colonizado las islas del Caribe aproximadamente en el
Plioceno tardio y Pleistoceno (Dressler, 1957). Esta datacidn coincide con estimaciones recientes de
reloj molecular que sugieren que los colibries (los polinizadores de E. tithymaloides) colonizaron el
Caribe aproximadamente hace 5 millones de afios (McGuire et al., 2014). Respecto al modo de
dispersién operante, éste pudo haber sido con base en esquejes de partes vegetativas de la planta, las
cuales son capaces de flotar y establecerse hasta en condiciones relativamente desfavorables
(Dressler, 1957, Cacho, observaciones personales), pues las semillas no parecen presentar
adaptaciones para un modo de dispersidn por agua. La hipétesis de colonizacién y dispersion de E.
tithymaloides a partir de “island-hopping” es consistente con resultados de estudios posteriores
(Cacho and Baum, 2012; Cacho et al., 2019).

Si las hipodtesis anteriormente expuestas son ciertas se puede concluir que: (a) la colonizacidn
de E. tithymaloides a las islas del Caribe es un evento relativamente reciente (Plioceno-Pleistoceno)
gue ocurrio una vez que las islas ya estaban formadas; (b) la distribucién actual de E. tithymaloides en
el Caribe es resultado (al menos mayoritariamente) de eventos de dispersion, pues su colonizacion del
Caribe ocurrid tiempo después de los eventos de vicarianza que han sido documentados para otras
especies (Eoceno-Oligoceno), y; (c) la principal forma de dispersion de esta especie parece ser por
medio de las partes vegetativas de la planta y no semillas o frutos.

Euphorbia tithymaloides en México

Euphorbia tithymaloides pertenece al subgénero Pedilanthus, el cual anteriormente poseia la
categoria de género. Citando literalmente a Dressler (1957), menciona que el género es
“esencialmente mexicano”, pues “no hay razén para dudar de que el género haya evolucionado en
Meéxico tropical, su centro de diversidad en el presente”. A pesar de que para dicho autor un centro
de origen no puede ser determinado, se destaca que el mayor nimero de especies de este subgénero
se encuentran en la region centro-occidental de México (Dressler and Sacamano, 1992; Lomeli-
Sencion, 2006).

En el estudio filogeografico de Cacho y Baum (2012) se realizé una filogenia con individuos de
Euphorbia tithymaloides de distintas zonas de México, Centroamérica, el norte de Sudaméricay las
islas del Caribe. La topologia de dicha filogenia sugiere que el centro de expansion geografica de esta
especie se encuentra entre México y Guatemala, lo cual coincide con la hipdtesis de que lo que hoy es
el centro-sur de México pudo haber sido la principal zona en la que se origind E. tithymaloides.
Consistente con estas observaciones, las poblaciones pertenecientes a México y América Central una
mayor heterocigosidad que las poblaciones insulares.
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Anexo lll. Tabla detallada de los ensambles realizados

Tabla 6. Ensambles con los valores usados de los cuatro pardmetros modificados, el nimero de loci

resultante, el nimero de SNPs resultante, el porcentaje de sitios faltantes (missing sites) en la matriz

de SNPs y la topologia resultante a partir de andlisis RAXML.

Nombre del
ensamble

alldefault

min_sample_lo
cus 02

euphorbia

minl2

min25

min50

min75

min85

min95

min50_maxN01
_maxHO01

min50_maxNO1
_maxH10

min50_maxN10
_maxH01

min50_maxN10
_maxH10

min85_maxN01
_maxHO01

min85_maxN01
_maxH10

Clustering
threshold

0.85

0.85

0.88

0.88

0.88

0.88

0.88

0.88

0.88

0.88

0.88

0.88

0.88

0.88

0.88

Min.
samples
per locus consens

12

25

50

75

85

95

50

50

50

50

85

85

Maximum Maximum = NuUdmero

N’s

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.01

0.01

0.10

0.10

0.01

0.01

H’s

consens

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.01

0.10

0.01

0.10

0.01

0.10

de loci

retenidos

26,176

113,220

20,753

2,473

1,677

1,338

1,107

1,012

87

1,299

1,331

1,301

1,313

302

991

NUmero
de SNPs

204,971

593,172

166,016

18,953

13,096

11,012

9,191

8,333

720

4,674

10,669

4,702

10,478

517

7,852

Porcentaje
de sitios
faltantes

en la
matriz de
SNPs

89.50%
95.03%

88.08%

38.75%

18.52%

9.78%

4.98%

3.68%

0.00%

22.87%

10.27%

22.63%

9.78%

8.59%

3.93%

Topologia
resultante
(RAXML)

