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RESUMEN

Por su longitud y escasa anchura, la peninsula de Baja California es un ambiente casi insular.
Como consecuencia las especies que habitan la peninsula se encuentran parcialmente o
completamente aisladas. Procesos evolutivos como la vicarianza y eventos recientes como la
dispersion y la migracion de individuos juegan un papel clave en la diferenciacion
poblacional. En el presente estudio se utilizo el pitayo, Stenocereus thurberi como una especie
modelo para explorar la relacion entre la distribucion geografica actual, y la estructura
genética y el flujo génico. Asimismo, con base en la informacion genética de la especie, se
explora el efecto de la separacion de la peninsula y su complicada evolucion entre sistemas
insulares y peninsulares, teniendo en cuenta el movimiento de los polinizadores y los
dispersores de semillas. Se estudiaron 12 poblaciones a lo largo de su area de distribucion
geografica para evaluar la diversidad y la estructura genética. Se pusieron a prueba métodos
para modelar los procesos filogeograficos con base en las secuencias de ADN de cloroplasto:
trnL-trnF,rp[32-trnL y petB intron D4. Los resultados mostraron alta variabilidad genética,
donde la diversidad haplotipica fue mayor en poblaciones continentales que peninsulares
(promedio Hs=0.813 y Ha=0.713, respectivamente), con una estructura genética mas marcada
en las peninsulares (G,=0.143 en continente y G,=0.358 en la peninsula). La mayor
diferenciacion se presento entre las poblaciones peninsulares y continentales (40.38%), con
aislamiento por distancia (r=0.466; P=0.001). Se encontraron tres posibles barreras
geograficas ancestrales 1) en la peninsula y el continente, 2) una en la porcion sur de Baja
California y 3) en la poblacion de Sonoyta en Sonora. El analisis bayesiano muestra una
separacion de los haplotipos de Baja California, lo cual sugiere un evento de vicarianza
acompaifiado de eventos de dispersion a través del Golfo de Baja California de forma mas
reciente y por ello algunos haplotipos se comparten. Se reconstruyeron dos haplotipos
ancestrales continentales y uno peninsular. Este ultimo incluye una poblacion costera de
Sonora (Kino), probablemente relacionada con las poblaciones de Baja California Sur desde
el Pleistoceno. En el Ultimo Méaximo Glacial (aproximadamente hace 21,000 afios) las
poblaciones se contrajeron en el sur de Sonora y Baja California. Actualmente, existe una
expansion poblacional muy reciente y la especie aun se encuentra en actual divergencia

poblacional pese al flujo génico actual.
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ABSTRACT

Because of its length and narrow width, the peninsula of Baja California is an almost insular
environment. As a result its species are partially isolated. Evolutionary processes including
vicariance and other recent events play a key role in population differentiation. The pitayo
Stenocereus thurberi is used as a model specie to explore the effect of the current
geographical distribution in genetic structure and gene flow. This study explores the effect of
the separation of the peninsula and the complicated evolution among island and peninsular
systems based on genetic information. It further takes into account the complex movements of
pollinators and seed dispersers. 12 populations were used throughout its range to assess
diversity and genetic structure. Phylogeographical methods were tested to model processes
based on the chloroplast DNA sequences: trnl-trnk, rpl32-trnL petB intron and D4. It was
found that there is high genetic diversity. The genetic variance was higher in mainland
populations than in peninsular populations (H;= 0.81336; H;= 0.71335), however the
structure was more marked in the peninsular populations (G, = 0.4677). Greater
differentiation occurs between peninsular and continental (40.38%) populations, with
isolation by distance (r = 0.466, P = 0.001). Three possible ancestral geographic barriers were
found. Bayesian analysis showed a partial separation of Baja California haplotype, which
suggests vicariance accompanied by a subsequent dispersion across the Gulf of Baja
California. Two continental ancestral haplotypes and one peninsular were reconstructed. The
latter includes the continental population of Kino probably from contact during the
Pleistocene and environmental similarities between Baja California and the coastal
populations of Sonora. In the Last Glacial Maximum (c.a 210000 years ago) the populations
contracted in southern Sonora and Baja California. Currently, these populations are
undergoing a recent population expansion and the species is still in current population

divergence despite the current gene flow.
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1. INTRODUCCION

La peninsula de Baja California es un ambiente casi insular por su extension y poca
anchura. Como consecuencia las especies cercanamente emparentadas se encuentran
parcialmente aisladas por el golfo de California. Los procesos evolutivos incluyendo la
vicarianza y otros eventos mas recientes como: endogamia, deriva génica y flujo de genes,
juegan un papel clave en la diferenciacion poblacional. Debido a los movimientos relativos de
las placas tectonicas del Pacifico y de Norteamérica, la peninsula se ha ido apartando del
continente con la paulatina creacién de un nuevo piso ocednico en los ultimos 12 millones de
anos (finales del Mioceno medio; Sandoval-Castillo et al., 2003; Riddle et al., 2000). El
resultado final fue un surgimiento gradual del llamado “Golfo de California” hace
aproximadamente 4-5 millones de afios y la creacion de la placa Rivera a través de lo que se
conoce como “fallas trasformes” (Calmus et al., 2008). Este episodio geoldgico condujo a
notables transformaciones ecoldgicas y a procesos evolutivos como la vicarianza que puede
producir especiacion de forma alopatrica, como se ha reportado en mamiferos, peces, plantas,
entre otros (Karig y Jensky, 1972; Riddle et al., 2000; Grismer, 2000). El Golfo de California,
conocido también como Mar de Cortés es actualmente una barrera geografica para muchas
especies de la costa del Pacifico Mexicano. Algunas especies que derivaron de antiguas
poblaciones que alli habitaban durante la apertura del Golfo, probablemente evolucionaron en
aislamiento geografico bajo nuevas determinantes ecologicas, geoldgicas y oceanograficas
(Ezcurra et al., 2002). Otras especies, que migraron después de la apertura del Golfo han
evolucionado posteriormente en aislamiento, y mientras que otras, mantienen diversos grados
de conexion genética con el continente. Esta disyuncion ha tenido un enorme efecto en el
origen, distribucion y evolucion de organismos, donde actualmente se albergan ambientes
templados, desértico-calidos, subtropicales y tropicales (Grismer, 2000; Mulcahy y Macey,
2009).

Antes de la teoria de la deriva continental y la tectonica de placas, se propusieron
algunos modelos para explicar los procesos evolutivos que produjeron la diversidad y
aislamiento de la flora y fauna actual de esta region natural (Wood ef al., 2008; Mulcahy y
Macey, 2009). Orr (1960), propuso modelos ecogeograficos de dispersion para explicar la

distribucién de mamiferos. Lo mismo hizo Stager (1960) para la avifauna, y Savage (1960)

17



para los reptiles y anfibios a lo largo de la peninsula. Posteriormente, con la aceptacion de la
teoria de tectonica de placas y el avance en el estudio de la geologia regional. Murphy (1983) y
Grismer (1994) propusieron a la vicarianza generada por la separacion de la region de los
Cabos, como elemento fundamental para explicar la historia de la herpetofauna peninsular. De
acuerdo a Grismer (2000), Upton y Murphy (1997) y Riddle et al., (2000), existen tres procesos
mayores de fragmentacion que fueron importantes en generar la diversidad actual de la region
del Alto Golfo de California (1) una extension del Golfo durante el Plioceno Tardio, (2) la
desaparicion del istmo de La Paz que fue cubierto por agua durante este mismo periodo, y (3) la
aparicion de un canal somero que se encontraba en la actual region central de Baja California,

antes del Pleistoceno Medio.

En la peninsula de Baja California existen numerosos casos de endemismo (Riemann y
Ezcurra, 2007; Ramirez-Acosta et al., 2012). Muchos de ellos son indudablemente el producto
de la vicarianza (Bernadi ef al., 2003; Garrick et al., 2009). Sin embargo, existen especies en la
peninsula (y en las islas) que exhiben poca o escasa diferenciacion morfoldgica pese a las
barrera geografica que representa el Golfo de California (Rumemark et al., 2012). Esta
similitud fenotipica, puede indicar (1) la presencia de flujo genético tanto por el norte de la
peninsula, como a través del Golfo de California o (2) que si haya una diferenciacion genética
entre poblaciones separadas por el Golfo de California, pero que no sea aparente a nivel
morfologico (criptoespecies) (Mulcahy y Macey, 2009). Por otro lado un proceso de vicarianza
de biota ancestral por aislamiento alopatrico durante el Nedgeno tardio se explicaria por la
diferenciacion poblacional entre especies presentes en ambas costas del golfo, o de monofilia
reciproca entre filogrupos intraespecificos (Croizat et al., 1974; Kroft et al., 2006; Pérez et al.,
2011). Estos procesos que causan divergencia debido a las barreras geograficas no excluye

eventos dispersivos recientes (Kroft e al., 2006).

La estructura genética de las poblaciones naturales de los organismos incluyendo las
plantas esta determinada por la interaccion entre fuerzas evolutivas como seleccion natural,
mutacion, deriva génica, endogamia y flujo génico (Hedrick, 2005). La magnitud y la direccion
de estas fuerzas favorece en algunos casos la diferenciacion, y en otros la homogenizacion
genética entre poblaciones (Hedrick, 2005; Wang et al., 2008). Este movimiento de genes que

conduce al reordenamiento de las poblaciones de cada especie, esta intimamente relacionado
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con la biologia reproductiva de las especies, por ejemplo, los procesos de polinizacion,
dispersion de semillas y su posterior establecimiento. En este sentido, la estructura genética de
las poblaciones, esté relacionada con los movimientos locales y migratorios de los
polinizadores y dispersores de semillas. En muchos ecosistemas es importante incluyendo el
desierto el papel de la quiropterofilia desierto es muy importante en la estructuracion de las
poblaciones de cacticeas columnares. Los murciélagos tienen una amplia capacidad de
forrajear en distintos ambientes con condiciones cambiantes alrededor de su area de
distribucion (Neuweiler, 2000). En general, los murciélagos nectarivoros cumplen un papel
importante en los ecosistemas porque son un vector importante para el transporte de polen,
favoreciendo la fertilizacién de muchas plantas con flores (Fleming, 1982; Godinez-Alvarez y
Valiente-Banuet, 2000). Algunas especies como Leptonycteris yerbabuenae ademas de
polinizar se alimentan de los frutos de ciertas especies y la dispersan sus semillas, facilitando la
exploracion y colonizacién de nuevos espacios o nichos para la planta (Valiente- Banuet et al.,

1996).

La filogeografia integra conceptos y técnicas de genética de poblaciones, demografia,
sistemdtica molecular, paleontologia y biogeografia (Avise, 2000; Knowles 2009). Trabaja con
componentes historicos de la distribucion espacial de los linajes de genes, tomando en
consideracion momentos el tiempo y el espacio para describir las relaciones interespecificas y
jerarquicas (Nielsen y Beaumont, 2009), o conocer las relaciones entre genes ancestrales
(Templeton et al., 2004). La filogeografia estudia la variacion entre y dentro de especies y
poblaciones de especies, generando informacion para comprender aspectos que determinan
divergencia poblacional (Avise, 2000). También, evalta las relaciones evolutivas, con base en
la distribucion espacial de las poblaciones (relaciones espaciales de la distribucion geografica)
(Avise, 2000; Hey y Machado, 2003; Freeland, 2005; Richards et. al., 2007; Nielsen y
Beaumonmt, 2009; Vazquez-Dominguez, 2009).

Los estudios filogeograficos no s6lo implican analizar factores que explican los
niveles de variacion genética, también se debe pensar en la historia, la ecologia e historia de
vida de los organismos. En estos estudios se deben tener en cuenta aspectos como: la definicion
de linajes monofiléticos, a partir de analisis defragmentos de secuencias de ADN conocidos
como haplotipos que en filogeografia se evaltan a nivel de individuos dentro de las poblaciones

(Soltis et al., 1993; Hedrick 2005). Con dichas secuencias de ADN, se puede inferir procesos
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evolutivos en el pasado a nivel poblacional trazar una relacion ancestral hacia atras en el
tiempo, por medio de genealogias de genes, y que permiten determinar el ancestro comiin mas
reciente (Hey y Machado, 2003). Ademas, cuando se trabaja con ADN extracromosomico la
herencia es primordialmente materna, la recombinacion casi nula y con alta tasa de variacion,
los estudios con ADN cloroplastico (ADNcp, plantas) o mitocondrial (ADNmt, animales) han
sido utiles como fuente de informacion para obtener la historia de las relaciones en forma lineal
(Knowles y Maddison, 2002; Avise 2009; Arteaga, 2011). Dentro de las desventajas estan que
a veces no ofrecen informacion suficiente para resolver las relaciones entre géneros muy
relacionados, es ADN que se encuentra ligado (Gielly y Taberlet, 1994), en ocasiones
diferentes partes del genoma reconstruyen una historia diferente (Vazquez-Dominguez et al.,

2009),

A partir de los modelos matematicos de demografia histérica de Kingman (1982) y
Hudson (1983) sobre filogeografia se ha desarrollado la teoria de la coalescencia, la cual ha
sido fundamental en los estudios de genética de poblaciones. Esta teoria se basa en la
estocasticidad de los procesos evolutivos (Rosenberg y Nordborg, 2002), y permitir a partir de
los linajes muestreados, simular estadisticos de resumen que expliquen los datos a partir de
miles de genealogias posibles, y dar una probabilidad de cada uno de ellos (Hickerson et al.,
2010). También, propone que la poblacion deben provenir de una unica secuencia gen original
o del ancestro comun mas reciente (MRCA por sus siglas en ingles), y la determinacion del

tiempo de este MRCA esta dada a partir de los estadisticos de resumen o estadisticos sumario.

La filogeografia es una herramienta que permite poner a prueba procesos relacionados
con la colonizacidn de islas desde el continente, abordando los temas de la dispersion y la
colonizacion a larga distancia en un marco teorico. La filogeografia permite evaluar como estos
eventos historicos han afectado recientemente la distribucion de la variacion genética en linajes
(Barton y Charlesworth, 1984). Asi, esta disciplina ha aportado evidencia genética sobre los
procesos que han afectado las poblaciones aisladas geograficamente, donde el flujo genético
juega un papel importante, como en el caso de algunas plantas (Nakamura et al., 2010; Walter

etal., 2010).

En este contexto, las poblaciones insulares, probablemente fundadas por individuos

provenientes del continente, y mostrarian menor diversidad genética en comparacion con las
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del continente (Epperson, 2004). Por tanto, si el flujo genético a grandes distancias es
esporadico, la diferenciacion genética seria directamente proporcional a la distancia (Rousset,

1997)

1.1 Modelos de distribucion de especies en filogeografia

Los dos principales componentes para acoplar la distribucion y los modelos genéticos
con técnicas moleculares son (1) generar hipdtesis filogeograficas alternativas para los datos, y
(2) evaluar estadisticamente estas hipotesis. Para explorar la influencia de los factores
historicos sobre la diversidad y estructura genética de las poblaciones podemos combinar el
enfoque filogeografico utilizando técnicas moleculares con modelos de distribucion potencial

(Richards et al., 2007).

Los modelos de distribucion de especies pueden ayudarnos a resolver preguntas
relacionadas con inferencias del cambio climatico, paleodistribuciones, hibridacion, areas de
endemismo, rutas de colonizacion post-glacial, y temas de filogeografia comparativa de taxas o
taxones codistribuidos que pueden informar sobre los cambios en la estructura de la comunidad

(Richards et al., 2007; Weins et al., 2006) y extinciones (Martinez—Meyer et al., 2004).

En el caso de la historia de las especies de plantas en el Desierto Sonorense, se puede
producir un mapa de distribucion potencial en el pasado, utilizando una base de datos
geografica, que represente las condiciones climéaticas que prevalecieron en el Pleistoceno. El
Desierto Sonorense aparentemente se formo en respuesta a una tendencia de sequia en el
Mioceno tardio (5,000 a 8,000 millones de afos atras), sin embargo, la mayoria de las especies
del desierto (incluyendo las cactaceas) probablemente evolucionaron més temprano en el
matorral espinoso 6 el bosque tropical caducifolio (Van Devender, 1990, 2000). Las
distribuciones actuales de cactaceas columnares del Desierto Sonorense probablemente
ocurrieron en cada uno de los 15-20 interglaciares durante el Pleistoceno (Van Devender, 1990,

2000).

1.2 ANTECEDENTES

Este trabajo tiene como antecedente directo los trabajos sobre cactaceas columnares
que iniciaron con los estudios sobre la ecologia de poblaciones de especies del Desierto

Sonorense como en el caso de Forrest Shreve quien inicio investigando al saguaro (Shreve,
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1910). Después, Steenbergh y Lowe (1969, 1976), Turner (1960) y Huto et al., (1986),
produjeron el primer gran compendio monografico sobre la ecologia de la vegetacion del

Desierto Sonorense destacando como una especie muy importante al saguaro.

En el noroeste de México, Turner (1992) comenzo trabajos de fotografia repetida con
saguaros que posteriormente permearon a otras especies (Bullock et al., 2005), junto con
trabajos de biologia reproductiva (Parker, 1987; Nason et al., 2002, Hartmann et al., 2002;
Fleming et al., 1996, Holland y Fleming, 1998), y que se extendieron a conocer los aspectos
genéticos y evolutivos asociados a la diferenciacion poblacional de estas especies. Es
importante estudiar estas especies debido a que son endémicas y representativas de los
ecosistemas desérticos. Dentro de los estudios genéticos se ha encontrado niveles moderados de
variacion genética y relativamente poca diferenciacion se han descrito para las cactaceas del
noroeste de México, incluyendo Stenocereus eruca-S. gummosus (Clark-Tapia y Molina, 2003;
Clark-Tapia et al., 2005), Lophocereus schottii (Nason et al., 2002), Pachycereus pringlei
(Fleming et al., 1998), y marginalmente para, S. thurberi, Carnegiea gigantea, L schotti y
Pachycereus pringlei (Hamrick et al,. 2002).

