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Resumen

El Desierto Sonorense actia como una importante area de diversificacion y
endemismos de la biota, ocasionado por la compleja historia geoldgica y climéatica.
Las rupturas filogeogréaficas observadas en la regién de la Peninsula de Baja
California han sido concordantes en multiples taxas, siendo indicativos de diversos
procesos que han impactado comunidades enteras. Los eventos mas recurridos
para la explicacion de estas rupturas son la formacion del Golfo de California por
desprendimiento del macizo continental y la aparicién de los supuestos canales
marinos transpeninsulares. Fouquieria columnaris, es una especie endémica de
México, coloquialmente conocida como cirio. Su distribucion abarca el desierto
central de la Peninsula de Baja California, y algunas localidades aisladas como la
Sierra de San Francisco, el Volcan de Las Tres Virgenes, la Isla Angel de la Guarda,
y en la Sierra Bacha. Mediante el uso de dos espaciadores del ADN cloroplastico
(psbJ-petA y ndhF-rpl32), se determind niveles de diversidad nucleotidica bajos
(1m=0.0025) pero altos en la diversidad haplotipica (h=0.9339). Se observé 28
haplotipos en el fragmento concatenado de las secuencias espaciadoras, que
pudieron diferenciar cuatro poblaciones, A) poblacion nortefia conformada por
individuos recolectados en el desierto central de la peninsula, B) poblacion surefia
perteneciente al Volcan de Las Tres Virgenes, C) poblacion de Sierra de San
Francisco y D) la poblacién de Sierra Bacha. Tres eventos vicariantes pueden
explicar esta estructura: a) La formacion del Golfo de California (5.5 m.a.); b) El
canal medio-transpeninsulares en la Peninsula de Baja California (1 m.a.); y c) la
actividad volcanica en el complejo de Las Tres Virgenes (1.2 m.a.). Las
estimaciones de tiempos de divergencia apoyan estos hallazgos. Es posible que el
patrén filogeografico de F. columnaris puede estar asociado no solo a estos eventos
geoldgicos historicos, sino que eventos de fluctuaciones climéticas durante el
Pleistoceno (eventos glaciares-interglaciares), los cuales pudieron haber
participado en la formacién de refugios climaticos para la especie. Otros factores
tales como la limitada capacidad de dispersion debido a su corto rango de
distribucién por anemocoria, la sensibilidad climética de la especie, y la
heterogeneidad ambiental del centro de la Peninsula de Baja California, pudieron
contribuir a la fragmentacién de las poblaciones a partir de un rompimiento de flujo
genético historico. Los resultados obtenidos permiten explicar procesos evolutivos
de la especie, ademas de identificar regiones de alta diversidad genética que
puedan participar como Unidades Evolutivas Significativas dando informacion
relevante para la gestion de estrategias para el uso, manejo y conservacion,
asegurando un resguarde del acervo genético y potencial evolutivo de la especie.
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Summary

The Sonoran Desert acts as an important area of biota diversification and endemism,
caused by the complex geological and climatic history. The phylogeographic
ruptures observed in the region of the Baja California Peninsula have been
concordant in multiple taxa, being indicators of diverse processes that have
impacted entire communities. The most recurrent events to explain these ruptures
are is the formation of the Gulf of California by detachment of the continental massif
and the appearance of the supposed transpeninsular marine channels. Fouquieria
columnaris, is an endemic species of Mexico, colloquially known as cirio. Its
distribution includes the central desert of the Baja California Peninsula, and some
isolated localities such as the Sierra de San Francisco, the Volcano Las Tres
Virgenes, the Island of Angel de la Guarda and the locality in Sierra Bacha. By using
two chloroplast DNA spacers (psbJ-petA and ndhF-rpl32), we found low nucleotide
diversity levels (1 = 0.0025) but high haplotypic diversity (h = 0.9339). A total of 28
haplotypes were recorded in the concatenated fragment of the spatial sequences,
which differentiated four populations, A) northern population formed by individuals
collected in the central desert of the peninsula, B) southern population belonging to
the Volcano of Las Tres Virgenes, C) population of Sierra de San Francisco and D)
the population of Sierra Bacha. Three vicarious events can exploit this structure: a)
The formation of the Gulf of California (5.5 m.a.); b) The mid-peninsular seaway in
the Peninsula of Baja California (1 m.a.); and c) volcanic activity in Las Tres Virgenes
complex (1.2 m.a.). Estimates of divergence times support these findings. Other
phenomena may explain this phylogeographic pattern observed in F. columnaris.
For example, climatic fluctuations during the Pleistocene (glacial-interglacial events),
which may have participated in the formation of climatic refuges for the species, or
factors such as the limited dispersal capacity due to its short range of distribution by
anemocory, the climatic sensitivity of the species, and the environmental
heterogeneity of the center of the Baja California Peninsula. These results allow
explaining the evolutionary processes of the species, besides being identified
regions of high genetic diversity that can be useful as evolutionary significant units
(ESU) for the use, management and conservation, ensuring the gene pool and
evolutionary potential of the species.

Keywords: Fouquieria columnaris, Sonoran Desert, phylogeography, vicariant, times

of divergence. .
%ﬁga //J/z&

Vo. Bo. Dr. Francisco Garcia-De Leén



Dedicatoria

Con amor a mis padres, les agradezco su ejemplo
de amor, lucha y perseverancia.



Agradecimientos

Agradezco al Centro de Investigaciones Biolégicas del Noroeste por albergarme
durante estos dos afios bajo el Programa de Posgrado Maestria en Manejo Uso y
Conservaciéon de Recursos Naturales.

Al CONACYyT, por la beca de manutencion otorgada (registro 549226) por este
tiempo.

A Victor Sanchez Sotomayor, director del Area de Proteccion de Flora y Fauna
Silvestre Valle de los Cirios, por la confianza y el apoyo econémico recibido.

A mi director de tesis, el Dr. Francisco Garcia-De Leon, por el ejemplo de dedicacion
y trabajo que hay en usted. Gracias por todo lo aprendido, por sus consejos, por la
motivacion y por la confianza que depositd en mi persona.

Al Dr. J.L. Ledn de la luz, por su amistad y por transmitir la pasion y conocimientos
como boténico. Agradezco todo el apoyo para la realizacion de mis recolectas de
campo, una enriguecedora experiencia recorrer gran parte de la peninsula de Baja
California y las islas del Golfo de California a su lado.

Al Dr. Pedro Pefia Garcillan, por participar como parte de mi comité tutorial. Gracias
por sus consejos, disposicién y amabilidad.

Al Dr. José Delgadillo Rodriguez, por su asesoria y por proporcionar una de las
localidades utilizadas para este trabajo.

Al Dr. Reymundo Dominguez Cadena y el Dr. Alfonso Medel Narvaez, por su
asesoria y compafia durante las salidas de campo.

Al M.C. Sergio Pedrin Avilés, por su apoyo y compaiiia en la recolecta del Estado
de Sonora.

A la Dra. Carina Gutiérrez Flores y a la Dra. Carolina Galvan Tirado, por su
amabilidad y disposicion durante mi capacitacion, tanto en el laboratorio y
programas computacionales, pero sobre todo agradezco su valiosa amistad.

A todos los trabajadores y estudiantes que han pasado por el laboratorio de
Genética para la Conservacion y a mis compafieros de Posgrado.