1-origen
1-origen

1-origen

1-origen

1-origen

1-origen

1-origen

2-
origenes

1-origen

1-origen

2-
origenes

1-origen

2-
origenes

2-
origenes

2-
origenes
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r_"rjqnang(ﬂaXNlo 0.88 85 0.10 0.01 | 535 535 8.54% cz);igenes
r_“rjq”aisg{?)axmo 0.88 85 0.10 0.10 | 990 7870 | 385% | o qenes
r_“r:]”aisz—zrgaXNZO 0.88 85 0.20 020 | 989 7,865 | 3.78% g;igenes
maxHo1 0.85 4 005 | 001 | 17,679 | 132,998 | 91.31% | 1l-origen
maxH10 0.85 4 005 | 010 | 19,808 | 161,147 | 88.23% | 1-origen
maxH25 0.85 4 005 | 025 | 19372 | 158,671  88.26% | 1l-origen
maxH50 0.85 4 005 | 050 | 19,333 | 158,294 | 88.24% | 1l-origen
maxH75 0.85 4 005 | 075 | 19,333 | 158,294 | 88.24% | 1l-origen
Referencias

Aguirre-Liguori, J. A, J. A. Luna-Sanchez, J. Gasca-Pineda, and L. E. Eguiarte. 2020. Evaluation of the Minimum
Sampling Design for Population Genomic and Microsatellite Studies: An Analysis Based on Wild Maize. Frontiers
in Genetics 11: 1-16.

Alcaide, M., E. S. C. Scordato, T. D. Price, and D. E. Irwin. 2014. Genomic divergence in a ring species complex. Nature
511: 83-85.

Aldrich, J. 1997. R. A. Fisher and the making of maximum likelihood 1912 - 1922. Statistical Science 12: 162-176.

Amorim, A. 2013. Population Genetics. Elsevier Inc.

Avise, J. C. 2000. Phylogeography: The History and Formation of Species. Harvard University Press, Cambridge, MASS.,
USA.

Avise, J. C., J. Arnold, R. M. Ball, E. Bermingham, T. Lamb, J. E. Neigel, C. A. Reeb, and N. C. Saunders. 1987.
Intraspecific phylogeography: the mitochondrial DNA bridge between population genetics and systematics.
Annual review of ecology and systematics 18: 489-522.

Baird, N. A., P. D. Etter, T. S. Atwood, M. C. Currey, A. L. Shiver, Z. A. Lewis, E. U. Selker, et al. 2008. Rapid SNP
discovery and genetic mapping using sequenced RAD markers. PLoS ONE 3: 1-7.

Baxter, S. W., J. W. Davey, J. S. Johnston, A. M. Shelton, D. G. Heckel, C. D. Jiggins, and M. L. Blaxter. 2011. Linkage
mapping and comparative genomics using next-generation rad sequencing of a non-model organism. PLoS ONE
6.

Bouzid, N. M., J. W. Archie, R. A. Anderson, J. A. Grummer, and A. D. Leaché. 2021. Evidence for ephemeral ring
species formation during the diversification history of western fence lizards (Sceloporus occidentalis). Molecular
Ecology: 1-12.

Bowen, B. W., A. L. Bass, L. A. Rocha, W. S. Grant, and D. R. Robertson. 2001. Phylogeography of the trumpetfishes
(Aulostomus): Ring species complex on a global scale. Evolution 55: 1029-1039.

Cacho, N. I, and D. A. Baum. 2012. The Caribbean slipper spurge Euphorbia tithymaloides: The first example of a ring
species in plants. Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences 279: 3377-3383.

Cacho, N. I., P. E. Berry, M. E. Olson, V. W. Steinmann, and D. A. Baum. 2010. Are spurred cyathia a key innovation?
Molecular systematics and trait evolution in the slipper spurges (Pedilanthus clade: Euphorbia, Euphorbiaceae).
American Journal of Botany 97: 493-510.

60



Cacho, N. I, M. J. Monteverde-Suarez, and P. J. McIntyre. 2019. Convergent evolution in floral morphology in a plant
ring species, the Caribbean Euphorbia tithymaloides. American Journal of Botany 106: 1032—-1045.