En el caso de S. thurberi, Bustamente et al. (enviado) describen la variacion,
estructura y flujo genético a detalle en las poblaciones del continente, encontrando poca
estructuracion genética entre poblaciones debido al flujo genético que impide la diferenciacion
entre poblaciones. Este trabajo, busca responder que tanta es la estructura genética y el flujo
genético a través del Golfo de California en poblaciones continentales y peninsulares de S.

thurberi, para discernir patrones de diferenciacion por vicarianza y/o geodispersion.
1.2.1 La familia Cactaceae

La familia Cactaceae esta formada por mas de 2000 especies en 200 géneros (Nyffeler,
2002), que se caracterizan por presentar notables modificaciones morfoldgicas y fisiologicas
que les permite enfrentar condiciones de limitacion hidrica (Prado et al., 2010; Vazquez-
Sanchez et al., 2012). También, son un elemento fitogeografico importante del paisaje de las
zonas aridas y semidridas del Nuevo Mundo: desde Canada hasta Argentina. La distribucion
actual de las especies de cactaceas es atribuible a eventos geoclimaticos, que se estiman
empezaron a ocurrir desde hace aproximadamente 30 millones de afios (Cota—Sanchez, 2008).

La familia Cactaceae es representativa de la radiacion evolutiva de los taxa de biomas aridos de
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América. Estudios de evolucion molecular sefalan que este grupo monofilético presenta altas
tasas de especiacion y su radiacion ocurri6 recientemente durante la expansion de ambientes
aridos, muy posiblemente en el Mioceno/Plioceno (Herndndez-Herndndez 2010; Herndndez-
Hernandez et al., 2011). La radiacion del grupo coincide con la reduccion global en la
precipitacion y en la concentracion de CO, (Arakaki et al., 2011), asi como eventos geologicos
continentales. Estos procesos incluyeron intensificacion de la aridez y surgimiento de diversos

habitats que las cactaceas colonizaron con éxito (Hernandez-Hernandez, 2010).

Las cactaceas pertenecen a una familia joven, de la cual se tienen muy pocas muestras
de fosiles, y parece que estan en proceso de diferenciacion, debido a mutaciones y poliploidias,
que continuamente han hecho surgir nuevos taxa (Herndndez-Hernandez et al., 2014). Los que
en general, son plantas con ciclos de vida largos y bajas tasas de crecimiento (Ortega-Baes y

Godinez-Alvares, 2006, Davila et al., 2002).

Meéxico es un pais importante para la conservacion de cacticeas ya que es uno de los
principales centros de diversificacion de la familia (Ortega-Baes y Godinez-Alvares, 2006;
Fersham et al., 2011). En México, existen aproximadamente 660 especies del total de las entre
1600 y 1800 reconocidas para la familia, y de estas, el 78% son especies endémicas (Gibson y
Nobel, 1986). Ciertos ecosistemas mexicanos han sido favorecidos por la radiacion adaptativa

del grupo.

En especies de cactus columnares, el estudio de la separacion geografica de las
poblaciones en los géneros Lophocereus y Stenocereus, ha provisto de algunos ejemplos con
patrones evolutivos interesantes (Nason et al.,2003 ; Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2002). En
particular, en la colonizacion de un ambiente diferencial desde poblaciones continentales, se ha
encontrado la presencia de estos patrones en algunas especies de cactaceas columnares (Nason

et al., 2002; Nassar et al., 2003).

1.2.2. Analisis moleculares en cactaceas columnares

Pocos andlisis moleculares se han hecho con cactaceaes. Los marcadores RAPD
(random amplified polymorphic DNA, por sus siglas en inglés) han sido utilizados para el
analisis de diversidad genética en algunas columnares (Nassar et al., 2003; Clark-Tapia et al.,
2005; Figueredo et al., 2010), y en todos los estudios los resultados muestran valores altos de

variabilidad genética para este tipo de plantas.
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En el caso de Stenocereus thurberi, Bustamante et al., (enviado), utilizaron ISSR
(Inter Simples Sequence Repeats) y, determinaron valores altos de diversidad genética producto
del flujo de genes continuo entre poblaciones. Hamrick et al., (2002) utilizando aloenzimas en
especies de cactus columnares del Desierto Sonorense con distribucion disyunta entre Sonora y
la peninsula de Baja California (L. schottii, P. pringlei y S. thurberi), presentan valores altos de
variacion genética y que esta mayor en las poblaciones de la peninsula de Baja California.
Otero-Arnaiz et al., (2005) y Parra et al., (2010) utilizando como marcadores microsatélites
estudiaron en el Centro y Sur de México en Polanskia chichipe y Stenocereus pruinosus
respectivamente, utilizando como marcadores microsatélites y encontraron una fuerte estructura
genética.

Butterworth et al., (2002) incluyendo genes de cloroplasto estudiaron algunas
relaciones filogenéticas entre géneros de la tribu Cacteae. Arias ef al., (2003) y Arias et al.
(2005) han incluido algunas regiones de cloroplasto para resolver la filogenia molecular en los
géneros de cactus columnar Pachycereus y Peniocereus. Los analisis filogenéticos con datos
de secuencias de cloroplasto han sido realizados a niveles taxondmicos de familias y ordenes
(Nyfteler, 2001; Lopez-Sesé et al., 2003; Herndndez-Herndndez ef al., 2011), incluyendo
genes y espaciadores intergénicos (Nyfteler, 2001), resolviendo relaciones filogenéticas de

monofilia en la familia Cactaceae (Hernandez-Hernéndez et al, 2011).

Por otra parte, la reciente publicacion del genoma del cloroplasto de Carnegiea

gigantea (Sanderson et al., 2015).

1.3 ESPECIE EN ESTUDIO

Stenocereus thurberi cominmente llamado pitaya dulce, es un cactus columnar de 3 a 8
m de altura, con una extensa distribucion en el Desierto Sonorense. Normalmente presenta
numerosas ramas o brazos que emergen desde la base o desde un tronco corto (Turner et al.,
1995; Bustamante y Burquez, 2008). Se caracteriza por que sus tallos tienen aproximadamente
6 pulgadas de diametro, con entre 12 y 17 costillas por brazo. Presenta entre 9 y 10 espinas por
areola (Arreola-Nava y Terrazas, 2003). Es una especie diploide con 11 pares de cromosomas

(pinkawa y Parfitt, 1982).

Stenocereus thurberi presenta flores solitarias, perfectas, hermafroditas y tipicamente
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quiropterofilas, con diferentes tonalidades que oscilan entre crema y rosa. Las flores abren poco
después del crepusculo y cierran en el transcurso de la manana del dia siguiente. Generalmente
S. thurberi inicia su floracion a mediados de mayo, a veces desde finales de abril. Dependiendo

de la localizacion geografica, la floracion dura entre 8 y 12 semanas (Bustamante y Blirquez,

2008).

Dado que S. thurberi es una especie auto-incompatible, su polinizacion depende de la
interaccion bidtica con animales (Fleming et al., 1996; Fleming e t a., 2001; Busr;tamante at
al., 2001). El murciélago nectarivoro Leptonycteis yerbabuenae es su principal polinizador. Sin
embargo, también se reportan visitas de varias especies de colibries y pajaros carpinteros, asi
como de otros polinizadores (esfingidos). Leptonycteris yerbabuenae se refugia durante el
invierno en latitudes del sur y centro de México y en el verano aumenta sus visitas de
polinizacion (Valiente- Banuet ef al., 1996; Bustamante et al., 2010). Los frutos maduran a lo
largo del verano, ofreciendo el pericarpio a los dispersores, principalmente murci¢lagos y aves,
aunque otros animales vertebrados (incluyendo humanos) también dispersan semillas, por los
mismos se afirma que la endozoocoria es el mecanimso de dispersion primaria de las semillas
(Sosa et al., 2005; Otero-Arnaiz et al., 2005). Ademas, la pitaya dulce tiene gran importancia

etnobotanica, dado que sus frutos son utilizados como alimento por los pobladores locales.
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2. HIPOTESIS DE INVESTIGACION

Teniendo en cuenta que el cactus columnar Stenocereus thurberi es una especie
autoincompatible y la polinizacion y dispersion de las semillas es dependiente de la zoocoria.
Por ello, se afirma que la variacion genética de las plantas en los ambientes continental y
peninsular del Golfo de California es resultado de procesos biogeograficos de vicarianza

histérica y/o en caso contrario de geodispersion de genes a través del mar.

26



3. OBJETIVOS

3. 1 Objetivo general.

Determinar los patrones de variacion y estructura genética, con base en ADN de cloroplasto
cpADN, asi como, analizar la estructura filogeografica de poblaciones de Stenocereus thurberi, en
el contexto de los diferentes procesos historicos que han operado en las regiones del Desierto

Sonorense y Baja California.

3.2 Objetivos especificos.

Evaluar y comparar los niveles y patrones de variacion genética entre poblaciones de
Stenocereus thurberi utilizando marcadores moleculares del cloroplasto.

Estimar la diversidad haplotipica y su relacion con la diferenciacion fenotipica en
poblaciones de S. thurberi.

Estimar la distancia genética y flujo genético entre poblaciones disyuntas continentales y
peninsulares a lo largo del area de distribucion de esta especie.

Evaluar si las poblaciones peninsulares muestran un patroén de eventos de dispersion a larga
distancia o de vicarianza.

Obtener el modelo de distribucion potencial de S. thurberi y proyectarlo al Pleistoceno para

estimar los posibles cambios de distribucion de la especie en el tiempo.
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4. METODOLOGIA

4.1 Poblaciones de estudio.

Se eligieron 12 poblaciones de S. thurberi distribuidas a lo largo del Desierto Sonorense
siete en el continente y cinco en Baja California Sur (poblaciones peninsulares). Las siete
poblaciones continentales se localizan a lo largo de un gradiente latitudinal que cubre desde la
planicie costera del sur de Sonora hasta la subdivision del Desierto Sonorense y Altiplano de
Arizona en el norte del estado. Estas poblaciones también incluyen un gradiente altitudinal
desde el nivel del mar hasta casi los 1000 m de elevacion. Son sitios con diferentes
caracteristicas edaficas y de temperatura, Sonoyta es la poblaciéon mas al norte y Zacate Blanco
la més surefia (ver Figura 1). Adicionalmente, se seleccionaron cinco poblaciones peninsulares
distribuidas en la peninsula de Baja California, desde la region de Los Cabos hasta el Desierto
del Vizcaino, incluye poblaciones que se localizan en elevaciones que van desde el nivel del
mar hasta casi los 1000 m de elevacién (Tabla 1, Fig. 1). Dicha variacion altitudinal se expresa

en una amplia variacion climatica, edafica y biotica (ver Burquez et al., 1999).

Tabla 1 . Poblaciones muestreadas de Stenocereus thurberi en Sonora y en la peninsula de Baja California,

Meéxico.
Numero de
Poblacion Ubicacion Latitud N Longitud O Altitud (msnn  ejemplares
colectados
CONTINENTALES
Carbo Sonora 29°34°06" 111°0529” 501 42
Guasimas Sonora 27°52°10" 110°28°55"" 5 43
Kino Sonora 28°52°56"" 112°01739"" 60 30
Magdalena Sonora 30°40°57" 110°58°46"" 964 45
Sonoyta Sonora 31°48°17" 112°51°56" 512 44
Tecoripa Sonora 28°37°50" 109°57°42"" 411 30
Zacate blanco Sonora 26°38712" 109°18°39"" 15
PENINSULARES
Balandra Baja California Sur 24°19722" 110°18745" 11 41
El Palmar Baja California Sur 23°1624" 110°8°11" 58 39
Nopolo Baja California Sur 25°56°6" 111°22°11” 63 31
Santa Rosalia Baja California Sur 27°22°50"" 112°23°31" 372 36
San Francisco Baja California Sur 27°28°15" 113°13'19” 182 35
Total=566
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4.2 Obtencion de muestras, extraccion del ADN y métodos analiticos.

Para cada una de las poblaciones seleccionadas se colecto tejido de las costillas de brazos
jovenes de 15 a 20 individuos adultos en estado reproductivo, elegidos arbitrariamente
conforme aparecieron en el muestreo. Para ello se tomd una muestra angosta del tejido
fotosintético de aproximadamente 10 cm de longitud y 1-2 cm de anchura. En Sonora las
muestras de tejido se guardaron provisionalmente en una hielera para transportarlo antes de
colocarlas en un congelador a -19 °C, y luego se almacenaron en un ultra congelador (-80 °C).
Las muestras de Baja California Sur se colocaron en bolsas ziplock con aproximadamente 15
gramos de silica gel para lograr una rapida desecacion. Posteriormente, se guardaron en un ultra
congelador a -80 ° C. La colecta en las poblaciones de Sonora se hizo en el afio 2005 por la

Dra. Enriquena Bustamante Ortega y fue quien las facilitd para poder realizar esta investigacion
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Figura 1. Distribucion geogrdfica de las muestras de Stenocereus thurberi (Cactaceae) en su drea de distribucion.
Los puntos azules corresponden a las poblaciones continentales en Sonora y los puntos rojos son las de Baja
California.
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La técnica de extraccion de ADN se realizd segiin la metodologia propuesta por Doyle y
Doyle (1987) utilizando minipreparaciones. Se realizaron algunas modificaciones que responden de
forma adecuada para plantas con caracteres de vegetales suculentos descritos por Valera y Falcon,
(2007) y ajustes realizados por E. Bustamante (datos no publicados). Debido en gran parte a la
abundante cantidad de mucilago (polisacaridos) que contienen los tallos de las cactaceas, las

muestras fueron tratadas con proteinasa K y RNAsa (Apéndice I).

Tabla 2. Iniciadores amplificados para S. thurberi

Oligonucleotidos Anclaje Secuencias 5" —3°
petB intron D4 Sak23F (ex6n/D1) GGARTATGAGTGTGTGACTTG
Sak24R(D5) ATRTGAGANTTTCATCTCGTAC
Shaw Vcd trnL(UAG) CTG CTT CCT AAG AGC AGC GT
rpl32-F CAG TTC CAA AAA AAGTACTTC
Taberlet CF trnL (UAA) CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG
trnF (GAA) ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG

Se amplificaron tres regiones del cloroplasto mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles). Estas regiones incluyen el fragmento intergénico rpl32-
trnL o Shaw Vcd de la seccion corta de copia unica (Shaw et al., 2005), el intron D4 del fragmento
petB, y del fragmento intergénico trnl-trnF de Taberlet et al., (1991) que esté en la seccion larga de
copia unica. Las secuencias utilizadas son no codificantes debido a que estos genes evolucionan mas
rapidamente que las secuencias codificantes como el gen rbcL, estas Gltimas son mas utilizadas para
estudiar las diferencias entre especies (Gielly y Taberlet, 1994). Debido a la baja tasa de
recombinacion del cloroplasto las diferentes combinaciones de variantes en las regiones del
cloroplasto son considerados como haplotipos. Las secuencias de los iniciadores sintetizados
por Invitrogen se muestran en la Tabla 2. Para su amplificacion se utilizaron termocicladores
PCR-express marca Thermo Electron y enzima Taq polimerasa recombinante. Las condiciones
de reaccion obtenidas para un volumen de 25uL fueron: 2uL DNA total, 1U Taq polimerasa
(Amplificasa), 1 XBuffer con MgCl. 1mM, dNTP 2.5mM c/u, iniciadores 0,3uM. Los
productos de PCR corroboraron mediante electroforesis, utilizando TAE 0.5X como buffer, gel
de agarosa al 2% y bromuro de etidio como agente intercalante. Los geles se fotografiaron con
una camara digital. Las imagenes se digitalizaron con el programa Kodak ID.

Se concatenaron los fragmentos amplificados de acuerdo al orden reportado en un mapa

de cloroplasto de referencia en Nicotiana tabacum. Finalmente, se realizaron las PCRs para las
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poblaciones con condiciones estandarizadas en términos de temperatura de alineamiento y

concentraciones de MgCl2 (Tablas 4).

Tabla 3. Concentraciones estandarizadas de los reactivos de PCR, para los tres marcadores trnL-trnF,
petB intron D4 y trnL-rpl32.

Reactivos [inicial] [final] Reaccion
Agua 15.96 pl
Buffer 10X 1X 2.5 ul
MgCI2 30mM ImM 0.83 pl
dNTP 2.5 mM c/u 0.2 mM c/u 2 ul
Primer Fwd 10 uyM 0.3 uM 0.75 ul
Primer Rvs 10 uM 0.3 uM 0.75 pl
Taq pol. 50/ul 1 U/ul 0.2 ul
DNA 2ul
Total 25 ul

Tabla 4. Condiciones estandarizadas para hacer las PCR de los tres primers.

Proceso ‘emperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C S min 1
Desnaturalizacion 94°C 30 seg
Alineacion 56°C 30 seg 35
Extension 72°C 60 seg
Extension final 72°C min (ShNab y TabCF) 1
5 min (ShVed)
4°C 12hrs 1

Las muestras fueron enviadas a secuenciar en el High-Throughput Genomics Unit de la
Universidad de Washington en Seattle, Estados Unidos de América. Posteriormente, se realiz
un concatenado de las secuencias, para los 165 individuos en los que amplificaron las tres
regiones, con una longitud de 2338 pares de bases (Tabla 5). La extraccion, y amplificacion de
las muestras secadas en silica gel fue mas dificil, ya que fueron muestras muy duras y en el
momento de manipularlas era mas dificil, porque hacer los cortes no era sencillo, ademas

algunas poblaciones continentales tenian mas degradado el ADN.
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4.3 Analisis estadistico.

4.3.1 Secuenciacion

La revision manual y la edicion de las secuencias se realizo visualizando la calidad de
cada cromatrograma con los software Chromas Lite v.2.1.1(McCarthy, 1996) y Consed
(Gordon et al., 1998). Después se editaron las secuencias manualmente con los programas
BioEdit v5.0.6 (Hall, 2001) y Mesquite v2.5 (Maddison y Maddison, 2008). Realizando los
concatenados de forward y reverse de cada gen en BioEdit v5.0.6 y la revision de los

polimorfismos con el Mesquite v2.5

Tabla 5. Numero de individuos amplificados por poblacion, para cada uno de los tres marcadores.

rpL32-trnL trnL-trnF Pet B intréon D4
CONTINENTALES
Carbé 15 11 15
Guasimas 14 15 14
Kino 15 12 15
Magdalena 16 16 15
Sonoyta 17 16 16
Tecoripa 15 14 15
Zacate 15 15 15
PENINSULARES
Balandra 15 14 15
El Palmar 15 13 13
Nopolo 14 12 13
San Francisco 14 15 14
Santa Rosalia 16 15 15

4.3.2 Estadisticos de resumen

Las secuencias obtenidas se componen de 764 (trnl-rpL32), 917 (trnl-trnF)y 657 petB
intron D4 657 pares de bases que en conjunto suman 2338 pb. Estos iniciadores han sido
utilizados para reconstrucciones filogenéticas por ser variables e informativos. Las secuencias
moleculares fueron alineadas con el algoritmo de Multiple Sequence Comparison by Log-

Expetation MUSCLE v3.6 (Edgar, 2004). Los tres segmentos fueron concatenados
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conservando la direccion y el orden en que se encuentran en el cloroplasto de N. tabacum
asumiendo un ADN no recombinante utilizando el software SeaView v4.3.0 (Gouy et al.,
2010).