Contenido

RS UM BN e [
SUMMAIY et e e e e e e eaans iError! Marcador no definido.
[DZ=To [ Tot=1 o] o - VTR i
F o= To LYol [ o 01T o) (o 1 USSR v
(@0 o1 =101 o Lo T PP %
RSy = W0 [T o LU = PP Vil
LisSta de tablas .ccoooe e IX
NUmeros de acceso al GenBankK.........ccoooooiiiiii X
ADTEVIATUTAS. ...ttt Xi
1. INTRODUGCCION ....ouviiiitiiieieieeiee ettt sttt sttt 1
2. ANTECEDENTES ..ottt 3
p22% N Y oo [=] (o T o L= =23 (1 T [ P 3
P 1111 ] o 18 od o] o RO PP 4
2.3 FENOIOGIA ...ttt e e e e e e e 5
2.4 DEMOQGIAfia ...cccee e ———————————— 6
2.5 Filogenia y biogeografia de la familia Fouquieriaceae .........ccccccccvvvvvvveveennnnnnn. 9
2.6 Estudios sobre la variaCion genétiCa.............uueeieeeeeiiiiieiiiiiie e 12
2.7 RelO] MOIECUIAT ......ooviiiiiiiiiiiiiiiie e 14
2.8 Dindmica histdrica poblacional...............cooovviiiiiiiii e 15
2.9 Historia geoldgica del Desierto SONOrENSE .........cvvvvveeveiieieeeeiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 16
2.10 Aspectos climéaticos y ecorregiones del Desierto Sonorense........................ 21
2.11 Unidades evolutivamente Significativas..............cuuvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee 23
3. JUSTIFICACION. ...ttt ettt et e e 24
A, HIPOTESIS ..ottt ettt 26
5. OBIETIVOS. ...ttt ettt 27
5.1 ODjJetiVoS gENETAIES .......oovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27
5.2 ObjJetiVOS PArtiCUIAIES........cceeeeeeiiice e 27
6. MATERIALES Y METODOS .....cooiiiiiieceeeee et eee ettt 28
6.1 ODbtenCiON de MUESIIAS .....ccevviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee et 28
6.2 Extraccion de ADN tOtal...........ccovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
6.3 Marcadores MOIECUIAIES. ...........ooviviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 30
6.3.1 ADN ClOFOPIASHICO.....co i e e e 30
6.3.2 Pruebas de polimorfiSMO............oiiiiiiiiiiece e 30
6.4 Secuenciacion y alineamientO...........coevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 31
6.5 ANAIISIS StAdISICO.......iiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 31
6.5.1 Estimacion de la diversidad genétiCa ............cuuvvvvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee 31
6.5.2 Andlisis de la varianza molecular...........ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeee 31
6.5.3 Deteccion de barreras geografico-genéticas por el algoritmo de maxima
(o[ 1=T =T oot = Tox o o P 32
6.5.5 Reconstrucciones filogen@tiCas............cuuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 33
6.5.6 Estimacion de tiempos de diVErgencCia..........cccoeeeevevviiiiiiiiiieeeeeceeeecee e 34

6.5.7 Historia demMOgrafiCa .........ceveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee ettt 35



Vi

7. RESULTADOS ..ottt 37
7.1. Diversidad genética del ADN CIOrOPIASHICO. ........ooiuuviiiiiiiieeee i 37
7.5 Diversidad y distribucion espacial de haplotipos por poblacion....................... 40
7.4 ANAISIS filOgENELICO. ... 41
7.6 TIempPOS d€ AIVEIGENCIA ......ccceeeiiiiiiiie e ee e e e e e e e e e e e 43
7.7 Historia demOgrafiCa ........c.uveeiiiiiiea e 45
8. DISCUSION ...ttt ettt ettt e e eeenens 47
9. CONCLUSIONES ..ottt ettt e e e e e e e e e e e eeeeeeees 56
10. LITERATURA CITADA ..o 58
L0 ANEXOS . 69
11.1 Anexo A. Sitios de recolecta de Fouquieria columnaris en la Peninsula de Baja
(O 11 0] ¢ o] - VAR 69

11.2 Anexo B. Tabla comparativa de diversidad genética de secuencias de ADN
cloropléastico entre distintas especies vegetales para los espaciadores psbJ-petA y

T | T o] G 7P 70
11.3 Anexo C. Haplotipos para los espaciadores psbJ-petA, ndhF-rpl32 y fragmento
(o0 g Tor= 1= = To [o 1S 72

11.5 Anexo E. Tabla de diferencias pareadas (FSt). .......ccccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennnn. 75



Vii

Lista de figuras

Figura 1. Ejemplar de F. columnaris en localidad cercana a Puerto Libertad, Sonora
(Fotografia por Josué Jacob Martinez Noguez, abril 2016). ...........cccevvveevvviineeeennn. 3
Figura 2. Distribucion del cirio (F. columnaris) en el area central de la Peninsula de
Baja California. La elevacion en este modelo de terreno digital aumenta de color
café a marron rojizo. Los puntos negros indican todos los puntos de revision y los
puntos azules indican la presencia. La linea roja indica la carretera y los puntos
verdes las ciudades (Webb et al., 2014) .........uiiiiiiiiiii e 5
Figura 3. Fotografias historicas de paisaje de una localidad cercana de La Virgen,
Baja California (Coleccion del Desert Laboratory Servicio Geoldgico de E.U.A.). Los
mayores cambios se ven en la poblacion de F. columnaris con una importante
disminucién poblacional. Modificado de Webb et al. (2014). A) Fotografia del afio
1934 y B) Fotografia afio 2013........cooiiiiiiiiiiiiie e 8
Figura 4. Reconstruccion filogenética de las especies del género Fouquieria,
mediante los fragmentos ITS1 e ITS2 concatenados, y con el criterio de parsimonia
(Schultheis y Baldwin,1999). Los subgéneros Idria, Bronnia y Fouquieria,

propuestos por HeNdrickSon (L1972). ......uuuiii it 10
Figura 5. Eventos vicariantes propuestos para la Peninsula de Baja California
(Riddle et al., 2000). ........coeuuueiiiee e 18

Figura 6. Analisis topografico de posibles canales transpeninsulares a través de la
Peninsula de Baja California. Region topografica con 300 metros de elevacion,
(linea negra) (Dolby et al., 2015)........ccouuiiiiiei e 20
Figura 7. Propuesta sintética de ecorregiones de la peninsula de Baja California.
modificado Gonzéalez-Abraham et al. (2010)...........ovvcieiiiieiiiiieee e, 22
Figura 8. Distribucion de F. columnaris y los siete sitios de recolecta para el
PreSENTE ESTUIO. ....ccii i 28
Figura 9. Barreras historicas que han participado en la formacion de poblaciones
de F. columnaris, identificado por Barrier 2.2. En azul la teselaciéon de Voronoi de
las localidades analizadas. Los numeros en circulos negros son los sitios de
recolecta. Las lineas punteadas en verde es la triangulacion de Delaunay que
relaciona el sitio con las localidades adyacentes. Lineas en rojo representan las
barreras geogréficas histéricas, las cuales representan a) Golfo de California, b)
Canal medio transpeninsular separa las localidades de Baja California con las de
Baja California Sur, y c) la separacion de Sierra de San Francisco y el Volcan de
LAS TreS VIIgENES. .. i 39
Figura 10. Haplotipos reconstruidos por un analisis de Maxima Verosimilitud a partir
de 28 haplotipos del fragmento concatenado de los espaciadores psbJ-petA, ndhF-
rpl32 del ADN cloroplastico de F. columnaris...........ccccoeeiieiiiiiiiiiiiiie e, 41
Figura 11. Reconstruccion filogenética mediante métodos Bayesianos, y usando
secuencias concatenadas de ADN cloroplastico (psbJ-petA y ndhF-rpl32) de F.
columnaris. Los numeros entre paréntesis después del nombre de los haplotipos



viii

indican las localidades en la que se encuentran distribuidos (ver mapa en parte
inferior izquierda). Los corchetes indican agrupados los haplotipos por localidades
peninsulares (a) y continentales (b). En los nodos se indican los valores de soporte
estadistico de probabilidad a POStEriOr...........ccvvvuiiiiii i 42
Figura 12. Estimaciones de tiempos de divergencia en afios para F. columnaris y
especies usadas como grupo externo, basados en el fragmento concatenado (entre
psbJ-petA, y ndhF-rpl32) de los espaciadores del ADN cloroplastico (1484pb). Los
puntos de calibracion estan marcados con nimeros romanos en rojo y fueron: I)
punto de calibracién ancestral, establecido hace 12 m.a., registro fosil de polen
(Axelrod, 1950), II) Formacion del Golfo de California, separacién de las poblaciones
peninsulares del macizo continental 5.5 m.a. (Riddle et al. 2000), 11l) Formacion del
canal medio-transpeninsular 1 m.a. (Hafner y Riddle, 2005; Oskin y Stock, 2003). A)
Poblacion de Baja California en azul, B) poblacion de Las Tres Virgenes en verde,
C) poblacion de Sierra de San Francisco en café y D) poblacién de Sierra Bacha en
amarillo. Los haplotipos se muestran como clados terminales, y el tiempo al ancestro
comun mas reciente se sefiala después de cada terminal. Estrellas rojas indican los
haplotipOS aNCESIIAIES ........coooiiiiiiiii 44
Figura 13. Distribucion de diferencias pareadas (mismatch), basada en el fragmento
concatenado de los espaciadores del ADN cloroplastico psbJ-petA y ndhF-rpl32, en
cuatro poblaciones de F. columnaris del desierto de Sonora. A. Poblacion de Baja
California, B. Poblacion de Las Tres Virgenes, C. Poblacion de Sierra de San
Francisco y D. Poblacion de Sierra Bacha. .............ooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 46