Case, J. E., T. L. Holcombe, and R. G. Martin. 1984. Map of geologic provinces in the Caribbean region. Geological
Society of America Memoir 162: 1-30.

Catchen, J., P. A. Hohenlohe, S. Bassham, A. Amores, and W. A. Cresko. 2013. Stacks: An analysis tool set for
population genomics. Molecular Ecology 22: 3124-3140.

Chakraborty, R. 1993. Analysis of Genetic Structure of Populations: Meaning, Methods, and Implications. Human
Population Genetics, 189-206. Springer, Boston, MA.

Chan, A. P., J. Crabtree, Q. Zhao, H. Lorenzi, J. Orvis, D. Puiu, A. Melake-berhan, et al. 2010. Draft genome sequence of
the ricin-producing oilseed castor bean. Nature biotechnology 28: 951-956.

Collins, R. A., and T. Hrbek. 2018. An in silico comparison of protocols for dated phylogenomics. Systematic Biology 67:
633-650.

Combosch, D. J., and S. v. Vollmer. 2015. Trans-Pacific RAD-Seq population genomics confirms introgressive
hybridization in Eastern Pacific Pocillopora corals. Molecular Phylogenetics and Evolution 88: 154-162.

Coney, P. J. 1982. Plate tectonic constraints on the biogeography of middle America and the Caribbean region (
Central America). Annals - Missouri Botanical Garden 69: 432—443,

Coyne, J. A, and H. A. Orr. 2004. Speciation. Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA.

Cutter, A. D. 2013. Integrating phylogenetics, phylogeography and population genetics through genomes and
evolutionary theory. Molecular Phylogenetics and Evolution 69: 1172-1185.

Darwell, C. T., D. M. Rivers, and D. M. Althoff. 2016. RAD-seq phylogenomics recovers a well-resolved phylogeny of a
rapid radiation of mutualistic and antagonistic yucca moths. Systematic Entomology 41: 672—682.

Davey, J. L., and M. W. Blaxter. 2010. RADseq: Next-generation population genetics. Briefings in Functional Genomics
9:416-423.

Dobzhansky, Th. 1951. Genetics and the Origin of Species. 3rd edition. Columbia University Press, New York City, NY.

Dorsey, B. L., T. Haevermans, X. Aubriot, J. J. Morawetz, R. Riina, V. W. Steinmann, and P. E. Berry. 2013.
Phylogenetics, morphological evolution, and classification of Euphorbia subgenus Euphorbia. Taxon 62: 291-
315.

Draper, G., T. A. Jackson, and S. K. Donovan. 1994. Geologic provinces of the Caribbean. Caribbean Geology: An
Introduction, 3—12. University of the West Indies Publishers’ Association, Kingston.

Dressler, R. L. 1957. The Genus Pedilanthus. Contributions from the Gray Herbarium of Harvard University,
Cambridge, MA.

Dressler, R. L., and C. M. Sacamano. 1992. Pedilanthus connatus (Euphorbiaceae), especie nueva y llamativa de Jalisco.
Acta Botanica Mexicana: 21.

Eaton, D. A. R. 2014. PyRAD: assembly of de novo RADseq loci for phylogenetic analyses. Bioinformatics 30: 1844—
1849.

Eaton, D. A. R, and |. Overcast. 2020. Ipyrad: Interactive assembly and analysis of RADseq datasets. Bioinformatics 36:
2592-2594.

Eaton, D. A. R, and R. H. Ree. 2013. Inferring phylogeny and introgression using RADseq data: An example from
flowering plants (Pedicularis: Orobanchaceae). Systematic Biology 62: 689—-706.

Evanno, G., S. Regnaut, and J. Goudet. 2005. Detecting the number of clusters of individuals using the software
STRUCTURE: A simulation study. Molecular Ecology 14: 2611-2620.

Felsenstein, J. 1981. Evolutionary Trees from DNA Sequences: A Maximum Likelihood Approach. Journal of Molecular
Evolution 17: 368-376.

Fisher, R. A. 1922. On the mathematical foundations of theoretical statistics. Philosophical Transactions of the Royal
Society of London 222: 594—-604.

Fisher, R. A. 1930. The Genetical Theory of Natural Selection. Clarendon Press, London.

Fitch, W. M. 1970. Distinguishing homologous from analogous proteins. Systematic Zoology 19: 99-113.