Se utilizo6 el programa DnaSP v 5 (Libardo y Rozas, 2009) para obtener el nimero de
sitos nucleotidicos segregantes S, y el nimero de haplotipos a partir del numero total de
nucledtidos en el estudio.

La diversidad haplotidica (4 o Ha) se determind a nivel de poblacion, de grupos
(continentales-peninsulares) y del total de las poblaciones, nuevamente con DNAsp utilizando
las formulas de /4 con su respectiva correccion por tamafio de muestra [1], donde n es
equivalente al tamafo de muestra y Xi la frecuencia del i-ésimo haplotipo.

Se calcularon dos medidas extra de diversidad genética. Una de estas medidas se estima
considerando la frecuencia de la variacion que es la diversidad nucleotidica (r) con la formula
de Nei (1987), en la cual pi y pj son las frecuencias de la secuencia iy j, respectivamente es la
proporcion de diferencias nucleotidicas entre la secuencia i-ésima y la j-ésima. Se incluyo la
correccion n/(n-1) por tamafio de muestra, donde # es el numero de secuencias en la muestra

(Hedrick, 2005) [2].

I-
A

1= %) S N Sl :
h=n — 2 d =1 1) Z Z pi"p.a"d?ja"
(n—1] = L i=1](j=1]
[1] [2]
Ademas, con base en un modelo de sitios infinitos se calculo el estimador Theta de
Waterson (6 W, theta-W, ecuacion [3]). Donde S es el numero de sitios segregantes y » el

tamafio de muestra.

Vi

D=5 1

donde A=I1#1/2+...#(n-1)1'y pa=52/M7, §iendo Sy el nimero de sitios polimérficos por
secuencia y mrel nimero de nucledtidos examinados (Nei, 1987), cuando se estd presentando
equilibrio mutacion-deriva génica [4],

Para estimar el tamafio efectivo poblacional, se utiliz6 un modelo de sitios infinitos donde
Ne es el tamafio poblacional y u es la tasa de mutacion por nucledtido por generacion (Hedrick,
2011). Se calculd Ne a partir de los datos de diversidad nucleotidica por generacion (Hedrick,

2011), considerando la tasa mutacional de cloroplasto reportadas para angiospermas, utilizando
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el valor de u=10"y u=10", porque no hubo mucha variacién teniendo en cuenta el n muestreal

(Apéndice II).

B =2Neu
N =i
2!4! [4]

Finalmente, se realizo un test de neutralidad D’ de Tajima para probar si se esta
presentando seleccion o si se dan cambios demograficos poblacionales con la formula de
Tajima (1989) [5], bajo la hipotesis de que todas las mutaciones son selectivamente neutrales
(Kimura, 1983). Bajo un modelo de sitios infinitos no recombinantes, utilizando el programa

DNAsp v5 (Librado y Rosas, 2009).

A A

D= J'[—Hﬁl.'..

"||ill Vf”-[ v:[- éil.' ) [5]

ol

Donde O =31 Ef““ D siendo S el numero de sitios segregantes ¢ i es el nimero de
alelos. Esta prueba se basa en la comparacion entre el nimero de sitios segregantes Oy y el
numero promedio de nucleotidos diferentes m, los cuales bajo neutralidad deberian ser iguales,
pero sensibles a distintos escenarios selectivos (Hedrick, 2011). Es importante resaltar que en
particular la w es poco sensible a la presencia de alelos raros, mientras que la Ow si lo es. De
esta forma, poblaciones bajo seleccion direccional (o purificadora) se caracterizan por
presentar valores de ©Ow mayores que 7, generando valores de D negativos, mientras que
poblaciones bajo seleccion balanceadora se caracterizan por presentar valores de © mayores a
los de Ow, causando valores de D positivos. Para probar diferencias significativas se comparan
los valores D con los de un modelo neutral, en el cual los datos siguen una distribucion beta
(Tajima, 1989). Los valores de D estadisticamente no diferentes de 0 indican un equilibrio
demografico, mientras que valores significativos positivos sugieren reducciones poblacionales,
(i. e., cuellos de botella), mientras que valores de D negativos indican expansiones

poblacionales (Excoffier et al., 2007).
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4.3.3. Estructuracion

Para evaluar la distribucion de la variacion genética dentro y entre las poblaciones se
realizaron tres analisis de varianza molecular (AMOVA) utilizando Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier
y Lischer, 2010): uno para la muestra total (las 12 poblaciones), otro para las poblaciones
continentales (las 7 de Sonora), y otro para las poblaciones peninsulares (las 5 de Baja
California Sur). Se realizaron 3000 permutaciones en cada caso para conocer la significancia de
los indices de fijacion. A continuacion, se realizo una evaluacion de los estimadores de
diferenciacion y estructuracion poblacional (F,), a partir de las secuencias de las poblaciones

utilizando el programa DNAsp v.5 (Libardo y Rozas, 2009).

4.3.4 Métodos filogenéticos

Para el analisis filogenético se incluyo la totalidad de los individuos de las 12 poblaciones
secuenciadas de la especie, ademas de dos grupos externos pertenecientes a las especies
Stenocereus griseus y Stenocereus gummosus. Arias et al., (2003), sefialan como especies
cercanas filogenéticamente a S. thurberi. Sin embargo, aun no se tiene la informacion de las
relaciones claras entre especies, ni fechas aproximadas de la divergencia de todas las especies
del género Stenocereus. Para el analisis filogenético, se ajustdé un modelo de mutacion bajo el
criterio Akaike (Akaike, 1973) que se obtuvo con el jModelTest v0.1.1 (Posada, 1998) para
reconstruir la filogenia. El modelo mutacional fue TPM1 de 1981 en donde la frecuencia de las
bases, es igual, posee sitios invariantes (1) y las tasas de sustitucion, se comportan como
AC=GT, AT=CG y AG=CT. Se llevo a cabo un analisis de inferencia Bayesiana para los datos
moleculares y para todos los haplotipos en el software MrBayes 3.1 (Huelsenbeck y Ronquist,
2005), efectuando una busqueda con 20 millones de generaciones, cuatro cadenas de Markov
Monte Carlo y una frecuencia de muestreo cada 1,000 generaciones, en 4 corridas
independientes (Nylander et al., 2004).

Para fechar los tiempos de divergencia de la especie se utilizé una metodologia para
elaborando una filogenia bayesiana con el programa BEAST v.1.7.5 (Drummond, et al.,2013) a
partir de las muestras trabajadas de S. thurberi de las 12 poblaciones y las secuencias obtenidas
de GeneBank de S. gummosus como el outgroup utilizando nuevamente las secuencias de trnL-
rpL32, trnL-trnFy pet B intrén D4. Se concatenaron las secuencias de cloroplasto. Los

modelos mutacionales definidos en BEAST v. 1.7.5 fueron los estimados por jModelTest
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v0.1.1 (Posada, 1998), se estim¢é una filogenia bayesiana a partir del concatenado. Para esto se
utiliz6 BEAST v.1.7.5 (Drummond, et al., 2013) en el que se corrieron 50 millones de cadenas
Markov Monte Carlo y se descart6 los primeros 10% de los arboles como burn-in. Se utilizo

un reloj molecular relajado (Lognormal relaxed clock) porque se llego a la convergencia de las
cadenas aunque los intervalos de confianza fueran grandes. La filogenia se calibrd con el nodo
interno de ingroup de 4.8 Ma (3.05-7.16) para la tribu Stenocereinae publicada por Herndndez-
Hernandez et al., (2014) definiéndolo como un grupo monofilético, no se pudieron utilizar mas
puntos de calibracion porque la informacion que se tiene de este grupo es escasa, fijando como

prior una distribucion Log Normal.

4.3.5 Red de haplotipos

Se realiz6 una red de haplotipos con el programa Network 4.6.1.1. (Polzin y Vahdati,
2004), mediante el criterio de median-joining para el concatenado de los tres genes. Este
criterio es un modelo parsimonioso de median-joining network, para determinar la conexion
entre la genealogia de genes y su relacion con la distribucion geogréfica, permitiendo hacer una

interpretacion de los resultados en términos evolutivos (Avise, 2000).

4.3.6. Anadlisis de agrupaciones espaciales genéticas

Se evalud que las poblaciones definidas ecoldgicamente estuvieran delimitadas de forma
genética también. Para ello se puso a prueba la particion de la varianza genética sobre la
distribucion geografica buscando la estructura que mejor se ajusta a los datos, utilizando una
aproximacion Bayesiana. Este analisis se realizo con el software BAPS v-6.0 (Corander ef al.,
2003), haciendo busquedas basadas en probabilidades a posteriori a partir de la informacién
genética de las poblaciones y de las coordenadas geograficas de los individuos. Se aplicé un
modelo de agrupaciones espaciales, al que se ajusto los valores para dar una resolucién fina a la
prueba. La corrida se realizd6 muestreando a nivel individual indicando que los sitios se
encuentran ligados (cada uno de los 165 individuos), probando un nimero minimo de 20

poblaciones (Nclusters= 20).
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4.3.7 Aislamiento por distancia

Se evaluo que tan diferentes resultan las poblaciones a partir de las secuencias
nucleotidicas utilizando el estadistico F, que se fundamenta para genoma haploide en la
formula [6] (Hedrick, 2011), utilizando el programa R 2.0.8 (Venables y Smith 2008). Las

mismas distancias genéticas fueron utilizadas para realizar una prueba estadistica multivariada.
1

Fo=——  [6]

(2 Nm+1)

Donde F, es una medida de las diferencias genéticas entre dos poblaciones, N es el

tamano efectivo poblacional y m es el nimero de inmigrantes por generacion.

Se evalud con una prueba de Mantel (1967) el patrén de aislamiento por distancia entre
las poblaciones utilizando el software R v2.0.8 (Venables y Smith 2008), poniendo a prueba la
correlacion entre la matriz de distancias genéticas F, y las distancias geograficas lineales.
Estas ultimas se calcularon con el paquete geosphere de R utilizando como base las
coordenadas geograficas de las poblaciones (Tabla 1).

El Test de Mantel ha sido utilizado en diferentes tipos de estudios como morfologia (van
Schaik et al., 2003), comportamiento (Cheverud, 1989), ecologia (Wright y Wilkinson, 2001).
Aunque, es de tener en cuenta que tiene algunas limitaciones debido a que en algunos casos no
es correctamente estimada la proporcion de la variacion explicada por la estructura espacial. No
obstante, puede no ser un método erroneo para investigar las relaciones lineales o espaciales en
datos univariados o multivariados. También, por la influencia en la variacion genética espacial
de procesos naturales como la dispersion de semillas y procesos selectivos, ademas de que

también se estan forzando las variables ambientales (Legendre y Fortin, 2010).

4.3.8 Barreras geogrdficas

Para demostrar la existencia de limites geograficos entre los grupos poblacionales
(continentales y peninsulares), se utilizo el programa Barrier v2.0 (Guerard y Manni, 2002),
que permite explorar la relacion entre las discontinuidades genéticas y la distribucion
geografica. Barrier es un método que se fundamenta en la utilizacion del algoritmo de
Monmonier (Monmonier, 1973), o algoritmo de la maxima diferencia, el cual fue ideado para

hacer un andlisis geografico disefiando mapas hipotéticos que contienen los datos de las
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matrices. La computacion geométrica del algoritmo provee la ubicacion y la direccion de las
barreras geograficas, generando una representacion realistica de estas barreras en un “paisaje
genético”, aplicando ademas una red geométrica que conecta las poblaciones (o localidades)
mediante una triangulacion de Delaunay (Brassel y Reif, 1973). Para darle soporte estadistico a
las triangulaciones de Monmonier se realizd un remuestreo por bootstraping de matrices
(Manni et al., 2004). Con el bootstraping se calcularon 200 matrices de distancias genéticas de

Nei (1972) entre poblaciones.

4.3.9. Analisis de distribuciones mismatch

La distancia genética entre individuos puede medir la distancia genealogica entre ellos.
Los datos genéticos permiten conocer los cambios demograficos de las poblaciones y el tiempo
transcurrido cuando esto ocurre (Rogers, 1995), dependiendo del marcador y del estimador de
la distancia genética. En poblaciones variables, la distancia genética crece con el tamafio
poblacional. Conociendo el grado de “mismatch” , esto es la distribuciones de frecuencias de
muestras genéticas pareadas para sitios de nucleotidos o de restriccion, es posible inferir los
cambios histdricos en el tamafio poblacional (Rogers 1995). Las distribuciones "mismatch” son
histogramas que muestran el patrén de diferencias para i nucleotidos entre pares de individuos
en una muestra (Rogers, 1995). Los andlisis especificos que se realian con base en las
secuencias, permiten conocer los cambios demograficos de las poblaciones y el tiempo
transcurrido cuando esto ocurre (Rogers, 1995). Se calcularon las frecuencias de diferencias
pareadas entre secuencias (prueba de mismatch) con el programa DNAsp v.5 (Libardo y Rozas,
2009), porque este no asume que los sitios variables sean independientes. Las muestras fueron
tratadas ajo el criterio de las cuatro pozas génicas estimadas en el anélisis de BAPS colocando a
prueba la hipotesis de expansion de las poblacional, la cual supone que una poblacion haploide
se mantendria en equilibrio demografico y repentinamente presenta un cambio poblacional,
posteriormente utilizando 2.0.8 (Venables y Smith 2008), se realiz6 una prueba de Welch para
observar diferencias estadisticamente significativas entre la frecuencias observadas y la

esperadas.

4.3.10. Analisis de Skyline Plot

Se realiz6 también un analisis de lineas de cielo o Skyline Plot Bayesiano, que permiten

explorar la historia demografica y evolutiva de las poblaciones. Se aplicaron modelos no
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paramétricos y herramientas de seleccion de modelos utilizando las secuencias de cloroplasto
concatenadas con el programa BEAST v.1.6.1 (Drummond y Rambaut, 2007). Es posible
conocer el modelo paramétrico N(t) que estima los cambios en el tamafio efectivo poblacional a
lo largo del tiempo (Strimmer y Pybus, 2001), para posteriormente conocer los estimados de
tiempo del ancestro comun mas reciente (MRCA, por sus siglas en ingles). El anélisis de
cambio en el tamafio poblacional en el tiempo se realiz6 separando las cuatro pozas génicas
estimadas con el programa BAPS (roja, azul, verde y amarilla), utilizando en todos los casos el
modelo de evolucién molecular de Tamura Nei 93 (TN93), debido a que con los modelos
disponibles en BEAST es el mas similar al obtenido por los resultados de JModelTest v0.1.1 .
Se escogio6 el reloj molecular relajado log normal (recomendado por los autores del software).
Los parametros utilizados se explican en el Apéndice III. Finalmente, con el software Tracer se
estimo6 la convergencia de las cadenas y se corrobor6 que las graficas de la probabilidad a
posteriori fuera una curva unimodal, evidenciando el comportamiento de las pozas génicas a

través de las generaciones en términos del tamafio efectivo poblacional.

4.3.11. Distribucion potencial

Conocer la distribucion potencial de las especies y como ha cambiado a lo largo del
tiempo es fundamental para entender los patrones de migracion de las especies y la distribucion
de los linajes (Arteaga, 2011). Los modelos de distribucion potencial aproximan el nicho
ecologico fundamental que ocupa una especie y se generan con informaciéon del medio
ambiente del presente y se proyecto para el tltimo méaximo glacial (LGM, aproximadamente
hace 21 mil afios atrés) y el altimo interglaciar (LIG, aproximadamente 130 mil afios atras),
para detectar posibles refugios durante el Pleistoceno (Martinez-Meyer ef al., 2004).

La distribucion potencial de Stenocereus thurberi fue modelada con el programa MaxEnt
v3.3.3k (Phillips et al., 2006). El modelo se generd a partir de puntos de colecta de las
poblaciones del presente estudio y de los registros de la base datos GBIF
(http://www.gbif.org/). Los registros de presencia de la especie se correlacionaron con 19

variables bioclimaticas que se encuentran en la base de datos WorldClim (www.worldclim.org)

(Hijmans et al., 2005) y con cinco capas topograficas de la United States Geological Survey
USGS (www.usgs.gov). La descripcion del modelo se muestra en el Apéndice IV. Los modelos

generados fueron visualizados mediante el software R v2.0.8 (Venables y Smith 2008),
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eliminando todas las regiones que estuvieran debajo del 10 percentil de probabilidad de
presencia para delimitar el area de mayor probabilidad de presencia de la especie.

Se realiz6 un analisis de componentes principales para eliminar la autocorrelacion
espacial, y para identificar las variables que influyen mas en el modelo. Posteriormente, se
seleccionaron los cuatro componentes mas importantes que contribuyen con el 85% de la
variacion. Estos componentes incluyen 12 variables bioclimaticas de WorldClim (temperatura
media anual, rango diurno promedio, isotermalidad, temperatura estacional, temperatura
maxima del mes mas célido, temperatura minima del mes mas ftrio, el promedio de temperatura
del cuarto mas calido, la precipitacion anual, precipitacion estacional, la precipitacion del
cuarto mas humedo, precipitacion del cuarto mas seco y precipitacion del cuarto mas frio) y 4

variables topograficas de la USGS (pendiente, topografia, FlowAc y FlowDir).

Puntos de los que se tomaron
las condiciones climaticas
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Figura 2. Modelo potencial de distribucion de Stenocereus thurberi (Cactaceae). Los puntos azules corresponden
con las posibles presencias continentales y los verdes con las peninsulares.

Ademas, se realizd un andlisis ambiental para el cual se extrajeron las 19 variables
ambientales del modelo y con base en estas se generaron puntos al azar dentro de la
distribucién de la especie (Figura 2), para las poblaciones continentales (azules) y para las

peninsulares (verdes). Se hizo un andlisis de componentes principales para seleccionar los
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componentes que aportaban juntos un valor mayor al 80% de la variacion. Posteriormente se

hizo un analisis de clusters que agrup6 la variacion ambiental.

4.3.12. Aislamiento por resistencia

Utilizando el programa DNAsp v.5 (Librado y Rozas, 2009), se evaludé que tan diferentes
resultan las poblaciones a partir de las secuencias utilizando las distancias F§, estimadas igual

en el aislamiento por distancia (IBD).