Lista de tablas

Tabla | Diversidad genética de F. columnaris, basado en las secuencias
espaciadoras de ADN cloroplasticas psbJ-petA, ndhF-rpl32 y el concatenado de

AMDAS.. o o 36
Tabla Il. Analisis de Varianza Molecular usando el fragmento concatenado de ADN
cloroplastico (psbJ-petA y ndhF-rpl32), para F. columnaris ..........cccccevvvvieenennnn. 37
Tabla Ill. Diversidad genética de F. columnaris, basado en las secuencias
espaciadoras de ADN cloroplasticas psbJ-petA, ndhF-rpl32 y el concatenado de
=10 0] 0= L 39

Tabla IV. Estadisticos demograficos para F. columnaris basado en las secuencias
espaciadoras de ADN cloroplastias psbJ-petA, ndhF-rpl32 y en el concatenado de
ambas para cada PODIACION.. ...........uuuiiiii e 44



NUmeros de acceso al GenBank

Fouquieria splendens con nimeros de acceso KJ137189.1 y KJ137199.1.
Fouquieria shrevei con numeros de acceso KJ137187.1 y KJ137180.1
Fouquieria purpusii con numeros de acceso KJ137183.1 y KJ137177.1.



Abreviaturas.

BC: Baja California

BCS: Baja California Sur

Kb: Kilobases

m.a.: Millones de afios

pb: Pares de bases

PBC: Peninsula de Baja California

UES: Unidades Evolutivamente Significativas

Xi



1. INTRODUCCION

El Desierto Sonorense es reconocido por su compleja historia geologica y climatica,
principalmente relacionado a la regibn que comprende la Peninsula de Baja
California (en adelante PBC), donde eventos como su formacién por separacion
tectonica del macizo continental y la formacién de los supuestos canales marinos
transpeninsulares a lo largo de la peninsula, formados por los mismos procesos
tectdnicos y/o cambios en el nivel del mar, impactando la historia evolutiva de la
biota de la region. Estos sucesos han podido participar como importantes barreras,
gue han dejado sefiales en la biota del desierto, como discontinuidades genéticas o
quiebres filogeograficos (Dolby et al., 2015; Munguia-Vega, 2011; Riddle et al.,
2000).

La mayoria de los estudios filogeograficos y biogeograficos en el Desierto
Sonorense y en la PBC, han sido orientados a vertebrados e insectos. El abordar
esta tematica en la flora regional representa un acercamiento al conocimiento de la
historia evolutiva de esta importante area geografica reconocida por ser un centro
de riqueza y donde el 30% de plantas vasculares son endémicas (Riemann y
Ezcurra, 2005; Rebman y Roberts, 2012).

Estudios genéticos en plantas desérticas han develado importantes eventos de
vicarianza, fragmentacion, expansion y rastros de refugios durante distintos eventos
histérico-climaticos en la PBC (Fehlberg y Ranker, 2008; Garrick et al., 2009;
Gutierrez-Flores et al., 2016; Klimova et al., 2017; Lozano Garza et al., 2015). En
angiospermas, la mayor fuente de informaciébn molecular para estos analisis
proviene del genoma cloroplastico (Graham y Olmstead, 2000; Palmer, 1987; Soltis
et al., 2013).

La distribucion en plantas, la cual llega a ser regionalizada o bien discontinua, como
es el caso de Fouquieria columnaris (Kellogg) Kellogg ex Curran, presupone una

respuesta adaptativa al entorno, por lo que el determinar la estructura genética



poblacional y los procesos histéricos que le han dado forma, permitiria entre otras
utilidades fundamentar estrategias para su conservacion. F. columnaris, es una
especie carismatica y endémica del Desierto Sonorense (Humphrey, 1974; Webb
et al., 2014). Se le reconoce como una especie que posee una interesante historia
evolutiva, asociada principalmente a eventos historicos y de aislamiento, inferido
por la particular distribucion de la especie (Schultheis y Baldwin, 1999). Por lo cual,
este trabajo se propone realizar una inspeccion de la variabilidad genética de F.
columnaris, basado en secuencias intergénicas de ADN cloroplastico. Ademas de
estimar tiempos de divergencia basados en reloj molecular y demografia historica,
gue otorgue una escala temporal y un panorama filogeogréafico para la especie.
Permitiendo asi, describir bajo escenarios hipotéticos en el contexto de eventos
vicariantes, y fluctuaciones climéticas, la historia y diferenciacion genética de la

especie.

Una adecuada informacion sobre la diversidad genética, la estructura de la
poblacion, la historia evolutiva y la filogeografia se presentan como fundamentales
para el desarrollo de estrategias de conservacion a gran escala y la planificaciéon de
acciones de manejo (Avise y Walker, 1998; Moritz, 1994; Osborne et al., 2000). En
particular, para el uso y la identificacion de concepto de manejo como lo son las
Unidades Evolutivamente Significativas (UES), que permiten la generacion de
estrategias para asegurar el patrimonio y potencial evolutivo de la especie (Ryder,
1986).



2. ANTECEDENTES

2.1 Modelo de estudio

F. columnaris, es una forma de vida arb6rea semi-suculenta de larga vida y lento
crecimiento, perteneciente a la familia monotipica Fouqueriaceae (Fig. 1). Es
reconocida por el nombre comun de cirio, nombre sugerido por los padres jesuitas
debido a la apariencia que este tiene a las velas religiosas de las antiguas misiones
catolicas nombradas como cirios (Humphrey, 1974). Es considerada una de las
especies mas carismaticas del desierto central y especie iconica del desierto de la
PBC (Rebman y Roberts, 2012; Webb et al., 2014).

Figura 1. Ejemplar de F. columnaris en localidad cercana a Puerto Libertad, Sonora
(Fotografia por Josué Jacob Martinez Noguez, abril 2016).



F. columnaris es una especie embleméatica regional, se reconoce por su gran
importancia ecologica, asi como en diversos contextos sociales y econdmicos
otorgados por su valor ornamental y paisajistico, ademas del uso de su madera
como decorativa. Desde el afio 1980 se ha utilizado su nombre para representar
una de las Area Natural Protegida méas grandes del pais, el “Area de Proteccién de
Flora y Fauna Silvestre Valle de los Cirios” ( Conanp, 2013; Escoto-Rodriguez y
Bullock, 2002).

2.2 Distribucion

F. columnaris se distribuye en el area que comprende el Desierto Central de la
peninsula, encontrandose también en el area norte de la Isla Angel de la Guarda,
en el Golfo de California, y en la Sierra Bacha en el Estado de Sonora, dentro de
una pequefia cadena montafiosa adyacente a la localidad de Puerto Libertad, es
localmente comun en suelos graniticos o volcanicos, generalmente en laderas bien
drenados o llanuras aluviales. (Humphrey, 1974; Turner et al., 1995; Webb et al.,
2014). El limite norte de su distribucion se encuentra alrededor del &rea sur de la
Sierra de San Pedro Martir, a partir de este punto, su distribucion es continua hacia
el sur hasta los limites con Baja California Sur, estado donde también se encuentra,
pero con una distribucién discontinua (Fig. 2). Una localidad aislada en La Sierra de
San Francisco, y otra confinada en el Volcan Las Tres Virgenes (Webb et al., 2014).

El cirio se distribuye desde el nivel cercano al mar en la costa del Océano Pacifico
hasta 1,480 m en la Sierra de la Asamblea al noroeste de Bahia de los Angeles.
(Webb et al., 2014).
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Figura 2. Distribucion de F. columnaris en el area central de la Peninsula de Baja
California. La elevacion en este modelo de terreno digital aumenta de color café a
marron rojizo. Los puntos negros indican todos los puntos de revision y los puntos
azules indican la presencia. La linea roja indica la carretera y los puntos verdes las
ciudades (Webb et al., 2014)

Dentro de Baja California Sur, F. columnaris se encuentran restringido a elevaciones
mayores de los 950 m, como es el caso de las localidades aisladas de la Sierra de
San Francisco, Volcan de Las Tres Virgenes y Cerro el Azufre (Webb et al., 2014).
Datos climaticos, de precipitacién y temperatura, sugieren que los limites surefios
de F. columnaris se determinan probablemente por el aumento de la aridez del
ambiente (Humphrey, 1974).