Fuchs, J., P. G. P. Ericson, C. Bonillo, A. Couloux, and E. Pasquet. 2015. The complex phylogeography of the Indo-
Malayan Alophoixus bulbuls with the description of a putative new ring species complex. Molecular Ecology 24:
5460-5474.

Futuyma, D. J. 2003. Evolution. Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA.

Gautier, M., K. Gharbi, T. Cezard, J. Foucaud, C. Kerdelhué, P. Pudlo, J. M. Cornuet, and A. Estoup. 2013. The effect of
RAD allele dropout on the estimation of genetic variation within and between populations. Molecular Ecology
22:3165-3178.

61



Gemmell, A. P, and J. M. Marcus. 2015. A tale of two haplotype groups: Evaluating the New World Junonia ring
species hypothesis using the distribution of divergent COI haplotypes. Systematic Entomology 40: 532-546.

Haldane, J. B. S. 1932. The Causes of Evolution. Longmans, Green and Co., London.

Harvey, M. G., B. T. Smith, T. C. Glenn, B. C. Faircloth, and R. T. Brumfield. 2016. Sequence Capture versus Restriction
Site Associated DNA Sequencing for Shallow Systematics. Systematic Biology 65: 910-924.

Hedrick, P. W. 2009. Genetics of Populations, 4th ed. Jones & Bartlett Publishers, Boston, MA.

Hennig, W. 1966. Phylogenetic Systematics. University of lllinois Press, Chicago, IL.

Hennig, W. 1965. Phylogenetic Systematics. Annual Review of Entomology 10: 97-116.

Hohenlohe, P. A., J. Catchen, and W. A. Cresko. 2012. Population Genomic Analysis of Model and Nonmodel
Organisms Using Sequenced RAD Tags. Methods in Molecular Biology, 235-260. Humana Press, Totowa, NJ.

Horvath, D. P., S. Patel, M. Dogramaci, W. S. Chao, J. v. Anderson, M. E. Foley, B. Scheffler, et al. 2018. Gene Space and
Transcriptome Assemblies of Leafy Spurge (Euphorbia esula) Identify Promoter Sequences, Repetitive Elements,
High-Quality Markers, and a Full-Length Chloroplast Genome. Weed Science 66: 355—367.

llut, D. C., M. L. Nydam, and M. P. Hare. 2014. Defining loci in restriction-based reduced representation genomic data
from nonmodel species: Sources of bias and diagnostics for optimal clustering. BioMed Research International
2014.

Irwin, D. E., J. H. Irwin, and T. D. Price. 2001. Ring species as bridges between microevolution and speciation. Genetica
112-113: 223-243.

Iturralde-Vinent, M. A. La Paleogeografia del Caribe y sus implicaciones para la biogeografia histérica. Revista del
Jardin Botdnico Nacional 25-26: 49-78.

Iturralde-Vinent, M., and R. D. MacPhee. 1999. Paleogeography of the Caribbean region: implications for Cenozoic
biogeography. Bulletin of the American Museum of Natural History No. 238.

Jordon-Thaden, I. E., J. B. Beck, C. A. Rushworth, M. D. Windham, N. Diaz, J. T. Cantley, C. T. Martine, and C. J.
Rothfels. 2020. A basic ddRADseq two-enzyme protocol performs well with herbarium and silica-dried tissues
across four genera. Applications in Plant Sciences 8: 1-7.

Joseph, L., G. Dolman, S. Donnellan, K. M. Saint, M. L. Berg, and A. T. D. Bennett. 2008. Where and when does a ring
start and end? Testing the ring-species hypothesis in a species complex of Australian parrots. Proceedings of the
Royal Society B: Biological Sciences 275: 2431-2440.

Kapli, P., Z. Yang, and M. J. Telford. 2020. Phylogenetic tree building in the genomic age. Nature Reviews Genetics 21:
428-444,

Kuchta, S. R., D. S. Parks, R. L. Mueller, and D. B. Wake. 2009. Closing the ring: Historical biogeography of the
salamander ring species Ensatina eschscholtzii. Journal of Biogeography 36: 982—-995.

Lack, D. 1973. The Numbers of Species of Hummingbirds in the West Indies. Evolution 27: 326.

Leitch, I. J., E. Johnston, J. Pellicer, O. Hidalgo, and M. D. Bennett. 2019. Angiosperm DNA C-values database (release
9.0, Apr 2019). Website https://cvalues.science.kew.org/.

Liebers, D., P. de Knijff, and A. J. Helbig. 2004. The herring gull complex is not a ring species.