Se evalud con una prueba de Mantel (1967) el patréon de aislamiento por resistencia entre
las poblaciones utilizando el software R v2.0.8 (Venable y Smith, 2008), poniendo a prueba la
correlacion entre la matriz de distancias genéticas de F, y las distancias ambientales calculadas
como Distancia de Costo Minimo (Least Path Cost Distance). El analisis de la Distancia del
Costo Minimo es una herramienta que se utiliza en los sistemas de informacion geografica que
se fundamenta en un algoritmo para determinar la ruta mas facil entre dos ubicaciones de dos
celdas. En general este analisis crea una red para estimar las distancias en funcion de los
diferentes factores y encontrar el vector de menor valor (ESRI, 2014).Estas ultimas se
calcularon con el inverso del modelo de distribucion al presente (que seria uno menos la
proyeccion de Maxent al presente) como matriz de friccion (Van Etten, 2014). Con la cual, se
hizo una matriz de transicion en 16 direcciones usando el promedio como funcion de
transformacion. Con dicha matriz de transicion se estimo la distancia de costo. Todos los

analisis se hicieron con el paquete gdistance de R (van Etten, 2014).
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5. RESULTADOS

La region intergénica frnL con su complemento #7nF midid 917 pb y presento 4 sitios
polimorficos de los cuales todos son substituciones, Tabla 5). El segundo fragmento ¢trnL-rp/32
con 764pb presentd 6 sustituciones. Finalmente, el marcador perB intron D4 que con 657pb
fue el que menos cambios present6 a nivel de su secuencia con solo 2 sitios polimorficos.

Al recortar las regiones iniciales y finales de los marcadores donde la secuenciacion
no era tan eficiente, el tamano total del fragmento concatenado de los tres marcadores fue de
2338pb. Los haplotipos (Hap) se encuentran representados dentro del conjunto de las
secuencias de las muestras, los 10 polimorfismos que se detectaron en el concatenado de

secuencias (Tabla 6).

Tabla 6. Representacion de los polimorfismos debido a cambios en una posicion particular del fragmento

concatenado (columnas) utilizado en este estudio y su distincion en haplotipos (hileras).

359 432 440 494 499 878 1021 1024 1919 2168

Haplotipol G A - C G G T - T G
Haplotipp2 T A T A T G T A T G
Haplotipo3 G A - A T G T - T G
Haplotipp4 T T T A T G T A T G
Haplotipo5 T A T A T G T A C G
Haplotipp6 T A T A G G T A T G
Haplotipo7 T T T A G G T A T G
Haplotipo8 G A - A T G T A T G
Haplotipo9 T A T A G G T - T G
Haplotipol0 T T T A T G G A T G
Haplotipoll T T T A T G T A T A
Haplotipo12 T T T A T A T A T A

5. 1.1 Estadisticos de resumen

Se encontraron 12 haplotipos en total. De estos, ocho haplotipos se encuentran en las
poblaciones continentales (Carb6, Tecoripa, Kino, Magdalena, Guésimas, Sonoyta y Zacate
Blanco) y seis en las peninsulares (Balandra, El1 Palmar, Nopolo, San Francisco y Santa
Rosalia). En ambos grupos poblacionales se comparten cinco de los 10 sitios polimorficos que
se presentan para el total para las muestras. En la Figura 2 y Apéndice V se muestra la

distribucion y frecuencia de cada haplotipo.
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Tabla 7. Numero de individuos (N), numero de haplotipos, numero de sitios polimorficos (S), diversidad

haplotipica(Hy), diversidad nucleotidica () y Theta-W, de las poblaciones y de la muestra total.

Poblacion N Haplotipos S Hd 11 Theta-O D' Tajima
Carb6 11 4 308000  0.0005 0.00044 0.465 ns
Guéasimas 14 3 2 0.6593  0.00027  0.00034 0.700 ns
Kino 12 3 307121 0.00056  0.00042 1.022 ns
Magdalena 15 4 307714 0.00055  0.00039 1.201 ns
Sonoyta 16 2 1 05250  0.00022  0.00013 1473ns
Tecoripa 14 3 2 0.6923  0.00038  0.00027 1.127 ns
Zacate 15 4 307523 0.00063 0.00039 1.754 ns
Blanco
ey 97 9 8 081336 0.00062  0.00066 -0.166 ns
continentales
Balandra 14 3 5 0.6483  0.0008 0.00067 0.651 ns
Nopolo 12 4 0.6818  0.00091 0.00057 2.115 *
El Palmar 13 3 5 0.6410  0.00087  0.00069 0.916 ns
San 14 3 4 03846  0.0004 0.00054 -0.847 ns
Francisco
Santa Rosalia 15 1 0 0 0 0 0
Total 68 8 6 071335 0.00092  0.00054 1.724 ns
Peninsulares
?gt‘;‘l‘“” 165 12 10 0.8702  0.00107  0.00075 1.015 ns

Los valores mas altos de diversidad haplotipica se encontraron en las poblaciones de
Magdalena (H; = 0.7714), Zacate Blanco (H; = 0.7523) y Carbo (H;= 0.8000) (Tabla 7). Los
menores en Santa Rosalia (H; = 0) y San Francisco (H;= 0.3846): las poblaciones mas nortefias
de la peninsula. En Sonora la poblacion mas nortefia también presenta el valor relativamente
bajo (H; = 0.5250 para Sonoyta). En cuanto a la diversidad nucleotidica se presento el caso
contrario los mayores valores se distribuyeron en las poblaciones de Baja California en
Balandra, Nopolo y El Palmar (r = 0.0008, 0.00091 y 0.00087 respectivamente) y los menores
en Santa Rosalia, Sonoyta y Guédsimas (n = 0, 0.00022 y 0.00034). Los mayores valores para la
Theta de Watterson se distribuyeron en poblaciones de Baja California para El Palmar,
Balandra y Nopolo (6 = 0.00069, 0.00067 y 0.00057 respectivamente) y los menores para
Santa Rosalia, Sonoyta y Tecoripa (6 =0, 0.00013 y 0.00013) (Tabla 7).
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Figura 3.Distribucion y frecuencias de los haplotipos por cada poblacion. Cada uno de los puntos rojos equivale a
una poblacion, la cual presenta su nombre en la grafica. Todas las muestras se colectaron en el Golfo de California.
Los haplotipos presentan la siguiente configuracion: Hapl1=Gris claro; Hap2=Azul; Hap3=Rojo, Hap4=Amarillo;
Hap5=Azul claro; Hap6=Gris obscuro; Hap7=Naranja; Hap8=Rosa, Hap9=Rosa claro;, Hap10= Morado,
Hapl1=Piel; Hapl2=Verde.

Las diversidades haplotipicas en promedio fueron superiores en las poblaciones
continentales de Sonora (H,; promedio = 0.813) en comparacién con las peninsulares (H,
promedio = 0.713). El caso contrario se detectd para las diversidades nucleotidicas para las
continentales (w promedio = 0.00062) y para las peninsulares (n promedio = 0.00092) (Tabla
7). Pero con la theta de Watterson en el continente encontramos un valor ligeramente mayor
(0.00066) en comparacion con la agrupacion de las peninsulares (0.00054) (Tabla 7). De igual

manera, las poblaciones que tuvieron mayor numero de haplotipos fueron Carbo, Magdalena y
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Zacate Blanco (con 4 haplotipos), y Sonoyta y Santa Rosalia las que menos tuvieron (2 y 1
respectivamente) (Tabla 7). La gran mayoria de los haplotipos fueron compartidos entre
poblaciones y solamente los haplotipos Hap9, Hap10 y Hap12 fueron especificos de las
poblaciones de El Palmar, Sonoyta y Zacate Blanco respectivamente (Apéndice V). Las
estimacion de la D' de Tajima fue significativa y positiva para la poblacion de Nopolo; el resto

fueron no significativas.

Las poblaciones con 4 haplotipos (Carbd, Magdalena y Zacate Blanco), son las que
presentan las mayores diversidades haplotipicas y las mayores nucleotidicas. En la peninsula,
destaca la poblacién de San Francisco que presenta 3 haplotipos al igual que Balandra, Nopolo
y El Palmar, pero presenta mucha menor diversidad haplotipica. Lo mismo ocurre en la
poblacion de Sonoyta que con solo 2 haplotipos tiene mayor H; que San Francisco con 3

haplotipos (Tabla 7).

La estimacion del tamano efectivo poblacional con base en la ecuacion [4], se despejo a
partir de una theta de Watterson (©) de 0.00075 estimado con DNAsp (Apéndice II), y se
obtuvieron valores de 37500 y de 370000 individuos, de acuerdo a las dos diferentes tasas de

mutacion trabajadas.

5.1.2 Estructuracion

Los valores de F; pareado variaron entre 0.0032, para las poblaciones mas cercanas que

comparten alelos a 0.6139 para las poblaciones mas diferenciadas.

Tabla 8. Analisis jerdacrquico de Varianza Molecular (AMOVA) en cpADN basado en 2238 bp para el conjunto de
poblaciones de S. thurberi. El porcentaje de variacion asociado a cada nivel de agrupacion.

Suma de Componentes Porcentaje de
Variaciéon d.f. Cuadrados de varianza variacion
Entre grupos (continente vs
peninsula) 1 64.123 0.73603 Va 40.38
Entre poblaciones 10 52.404 0.33927 Vb 20.46
Dentro de las poblaciones 153 89.219 0.58313 Vc 35.16
164 205.745 1.65844

Por otro lado, el valor de estructuracion Gy, para las poblaciones continentales fue

moderada de 0.14296 y para las poblaciones peninsulares de 0.35803. Segtn los valores del F,
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el nimero de migrantes estimado (Nm) fue 1.50 para las poblaciones continentales y 0.45 para
las poblaciones peninsulares, y en general entre todas las poblaciones fue de 0.31276 de G,y

de Nm un 0.55. Asi, la estructuracion es menor en las poblaciones continentales posiblemente

debido a que alli se presenta un mayor flujo de genes.

El AMOVA muestra que la mayor parte de la variacion se encuentra entre los grupos
poblacionales (continentales vs peninsulares, 40.38%) (Tabla 8). La variacion dentro de las
poblaciones fue también alta (35.16), mientras que la diferenciacion entre poblaciones fue mas
baja (20.46). Los componentes de varianza asi como los indices de fijacion fueron
significativos en F. entre poblaciones dentro grupos (0.3678; P<0.001) y F entre poblaciones
entre de los grupos (0.6483; P<0.001) y F.,entre grupos (0.4438; P=0.002).

Con el AMOVA para cada uno de los dos conjuntos poblacionales se obtuvieron los
datos que se muestran en la Apéndice VI, donde cabe resaltar que la diferenciacion dentro de
las poblaciones fue la que més aport6 en la distribucion de la variacion para los grupos

poblacionales.

5.2 . Métodos grdficos — basados en arboles de genes —

A partir de la matriz del concatenado con los tres genes se realiz6 un analisis bayesiano y
su correspondiente representacion grafica (Figura 4), en la cual se utilizaron como grupos
externos a las especies cercanas de las cuales se tenia informacion molecular (S. gummosus y S.
griseus). En la topologia se observa que se forman grupos, por un lado Baja California forma
un grupo monofilético hermano al grupo del continente. Se observa que en el grupo de Baja
California se separan individuos que se muestrearon en la punta de la peninsula de Baja
California con una probabilidad posterior alta de 0.988. También, cabe sefialar que individuos
de la poblacién Kino se anidan en el clado de la peninsula, lo cual sugiere flujo génico entre los
grupos, pero, es posiblemente que por la falta de suficiente variacion de los datos para resolver

las relaciones filogenéticas entre poblaciones (Figura 4).

Algunos grupos que se encuentran en Sonora mantienen una relacion de cercania genética
especialmente el grupo Magdalena-Carbo que también es cercano geograficamente y otro de
las muestras de Sonoyta (probabilidad de 0.9798), que es un grupo mas estructurado en el
continente. Ademas, se ve un grupo entre individuos de Zacate Blanco con Tecoripa mostrando

un patron genético por cercania filogenética entre ellas.
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Figura 4. Topologia resultado del analisis bayesiano realizado con el total de individuos de S. thurberi. Basado en
2238 pb de tres genes de cloroplasto. Los numeros sobre los nodos de las ramas corresponden con la probabilidad
posterior. Las letras frente a los taxas corresponden con los nombres de las poblaciones: Carbo=C, G=Gudsimas
Kino=K, Magdalena=M, S= Sonoyta, T=Tecoripa, Z=Zacate Blanco (Sonora), Balandra, El Palmar= P, Nopolo=

San Francisco= SF, Santa Roasalia= SR (Baja California Sur).
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Otro grupo que se resalta es el de individuos de Nopolo que se encuentra anidado dentro
de los individuos continentales (0.7162), lo cual argumenta una falta de sefial filogenética clara
a causa del flujo génico actual. Aunque, como los datos son intraespecificos de algunos

sencillos locus, no se puede distinguir entre plomorfismo ancestra y flujo génico.

La filogenia basada en el analisis Bayesiano para los haplotipos (Apéndice VII), muestra
que los haplotipos “ancestrales” son en su mayoria representados por individuos continentales
formando un peine en la base del arbol (Hap2-Hap5-Hap6-Hap7-Hap9). Se observa la
separacion de dos clados de haplotipos que estan representados primero por un grupo de Hap1-
Hap3-Hap8 que son principalmente de Baja California con altos valores de probabilidad
posterior, y un segundo clado de haplotipos Sonorenses donde derivan del Hap4 los haplotipos
Hap7, Hap11 y Hap12 que son mas recientes y se encuentran distribuidos en poblaciones hacia
del sur de Sonora (Zacate Blanco y Tecoripa) (Figura 4). Normalmente el analisis bayesiano
realiza asignaciones de altos valores de probabilidad posteriori en la mayoria de los clados, no
obstante, bajo este criterio es claro que a nivel de las poblaciones las relaciones entre estas no
son del todo claras puesto que no se ha dado totalmente la divergencia de cada una de las
poblaciones (Figura 4). Este ultimo patréon no es comun en plantas longevas y quiza se deba a
que el género Stenocereus es un género relativamente joven y alin se encuentra en divergencia

total, en parte debido al flujo génico activo.

En términos generales, hay concordancia entre la reconstruccion filogenética y el
AMOVA porque se da una separacion entre grupos poblacionales. Ademas, las relaciones entre
individuos son claras porque los grupos externos se separan de todas las poblaciones de

Stenocereus thurberi.

La filogenia interna obtenida resultado del reloj molecular de S. thurberi junto a su
outgroup (S. gummosus), muestra que es una especie que probablemente divergié en poco
tiempo si hablamos en tiempos geoldgicos (5. 95 Myr). Los resultados de la calibracion del
reloj molecular sobre la reconstruccion filogenética con un analisis bayesiano, indican que
probablemente el haplotipo ancestral es Hap4 que es un haplotipo con mayor distribucién en
Sonora. A partir de los 3.96 Myr divergi6 el segundo haplotipo muy frecuente en Sonora
(Hap2), fecha en la cual todavia no se habia desprendido del todo la peninsula de Baja

California (Figura 5)
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Figura 5. Reloj molecular resultado para el andlisis de datos en BEAST. Los numeros sobre los nodos

corresponden con tiempos de divergencia de los linajes y los circulos de colores son los 12 haplotipos.
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Genéticamente la separacion entre peninsula y continente fue aproximadamente hace 3.25
millones de afnos (Ma), tiempo en el cual el Golfo de California ya tenia mas de un millon de
afios haber comenzado su proceso de separacion y muchas partes de la peninsula ya no tenian
un contacto directo con la porcion continental. La divergencia del grupo de las poblaciones de
la punta de la peninsula es un poco mas reciente (2.61 Ma), momento en el cual ya se habia
formado la region de Los Cabos y el aislamiento de esta porcion peninsular y la lejania que
tenia en aquel momento de Sonora facilité que las mutaciones ocurridas alli no se dispersaran a
otros lugares (hapl y hap3). El hap7 divergio hace 3.09 Ma que se encuentra en Guasimas y
Nopolo, probablemente se disperso a través del Golfo, demostrando que hay mas de una ruta de
migracion de semillas. El hap6 que corresponde con un tiempo de 2.81 Ma se encuentra
presente en ambos lados Golfo, fuerte sefial de migracion en ese lugar cuando un continuaba la
separacion geografica. El hap5 tiene menos de 2 millones de afos de divergencia con la cual se
supone la migracion de genes entre Carb6 y Magdalena. El hap10 esta en la poblacion de

Sonoyta el cual tiene uno de los tiempos de divergencia mas cortos (1.52 Ma).

5.2.1. Red de haplotipos

La red de haplotipos forman un solo haplogrupo (Figura 6), que contiene a todas las
poblaciones entre haplotipos ancestrales y derivados, observandose en la red la formacion de un
anillo con relaciones no definidas entre los haplotipos H2, H4, H6 y H7 (Fig. 11), estos
haplotipos se encuentran distribuidos principalmente en las poblaciones continentales, dicha
falta de resolucion también se registra como la politomia basal en el arbol filogenético de los
haplotipos (Apéndice VII) y esta falta en la resolucion filogenética la politomia evita que se
forme una red con forma de estrella. Esta reticulacion sugiere homoplasia, o bien que falta

secuenciar mas datos para distinguir mejor la historia de los haplotipos.
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Figura 6. Relaciones genealogicas entre el concatenado de los tres genes (trnL-trnF, trnL-rpL32 y petB intron D4),

inferido por el algoritmo de red de haplotipos median-joining. El tamario del circulo es proporcional a la frecuencia
de individuos que presentan el correspondiente haplotipo. Los puntos negros corresponden a los pasos mutacionales.

Los haplotipos que se encuentran en el rectangulo rojo corresponden con haplotipos exclusivos de Baja California

La red resultante asi como la proporcion de los diferentes haplotipos se presentan a en la
Figura6 y Apéndice V. Por otro lado, se observan claramente tres haplotipos centrales y los
mas frecuentes de todos (H2, H4 y HS), de los cuales se deriva el resto. Ademas, se observa la
separacion de poblaciones ubicadas en Baja California (H3 y H1), haplotipos derivados H11 y
H12 ubicados para Carbd y Magdalena, y otros haplotipos H7 y H10 también derivados en

Sonora. En la red se incluy¢ la especie externa S. gummosus la cual se asocia el haplotipo H4

(Figura 6).

El haplotipo H8 posiblemente surgio en la peninsula y se disperso por flujo génico hacia

la poblacion de Kino en las costas de Sonora. El haplotipo tres s6lo se observa en las
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poblaciones peninsulares el cual tal vez lleg6 a las diferentes poblaciones donde se encuentra

por dispersion a larga distancia.