2.3 Fenologia

La época de floracion de F. columnaris tiene lugar durante los meses de julio, agosto
y septiembre, aunque la floracién llega a ser mas prolongada de lo que este periodo
indica, llegando a encontrarse plantas en floracion hasta el mes de noviembre, sin

embargo, estas floraciones son consideradas atipicas (Humphrey, 1974).



Las flores blancas, con matiz amarillento, se encuentran en paniculas que aparecen
cerca del apice de los tallos principales, o algunas veces cerca de los extremos
apicales de algunas de las ramas laterales superiores. (Humphrey, 1974). Su
tamafio llega a ser de 4 mm de didmetro (en la boca del tubo de la corola) y 8 mm
de longitud (tubo de la corola), sus flores presentan androceo y gineceo funcionales
(Schonenberger, 2009). Las caracteristicas florales, pueden sugerir un caracter
evolutivo del tipo especializado y moderno, mas que primitivo, esto porque se asume
un sindrome de polinizacion por colibries y dispersibn anemocora (Humphrey,
1974).

Las flores son altamente aromaticas, lo cual llega a perfumar el aire con una
delicada fragancia durante muchos dias durante el pico de su periodo de floracion,
durante el verano tardio, lo que atrae una gran variedad de insectos que van desde
coledpteros, hemipteros, diversas mariposas, moscas y una gran variedad de
abejas y avispas (Humphrey y Werner, 1964). Ademas de la visita de colibries,
presumiblemente por el néctar, pero tal vez Unicamente visitan para la alimentarse

de los insectos que se encuentran en la floracion (Humphrey, 1974).

Una vez polinizadas las flores, el pistilo se desarrolla en una capsula trivalvada en
un periodo de maduracién de dos meses, al completar su desarrollo las semillas
aplanadas con delicadas membranas son diseminadas por el viento, lo que les

permite ser transportadas a cierta distancia de la planta madre (Humphrey, 1974).

2.4 Demografia

Humphrey (1991) considera a F. columnaris, como una especie extremadamente
longeva, basado en mediciones anuales estimé que las plantas de 15 metros de
altura podrian presentar una edad aproximada entre los 500-600 afios, lo cual la

haria una de las plantas mas longevas del Desierto Sonorense.

Mediante datos de fotografia historica al Oeste de Catavifia, se calculé que la edad
maxima para la especie es de aproximadamente 388 afios en esta zona (Bullock et

al. 2005). En estas fotografias también se sugieren declinacién regional poblacional,



donde la mortalidad excede el reclutamiento, aspecto que sugiere que Su
explotacion como recurso maderable no podria ser sustentable (Bullock et al.,
2005). Webb et al. (2014) muestran este mismo decline poblacional para una
localidad diferente basandose en fotografias histéricas que van del afio 1934 a 2013

(Fig. 3).
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Figura 3. Fotografias historicas de paisaje de una localidad cercana de La Virgen,
Baja California (Coleccién del Desert Laboratory Servicio Geoldgico de E.U.A.). Los
mayores cambios se ven en la poblacién de F. columnaris con una importante
disminucién poblacional. Modificado de Webb et al. (2014). A) Fotografia del afio
1934 y B) Fotografia afio 2013.



Se considera que la incursion de huracanes dentro de la PBC es la causa mas
comun de muerte en plantas suculentas maduras (Clark y Ward, 2000). Aungue es
asumible que los cambios climéticos actuales podrian intervenir en la mortalidad y

distribucién de la especie.

F. columnaris presenta la capacidad de habitar un rango extremadamente amplio
de condiciones climaticas, lo que ha llevado a sugerir que no es una especie
sensible a requisitos estrechos como otras especies endémicas (Webb et al., 2014).
Sin embargo, autores la reconocen como una especie climaticamente sensible,
cuyo establecimiento puede estar limitado principalmente por un rango especifico
de temperaturas maximas y minimas y la fiabilidad de precipitaciones durante el
invierno (Van Devender et al., 1994).

2.5Filogeniay biogeografia de la familia Fouquieriaceae

La familia Fouquieriaceae es una pequefia familia monotipica de plantas con flor,
perteneciente al orden de las Ericales (Anderberg, 1992; Schdnenberger et al.,
2005; Schultheis y Baldwin, 1999). Esta familia se distribuye en los desiertos calidos
de México y del suroeste de los Estados Unidos de América. Mediante datos
morfolégicos, citolégicos y ecolbgicos, se reconoce un solo género conformado por
tres subgéneros (Fouquieria, Bronnia, e Idria), y por 11 especies (Hendrickson,
1972, The Plant List, 2016). Diversos estudios realizados con distintos marcadores
moleculares respaldan a las 11 especies como un grupo monofilético (Medina, 2005;
Redfern, 2008; Schultheis y Baldwin, 1999). Es conveniente asentar que hasta antes
de la prevalencia del analisis molecular, el cirio se encontraba designado como el
género monoespecifico Idria (Kellogg, 1860) debido particularmente a las

caracteristicas histologicas de la zona medular del tallo (cortex).

Andlisis moleculares basados en el marcador ribosémico del ADN (intergenic
transcriber spacer, ITS por sus siglas en inglés), reconocen los 3 subgéneros
propuestos en la familia (Fig. 4), aunque los resultados obtenidos no permiten
determinar con fiabilidad, la relacién y divergencia entre el subgénero Bronnia y

Fouquieria. Este marcador ribosomico resulté poco variable para determinar con
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confianza la cantidad de divergencia entre especies (Schultheis y Baldwin, 1999).
Otros analisis basados en patrones de fragmentos de restriccion dieron soporte para
ubicar dentro del género Fouquieria a la especie F. columnaris, como habia sido
propuesto por Hendrickson en 1992 (Medina, 2005).

Tamarix sp.

Bompiandia gemimniflors
Cantua guericifolia

Loeselia glandulosa
Acamnthogilia glorioss
Colb balurita

Gen el sp. nov,
Cyrilla recemifion
Symplocua lincloria

T —— Lyonia lucida
L vaccinium fuscatum

Arbutus menciesii

100 Arctostaphylos uva-ursi
69 A, AU Elaris
Fougquieria
calummaris (1) E
F. columnaris (2)
F. purpusi

F. fasciculata (1)

. fasciculata (2)
. fasciculata (3)

“Bgnn

g2

. farmosa
achoferenae
burragei (2)

. Teonilae (1)

. Ieonilas (2)

. macdougalii (13
macdougalii (2)|
shreval (1)

. shrevel (Z)
splendens (1)
splendens (2]

~ eliguatil (1)

. diguetii (2)

. burragei (1)

e ——
I
B
-

B3

rusnbney “Bgne

b T I s T T T e e T T T T T T |

Figura 4. Reconstruccion filogenética de las especies del género Fouquieria,
mediante los fragmentos ITS1 e ITS2 concatenados, y con el criterio de parsimonia
(Schultheis y Baldwin,1999). Los subgéneros Idria, Bronnia y Fouquieria propuestos
por Hendrickson (1972).
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La mayoria de las especies de las 11 especies de la familia Fouquieriaceae son
endémicas de México continental. Las especies F. columnaris, F. burragei, F.
diguetii y F. splendens son especies que presentan una distribucién peninsular.
Estas especies se distribuyen en distintas areas a lo largo de la PBC y en el suroeste
de los Estados Unidos, es importante resaltar que estas especies son poliploides,
con la excepcion de F. splendens, especie que posee una amplia distribucion en
casi todo el Desierto Sonorense (Hendrickson, 1972). EI nUmero de cromosomas
base en Fouquieriaceae es n=6. Tanto F. columnaris como F. burragei son
hexaploides (n=36), F. diguetii es un tetraploide (n=24) y las especies restantes son
diploides (2n=12). Hendrickson (1972) sugiri6 al diferenciar al subgénero Idria como
grupo hexaploide, que esta es una especie producto del linaje F. purpusii y F.
fasciculata (subg. Bronnia) y que pudieron ser el ancestro de una derivacion
anfiploide de F. columnaris, o por alguna especie ancestral desconocida, lo que dio

como resultado un grupo poliploide cercano como lo es el subg. Bronnia para Idria.