Lomeli-Sencidn, J. A. 2006. Revisién de Euphorbia subgénero Pedilanthus. Tesis de doctorado. Universidad de
Guadalajara.

Mastretta-Yanes, A., N. Arrigo, N. Alvarez, T. H. Jorgensen, D. Pifiero, and B. C. Emerson. 2015. Restriction site-
associated DNA sequencing, genotyping error estimation and de novo assembly optimization for population
genetic inference. Molecular Ecology Resources 15: 28—41.

Mayr, E. 1940. Speciation Phenomena in Birds. The American Naturalist 74: 249-278.

McCartney-Melstad, E., M. Gidis, and H. B. Shaffer. 2019. An empirical pipeline for choosing the optimal clustering
threshold in RADseq studies. Molecular Ecology Resources 19: 1195-1204.

McCormack, J. E., S. M. Hird, A. J. Zellmer, B. C. Carstens, and R. T. Brumfield. 2013. Applications of next-generation
sequencing to phylogeography and phylogenetics. Molecular Phylogenetics and Evolution 66: 526—538.

McGuire, J. A., C. C. Witt, J. v. Remsen, A. Corl, D. L. Rabosky, D. L. Altshuler, and R. Dudley. 2014. Molecular
phylogenetics and the diversification of hummingbirds. Current Biology 24: 910-916.

Miller, M. R., J. P. Dunham, A. Amores, W. A. Cresko, and E. A. Johnson. 2007. Rapid and cost-effective polymorphism
identification and genotyping using restriction site associated DNA (RAD) markers. Genome Research 17: 240—
248.

Nazareno, A., J. Bemmels, C. Dick, and L. Lohmann. 2017. Minimum sample sizes for population genomics: an
empirical study from an Amazonian plant species. Molecular Ecology Resources 17: 1136-1147.

62



Nguyen, D. D., E. Oguri, A. Yamada, C. C. Lin, C. Zhilin, A. D. Nguyen, Y. Suyama, and K. Eguchi. 2020. Genome-wide
mig-seq and morphometric data reveals heterospecificity of the gnamptogenys taivanensis group
(Hymenoptera: Formicidae: Ectatomminae) in the northern mountainous region of vietnam. Raffles Bulletin of
Zoology 68: 539-555.

Nguyen, L. T., H. A. Schmidt, A. von Haeseler, and B. Q. Minh. 2015. IQ-TREE: A fast and effective stochastic algorithm
for estimating maximum-likelihood phylogenies. Molecular Biology and Evolution 32: 268-274.

Pickrell, J. K., and J. K. Pritchard. 2012. Inference of Population Splits and Mixtures from Genome-Wide Allele
Frequency Data. PLoS Genetics 8.

Pritchard, J. K., M. Stephens, and P. Donnelly. 2000. Inference of Population Structure Using Multilocus Genotype
Data. Genetics 155: 945-959.

Pulich, W. M. 1968. The Occurrence of the Crested Hummingbird, Orthorhyncus cristatus exilis, in the United States.
The Auk 85: 322.

Qi, Y., L. Ding, Y. Zhao, C. Niu, Ex. Wang, and W. Zhao. 2020. Toad-headed lizard phrynocephalus forsythii (Squamata,
Agamidae) as a potential ring species inferred from population genetic differentiation. Asian Herpetological
Research 11: 312-319.

de Queiroz, K. 1999. The General Lineage Concept of Species and the Defining Properties of the Species Category.
Species: New Interdisciplinary Essays, 49—89. The MIT Press, Cambridge, MA.

de Queiroz, K. 1998. The General Lineage Concept of Species, Species Criteria, and the Process of Speciation. Endless
Forms: Species and Speciation, 57-75. Oxford University Press, New York City, NY.

Raffaele, H., J. Wiley, O. Garrido, A. Keith, and J. Raffaele. 2003. Birds of the West Indies. Princeton University Press,
Princeton, NJ.

Rahman, A. Y. A., A. O. Usharraj, B. B. Misra, G. P. Thottathil, K. Jayasekaran, Y. Feng, S. Hou, et al. 2013. Draft genome
sequence of the rubber tree Hevea brasiliensis. BMC Genomics 14.

Riina, R., J. A. Peirson, D. v. Geltman, J. Molero, B. Frajman, A. Pahlevani, L. Barres, et al. 2013. A worldwide molecular
phylogeny and classification of the leafy spurges, Euphorbia subgenus Esula (Euphorbiaceae). Taxon 62: 316—
342.