5.2.2. Andalisis de agrupaciones espaciales genéticas y estructura filogeografica
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Figura 7. Resultado del andalisis bayesiano de estructura poblacional (BAPS). Los colores corresponden con los
grupos genéticos de la mejor particion de los datos (log maximum likelihood = -438,3127; P=0,999) y es indicado por
los diferentes colores de los poligonos de Voronoi. El grupo A= rojo,; grupo B=azul; grupo C=verde; grupo
D=amarillo.

Se obtuvo un valor méximo de verosimilitud de -438.3127 (Para un valor de K de cuatro).
El valor mas compatible del nimero de grupos génicos que representan la variacion genética total
de los datos observados, maximizando la estimacion de log-likelihood para diferenciar valores de
K (Figura 7), asi se encontraron cuatro pozas génicas que corresponden con los cuatro colores en
la figura. También, se realizaron corridas independientes para un K de cuatro poblaciones
teniendo en cuenta que Bustamante (2012) encontr6 4 pozas génicas en las poblaciones
continentales en un andlisis de STRUCTURE (comunicacion personal), pero de las tres corridas
independientes forzando el numero de K, siempre tuvo mayor probabilidad el valor de cuatro

agrupaciones genéticas.
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5.2.3. Aislamiento por distancia

Al evaluar la correlacion entre las distancias genéticas de F; pareados y las distancias
geograficas con la prueba de Mantel (1967) (Apéndice VIII; Figura 8), se encontr6 un patrén de
aislamiento por distancia por una correlacion positiva en la especie con un r 0.466 (P=0.003) en
el grupo de todas las poblaciones (peninsula/continente). Sin embargo, al separar las poblaciones
peninsulares de las continentales, se encontr6 que gran parte de la varianza estadisticamente

significativa se concentraba en las poblaciones peninsulares (r= 0.749; P<(0.038).
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Figura 8. Test de Mantel para S. thurberi entre las distancias genéticas de Fst entre poblaciones por pares y su
distancia geogrdfica simple (km). Se observan tres regresiones lineales, la color gris corresponde con todas las
poblaciones, la color azul corresponde con todas las poblaciones, la color azul corresponde con las poblaciones
continentales y la color verde contiene solo al grupo de las poblaciones peninsulares.

5.2.4. Barreras geogrdficas

Con el algoritmo de Monmonier se determiné la presencia de barreras geograficas. Se
pusieron a prueba tres barreras geograficas ya que se presentaron cuatro grupos genéticos del

Andlisis Bayesiano de Estructura Poblacional (BAPS). Se obtuvo: 1) una barrera que separa las
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poblaciones peninsulares de las continentales (bootstraping 100%), que es mas débil entre la
poblacion Nopolo y el continente (con Zacate Blanco y Guésimas) , 2) barreras que establecen una
separacion entre las dos poblaciones nortefias de la peninsula (Santa Rosalia y San Francisco), la
poblacion central (Nopolo), y también las dos poblaciones del sur (Balandra y El Palmar), y 3) una

barrera débil que separa la poblacion del norte del continente de las demas poblaciones (Figura 9).

Figura 9. Calculo de las barreras con Barrier v.2.0. Se realizoé a partir de 200 matrices de distancias genéticas y una
matriz de las coordenadas geograficas de las poblaciones. Cada una de las lineas rojas representa una barrera
genética y los nimeros sobre los nodos representan el valor de bootstrap de las barreras. En la grdfica las siglas
corresponden con las poblaciones Son= Sonoyta, Mag= Magdalena, Kin= Kino, Car= Carbo, Tec= Tecoripa, Gua=
Guasimas, Zac= Zacate Blanco, S_Fr= San Francisco, S_R= Santa Rosalia, Nop= Nopolo, Bal= Balandra, Pal= El
Palmar.

5.2.5. Grafica de mistmach

La prueba de las frecuencias del nimero de diferencias pareadas o mistmach para cada una
de las cuatro pozas génicas en un escenario donde se pone a prueba la hipotesis de expansion
poblacional presentan muy poca variacion, debido a que la tasa evolutiva del cloroplasto no es tan
rapida. Los resultados obtenidos parecen estar de acuerdo con lo modelado para una expansion

poblacional lenta, porque no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (Poza A
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P=0.97, Poza B P=0.47, Poza C P=0.12 y Poza D P=0.38). Sin embargo, el aumento puede no ser
tan rapido dado que una poblacidon es monomorfica y en general se presenta presentan poca
variacion en las muestras (Hamilton, 2009), en general lo que encontramos son muchas secuencias

con pocas diferencias y pocas secuencias con muchas diferencias

5.2.6. Graficas de “Skyline Plot”

El andlisis de Skyline-plot se realizé independientemente para cada una de las pozas génicas
determinadas por el BAPS y encontramos altas las probabilidades posteriores en los nodos que
separan los individuos (Apéndice VII), por lo que los graficos proveen de un buen soporte para la
evaluacion de los cambios en el tamafio efectivo poblacional a lo largo del tiempo. En las graficas
se identificé un comportamiento demografico histdrico similar al obtenido en la prueba BAPS
para la estructura genética (Figura 7), puesto que en la poza génica A se presenta un incremento en
el tamano efectivo hacia el presente, sefial que da un poco mas de soporte a la idea de un

crecimiento o expansion poblacional en los pitayos.

Las distribucién de probabilidad de los diferentes parametros calculados y su probabilidad
posterior se ajustaron a una distribucion log-normal para 100,000°000,000 de generaciones. El
diagrama “skyline” sugiere que el tamafio efectivo de las demds pozas génicas se ha mantenido
relativamente constante (Figura 10). Se observa en los casos de poza génica B, C y D donde no ha
habido un gran cambio, y hacia el presente se ha dado un pequefio cuello de botella. Esto tltimo
respalda los andlisis de neutralidad (D’ Tajima) donde se sugiere un evento de contraccion

poblacional.
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Figura 10. Skyline plot bayesiano. La linea azul muestra el cambio del tamario demografico historico en funcion del
tiempo para los cuatro principales linajes encontrados. Las lineas negras corresponden a los intervalos de confianza.
El eje y corresponde al estimado de tamario poblacional calculado en unidades de N u, el producto del tamario
efectivo poblacional por tasa de mutacion y el eje x muestra el tiempo generacional, estimado a partir de las
mutaciones por sitio donde el cero corresponde con el presente. Estas lineas solidas son el estimado de la mediana. La
grafica corresponde con cada uno de las pozas génicas estimadas en el analisis bayesiano de BAPS en la figura 6. El
color rojo equivale a la poza génica A, el color azul a la poza génica B, el color verde con la poza génica Cy el color
amarillo con la poza génica D.
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5.2.7. Distribucion Potencial

En el modelo de distribucion potencial proyectado sobre un espacio geografico, se
obtuvieron los modelos de distribucion de S. thurberi para el presente, el Gltimo méaximo el glacial
(21 mil afos) y el tltimo interglacial (130 mil afos, Figura 11). La curva de omision y prediccion
de datos estuvo por encima de la linea de omision predicha y el area promedio bajo la curva ROC

fue cercana a la unidad en los modelos (0.972 en el LGM y 0.973 del LIG, Apéndice IX).

Con base en el modelo de distribucion, la actual del pitayo estd bien representada, y es muy
diferente a la distribucion potencial en los dos periodos del pasado (LIG y LGM). La distribucién
calculada es altamente probable de acuerdo a los resultados de las curva de validacion y curva
ROC (Apéndice IX). El area de distribucion durante el LGM es menor que en el presente, pero
coincide con una porcion de la distribucion geografica actual. Asi, varias de las poblaciones
muestreadas no se encontraron en el modelo generado del LGM, se sugiere que las poblaciones
del norte de la peninsula y del continente (Sonoyta, Tecoripa, Carbo, Kino, Magdalena, San
Francisco y Santa Rosalia) se fundaron cuando la distribucion de la especie se expandi6 hacia la
parte del Noroeste de México y el Suroeste de Estados Unidos, posiblemente debido al

incremento en aridez a partir del Holoceno.

57



26

24

22

San Francisco

Santa Rosalia

-118

!
-116

! ! !
-114 -112 -110

a) Modelo de nicho del presente

58

!
-108

!
-106




26

24

22

I | | |
-118 -116 -114 -112 -110 -108 -106

b) Modelo de nicho proyectado hacia el ultimo mdximo glaciar (LGM, hace 21000 afios atrds)
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Figura 11. Modelos de distribucion de S. thurberi utilizando los registros de presencia de las especie y las capas
bioclimaticas de WorldClim junto con algunas topogrdficas. El area en verde representa la distribucion probable

restando el 10 percentil a) Modelo de distribucion del vltimo mdaximo glacial, ¢) Ultimo inter glacial.

60



Cuando se corrid el modelo para el ultimo interglaciar (LIG; Figura 11b) observamos
que la especie se encontraba mas ampliamente distribuida en la peninsula de Baja California
en comparacion con el continente. Es posible que las condiciones en ese entonces fueran mas
parecidas a las actuales, permitiendo una distribucién mas al norte en la peninsula (Figura 11).
En este modelo proyecta que donde se ubica Kino, Guasimas, Nopolo, Santa Rosalia y San
Francisco en el LIG las condiciones eran propicias para que se mantuviera S. thurberi. De
acuerdo al modelo del Gltimo maximo glacial la distribucion posteriormente empezo a
descender y las poblaciones que se mantuvieron fueron las del sur (Guasimas, Zacate Blanco,
Nopolo, Balandra y Palmar). Es posible del puente para los murciélagos aproximadamente
21000 afios y en ese momento la profundidad del golfo es tal que probablemente las costas
eran muy parecidas excepto en algunos lugares como el estrecho del infiernillo (localizado
entre la isla de Tiburdén y Sonora), en este modelo parece que algunos haplotipos presentes en
tiempos ancestrales se mantuvieron en poblaciones de ambos lugares (Nopolo y Gudsimas

para el Hap7), y posiblemente se fijaron por deriva génica.

5.2.8. Analisis ambiental

Tabla 9. Porcentaje de determinacion de cada variable en los cuatro componentes principales
calculados mas probables para el andlisis de componentes principales realizado a partir del modelo de nicho

estimado para S. thurberi (PCA).

PCA1 PCA2
Variable % Variable %
Rango diurno promedio 0,54  Temperatura media anual 0,6
Temperatura minima del mes mas frio 0,62  Precipitacion estacional 0,73
Precipitacion anual 0,68
Precipitacion de cuarto mas himedo 0,56
Precipitacion del cuarto mas seco 0,87
Precipitacion del cuarto mas frio 0,88

PCA3 PCA4
Variable % Variable %
Isotermalidad 0,64 FlowAccum 091
Temperatura estacional 0,68  FlowDir 0,91
Temperatura maxima del mes mas calido 0,67 Pendiente 091
Temperatura media del cuarto mas calido 0,6 Topoind 0,91
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El analisis ambiental realizado mediante un analisis de componentes principales (PCA)
para las 19 variables bioclimaticas de Worldclim, extraidas del modelo de nicho del presente
(Tabla 9), muestra que desde un punto de vista ambiental existe una diferenciacion entre el
ambiente continental y el peninsular (Figura 12). Un total de 86% de la variacion total se
explicé con 5 componentes principales que resumen la informacion de las variables
bioclimaticas y las topograficas. El primer componente (PCA1) represento el 32.8% de la
variacion, el segundo el 21.6% de la variacion, el tercero el 16.8% de la variacion, el cuarto el

8.8% de la variacion y el quinto el 6.5% de la variacion.

Componentes Principales de las
19 variables bioclimaticas

m Baja Calfornia
W Continente

PC2 (21.57%var)

-10

I I I I
-5 0 5 10

PC1 (32.78%var)
BC=212,160puntos; CONT=569,640puntos

Figura 12. Figura 5. Relacion entre los dos primeros componentes para las 19 variables bioclimdticas de
WorldClim. El color azul corresponde a los puntos ambientales del continente y los puntos verdes los de la
peninsula. Los circulos rosas corresponden con las poblaciones continentales y los circulos azules son las
poblaciones peninsulares.

El componente PCA1 estd muy relacionado con la temperatura minima del mes mas
frio, mientras que el PCA2 son la temperatura anual promedio y la precipitacion estacional,
las que lo determinan. Climaticamente, la poblacién continental de Kino se agrupa con las

poblaciones peninsulares (Tabla 10).

Se realizd un andlisis de agrupacion por clusters utilizando los valores de componentes
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principales para establecer las relaciones entre los ambientes y se encontré que se forman dos
grupos claramente diferenciados, uno donde estan las cinco poblaciones de Baja California
dejando mas alejada de las cinco a Nopolo, agrupando por un lado a Balandra y el Palmar y
por otro lado a Santa Rosalia con San Francisco, no obstante, en la base de estas se agrega
Kino de las poblaciones continentales. Por otro lado el otro clister donde estan las
poblaciones de Sonora donde se ubica un grupo de las dos surenas (Gudsimas-Zacate), las tres
centrales no costeras (Tecoripa-Carbo-Magdalena) y en la base de estos a Sonoyta,
demostrando que las mas cercanas geograficamente estan mas relacionadas a nivel ambiental

y que Sonoyta habita en un ambiente distinto de las otras 5 anteriores (Apéndice. XI).

5.2.9. Aislamiento por resistencia
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Figura 13. Correlacion entre las distancias genéticas de Nei entre poblaciones pareadas y su distancia ecologica,
calculada como el valor del costo minimo. La prueba de Mantel representa la regresion lineal para el grupo de
todas las poblaciones en color gris, el valor de todas las muestras continentales de color azul y el valor para solo
las muestras de la peninsula de forma verde.

Al evaluar el nivel de correlacion entre las matrices de las distancias genéticas Fst contra

la distancia ambiental que se estimé mediante la Distancias del Costo Minimo (Leasth Path
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Cost Distance), con la prueba de Mantel sencilla (1967) (Apéndice X; Figura 13). Se encontré
en el grupo de todas las poblaciones, una correlacion positiva de aislamiento por resistencia
ambiental (r de 0.574; P=0.001). La dificultad estd en determinar si el clima es lo méas
importante en la distribucion genética, pues, también se encontrd significancia en el aislamiento
por distancia (IBD), al igual del porque las poblaciones cercanas con ambiente similar
presentan significancia en analisis de aislamiento por resistencia, lo cual probablemente es solo
un artefacto estadistico por la otra correlacion. Pero cuando se hizo el test separando las
peninsulares de las continentales, se indic6 ausencia de significancia (P=0.135 para los
continentales y = 0.367; P=0.065 y r=0.766 en los peninsulares). Esta diferencia tal vez se
deba a que las poblaciones del continente que en general tienen ambientes mas parecidos entre

si y, presentan mas flujo génico (menores valores de F).
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6. DISCUSION

La disponibilidad de estudios de genética de poblaciones sobre cactdceas columnares,

permite hacer comparaciones con base a patrones genéticos. Sin embargo, ya que la mayoria
de los estudios realizados en el grupo son con isoenzimas o ISSRs, resulta complicada la
comparacion de diversidad, estructura, y diferenciacion genética (Figueredo et al., 2010). Por
lo tanto, se contrastaron los valores de las estimaciones de diversidad y estructura frente a
otras publicaciones filogeograficas o de genética de poblaciones en angiospermas con
marcadores de cpADN (Tabla 10).

Tabla 10. Estudios de genética de poblaciones y filogeografia en diferentes plantas utilizando ADNcp. Numero de

individuos (N), longitud de la secuencia (pb), diversidad haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica (m) y coeficiente

de estructuracion genética (Fst o Gst).

Autor Especie Marcador N Pb Hy I Gyt Fgt*
Aguirre Fouqueria psbJ-petA
2014 Shevei ndhF-rpl32 92 2769 0.743 0.00077 0.651
trnL-rpl32
Alquiera Oxalis psbA-trnH 250 1104 0.79 0.0021 0.73
2010 Alpina rbcL-psal
Colin (en
prensa) Phragmites trnT-trnL 427 1926 0,67 0,00052 0.309
Australis rbcL-trnL
rps16 intron 1
trnG, intron
Aoki et al., 0,429- 0,00031-
Photinia psbC-trnS 129 4111 0,693 0,00046 0,51
2006
Glabra psbC-trnP
petB intron
petD-rpoA
rpl16, intron
trnL-trnF
atpB-rbcL
Chen et al., 0,090-
Quercus trnL-trnF 528 167 0,0-0,821 0,0-0,00088 0,294
2012
Variabilis atpB-rbcL
trnH-psbA
Fehlberg y 433-
Encenia psbA-trnH 310 455 0,1897 0,0013 0,8425
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Ranker

Farinosa
Garrick et al., 0,181-
Euphorbia matK 327 933 0,493 - 0,128
2009
Lomelii ndhF
Liu et al.,
Camellia rpl32-trnL 183 858 0.836 0.00417 0.301
2012
Taliensis
Martinez
Agave stricta trnF-trnL 57 2100 0.524 0.00047 0.898 -0.944*
2012 0.697
Agave striata psbJ-petA 54 0.713 0.00166 0.938*
trnL-rpl32
Ornelas et 0.707-
Podocarpus trnF-trmL 157 1034 0.811 - 0.813*
al., 2010
Matudae psbA-trnH
Ramirez Alsophila firma
y atpB-rbcL 63 615 0.442 0.0009 0.0623
2009 Cyathea fulva 54 0.442 0.00097 0.0955
Shepherd Asplenium trnF-trnL 242 929 0.0-0.758 0.0-0.00216 0.34
etal., 2007 Hookeranum
Wang et al., 855-
2008 Primula trnL-trnF 109 877 0.895 0.00495 0.816
Secundiflora psl6
Zhang et Juniperus trn T-trnF 392 1024 - - 0.772
al., 2005 Przewalskii trnS-trnG
Este estudio Stenocereus trnF-trnL
Thurberi trnlL-rpl32 165 2338 0.8702 0.00107 0.31276

petB, intron

La variacion genética obtenida en este estudio es una de las mas altas en comparacion con

lo reportado para otras angiospermas (Tabla 10) (H;= 0.8702), aun teniendo en cuenta que la

tasa de evolucion en organismos con tiempos generacionales largos no es tan rapida (en caso de

S. thurberi estimado de 50 y 100 afios de edad, Bustamante et al., 2010). Los valores obtenidos

de variacion y diversidad genética de S. thurberi, estan en el rango de las otras especies

reportadas en este estudio para el cloroplasto. En esta comparacion se incluyen especies con

estrategias de vida asociadas con altos niveles de diversidad genética, como el ser plantas

lefiosas de larga vida, con distribucion geografica amplia, alta densidad poblacional y

dispersion de semillas y/o polen a larga distancia (Hamrick y Golt, 1996).
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Este patron en S. thurberi de diversidad haplotipica total (H,) alta en comparacion con
otras cactaceas del Desierto Sonorense, concuerda con los resultados del estudio de Hamrick et
al., (2002) quienes utilizaron aloenzimas como marcador molecular. En S. thurberi en primera
instancia, se observa que los valores de diversidad haplotipica son mayores y mas constantes
para las poblaciones continentales (0.525-0.800), mientras que en las peninsulares fueron
menores y mas variables, entre otros motivos, por haber encontrado un haplotipo fijo en la

poblacion de Santa Rosalia (0- 0.682).