La distribucion de las especies de Fouquieriaceae a través de los desiertos calidos
y regiones tropicales secas de Norteamérica apoya fuertemente un origen
norteamericano para la familia, mientras que la restriccion de cinco de las once
especies a regiones pequefias y aisladas en el centro de México, sugiere que el
origen de la familia est4 en esta region (Redfern, 2008). La distribucion altamente
localizada de muchas especies (por ejemplo, F. shrevei, F. leonilae, F. ochoterenae,
F. fasciculata, F. purpusii) pueden ser indicativos del relictualismo o del

neoendemismo (Schultheis y Baldwin,1999).

La fragmentacion de nuevos habitats durante la formacion de la PBC pudo permitir
el establecimiento de nuevos linajes poliploides de Fouquieria, generando procesos
de reciente expansion y radiacion de especies en regiones desérticas (Redfern,
2008).

La aparicion de poblaciones disyuntas tanto de F. columnaris como de F. diguetii
sugiere gque estas especies podrian haberse originado en el continente o viceversa

ser especies de origen peninsular; como postuld Axelrod (1979), quien considera a
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F. columnaris un relicto derivado de un ancestro que estuvo preadaptado a
condiciones mas frias adyacente a los tropicos. La existencia de registro fosil
palinoldgico para el género Fouquieria encontrados en el suroeste de California, que
data de hace 13 y 60 m.a. (Axelrod, 1950), apoya la hipotesis de que esta region
sea un punto de radiacion para la familia. Estos fosiles pueden ser Utiles para la
calibracion de relojes moleculares, principalmente para datar la divergencia de los

subgéneros de Fouquieriaceae (Redfern, 2008).

Anderson y Van Devender (1995) sugirieron que F. columnaris tenia una distribucion
continua circum-golfo, antes de la separacion de la peninsula, lo que explica la
presencia actual de F. columnaris en Sonora y en la PBC. El tipo de dispersion de
la familia y la correlacién entre el periodo de huracanes con el periodo de
fructificacion de F. columnaris ha llevado a creer que los fuertes vientos son el
agente dispersivo mas importante para la especie, dispersando a la especie de la
peninsula hacia el continente, via la Isla Angel de la Guarda y posiblemente por
algunas otras islas del Golfo de California (Humphrey, 1974). Sin embargo, la falta
de evidencia fosil de F. columnaris a lo largo del margen septentrional del Golfo, asi
como el desconocimiento de las relaciones genéticas de F. columnaris de Sonora 'y
Baja California no han permitido dar sustento a esas hipétesis del origen y
dispersion de la especie en la region.

2.6 Estudios sobre la variacidén genética

Los procesos evolutivos naturales, como la especiacion alopatrica, es causada por
eventos geoldgicos y oscilaciones climéaticas, que pueden impactar profundamente
la diversidad genética y la estructura poblacional de las especies vegetales (Su
et al., 2011). El estudio de la diversidad genética bajo un contexto geografico nos
permite involucrarnos en procesos historicos y evolutivos, que pudieron haber

influenciado la diversificacion en las poblaciones (Avise, 2000).

La filogeografia estudia la historia evolutiva poblacional desde la perspectiva de la
biogeografia historica asociada a eventos geoldgicos o climaticos de los patrones
espaciales de la diversidad genética actual, es decir se encarga de explicar los
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procesos histéricos que rigen las distribuciones geograficas de los linajes
genealdgicos o filogenéticos (Avise, 2000). En general, los patrones filogeograficos
que exhiben las especies documentadas pueden ser explicados bajo dos hipétesis
principales, la vicarianza y la dispersion, ambos procesos promueven la diversidad
genética dentro y entre poblaciones y por efecto del aislamiento y adaptaciones a
condiciones particulares pueda dar por resultado procesos de especiacion (Avise,
2000). Los eventos vicariantes surgen mediante procesos geoldgicos que participan
como barreras fisicas que fragmentan la distribucion continua de las especies,
mientras que los fendmenos climatico-ambientales tienen consecuencias
importantes en los procesos dispersionistas, pues fragmentan y diferencian las
poblaciones (Avise, 2000; Dolby et al., 2015; Riddle y Hafner, 2006).

El ADN cloroplastico es una transcendental fuente de informacion molecular para el
analisis de relaciones entre fendmenos biologicos y geograficos en plantas (Graham
y Olmstead, 2000; Palmer, 1987; Soltis et al., 2013). En angiospermas, el genoma
cloropléastico se ha consolidado como la mayor fuente de informaciéon molecular para
estos analisis (Graham y Olmstead, 2000; Palmer, 1987; Soltis et al., 2013). Este
ADN suele tener un tamafio que oscila entre las 120 y las 170 kilobases (kb) y posee
dos tipos de regiones, aquellas que codifican para proteinas, y las regiones no
codificantes; las cuales son la region de intrones y los espaciadores intergénicos
(Downie y Palmer, 1992; Shaw et al., 2007).

Con esta molécula ha sido posible abordar diversas problematicas en sistematica,
filogenética, genética de poblaciones y filogeografia en plantas. Shaw et al. (2007),
reportaron 9 secuencias espaciadoras (rpl32-trnL (UAG), trnQ (UUG) -50rpsl6,
30trnV (UAC) -ndhC, ndhF-rpl32, psbD-trnT (GGU), psbJ-petA, 30rpsl16-50trnK
(UUU), atpl-atpH y petL-psbE), como regiones altamente variables, las cuales
propone como importantes opciones para estudios moleculares a nivel

intraespecifico.

Diversos trabajos han empleado estos espaciadores, confirmando su utilidad para

todos esos analisis y para el establecimiento de tiempos de divergencia (Cerén-



14

Souza et al., 2015; Fehlberg y Ranker, 2008; Guzman et al., 2017; Johnson et al.,
2008; Liu etal., 2015; McCarthy y Mason-Gamer, 2016; Rebernig et al., 2009;
Scheinvar et al., 2017; Vargas-Rodriguez et al., 2015).

Aguirre-Liguori et al. (2014) utilizaron los espaciadores psbJ-petA , ndhF-rpl32 , y
rpl32-trnL para la diferenciacion genética en poblaciones de Fouquieria shrevei
(Fouquieriaceae), sefalan que dichas regiones muestran un nivel de diversidad
genética Util para detectar niveles de diferenciacién genética (Fst= 0,651), ademas
utilizaron como grupos externos a F. splendens, F. columnaris y F. purpusii, lo que
dejo claro que también estos espaciadores pueden informar sobre la diversidad

interespecifica.

2.7 Reloj molecular

La posibilidad de inferir los tiempos de divergencia ha sido promovida por la idea de
que la acumulaciéon de cambio genético entre los linajes modernos puede usarse
como un reloj molecular (Zuckerkand! y Pauling, 1965). El reloj molecular es un
meétodo de andlisis genético que se usa para estimar las tasas evolutivas y escalas
temporales basado en datos moleculares de ADN o proteinas (Morgan, 1998). Es
una herramienta que se ha utilizado no solo para estimar el origen de los grupos
taxondémicos, sino para probar los impactos de los eventos climéticos y geoldgicos
en la diversificacion, asi como para estimar las tasas de especiacion y extincion,
ademas de determinar el momento de los eventos de dispersion (Weir y Schluter,
2008).

A pesar del auge de los relojes moleculares en la biologia evolutiva, hay un gran
namero de controversias en relacién con su uso (Swofford et al., 1996). Uno de los
principales debates es el uso de los relojes moleculares universales, es decir,
aguellos que son aplicados en un amplio numero de taxas (Arbogast et al., 2002).
Esta idea se ha ido dejando atras por las inconsistencias que presentaban entre
diversos taxas, optando por relojes taxondémicamente locales, que son Uutiles
principalmente dentro de los limites de genes particulares y taxas estrechamente

relacionados (Swofford et al., 1996).
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La diferencia en la tasa de evolucién molecular entre linajes es solo uno de los
problemas potenciales que enfrenta el uso de relojes moleculares, problematicas
que han intentado resolverse mediante el uso de puntos de calibracién entre taxas,
lo que permite utilizar evidencia evolutiva independiente, como fechas de eventos

de especiacion inferida y procesos geologicos histéricos (Arbogast et al., 2002).

La calibracién de los relojes moleculares es primordial en la datacién de tiempos de
divergencia, ya que no es posible estimar las edades absolutas a partir de datos

moleculares solamente (Ho y Phillips, 2009).