Rochette, N. C., and J. M. Catchen. 2017. Deriving genotypes from RAD-seq short-read data using Stacks. Nature
Protocols 12: 2640-2659.

Rubin, B. E. R., R. H. Ree, and C. S. Moreau. 2012. Inferring phylogenies from RAD sequence data. PLoS ONE 7: 1-12.

Sahagun-Godinez, E., and J. A. Lomeli-Sencién. 1997. Pedilanthus diazlunanus (Euphorbiaceae): Pollination by
hymenopterans in a bird-pollinated genus. American Journal of Botany 84: 1584—1587.

Santiago-Valentin, E., and R. G. Olmstead. 2004. Historical Biogeography of Caribbean Plants: Introduction to Current
Knowledge and Possibilities from a Phylogenetic Perspective. Taxon 53: 299-319.

Shepherdson, J. P. 2018. Observations of territorial behavior of the Antillean Crested Hummingbird (Orthorhyncus
cristatus) on St. Eustatius. Journal of Caribbean Ornithology 31: 48-50.

Simpson, G. G. 1961. Principles of animal taxonomy. Columbia University Press, New York City, NY.

Soltani, G. G., D. Bénon, N. Alvarez, and C. J. Praz. 2017. When different contact zones tell different stories: Putative
ring species in the Megachile concinna species complex (Hymenoptera: Megachilidae). Biological Journal of the
Linnean Society 121: 815-832.

Stamatakis, A. 2014. RAxML version 8: A tool for phylogenetic analysis and post-analysis of large phylogenies.
Bioinformatics 30: 1312-1313.

Stimson, L. A. 1944. Riccordia ricordii Seen at Miami, Florida. The Auk 61: 300-301.

Torres-Vanegas, F., A. S. Hadley, U. G. Kormann, F. A. Jones, M. G. Betts, and H. H. Wagner. 2019. The Landscape
Genetic Signature of Pollination by Trapliners: Evidence From the Tropical Herb, Heliconia tortuosa. Frontiers in
Genetics 10: 1-12.

Veiga Blanco, T., L. Galetto, and I. C. Machado. 2013. Nectar regulation in Euphorbia tithymaloides L., a hummingbird-
pollinated Euphorbiaceae. Plant Biology 15: 910-918.

Volpe, N. L., A. S. Hadley, W. D. Robinson, and M. G. Betts. 2014. Functional connectivity experiments reflect routine
movement behavior of a tropical hummingbird species. Ecological Applications 24:2122-2131.

Volz, E. M., C. Wiuf, Y. H. Grad, S. D. W. Frost, A. M. Dennis, and X. Didelot. 2020. Identification of Hidden Population
Structure in Time-Scaled Phylogenies. Systematic Biology 69: 884-896.

Wadge, G. 1994. The Lesser Antilles. In S. K. Donovan, and T. A. Jackson [eds.], Caribbean Geology: An Introduction,
167-177. The University of the West Indies Publishers’ Association (UWIPA), Kingston.

63



Wang, W., B. Feng, J. Xiao, Z. Xia, X. Zhou, P. Li, W. Zhang, et al. 2014. Cassava genome from a wild ancestor to
cultivated varieties. Nature Communications 5.

Wen, G., and J. Fu. 2021. Isolation and re-connection: the formation of a ring-shaped speciation continuum in an
odorus frog (Odorrana margaretae). Authorea: 1-40.

Willing, E. M., C. Dreyer, and C. van Oosterhout. 2012. Estimates of genetic differentiation measured by fst do not
necessarily require large sample sizes when using many snp markers. PLoS ONE 7: 1-7.

Wright, S. 1978. Evolution and the Genetics of Populations, Volume 4: Variability within and among natural
populations. University of Chicago Press, Chicago, IL.

Wright, S. 1931. Evolution in mendelian populations. Genetics 16: 97-159.

Wright, S. 1951. The genetical structure of populations. Annals of Eugenics 15: 323-354.

Wou, P., C. Zhou, S. Cheng, Z. Wu, W. Lu, J. Han, Y. Chen, et al. 2015. Integrated genome sequence and linkage map of
physic nut (Jatropha curcas L.), a biodiesel plant. Plant Journal 81: 810-821.

64



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Objetivos
	Escenarios, Hipótesis y Resultados Esperados
	Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Referencias
	Anexos
	Referencias