En promedio el valor de diversidad en el continente es mayor que el que se presenta en la
peninsula (H; = 0.813 y 0.713 respectivamente), y el continente tiene valor de estructuracion
genética menor (G,=0.142 continental; G,=0.358 peninsular), debido a que se presenta
menores distancias genéticas (Apéndice VIII), aparente flujo génico de forma mas activa en el
continente, que con las poblaciones de la peninsula (Nm=0.55 en el equilibrio). Por otro lado,
en la peninsula se esta presentando mayor estructura, porque en la region de Los Cabos se da
una fuerte diferenciacion por la baja migracion de individuos en esta region (Nm=0.45 en el
equilibrio). Por tanto, el Golfo de California es una limitante en la dispersion para los
murcié¢lagos y los otros vectores de dispersion y/o polinizacion favoreciendo el aumento en la

estructuracion genética.

Es importante, citar que en la mayor parte de los reportes que se han hecho en la tribu de
las Pachycereeae se observa una alta diversidad genética y un nivel de estructuracion bajo.
Estos valores altos de variacion son comunes en los rangos de diversidad y diferenciacion
genética reportados para especies lefiosas de vida larga, polinizadas y dispersadas por animales
(Hamrick et al., 2002). Posiblemente, debido en parte a que estas especies presentan
entrecruzamiento obligado, dispersion a larga distancia y polinizacion por animales,
principalmente murciélagos, ademas del largo ciclo de vida, que permite acumular mutaciones
somaticas (Cornejo-Romero, 2012).Finalmente, en lo que respecta a los estudios en cactaceas
columnares, pocos se han realizado con un enfoque filogeografico o de genética de poblaciones
poniendo a prueba hipdtesis biogeograficas en el desierto Sonorense. Son muy representativos
el de Lophocereus schotti (Nason et al., 2002) y el de Stenocereus gummosus (Clark-Tapia y

Molina-Freaner, 2003). En estos las poblaciones muestran linajes genéticos, estructurados
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geograficamente a causa de vicarianza y dispersion, asi como por los cambios climaticos del

Pleistoceno.
6.1. Dispersion vs. vicarianza: variacion genética de S. thurberi en el Golfo de California

La barrera genética del Golfo de California se caracteriza por haber tenido una historia
geologica muy compleja desde los ultimos 12 millones de afios, momento en el cual lo que hoy
es peninsula aun hacia parte de la porcion continental. Con el pasar del tiempo se fue dando
una estructuracion geologica, en la cual una gran porcién de tierra se fue despegando del
continente de forma heterogénea, es decir que unos lugares se separaron mas rapido y mas
fuertemente que otros, como el caso de la porcion mas sur de Baja California Sur (Lizarralde et
al., 2007). Con base en lo anterior, se puso a prueba la hipotesis de evaluar el efecto de la
fragmentacion geografica entre las poblaciones peninsulares y continentales del cactus
columnar S. thurberi, evaluando la cantidad y la forma como se encuentra distribuida la
variacion genética en los grupos poblacionales. Pues, la mayor representacion de haplotipos

estd en el continente y hay similitudes genéticas entre las poblaciones que estan alli.

Se encontrd que la poblacion ancestral probablemente esta en el continente y data de
aproximadamente un poco mas de 5 millones de afios atras (5.95 Ma), momento en el cual se
estaba dando la divergencia del grupo de cactus columnares Stenocerinae y momento en el cual
aun se mantenian puentes marinos de hielo entre peninsula y continente (Hernandez-
Hernandez et al., 2013). Siendo asi, la radiacion de la especie ocurrié como un evento
continental, a medida que la peninsula se iba formando. Fue con el pasar del tiempo cuando las
semillas se fueron movilizando entre los lugares cercanos. Inicialmente entre el continente,
pues para los murci¢lagos migratorios es mas facil moverse dentro de Sonora, porque es mas
homogéneo y para estos estan mas cerca de sus cuevas de maternidad y el habitat. De acuerdo
a la presencia de los haplotipos mas frecuentes en las poblaciones de Sonora se sugiere que hay
ligera homogenidad entre ciertas poblaciones cercanas (como en Magdalena y Carbo, Fig. 3).
Esta similitud corresponde con ausencia de aislamiento por distancia, en estas poblaciones que
carecen de barrera genética entre ellas (resultado de Barrier, Figura 8), por tanto, el alto valor

de aparente flujo génico en el equilibrio. Bustamante (2012) en su tesis doctoral.
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Posteriormente, llegoé el momento cuando las semillas empezaron a ser geodispersadas
cada vez mas lejos para llegar definitivamente a una peninsula en formacion y separacion. En
este otro lugar las condiciones genéticas y ecologicas se facilitaron para que se diera la
divergencia de un nuevo linaje en este nuevo lugar geografico (3.25 Ma atras). El surgimiento

de un nuevo grupo se dio por la presencia del aislamiento geografico.

Entre poblaciones del Golfo histéricamente ocurri6 una divergencia genética a causa del
flujo génico ancestral desde hace 3.25 Ma cuando los haplotipos mas frecuentes en el
continente viajaron una larga distancia y se diferenciaron como un nuevo grupo poblacional.
Sin embargo, debido al movimiento activo de los polinizadores se ha presentado un continuo
flujo génico entre ambos grupos poblacionales lo que ha conllevado el mantenimiento de
haplotipos comunes (Hap2-Hap3-Hap4-Hap6-Hap7-Hap8). Pero, hay otros particulares en el
continente que surgieron mas recientemente, producto de la interaccion de las fuerzas
evolutivas (Hap5-Hap10-Hap11- Hap12). Los haplotipos mas exclusivos de la peninsula
diferenciados (Hap1-Hap9), se debe a que en la parte sur de la peninsula, por limitaciones
bioldgicas, geograficas y ecoldgicas para los dispersores, se ha dado de forma mas pronunciada
la estructuracion genética. Ademas de ello, para esas poblaciones que estaban mas lejanas, por
procesos genéticos como deriva génica, endogamia y cuello de botella, las poblaciones de la

peninsula se fueron diferenciando de las del continente.

Siendo asi, la mayor parte de la variacion se encuentra distribuida entre los grupos de
cada lado del golfo (continente vs. peninsula con 40.38% en AMOVA, Tabla 8 y Fig. 6). Sin
embargo, una proporcion alta de la variacion se debe a las diferencias dentro de las
poblaciones, resultado compatible en lo obtenido en la tesis doctoral de Bustamante (2012)
usando marcadores nucleares (ISSRs). Esta similitud podria darse, porque aunque se han
trabajado diferentes marcadores moleculares, los diferentes genomas han experimentado los

mismos procesos ecoldgicos y evolutivos.

En la poblacion Sonorense nortefia (Sonoyta) del continente se presentaron unos patrones
de distribucion genética diferentes a las demas poblaciones continentales, debido a que entre
esta y las demas poblaciones hay una limitacion parcial de tipo biologica, genética, geografica
y/o ecoldgica (53% con Kino y 56% con Magdalena, Fig. 9), por esto Sonoyta es la poblacion

menos diversa (Tabla 7). De acuerdo al reloj molecular estimado esta fue colonizada mas
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recientemente (1.52 Ma), y probablemente tuvo su origen a partir de un efecto fundador,
mutacion y/o deriva génica (Hewitt 2000; Petit ez al., 2003). Quiza el flujo de genes hacia el
norte de la peninsula no es tan frecuente como se da en las poblaciones de centro y sur de

Sonora (Figura 5).

Los resultados apoyan la idea que la colonizacion a larga distancia con dinamica
metapoblacional de los murci¢lagos no es solamente a través de las islas, es posible que los
murci¢lagos tengan un movimiento mucho mas activo y que puedan atravesar el Golfo sobre un
puente marino y por ello, se comparten haplotipos entre poblaciones limitadas por el Golfo, en
las cuales para que ocurra dispersion no depende de un flujo genético por stepping stone
(Balandra y Zacate para hap4, Nopolo y Gudsimas para hap7). Asi, viajan las semillas entre
peninsula y continente, generando mezcla genética entre poblaciones separadas
alopatricamente. Pero también podria ser por retencion del polimorfismos ancestrales, aunque
se necesitaria de otro tipo de marcador molecular para distinguir entre polimorfismo ancestral
y flujo génico reciente. Es importante tener presente que en algunos lugares era mas facil que
se diera migracion de semillas, a causa de que el origen de la peninsula no fue un proceso
constante y por algunos lugares era mas factible que los vectores de dispersion y polinizacion

atravesaran (Lizarralde et al., 2007).

Con el surgimiento de un clado peninsular (3.25 Ma), probablemente en las poblaciones
mas del norte de la peninsula, donde se encuentra la distribucion del haplotipo més frecuente
con el pasar del tiempo, se presento la diferenciacion genética de un grupo en el extremo sur de
la peninsula (Poza génica D), el cual se sefiala como un clado en la region geografica de Los
Cabos en el 2.61 Ma (Plioceno tardio), momento en que se estaba secando el puente
transpeninsular que unia a las poblaciones de sur y centro de la peninsula. Este proceso se dio
por flujo génico derivado de haplotipo ancestral mas al norte, acompafiado con la
diferenciacion ambiental se dio un segundo momento de diferenciacion genética por
limitaciones biogeograficas. Por tanto, la interaccion de las fuerzas evolutivas favorece la
diferenciacion y estructura genética de forma mas pronunciada en la peninsula que en el
continente. Esto es consistente con el aislamiento por distancia positivo en la peninsula (Fig. 8),
menor flujo génico peninsular (Nm=0.45) y una barrera genética debido a las limitaciones

geograficas y ambientales para la migracion de L. yerbabuenae, las cuales pudiesen ser las dos
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sierras que separan alli a estas dos poblaciones (Sierra La Giganta y Sierra La Laguna,
Riemann y Excurra, 2007), estas pruebas ponen en evidencia que no hay equilibrio entre flujo
genético-deriva génica y por eso se han diferenciado las poblaciones mas distantes (Slatkin,

1993)

Por ultimo, se ha sugerido que la seleccion natural es una fuerza determinante en la
evolucion de las cactaceas (Gibson y Nobel 1986). Aunque no presentamos datos sobre
seleccion natural de caracteres adaptativos en S. thurberi, este estudio sugiere que la dispersion
historica y su efecto homogenizador entre ciertas poblaciones ha sido una fuerza evolutiva
importante en las poblaciones continentales (Hamrick et al., 2002). Aunque, Gorelick (2009)
propone que la deriva génica puede ser una fuerza evolutiva muy importante en la evolucion de
cactaceas, porque gran parte de estas tienen tamafio efectivo poblacional pequeio, son
endémicas y se distribuyen de forma restringida, pero, este no es el caso de la especie de

estudio.
6.2. El papel de los vectores de dispersion

En general, los murciélagos son considerados polinizadores efectivos de columnares y
son capaces de desplazarse en grandes distancias (Rojas y Martinez y Valiente-Banuet, 1996).
El sistema de polinizacion y dispersion de semillas a larga distancia puede promover el flujo de
genes entre poblaciones de cactaceas columnares. Para S. thurberi murciélagos, aves y
esfingidos estan asociados al movimiento del polen, de aves y murciélagos a la dispersion de
semillas (Bustamante y Burquez, 2010). Al comparar con Hamrick ef al., (2002), quienes
utilizaron igualmente poblaciones continentales (Sonora) y peninsulares (Baja California),
utilizando isoenzimas, ellos encontraron mayor cantidad de la varianza genética en la peninsula

que en el continente, por tener mayor presencia de alelos raros y restringidos.

Por otro lado, comparando con Bustamante (2012) quien utilizé ISSRs nucleares reporta
que la diversidad genética en S. thurberi es mas alta que en otros cactus quiropterofilos.
Nuestros resultados coinciden en que en ambos estudios Carbo presentd una de las diversidades
mas altas (H,,, = 0.187+0.017 en nicleo y /7,~0.800 en cloroplasto) y que en Guasimas se da
una de las menores (/,,, =0.146+0.018 en nucleo y /,~0.6593 en cloroplasto). Esto es sefial de

que internamente dentro del continente los vectores de dispersion presentan una taza de
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polinizacion diferencial.

Los murciélagos migratorios en general, no presentan una ruta simple en el noroeste de
México, sino que realizan complejos movimientos siguiendo la floracion de agavaceas y
cactaceas columnares que se presentan en el desierto de Sonora (Cockrum, 1991). No obstante,
Bustamante y Burquez, (2010), demuestran que las poblaciones mas nortefias son visitadas por
murci¢lagos y las centrales y surefias son visitadas al inicio de la floracion por aves percheras y
esfingidos, y al final de la época por murciélagos, y que presentan consecuentemente un
periodo de floracion extendido. Por ende, se puede inferir que los patrones de rutas migratorias
de los polinizadores y dispersores entre peninsula y continente, estan asociados con la variacion
en los tiempos de floracion y fructificacion de S. thurberi, y consecuentemente sus diferencias
en los patrones de diversidad genética. En este estudio, se puede inferir que los patrones
ecoldgicos del polinizador y la planta podrian influir en la diversidad genética, como parece
suceder con las poblaciones mas nortefias, donde se presenta la menor variacion (San

Francisco, Santa Rosalia y Sonoyta).

De acuerdo a la distribucion geografica de los haplotipos hap2, hap4, hap7 y 8, se sugiere
que los procesos ocurridos podrian ser colonizacion a larga distancia (Fig.3), posterior a la
formacion completa del Golfo de California. Segun el modelo de nicho (Figura 11), las
condiciones ecoldgicas para que la especie se desarrolle son adecuadas, pues, los murciélagos
tienen la capacidad de volar a través del golfo para arrastrar haplotipos ancestrales en el polen y
semillas entre Kino (continente) y San Francisco (peninsula), lo cual argumenta una
colonizacidn a larga distancia por disponibilidad de hébitat en estas regiones durante los
periodos glaciares.

El comportamiento de las especies nectarivoras esta determinando los patrones de
dispersion del polen y semillas (Godinez-Alvarez et al., 2003 y Valiente-Banuet, 2000). Estas
especies tienen la capacidad de transportar a gran distancia el pool genético de las plantas
(Tschapke y Dressler, 2002). Se ha sugerido que la pérdida o disminucion de las poblaciones de
dispersores puede ocasionar un impacto negativo en algunas especies vegetales. Seria
fundamental y complementario hacer el modelamiento de la distribucioén potencial del nicho del

presente y pasado de Leptonycteris yerbabuenae para sobreponerlo con el de S. thurberi.

6.3. Eventos temporales y demogrdficos entre poblaciones Golfo de California
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Como hay muy escaso registro fosil sobre cactaceas columnares y son registros recientes
mas bien de tipo arqueologico, las inferencias historicas se tienen que hacer a partir de
aproximaciones y estudios genéticos para conocer patrones temporales y demograficos (Grivet
y Petit, 2003). Inicialmente, se compara entre las diversidades y sirve para modelar los
procesos demograficos que se han presentado en las poblaciones (Avise, 2000). Se obtuvieron
valores relativamente altos de diversidad genética, asi, se sugiere inicialmente que la especie
paso por un evento de expansion poblacional (Tabla 7), donde se han originado haplotipos

nuevos poco divergentes, que no se han perdido por deriva génica.

El reloj molecular estimado determina que la separacion demografica en dos grupos
poblacionales (peninsulares y continentales) es mucho maés reciente que la formacion del Golfo
de Baja California, asi se forman dos unidades genéticas por medio de la dispersion orientada
por animales. Siendo asi, se sugiere que el aumento demografico en el Golfo de California
comenzo més al norte, pero cuando la temperatura bajo en el Ultimo Maximo Glaciar (LGM),
probablemente los individuos se fueron moviendo mas hacia el sur a causa de las bajas
temperaturas en el invierno y probablemente sus poblaciones se fueron contrayendo hacia la
parte sur trayendo efectos desfavorables como la reduccion de habitats de S. thurberi o de sus
dispersores y polinizadores e inclusive favoreciendo la pérdida de otros haplotipos ancestrales

ausentes en el presente.

El Skylineplot present6 un crecimiento poblacional solo en la poza génica representativa
del continente (Poza A, Fig. 10), mientras que los demds se comportaron de forma neutral. Esto
sugiere que una vez que las poblaciones se concentraron mas hacia el sur, en Sonora se ha
estado dando mayor y mas répido crecimiento demografico que en la peninsula. Un efecto
explicado por la mayor presencia de visitas por parte de los polinizadores y dispersores en las
poblaciones continentales. Sin embargo, también es importante que siendo los haplotipos mas
antiguos de Sonora, son estos los mas propensos a tener mayor crecimiento poblacional actual.
En comparacion las poblaciones de la punta de la peninsula que tienen historia poco mas

reciente (2.61 Myr), tienen una historia demografica neutral.

Los analisis infirieron que los modelos de distribucion para los tres momentos histdricos
dan una idea de los cambios en el nicho en el tiempo, debido principalmente a los cambios

inminentes que se dieron en el clima y en el ambiente abidtico, especialmente en la temperatura

73



minima invernal, el cual es la variable més determinante en la distribucion de S. thurberi y/o
para el flujo de genes historico por los polinizadores. Se muestra que los cambios en la
temperatura fueron determinantes en la distribucion de los individuos, que conllevaron a que
entre LIG y LGM las poblaciones mas del norte se perdieran y los individuos se concentraran
en el sur de la distribucion actual (Fig. 11b). Posteriormente, entre el LGM (21000 en el
pasado) y el presente con el incremento de la temperatura las condiciones se hicieron mas

propicias para el crecimiento demografico actual (Fig. 11a).