Los puntos de calibracion son la base del reloj molecular ya que permiten convertir
las distancias genéticas en una escala temporal (Bromham etal., 2003). Las
calibraciones en los nodos internos (que representan la divergencia de eventos
coalescentes) generalmente se basan en registros fésiles o eventos biogeograficos
fechados, y requieren algun conocimiento a priori sobre las relaciones entre los
taxas que se analizan (Donoghue y Yang, 2016; Ho y Phillips, 2009). Para evitar la
subestimacion de la tasa de evolucion molecular por lo general se emplean aquellos
puntos de calibracién biogeograficos de una antigiiedad mayor o igual a 1 m.a. (Weir
y Schluter, 2008).

2.8 Dinamica histoérica poblacional

La deriva genética, el flujo génico y la seleccién natural son tres fuerzas evolutivas
principales que configuran la estructura genética de las poblaciones (Zhan y
McDonald, 2004). En la actualidad se han desarrollado y aplicado diversos enfoques
metodoldgicos intentando obtener estimaciones predictivas de la historia de la
poblaciones, a partir de datos empiricos, nos es posible valorar hipétesis histéricas

que han influido en las poblaciones (Emerson et al., 2001).

La historia demografica de una poblacién deja una sefial en los genomas de sus
representantes modernos (Ho y Shapiro, 2011). Reconstruir esta historia permite
obtener informacion atil sobre diversos procesos evolutivos, como las correlaciones

entre eventos demograficos y paleoclimaticos, permite evaluar la neutralidad del
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modo de evolucion y determinar cuellos de botella poblacionales (Drummond et al.,
2005; Finlay et al., 2007; Su et al., 2011, 2015). De una forma mas practica, permite
los analisis epidemiol6gicos, como rastrear la transmisioén y propagacion de virus
(Kitchen et al., 2008; Stadler et al., 2013).

Hay una variedad de métodos disponibles para la estimacion de patrones
demograficos a partir del uso de datos de secuencia de nucleotidicas (Emerson
et al., 2001). Algunos de los métodos frecuentistas mas utilizados son mismatch
(Rogers y Harpending, 1992), T de Tajima (Tajima, 1989) y el estadistico Fs de Fu
(Fu, 1997). Por otro lado histéricamente ha habido un importante incremento en el
uso de los andlisis basados en modelos bayesianos para demografia historica (Bijak
y Bryant, 2016) .

Las oscilaciones climaticas periddicas durante el Pleistoceno, las contracciones de
rango, las expansiones de rango y los cambios en la interconectividad durante las
oscilaciones climaticas han influenciado en gran medida la distribucién y demografia
de muchas especies vegetales (Anderson y Van Devender, 1995; Van Devender
etal.,, 1994). Van Devender y Spaulding (1979) enfatizan que los eventos
Pleistocénicos han influido directamente en el desarrollo de la vegetacion de
desierto de Norte América, partiularmente sobre el desierto de la Regién Sonorense.

Diversos estudios genéticos en plantas desérticas han puesto a prueba estas
hipotesis basandose en distintas metodologias, develado importantes eventos de
vicarianza y fragmentacion por barreras geologicas en la PBC, ademéas de
importantes indicios de expansion poblacional y descubrimiento de regiones de
refugio durante eventos historico-climaticos pleistocénicos basado tanto en métodos
frecuentistas como coalescentes (Fehlberg y Ranker, 2008; Garrick et al., 2009;
Gutiérrez-Flores et al., 2016; Klimova et al., 2017; Lozano Garza et al., 2015).

2.9 Historia geologica del Desierto Sonorense
El Desierto Sonorense, comprende parte del territorio del suroeste de los E.U.A. y

gran parte del noroeste de México, incluyendo la PBC. Se estima que esta region
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tiene sus origenes en el Mioceno medio (15-8 m.a.), cuando el incremento de la
aridez de la region dio lugar al Desierto Sonorense (Axelrod, 1979). Diversos
estudios de caracter sedimentario, estratigrafico, paleontoldgico, basados en la
teoria de tectdnica de placas, han puesto de manifiesto que la region del noroeste
de México posee una compleja historia geologica (Carrefio y Smith, 2007; Case
et al., 2002; Ferrari et al., 2005;).

Fundados en datos moleculares, geoldgicos, paleobioldgicos y ecoldgicos, sobre
los eventos vicariantes dentro de la PBC, se identificaron cuatro eventos que
pudieron haber promovido la divergencia genética de las especies adaptadas al
ambiente arido-desértico (Riddle etal.,, 2000): 1) la formacion del Golfo de
California, evento que tuvo lugar hace 4 millones de afios (m.a.); 2) la incursién
marina a través del Istmo de La Paz (3 m.a.); 3) la transgresion del Golfo de
California hacia las areas bajas del sur de California y Arizona (3 m.a.); y 4) la
presencia de un canal medio peninsular que separé la parte norte y sur de la

peninsula (1.6 m.a.) (Fig. 5).
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Figura 5. Eventos vicariantes propuestos para la Peninsula de Baja California
(modificado de Riddle et al., 2000).

Existen suficientes evidencias que indican que la actividad de la tecténica de placas
(de Norteamérica, de Farallén y del Pacifico), provocé la formacion de lo que hoy

en dia es la PBC y del Golfo de California (Kious y Tilling, 1996; Valencia-Moreno y
Ortega-Rivera, 2011).

Los movimientos de subduccion desplazaron la Placa de Farallébn por debajo del
borde occidental de Norteamérica, dando lugar a la fragmentacion de la propia placa
en tres fracciones distintas: la Placa de Juan de Fuca, Placa de Rivera y Placa de
Cocos. El choque entre estas placas originé la falla de San Andrés y provoco el
desplazamiento de la PBC hacia la Placa del Pacifico, ejerciendo una separaciéon
gradual en direcciones opuestas entre la PBC y el continente (Valencia-Moreno y
Ortega-Rivera, 2011). Ademas, estudios geoldgicos sugieren que la PBC no
siempre ha sido una franja de tierra continua (Aguirre et al., 1999; Carrefio y Smith,

2007; Hausback, 1984). Diversos datos de rocas sedimentarias sugieren la
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existencia de canales transpeninsulares que conectaron el Océano Pacifico y el
Golfo de California (Gardufio-Monroy et al., 1993; Helenes y Carrefio, 1999). Estos
canales pudieron haberse originado hace ~1-1.6 m.a. (Plioceno), ya que el area
intermedia pudo haber sido mucho mas baja antes de las erupciones de 1.2 m.a. y
las mas jévenes que construyeron las colinas volcénicas de Las Tres Virgenesy La
Reforma (Gardufio-Monroy et al., 1993; Helenes y Carrefio, 1999; Riddle et al.,
2008). Uno de los canales se localizé en el area de San Ignacio, donde la region
presentaba una altitud y topografia baja, dejando expuestos Unicamente los puntos
de mayor altitud de esta seccién media, que son el complejo volcanico Las Tres
Virgenes y la Sierra de San Francisco; el otro posible canal, es el canal Agua
Armada, considerado por a la condicion geodésica que presenta (Fig. 6) (Dolby et
al., 2015). Se estima que estos canales, histéricamente pudieron haber existido en
mas de una ocasion, siendo el ultimo evento hace aproximadamente 1 m.a. para la
region del Vizcaino (Oskin y Stock, 2003).
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Figura 6. Analisis topografico de posibles canales transpeninsulares a través de la
Peninsula de Baja California. Region topografica con 300 metros de elevacion,
(linea negra) (Dolby et al., 2015).

Dentro de la PBC existe actividad volcénica vigente, tal es el caso del complejo
volcanico de las area de Las Tres Virgenes entre San Ignacio y el Golfo, que
proporciona el mas llamativo de los flujos volcénicos, es considerado como uno de
los pocos volcanes histéricamente activos a lo largo del margen del Golfo de
California (Capra etal., 1998; Russell, 1897; Schmitt et al., 2010) y que podria
generar futuras erupciones (Capra etal.,, 1998; Humphrey, 1974). Las Tres
Virgenes domina el paisaje, alcanzando una altura de 2,000 m, el volcan presenta
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notorios escurrimientos de lava que pudo limitar y fragmentar el esparcimiento

vegetal en la zona (Humphrey, 1974).