El resultado de aislamiento por resistencia (IBR), confirma que las distancias genéticas
entre las poblaciones se correlacionan con las distancias ambientales (distancia del menor
costo), lo que permite dar claridad a que la diferenciacion entre el ambiente peninsular y el
continental ha facilitado a la diferenciacion genética de las poblaciones (Fig. 13). Por tanto, en
el Golfo de California donde se encuentran distribuidas las poblaciones de S. thurberi se
presenta diferenciacion ecologicas entre los ambientes donde esta crece y se desarrolla (Fig.
12). De esta manera, la barrera genética estimada en los cabos se puede explicar porque estas
poblaciones estan distribuidas en un ambiente diferencial, es decir en un bosque tropical
deciduo (Apéndice XI), como consecuencia de ello el surgimiento de una poza génica
restringida en Balandra y El Palmar. Por lo tanto, hay una influencia ambiental en la dindmica
poblacional del movimiento de los murciélagos, porque a L. yerbabuenae se le facilita y/o le
gusta mas moverse por el Desierto Sonorense. Al mismo tiempo, las migraciones de los
murci¢lagos al sur de la peninsula son poco frecuentes y por ello es el linaje més reciente de

todos (2.61Myr).

Debido a que se estd presentado movimiento de genes constante, de los murciélagos
entre esas dos regiones geograficas, se podria proponer que diferentes factores ecoldgicos y
ambientales han promovido la variacion genética de S. thurberi en el Desierto Sonorense y en
Baja California. En sintesis las diferencias se deben a: 1) mayor diversidad de ambientes en el
continente, 2) aislamiento en la peninsula que ha producido diferenciacidon por un proceso que
involucra la deriva genética y también quizéd debido a un efecto selectivo por la presencia de
ambientes Unicos en la peninsula y 3) un mayor crecimiento poblacional aparente en las

poblaciones continentales en comparacion con las peninsulares.

La especie se caracteriza por ser muy sensible a los cambios en la temperatura, por
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tanto la variacion de esta en el tiempo, ha favorecido que los tamafios poblaciones
aparentemente hayan cambiado muy radicalmente su area de distribucion y su tamafo
poblacional. Los cambios de temperatura en diferentes lugares dentro del area de distribucion
de S. thurberi, podrian explicar un poco los resultados del Skyline plot, donde en tres de cuatro
grupos genéticos el tamafo poblacional se mantiene casi que constante a través de las
generaciones y solamente en la mas representativa del Desierto Sonorense es donde se da un
aumento poblacional, porque las necesidades fisioldgicas son mas dptimas y porque el flujo
genético activo mantiene a estas poblaciones con un mayor crecimiento demografico. Aunque,
es claro que las condiciones edaficas, la pendiente y demas variables topograficas también

influyen en el modelo de nicho (Sosa ef al., 2009; Moore y Jansen, 2007).

Analisis como la distribucion de los haplotipos, permite sostener, que la inferencia de la
expansion contigua y crecimiento demografico puede estar sesgado si se realiza en unos pocos
locus (Templeton 2004). Seria de esperar que si hacemos el analisis en otras partes del genoma
de S. thurberi encontraramos también un crecimiento demografico, porque normalmente este
patron afecta a varios loci (Ramirez-Soriano et al., 2008). Si bien la sefial que arroja los
marcadores de cloroplasto para las poblaciones de S. thuberi es consistente a través de
diferentes métodos de andlisis. En la poza génica A se acepta la hipdtesis de expansion

poblacional contigua con skyline plot (Fig. 10).
6.4. Refugios pleistocénicos en comunidades de S. thurberi

Durante el Pleistoceno tardio los desiertos de Norte América se caracterizaron por ser
mas frios y himedos que en la actualidad por la presencia de lluvias en el invierno, siendo asi
la vegetacion en los desiertos no era igual que hoy en dia (Melcalfe ef al., 2002). El incremento
de la humedad seguramente tuvo un efecto negativo en las poblaciones de cactaceas
columnares debido a la pérdida de un porcentaje de suelo desértico.

Stenocereus es un género en el cual la divergencia de sus especies ha comenzado a
suceder desde hace aproximadamente 7 millones de afos atras (Hernandez-Hernandez et al.,
2014), cuando se separd completamente la peninsula y S. thurberi es una especie con 5.95 Myr
segun los tiempos de divergencia estimados. Para el caso de la especie hermana S. gummosus,
el origen disyunto de las poblaciones en la peninsula, islas y Sonora se atribute mucho a la

dispersion historica (Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003). Donde los patrones de variacion
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genética y estructura son consistentes con los cambios en la distribucion historica, como las
fluctuaciones climaticas del Pleistoceno (Garrick ef al., 2009). En L. schotti se encontrd
evidencia de vicarianza y dispersion, y formacion de filogrupos que tuvieron expansion hacia el
norte durante los ciclos de contraccion y expansion del Pleistoceno. Patron que aparentemente
se podria suponer en S. thurberi al observar que sucedio una expansion, en gran parte, debido a
la alta influencia de la temperatura minima invernal. Se podria pensar que la historia de S.
thurberi ha sido muy compleja en la cual el origen se dio en Sonora, el flujo genético entre
peninsula y continente se dio luego de la formacion del Golfo (3.25 Myr), momento en el cual
la especie se distribuia mas al norte, posteriormente por los cambios de temperatura se
generaron cambios en las poblaciones para que finalmente las poblaciones hubieran aumentado

hacia el presente de forma exponencial.

La distribucion de la variacion genética debida al movimiento de vectores de dispersion
y/o polinizacién ha sido eficiente para entender los cambios medio ambientales en momentos
del pasado como el cuaternario (Aguirre, 2012), para entender el origen mismo de diferentes
linajes de cloroplasto, como es el caso del haplotipo ancestral de S. thurberi (hap4). En general,
diferentes estudios han encontrado que la mayor parte de la diversidad genética se centra en los
origenes de los linajes o en los refugios del pasado, que posteriormente se ha dispersado a las
regiones aledafias (Hewitt, 2000). Teniendo en cuenta que el cloroplasto nos cuenta la historia
materna, con recombinacion casi nula y baja tasa mutacional, podemos obtener una sefial

evolutiva de una historia antigua.

Los modelos de distribucion basada en variables bioclimaticas, son indicadores gruesos
de la distribucion potencial bajo esas condiciones. De acuerdo a estos podemos reportar sitios
que se sugieren haber sido refugios Pleistocénicos de S. thurberi. Segun el mapa de
distribucion potencial del Pleistoceno (Figura 11b), se model6 una menor abundancia de la
especie S. thurberi en el golfo de California durante los periodos més frios del Ultimo Maximo
Glacial (hace 21000 afios). Si bien, hacia el presente no todas las pruebas aplicadas aportan
evidencia de expansion demogréfica, la estimacion es acorde con evidencia independiente
(Knowles y Carstens, 2007), como viene siendo el caso de la adecuacion de las condiciones
ambientales por el modelo de nicho, en el cual en el presente en términos geograficos hay una

mayor disponibilidad de recursos para que se distribuyan los individuos. Este es el caso de la
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costa Sonorense adyacente a la isla Tiburén en donde est4 Kino, pues, el ambiente actualmente
se comporta como si fuera de la peninsula de Baja California (Apéndice XI), por lo cual se
puede sugerir que los murciélagos desde algin momento del pasado se han dispersado
transportando genes a través del puente maritimo de las islas del Golfo, volando en medio de

estas, hasta llegar a colonizar nuevas tierras y facilitar un aumento demografico.

En el Ultimo Interglaciar (LIG) en la peninsula divergieron primero las poblaciones mas
nortefias (Santa Rosalia, Nopolo y San Francisco) y en el continente fueron Kino y Guésimas.
Posteriormente, en el Ultimo Méaximo Glaciar (LGM) fue cuando la temperatura bajo por la
formacion del casquete polar Lauréntido en el hemisferio norte y las poblaciones se contrajeron
y migraron hacia el sur de Sonora y mas al sur en Baja California. Las poblaciones que se
modelaron para aquel momento fueron Zacate Blanco, Guasimas, Nopolo, Balandra y Palmar,
permitiendo definirlos como los refugios pleistocénicos para la especie S. thurberi. A partir de
este modelo de paleo-distribucion, las variables bioclimaticas fueron paulatinamente cada vez
mas favorables para que la especie sobreviviera hacia la actualidad, y a partir de estas
poblaciones ancestrales se fue dando origen de otras poblaciones acompafiado de un aparente

crecimiento demografico como lo apoya en el skyline plot y mismatch (Fig. 10).

En Sonora las poblaciones de donde se derivan las demas son Zacate Blanco y Guasimas,
que portan los haplotipos con mayor frecuencia (hap2 y hap4), la expansion poblacional se dio
de sur a norte, acompanado de un flujo genético a larga distancia. Es resaltante que el haplotipo
ancestral est4d en Sonora (hap4) y seguramente a partir de €l se dio el origen de todos los demas.
Por lo tanto, se puede inferir que la poblacion ancestral es Sonorense, que posiblemente esté
localizada entre Zacate Blanco y Guésimas, y a partir de este lugar se dio la divergencia

genética de las otras poblaciones, que posteriormente migraron hacia la peninsula.

Se podria inferir que en el estudio la poblacion con mas tiempo es Zacate Blanco porque
se caracteriza por ser una poblacion con una de las mayores diversidades haplotipicas (H;~=
0.75). Esta poblacién porta un haplotipo restringido en ella (haplotipo 12), que seguramente es
derivado del haplotipo ancestral y se ha restringido alli, debido a que posiblemente surgio en
respuesta a las condiciones ambientales del matorral costero y bosque deciduo, donde se

desarrolla esta poblacion (Bustamante, en prensa).
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En la peninsula de Baja California podemos observar que Nopolo que hay un haplotipo
mas frecuente en ese grupo, que igualmente es representativo en San Francisco, Santa Rosalia y
El Palmar. Por lo tanto, podemos sugerir que a partir de esta, crecid la poblacion hacia el norte
y hacia el sur de la peninsula. También, es posible que en S. thurberi estén ciertos haplotipos
que representen polimorfismos ancestrales que no se han perdido por deriva y muestren eventos
de flujo genético ancestral con el continente cuando las poblaciones ya existian (ej. el Hap2

entre Balandra y Zacate Blanco y el Hap7 entre Nopolo y Guasimas, Apéndice VII).

Con base en lo anterior, Guasimas se caracteriza por tener un ambiente costero y en cual
es posible que esto favoreciera que los murciélagos pudieran volar y forrajear con Nopolo
restringiendo entre estas dos el haplotipo 7, concordante con la formacién de una ambigiiedad
en la red de haplotipos (Fig. 5). Este haplotipo que quiza es resultado de un polimorfismo
ancestral quizas no migro a poblaciones mas cercanas como Tecoripa y Zacate Blanco porque
estds estan en diferentes ambientes (matorral espinoso y matorral costero, respectivamente,

Bustamante, en prensa).

En conclusion, podemos observar que se presentan dos historias diferentes, una para el
continente y otra paralela para la peninsula, donde se dio diferenciacion genética y dispersion
entre poblaciones cercanas y en algunos casos a través del Golfo de Baja California, lo que

ocasiond que las poblaciones fueron creciendo hacia al presente y expandiéndose.

Para interpretar los movimientos de los organismos, es necesario tener en cuenta la
historia geologica y la distribucion pasada, para hacer inferencias sobre la historia evolutiva
(Avise 2000). Las pruebas de mistmach y Skylineplot, indican que la especie ha aumentado su
crecimiento poblacional hacia el presente. El cambio poblacional lento puede argumentarse por
la ausencia de significancia en D’ de Tajima. De este crecimiento poblacional han surgido las
poblaciones mas nortefias como Sonoyta y Santa Rosalia que parecen ser mas recientes. Estos
resultados respaldan la hipotesis de que la especie se ha mantenido en la peninsula y en el
continente desde hace mucho tiempo, y que en los dos lugares se presentaron refugios
Plesitocénico independientes. Porque en determinado momento histérico aparentemente desde
el Plioceno tardio los linajes de los haplotipos hap4 y/o hap8 migraron por dispersion a larga
distancia entre Sonora y Baja California generando una mezcla de genes (Fig. 3), y luego por

las facilidades ecoldgicas y geogréficas se siguié dando la migracién en ambos lados del Golfo.
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Recientemente, se ha reportado sobre la influencia de los cambios climaticos del
Pleistoceno en la estructura filogeografica de las familias Asteraceae (Fehlberg y Ranker, 2009)
y Euphorbiaceae (Garrick et al., 2009) en el desierto del norte de México. Estos cambios
climaticos determinaron los cambios en la distribucion de las biotas, lo cual ha provocado
contracciones, expansiones, fragmentacion poblacional y aislamiento geografico y demas
procesos que han generado divergencia genética (Ramirez-Barahona y Eguiarte, 2014). Este
patron que también se presenta en S. thurberi permite suponer que estas especies han persistido
en diferentes refugios durante los periodos mas frios y himedos y luego a partir de estos se han
expandido, dando lugar a un incremento en la diversidad genética y nuevos linajes (Garrick et
al., 2009). Estas evidencias pueden ser referencia para plantear posibles escenarios evolutivos

para cactus que se distribuyen en estos desiertos.
6.5. Conservacion del desierto

Los desiertos son ecosistemas con alta riqueza en flora endémica (Rzedowski, 1978) y
este es el caso del Desierto Sonorense, porque, a pesar de ser pequefio, es el desierto mas rico
de América del Norte (Van Devender, 2000). Los ecosistemas y la biodiversidad del desierto
estdn muy amenazados, al grado que muchos han sido establecidos como lugares prioritarios
para la conservacion de especies con importancia ecologica (Escudero et al., 1999). Estos
ecosistemas se encuentran en riesgo debido a: 1) perdida de hébitat de especies; 2)
fragmentacion por cambio en el uso del suelo, debido a mineria, tala indiscriminada y
agriculturas 3) la sedimentacion de los rios, construccion de represas (Burquez y Martinez-
Yrizar 2006; Parson, 1976); 4) calentamiento global, por las exigencias ecofisioldgicas de las

plantas (Campo, 2013).

Es importante la proteccion de las comunidades vegetales debido a que son modelos
interesantes para entender procesos evolutivos como especiacion (Moore y Jansen, 2007) y
procesos ecoldgicos como dispersion e historias de vida (Meyer, 1986). Siendo asi, especies
como el S. thurberi, por ser un cactus presente solamente en los desiertos del noroeste de
Meéxico y una pequefia parte al suroeste de Estados Unidos, es un modelo interesante para

proponer planes de conservacion de comunidades en ambientes desérticas en México.

Se infiere que en esta especie, factores ambientales como la temperatura fria pone en
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evidencia la importancia de estos factores en el patron de distribucion de S. thurberi. Por ello,
es fundamental el conocer los factores ecologicos diferenciales que conllevan a la distribucion
actual de esta especie, porque la variacion genética y los patrones de migraciéon de los
murci¢lagos dispersores estan relacionados con los cambios en la temperatura y la precipitacion
y quiza es por esto, se sugiere limitado flujo génico en las poblaciones de la punta de la

peninsula (Balandra y El Palmar).

En Norte América a lo largo del Plioceno y Pleistoceno los eventos biogeograficos y
climaticos configuraron la distribucion actual de los biomas aridos, de manera que estos
eventos pudieron tener una fuerte influencia en la distribucion de la variacion genética de los
cactus y su especiacion tal y como se sugiere en S. thurberi. Los tres modelos de distribucion
potencial son muy contrastantes, por tanto, se sugiere que por las glaciaciones la distribucion de
esta especie ha cambiado entre el Ultimo Interglaciar y el presente. Debido que en algunas
cactaceas de regiones 4ridas y semiaridos del norte de México, se ha planteado que la
divergencia de especies de forma alopétrica puede ser el modo predominante de especiacion

(Hernandez-Hernandez 2010, Cornejo-Romero et al., 2012).

El Golfo de California es una region geografica con ambientes desérticos que ha estado
sometida a diferentes procesos geograficos y geoldgicos a lo largo del tiempo, y siendo que los
ambientes de distribucion de S. thurberi pueden llegar a ser muy cambiantes es importante
determinar ciertas localidades desérticas como unidades de conservacion abundantes en
especies Mexicanas como esta. En este sentido, es necesario definir como poblaciones
prioritarias para conservarlas a aquellas que presenten menor diversidad genética, es decir las
mas nortefias (Sonoyta, Santa Rosalia y San Francisco) porque serian las mas posibles de
perder por deriva génica o depresion por endogamia debido a la expresion de un alelo recesivo
letal en la poblacidn, a causa de una mutacion en el genoma (Barret y Kohn, 1991). También,
es importante conservar a las que tengan mucha variacion genética que puedan servir como
reservorios de alelos importantes, porque seguramente corresponden con poblaciones de las
cuales divergieron otras mas recientes, como lo son Zacate Blanco, Carbé y Magdalena en el
continente y Nopolo en la peninsula. Estas poblaciones con mayor diversidad son de conservar,
porque probablemente son importantes en los patrones biologicos y ecoldgicos de los

polinizadores y dispersores.
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Finalmente, conservar las poblaciones que sobrevivieron a los cambios climaticos y que
portan los haplotipos ancestrales (de acuerdo a la modelacion del nicho), de las cuales
derivaron otros, es decir: Guasimas, Zacate Blanco, Balandra, El Palmar y Nopolo por ser
refugios pleistocénicos. Otro argumento para conservar las poblaciones de la punta de la
peninsula de Baja, es porque al estar distribuido Stenocereus littoralis (Esquivel, 2004), se
podria presentar una introgresion genética en los Cabos y por ende mayor diferenciacion o una
especiacion. Consistente con patrones evolutivos de una nueva especie debido a una barrera al

flujo génico y al patron de aislamiento por distancia donde hay haplotipos restringidos.

El area que ocupan poblaciones como Zacate Blanco, Nopolo y Guéasimas, fueron
refugios pleistocénicos, pero no se pueden definir como unidades evolutivas independientes,
porque a nivel de la filogenia no se esta presentando una monofilia reciproca en ellas, aunque
presenten variacion molecular antigua (Avise, 2000). Finalmente, para determinar las
estrategias de conservacion, es necesario conocer los movimientos de dispersion por parte de
los polinizadores, porque existen registros de L. yerbabunae en las costas de Sonora, en las
islas del golfo de California y en la peninsula. De igual manera, seria muy complementario
hacer analisis como los microsatélites y/o SNPs para proponer un rescate genético mas
robusto.

Los estudios de genética de poblaciones y filogeografia realizado hasta el dia de hoy en la
familia cactaceae son escasos, lo cual dificulta la posibilidad de establecer patrones sobre la
evolucion que explique la alta diversidad. Aunque, esta tesis junto con los demads estudios son
evidencia que prueba que el componente historico ha moldeado la estructura genética y ha
originado gran cantidad de endemismos en zonas aridas (Riddle et al., 2000). Por tanto, la
historia de S. thurberi, contribuye en comprender la respuesta de las cactaceas a eventos
historicos que han promovido el aislamiento geografico y el flujo génico por zoocoria en
especies de los desiertos. Asi como también, establecer o confirmar posibles rutas de

colonizacion para poner a prueba hipotesis de migracion en estos ecosistemas.
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7. CONCLUSIONES

1) La utilizacién de secuencias intergénicas e intrones de ADN de cloroplasto resulta ser
una técnica de relativamente bajo costo y facil montaje y elaboracion, aunque la cantidad de
DNA que se logre extraer no sea muy alta, resultaron en la deteccion de polimorfismos
variables que aportaron informacion util para estimar procesos evolutivos dentro de la especie
estudiada. Por ser facilmente reproducibles, se recomienda hacer la reconstruccion también con
secuencias nucleotidicas de ntcleo para inferir la historia de dispersion paterna (polen), porque
diferentes marcadores pueden tener diferentes historias.

2) En general se presentan valores altos de diversidad genética en S. thurberi. La region
con mayor diversidad genética es la region continental de su distribucion, pero debido al fuerte
flujo genético hay poca estructuracion.

3) En la zona més nortefias de la peninsula y del continente se presentan los valores de
diversidad mas bajos, lo cual es quizas debido a que se presenta menor flujo de genes hacia el
norte o porque son poblaciones periféricas relativamente recientes.

4) Hay una separacion genética entre los grupos poblacionales del continente y la
peninsula, debido a la presencia del Golfo de California. Se encontraron evidencias de procesos
de diferenciacion genética ancestral, principalmente en las poblaciones de los cabos. Sin
embargo, encontramos también evidencia de separacion por distancia geografica en la
peninsula.

5) Hay una separacion genética entre los dos grupos poblacionales, debido a la presencia
del Golfo de Baja California, a causa de procesos de vicarianza ancestral. Sin embargo,
también el flujo genético mas reciente ha influido en los procesos evolutivos de esta region
geograficamente discreta. Pero esto ultimo también se puede explicar por la presencia de
polimorfismos ancestrales, introgrecion o hibridacion y/o flujo genético.

6) Los ambientes de distribucion de los pitayos son muy diversos. Se sugiere que este
efecto puede conducir a la diferenciacion genética, pero que debido al intenso flujo genético en
el continente la estructuracién poblacional es menor que en la peninsula donde las poblaciones
estdn mas diferenciadas.

7) Es importante conservar a las poblaciones que fueron en el pasado refugios de la
especie durante el Pleistoceno y que portan haplotipos ancestrales (Guasimas, Zacate Blanco,

Balandra, El Palmar y Nopolo).
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8) Las poblaciones de Baja California se ajustan a un modelo de aislamiento por
distancia. Sin embargo, las poblaciones del continente tienen patrones de relacion mas
complejos que no se explican con un modelo simpe de aislamiento por distancia.

9) Las poblaciones de Baja California se diferencian ambientalmente de las del
continente. Pero la poblaciéon de Kino se agrupa dentro de las poblaciones de Baja California,
lo cual apoya la posibilidad de que los murciélagos a veces se muevan acarreando polen y
semillas a través del Golfo de California.

10) En los diferentes ambientes las poblaciones han seguido trayectorias evolutivas
distintas. Estos patrones son muy complejos e incluyen fendmenos de aislamiento ancestral,
restricciones en el flujo génico local, diferencias ambientales locales y regionales y
ensamblajes de polinizadores y dispersores distintos.

11) Se sugiere realizar andlisis filogeografico de las poblaciones distribuidas en las islas
del Golfo de California para asi determinar mas claramente la direccion del flujo de genes
entre los grupos de poblaciones.

12) El flujo genético actual de los murciélagos, parece ser relevante a lo largo de todo el
area de distribucion. Pero parece ser mas importante el movimiento entre las poblaciones de
Sonora, que los que cruzan el Golfo de California, pero se pueden parecer por ancestria comun,

no por flujo génico actual, se necesitaria analisis mas ecoldgicos, y otros datos .
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8. APENDICES

8.1 Apéndice I: PROTOCOLO DE LABORATORIO

8. 1.1. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN PARA Stenocereus thurberi

1. Descartando el hidrénquima, cortar fragmentos de tejido fotosintético (aproximadamente 1g) en un
mortero y moler con nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino. De ser posible, tratar no moler la
muestra en exceso para el evitar el fraccionamiento del DNA.

2. El ADN genomico fue extraido afiadiendo 900 pl de alcohol etilico,

3. Agregar 600 pl del buffer de extraccion CTAB, 750 ul del buffer STE y 65 pl de SDS al 20% y
recuperar en un microtubo de 1.5 mL. Y subsecuentemente fue centrifugada a 12,000 rpm por 8§ minutos.

4. Fl sobrenadante fue eliminado y el precipitado resuspendido en 250 pul de buffer CTAB 2X y 750 pl
del buffer STE. Y nuevamente las muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm por 8 minutos.

5. El sobrenadante fue eliminado y el precipitado resuspendido en 400 ul de buffer CTAB 2X y 600 ul del
buffer STE, para nuevamente centrifugar las muestras a 10,000 rpm durante 8 minutos,

6. Se elimino el sobrenadante y se resuspendieron con 800 ul del buffer CTAB 2X.

7. Las muestras fueron tratadas con ribonucleasa agregando 25 ul (7000 u/ml) a 37° C por 20 minutos
para disminuir el ARN (agitando los tubos cada 4 minutos).

8. Después, se agregaron 50 ul de proteinasa-K (20 mg/ml) y se incubo a 65° C por 30 minutos. Y se
colocaron las muestras en hielo por 15 minutos para detener la reaccion.

9. Se agregaron 600 ul de cloroformo:octanol (24:1) por muestra, homogenizando en vortex y
centrifugando a 9000 rpm por 12 minutos.

10. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo de centrifugado (70% de la muestra). E1 ADN fue
precipitado con 600 pl de isopropanol frio (-20° C) y mantenido por 12 horas a -20° C.

11. Después de este tiempo las muestras fueron centrifugadas a 12,500 rpm por 7 minutos y el
sobrenadante fue desechado.

12. El pellet fue lavado agregando un 1 ml de etanol frio (-20° C) al 70% y centrifugando a 14,500 rpm
por 5 minutos. Se elimind el sobrenadante.

13. Se seco el pellet, se resuspendié en 100 ul de agua ultra pura, el volumen de agua depende del

tamaio del pellet de ADN y podria ir de 15 pl a 150 pl aproximadamente.
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8.1.2. BUFFE R DE EXTRACCION CTAB2X

- Tris-HCI 100mM pH8
- NaCll14M
-  EDTA 20mM pHS8
- CTAB2%
- Opcional: PVP40 4% p/v (remueve compuestos. fenolicos, alcaloides y estabiliza enzimas)
- Opcional: Ac. Ascorbico 0.1% p/v
- Opcional: DIECA 0.1% p/v
- Opcional: Polietilen Glicol 4% p/v (captura azucares de alto p.m.)
- - b-mercaptoetanol 0.3% (agregar hasta el momento de usar el buffer)

1. Preparar solucion 0.5 M de Tris (la cantidad a preparar se calcula en el paso 4) y ajustar pH a 8 con
HCL.

2. Preparar solucion 3.0 M de NaCl (la cantidad a preparar se calcula en el paso 4).

3. Preparar solucion 0.5M de EDTA (la cantidad a preparar se calcula en el paso 4) y ajustar pH a 8
con NaOH.

4. Preparar solucion de Tris-HCl 100mM, NaCl 1.4M y EDTA 20mM.

5. Agregar (en gramos) 2% del volumen total de CTAB.

6. Aforar con agua destilada al volumen final.

7. Al momento de utilizar, agregar 0.3% de b-mercaptoetanol.

8. Guardar en frasco ambar.

8.1.3. BUFFER DE EXTRACCCION CTAB

- Tris-HCL 100mM pHS8

- Na(Cl 1.5M

- EDTA 20mM pHS8

- CTAB 4%

- PVP40 4%

- Acido Ascorbico 0.1%

- DIECA 0.1%

- b-mercaptoetanol 0.3 % (agregar hasta el momento de usar el buffer)

1.- Preparar solucion 0.5 M de Tris (la cantidad a preparar se calcula en el paso 4) y ajustar pH a 8 con
HCL.

2.- Preparar solucion 3.0 M de NaCl (la cantidad a preparar se calcula en el paso 4).

3.- Preparar solucion 0.5M de EDTA (la cantidad a preparar se calcula en el paso 4) y ajustar pH a 8
con NaOH.

4.- Preparar solucionde Tris-HCl 100mM, NaCl 1.5M y EDTA 20mM.

5.- Agregar (en gramos) 4% del volumen total de CTAB, 4% de PVP40, .01% de Ac. Ascorbicoy
0.1% de DIECA.

6.- Aforar con agua destilada al volumen final.

7.- Al momento de utilizar, agregar 0.3% de b-mercaptoetanol.

8.- Guardar en frasco ambar.

8.1.4. BUFFE R DE EXTRACCION STE
- Tris-HCI 100mM pHS
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- EDTA 50 mM pHS

- NaCl 100mM
- b-mercaptoetanol 0.3% (agregar hasta el momento de usar el buffer)

1.- Preparar solucion 0.5 M de Tris (la cantidad a preparar se calcula en el paso 4) y ajustar pH a 8 con
HCL

2.- Preparar solucion 3.0 M de NaCl (la cantidad a preparar se calcula en el paso 4)

3.- Preparar solucion 0.5M de EDTA (la cantidad a preparar se calcula en el paso 4) y ajustar pH a 8
con NaOH

4.- Preparar solucion de Tris-HC1 100mM, NaCl 100mM y EDTA 50mM

6.- Aforar con agua destilada al volumen final

7.- Al momento de utilizar, agregar 0.3% de b-mercaptoetanol

BUFFER DE ELECTROFORESIS TAE

Para preparar 1 litro a 10X:
- 48.4 gramos de Tris ultra puro
- 11.42 ml de Acido Acetico Glacial
- 20 ml de EDTA 0.5M pH=8
- Aforar a 1000 ml
- Ajustar pH final a 8.2-8.3 (con Ac. acetico glacial o EDTA)

8.2. Apéndice II: Formula utilizada de N,

Ecuacion despejada del tamafio efectivo poblacional.

Ne — 0
€= 2%U
Para una tasa mutacional del 10-8
Ne — 0.00075
¢ = 2%10-°
Ne = 37.500
Para una tasa mutacional del 10-9
Ne — 0.00075
= 24100

Ne =~ 375.000

86



8.3. Apéndice III: Descripcion del modelo en Beast

BEAST estima la probabilidad de la genealogia (g) dados los diferentes parametros de
tamafio efectivo poblacional en el tiempo (O) y los tamafios de grupos (A). La distribucion
posterior para los cuatro clusters se obtuvo a partir de 100°000.000 de cadenas Markov Monte
Carlo, esta probabilidad se refiere a la probabilidad de ©, A, g y demas parametros de
substitucion (Q2) dada la tasa de mutacion. De esta forma cada poza génica tiene una genealogia

y unos parametros demograficos asociados.

8.4. Apéndice I'V: Descripcion del modelo en Maxent

Para la realizacion del modelo potencial de distribucion, se realizo una limpieza de las
bases de datos para eliminar los registros doblemente reportados y las presencias mal reportadas.
Y con todos estos pixeles se calcula el pixel promedio con sus valores ajustados a todas las
variables a partir de una nube de puntos. El software caracteriza la entropia de Shannon de los
pixeles de las posibles presencias, para elegir la distribucién de probabilidades en los pixeles
que aumente la entropia. Al igual genera un modelo de probabilidad de pertenencia de un
conjunto de datos a otro bajo el criterio de entropia. La validacion del modelo se evalta
utilizando las pruebas curvas de omision y las curvas de Receiver Operating Characteristic
(ROC) estimada por el programa. De esta manera se corrieron los modelos para sugerir un
posible modelo de expansion o contraccion demografica y extrapolarlo con propositos de
conservacion. Las capas fueron recortadas para abarcar una parte del noroeste de México.

Los modelos de distribucion potencial producto de MaxEnt se corrieron con 500
iteraciones con un margen de convergencia de 0.00001. Se corrieron treinta réplicas de los
modelos para cada especie en los espacios temporales. Por otro lado, la importancia de las
variables ambientales se valid6 realizando 30 réplicas del analisis por medio de un bootstrap.
Los modelos generados fueron visualizados mediante el software R 2.0.8 (Venables y Smith
2008), donde se eliminaron todas las regiones que estuvieran debajo del 10 percentil de
probabilidad de presencia para delimitar el area de mayor probabilidad de presencia de la

especie.
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8.5. Apéndice V: Frecuencia de los haplotipos

Tabla de distribucion de las frecuencias de cada una de las poblaciones en los haplotipos.

Poblaciones n HI H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 HIO0O HII H12
Continentales
Carbo 11 - 273 - 182 364 182 - - - - -
Guasimas 14 - 429 - 429 - - 143 - - - -
Kino 12 - 417 - 333 - - - 250 - - -
Magdalena 15 - 133 - 20 333 333 - - - - -
Sonoyta 16 - - - 438 - - - - - 563 - -
Tecoripa 14 - 214 - 357 - - - - - 429 -
Zacate 15 - 333 - 267 - - - - - 6.7 333
Peninsulares
Balandra 14 50 143 357 - - - - - - - -
Nopolo 12 - - - - - 143 50 357 - - -
El Palmar 13 538 - - - - - - 154 308 - -
Santa Rosalia 15 - - - - - - - 100 - - -
San Francisco 14 - - 7.1 143 - - - 786 - - -

8.6. Apéndice VI: Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) con tres niveles jerarquicos

para el conjunto de poblaciones de S. thurberi en la parte superior estan los valores para el
grupo continental y en la parte inferior el grupo de las peninsulares.

Suma de Componentes Porcentaje de
Variaciéon d.f. Cuadrados de varianza variacion

Entre poblaciones 6 22.321 0.2311 Va 30.6

Dentro de las poblaciones 90 89.219 0.5242 Vb 69.4
Total 96 69.505 0.75544 Vc

Entre poblaciones 4 30.083 0.5046 Va 43.06

Dentro de las poblaciones 63 42.035 0.6672 Vb 56.94
Total 67 72.118 1.1718 Vc
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8.7. Apéndice VII. Topologia resultado del analisis bayesiano realizado con solo los

haplotipos.
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8.8. Apéndice VIII: Matriz de aislamiento por distancia (IBD)

Hap_1

Distancia genética de Fst (diagonal superior) y geograficas en km (diagonal inferior) entre las doce

poblaciones estudiadas de Stenocereus thurberi. S = Sonora, BC = Baja California.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
I Balandra (BC) 0.624 0679 0549 0616 0414 0016 0574 0425 0774 0712  0.666
2 Carbo (S) 602.502 - 0.179  0.143 -0.063 0249 0598 0.817 0.601 0.583 0.385 0.297
3 Guasimas (S) 406.067 227 - 0.107 0.168 0246 0660 0.859 0652 0424 0.184 0.163
4 Kino (S) 543219 119 288 - 0.171  0.132 0554 0.675 0386 0491 0285 0.224
5 Magdalena (S) 709.779 2994 227 217 - 0211 0581 0774 0591  0.555 0380 0.310
6 Nopolo (BC) 20232 401.874 230.01 32831 523.83 - 0373  0.546 0320 0511 0381 0.336
7 Palmar (S) 117.547 705.722 510.44 651.45 829.23 323.45 - 0.664  0.519 0767 0.702  0.655
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8 San Francisco
(BO)

9 Santa Rosalia
(BO)

10 Sonoyta (S)

11 Tecoripa (S)

12 Zacate Blanco
S

457.877

402.427
873.443

492.617

285.427

316.187 274.47

277.183

299.4
240

368

199.02  423.25

196.41 174.79 394.23
493 333.29 222.06

99 203 240

178 364 470

251.53

191.26
662.95

327.89

226.8

561.507 - 0.073

509.381 84.326 -
981.609 486.991 494.534

593.381 346.985 278.972

379.878 401.908 314.574

0.924

0.776

448

668

0.866  0.784
0.687 0.615
0.418 0.393
- 0.036
230 -

8.9. Apéndice IX:

LGM
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8.10. Apéndice X: Matriz de aislamiento por resistencia (IBR)

Distancia genética de Fst (diagonal superior) y Least cost path distance (diagonal inferior) entre las
doce poblaciones estudiadas de Stenocereus thurberi. S = Sonora, BC = Baja California.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 Balandra (BC) - 0.624 0.679 0.549 0.616 0.414 0.016 0.574 0425 0774 0.712  0.666
2 Carbo (S) 588.666 - 0.179 0.143  -0.063  0.249 0.598 0.817 0.601 0583  0.385  0.297
3 Guésimas (S) 395.084 197.901 - 0.107  0.168  0.246 0.660 0.859 0.652 0.424 0.184 0.163
4 Kino (S) 535378 118.547 188.407 - 0.171  0.132 0.554  0.675 0386 0491 0285 0224
5 Magdalena (S) 710402 124273  316.283 224.129 - 0.211 0.581 0.774 0.591  0.555 0380 0.310
6 Nopolo (BC) 209.102 404.799  232.305 334.060 529.056 - 0373 0.546 0320 0.511 0381  0.336
7 Palmar (S) 117.909 706.563 512.526 651.843 828.159 321.364 - 0.664 0519 0.767 0.702  0.655
8 San Francisco )
(BO) 454354 311326 271.297 194,762 417.334 249371 559.053 0.073  0.924 0866 0.784
9 Santa Rosalia )
(BC) 397.898 275.103 195.411 171.753 392.683 188.813 508.692 81.269 0.776  0.687  0.615
10 Sonoyta (S) 869.011 300.818 493.929 334.541 218.303 668.467 985.949 483.057 495.082 - 0.418  0.393
11 Tecoripa (S) 480.446 151.294  98.724 203.176 248.287 330.259 596.159 342.954 275.969 449.567 - 0.036
12 Zacate Blanco _
(S) 276.207 369.556 179.298 365.519 478.086 219.257 383.417 395.879 315.006 669.678 230.637
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8.11. Apéndice XI. Analisis de clusters para las 19 variables bioclimaticas extraidas en el
modelo. En el mapa los puntos morados son las poblaciones de Sonora y los puntos azules

son las poblaciones de Baja California
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