Otro componente no menos importante en el paisaje del Desierto Sonorense son
las islas del Golfo de California. Los procesos que las han originado son procesos
de subsidencia, elevacion, de erosion, la dinamica en la tectonica de placas y el
vulcanismo. Tres regiones diferentes caracterizan este conjunto de islas: las islas
del norte, las islas de la cordillera central y las islas del sur del golfo (Carrefio y
Helenes, 2002). El grupo islefio con mayor documentacion tecténica es la cadena
de la isla de Angel de la Guarda ubicada en la parte norte del golfo; las principales
islas que componen esta cadena son Islas Angel de la Guarda, Partida Norte,
Salsipuedes, San Lorenzo Norte y San Lorenzo Sur. El conjunto de islas tiene un
origen peninsular (erosion costera), permanecido aisladas inmediatamente después
de su formacién, incluso durante las épocas de maxima glaciacion y periodos
interglaciares pleistocénicos. Se estima que esas islas comenzaron su aislamiento

hace un millon de afios (Moore, 1973).

2.10 Aspectos climaticos y ecorregiones del Desierto Sonorense

Las condiciones climaticas actuales de la PBC son, en su mayor parte, el resultado
de tres factores: 1) la amplia extension latitudinal (33° N a 23° N), que resulta en la
transicion de zonas templadas con lluvias de invierno en el norte a zonas tropicales
con tormentas de verano en el sur; 2) la influencia del Océano Pacifico y del Golfo
de California que generan una transicién de este-oeste con clima frio y neblina del
lado del Océano Pacifico a un clima célido, tipo continental (altas temperaturas en
verano y frio en invierno) del lado del Golfo de California; y 3) la compleja geologia
de la peninsula que incluye una cadena montafiosa que recorre de manera
latitudinal casi toda la PBC, y que capturan la humedad ascendente, generando
mayor precipitacion en regiones elevadas (Garcillan et al., 2010). Sustentados en
las caracteristicas medioambientales y distribucién de la flora, se han identificado

catorce ecorregiones a lo largo de la Peninsula, agrupadas en tres grandes
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regiones: Region Mediterranea, Desiertos y Region del Cabo (Fig. 7) (Gonzalez-

Abraham et al., 2010).
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Figura 7. Propuesta sintética de ecorregiones de la peninsula de Baja California.

(Gonzalez-Abraham et al., 2010).

F. columnaris se distribuye en la region de los desiertos, especificamente en el

Desierto Central del cual significativamente delinea esta region, teniendo sus limites

con el Desierto de Vizcaino, donde elementos de la region mas arida del sur

peninsular encuentra su limite norte (Gonzalez-Abraham et al., 2010).

En el caso de su distribucién en las islas del Golfo de California hay poca

informacion, pero dada su cercania con el macizo continental se cree que sus
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condiciones climaticas y ambientales son similares a la region adyacentes de la PBC

o de la costa de Sonora (Cody et al., 1983).

2.11 Unidades evolutivamente significativas

La unidad evolutivamente significativa (UES) es una unidad de poblacion que
merece una gestion particular, relacionado a una alta prioridad para la conservacion
(Ryder, 1986). La UES describe una divergencia genética significativa con datos
moleculares haploides (ADN de cloroplasto en plantas) y / o marcadores diploides
(es decir, ADN nuclear) (Dolby et al., 2015). Una UES es un grupo de individuos que
se han aislado de otros individuos (co-especificos) durante el tiempo suficiente para
exhibir una divergencia genética significativa (Ryder y Christen, 1988) y contribuyen
sustancialmente a la diversidad ecoldgica o genética de un taxdn particular (Dolby
et al., 2015).

El concepto tiene dos componentes principales, el aislamiento reproductivo e
histérico y la existencia de un distintivo adaptativo, que no necesariamente se deben

encontrar correlacionados (Crandall et al., 2000).

La UES se ha asociado con distintos segmentos de la poblacion que reciben
proteccion bajo la Ley de Especies en Peligro de los Estados Unidos y también se
usa en una variedad de contextos, pero principalmente ha sido considerada como
una importante unidad practica para la conservacion (Crandall et al., 2000).
Lamentablemente, este concepto alun no ha sido aplicado en los esfuerzos de

conservacion de la biota mexicana.
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3. JUSTIFICACION

La historia evolutiva y los patrones filogeograficos de las especies hasta ahora
estudiadas en la PBC han sido explicados principalmente bajo las hipotesis de
eventos geoldgicos vicariantes, como la formacion del Golfo de California y diversos

canales transpeninsulares (Riddle et al., 2000).

Si bien es importante considerar y valorar las hipétesis vicariantes, como la
formacion del Golfo de California y diversos canales transpeninsulares, el
reservarse a contemplar Unicamente estos factores como anidadores de los
patrones filogeograficos, subestima la compleja historia evolutiva de las especies,
ademas del resto de eventos histéricos geoldgicos y ambientales en la region, por
lo tanto es necesario considerar otras alternativas que pudieran explicar y ser

concordantes con dichos patrones.

La gran mayoria de los estudios realizados en la biota de la PBC que invocan a los
eventos vicariantes como los principales factores causales de los rompimientos
filogeogréficos, pero sin estimar tiempos de divergencia, lo que hace que las
interpretaciones manifiesten severas ambigiedades. En el presente estudio se hace
un intento por resolver estos huecos, al usar métodos de coalescencia junto con el

uso de puntos de calibracién para estimar los tiempos de divergencia.

El cirio se reconoce como una especie importante en contextos sociales y
econdémicos, ademas de ser considerado un simbolo carismatico regional en la
PBC. Gracias a su presencia como elemento clave en el ecosistema, desde el afio
1980 se le ha otorgado su nombre al Area Natural Protegida con mayor extension
terrestre en México, “Area de Proteccion de Flora y Fauna Silvestre Valle de los
Cirios” (Conanp, 2013; Escoto-Rodriguez y Bullock, 2002). Considerando su habito
no clonal, su distribucion restringida, el bajo reclutamiento y alta mortalidad de la

especie, se considera un recurso para el cual se deben desarrollar estrategias
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viables para su manejo y su prudente explotacion (Bullock et al., 2005; Humphrey,
1974).

La identificacién de la estructura y diversidad genética, asi como abordar tematicas
filogeograficos para F. columnaris, aportaria conocimientos sobre su historia
evolutiva. Dichos conocimientos pueden desembocar en la identificacion de
poblaciones con importante legado genético de la especie (Unidades
Evolutivamente Significativas), que podrian ser usadas como instrumentos de
proteccion y manejo, ademas de que permite entender la historia evolutiva de la

vegetacion del Desierto Sonorense.
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4. HIPOTESIS

Puesto que el ADN cloroplastico de F. columnaris contiene suficientes niveles de
variabilidad genética intraespecifica y dado que pareciera tener restricciones a su
distribucion geografica actual aunado a una limitada capacidad de dispersion, se
espera que los distintos eventos Vvicariantes hayan dejado sefiales de
discontinuidades genéticas entre los linajes cloroplasticos de poblacionales. Por lo
tanto, los tiempos de divergencia entre los linajes seran concordantes a los eventos
vicariantes como la formacién del Golfo de California, el cual divergié las
poblaciones de la PBC y la localidad de la Sierra Bacha, hace aproximadamente 5.5
m.a.; ademas del canal medio-transpeninsular, y la actividad volcanica del complejo
de Las Tres Virgenes, eventos que fragmentaron el area norte del area central de

la PBC y la Sierra de San Francisco de Las Tres Virgenes hace 1 a 1-6 m.a.

Afadido a esto, se esperan efectos de una reciente expansion demogréfica en las
poblaciones, posiblemente implicadas con las fluctuaciones climéticas

pleistocenicas (Glaciar e interglaciar).
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar y explicar la estructura filogeografica de Fouquieria columnaris a lo largo

de su distribucion geogréfica.

5.2 Objetivos particulares
Describir los niveles de diversidad genética de secuencias concatenadas del ADN
cloroplastico dentro y entre poblaciones de las localidades muestreadas.

Determinar los linajes filogeograficos.

Estimar tiempos de divergencia entre los distintos linajes cloroplasticos y probar

consistencias temporales con los eventos vicariantes de la PBC.

Determinar la demografia histérica de los linajes filogeograficos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion de muestras

Para la obtencion de muestras se abarco el rango de la distribucion de la especie,
de modo que permitiera develar la estructura genética de la especie en su
distribucion geografica. Ademas de que nos accediera a probar los escenarios

vicariantes mas recurridos en los estudios filogeogréafico de esta region (Fig. 8).
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Figura 8. Distribucién de Fouquieria columnaris y los siete sitios de recolecta para
el presente estudio.

Se establecieron cinco puntos de recolecta dentro de la PBC y un punto en la Sierra

Bacha. Ademas, se anadi6 una localidad sobre el camino en la carretera a Bahia de
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los Angeles, esta recolecta fue realizada en el afio 2013 por el Dr. José Delgadillo
Rodriguez, Curador del Herbario BCMEX de la Universidad Autbnoma de Baja
California, el material consistia en hojas secas que habian sido refrigeradas a -20°C.
El resto de las recolectas se realizaron por el autor a lo largo del afio 2016 y se
recolectaron principalmente hojas juveniles. Debido a que las recolectas se hicieron
en distintos periodos del afio, y siendo el cirio una especie caducifolia, donde la
foliacion depende de las condiciones climaticas, no siempre se le encontré en
foliacion en todas las localidades por lo cual se recolectd tejido del tallo en los
individuos carentes de hojas. Se obtuvo 50 gramos de tejido por individuo ya fuera
de flores, ramas juveniles y tallo, dependiendo la disponibilidad de la estructura en
cada planta. Se buscé principalmente tejido juvenil, que permita la extraccién de
ADN sin dificultades.

Se recolectaron de 10 a 18 individuos por sitio, separados por una distancia minima
de 20 metros entre si, procurando evitar recolectar individuos emparentados ya que
Humphrey (1974) indica que sus semillas germinan y se establecen a unos cuantos
metros de la planta madre. Todo tejido se deshidrato y almaceno en bolsas de papel
a -20°C, hasta la implementacion del método de extraccion de ADN. En total se

obtuvieron 108 individuos de las siete localidades (Anexo A).

6.2 Extraccién de ADN total

Para la extraccion de ADN total se utilizé el protocolo modificado de CTAB 2%
(Doyle y Doyle, 1990), donde se descart6 el uso de nitrégeno liquido para el
macerado del tejido vegetal y se implementd una rehidratacion del tejido con agua
miliQ (Millipore, Billerica, MA, EUA) para el homogenizado. La concentracion (ng/uL)
del ADN se cuantifico mediante el espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop
TM 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, EUA), ademas de corroborar

la calidad mediante la elaboracion de geles de agarosa al 1%.

Cuantificadas las extracciones, fueron almacenadas en tubos de 1.5 pL a -20°C,
dentro de la coleccion de ADN del Laboratorio de Genética para la Conservacion
del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR). Por ultimo, se
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realizaron diluciones de trabajo con agua miliQ (Millipore, Billerica, MA, EUA) a una

concentracion de 20 ng/uL.

6.3 Marcadores moleculares.

6.3.1 ADN cloropléstico

En este estudio se emplearon los iniciadores universales de los espaciadores ndhF-
rpl32, rpl32-trnL (UAG) y psbJ-petA (Shaw et al., 2007). La amplificacion se llevo a
cabo en un volumen de reacciéon de 30 pL, conteniendo 1 x de buffer de reaccion
(20 Mm Tris-HCI, 50 Mm KCl a Ph 8.4), 2.0 mmol/L de Cloruro de Magnesio (MgClI2),
200 pmol/L dNTPs, 0.2 pmol/L de ambos iniciadores, 1 unidad de Taq polimerasa
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y 2 uL de ADN a 20 ng/uL.

Se utilizaron 2 ciclos de amplificacion, para el fragmento psbJ-petA se uso: una
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos que
constaban de 94°C durante 30s, 58°C durante 30s y 72°C, durante 1 min 10 s; con
una extension final de 72°C durante 8 minutos. Y para ndhF-rpl32 y rpl32-trnL, se
empled una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos
gue constaban de 94°C durante 30s, 50°C durante 30s y 72°C, durante 1 min 10s,

con una extension final de 72°C durante 8 minutos.

6.3.2 Pruebas de polimorfismo

Se realiz6 una evaluacion del polimorfismo para cada espaciador, para lo cual se
secuencio tres individuos que fueron escogidos en base a su distribucion geogréfica.
Se escogi6 aquellos individuos con una distribucién lejana entre sus localidades, se
selecciond un individuo de la localidad de Sonora, y un individuo de la distribucién
mas nortefia y otro de la localidad mas surefia dentro de la PBC. Los productos de
PCR fueron secuenciados en la compafiia Macrogen (Seoul, South Korea,

http://www.macrogen.om/eng/). En esta prueba, solo se encontraron sitios

informativos para los fragmentos psbJ-petA y para ndhF-rpl32. El espaciador rpl32-
trnL no fue informativo en este analisis, por lo que no se utilizdé para los analisis

posteriores.
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6.4 Secuenciacion y alineamiento
La secuenciacion de los fragmentos psbJ-petA y para ndhF-rpl32, para los 108
individuos fue mediante el servicio de secuenciacion de la comparfia Macrogen

(Seoul, South Korea; http://www.macrogen.om/eng ). La edicion y el alineamiento

de las secuencias se llevo por medio de MUSCLE en el programa MEGAG6 (Tamura
et al., 2013). La revision de las secuencias y la elaboracién del concatenado fue
elaborada por medio del programa DNA Sequence Assembler v4 (DNA Sequence
Assembler v4 (2013), Heracle BioSoft, http://www.DnaBaser.com).

6.5 Andlisis estadistico

6.5.1 Estimacion de la diversidad genética

Para describir la variacién genética a nivel intraespecifico se estimé la diversidad
nucleotidicas, haplotidica y se identificaron los sitios segregantes y el nUmero de
haplotipos, mediante el programa DnaSP 5 (Librado y Rozas, 2009). Los analisis se
realizaron de forma individual para cada fragmento y también en secuencias
concatenadas de ambos espaciadores de ADN cloroplasticos (psbJ-petA y ndhF-
rpl32).

6.5.2 Analisis de la varianza molecular

Para la determinacion de la repeticion de la varianza genética contenida dentro y
entre agrupaciones de las localidades muestreadas se implement6 un analisis de
varianza molecular (AMOVA). Este analisis maximiza la varianza entre grupos con
la intencion de develar la estructura genética de los datos, configurando hipotesis
de agrupamiento. El analisis se implementé mediante el programa ARLEQUIN 3.5
(Excoffier y Lischer, 2010). Las hipoétesis probadas fueron las siguientes: a)
escenario que divide a las localidades dentro de la PBC de la localidad de Sonora,
basado en la barrera de la formacién del Golfo de California, por lo que se
conformarian dos grupos con los siguientes sitios (Catavifia, Bahia de los Angeles,
Rosarito, Piedras Blancas, Sierra de San Francisco, Las Tres Virgenes) + (Sonora),
b) escenario bajo el supuesto de dos eventos vicariantes, la formacion del Golfo de

California y posible canal medio transpeninsular que separa las localidades de BC
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de las de BCS dando los grupos (Catavifia, Bahia de los Angeles, Rosarito, Piedras
Blancas, Sierra de San Francisco,) + (Las Tres Virgenes) + (Sonora ), c¢) de igual
forma los dos eventos vicariantes, formacion del Golfo de California y el canal medio
trans-peninsular que separa las localidades de BC con las de BCS, pero este a su
vez, separa la localidad de Sierra de San Francisco de la localidad del volcan de
Las Tres Virgenes (Catavifia, Bahia de los Angeles, Rosarito, Piedras Blancas) +
(Sierra de San Francisco) + (Las Tres Virgenes) + (Sonora) y d) bajo el supuesto de
que todas las localidades muestreadas pudieran ser poblaciones distintas
(Catavifia) + (Bahia de los Angeles) + (Piedras Blancas) + (Sierra de San Francisco)
+ (Rosarito) + (Las Tres Virgenes) + (Sonora). Cada analisis se realizé con 10,000

permutaciones.

6.5.3 Deteccion de barreras geografico-genéticas por el algoritmo de maxima
diferenciacion

Mediante la utilizacién del programa computacional Barrier 2.2 (Manni et al., 2004)
se implement6 un andlisis que auxilia en la definicion de barreras histéricas
concordantes con los grupos que explican el mayor porcentaje de la varianza
molecular. Este programa utiliza las coordenadas geograficas y las distancias
genéticas para la identificacion de posibles barreras, mediante el algoritmo de
Monmonier de maxima diferenciacion (Monmonier, 1973). El algoritmo emplea una
red que conecta todas las localidades y propone posibles barreras asociadas a la
tasa de cambio mas alta de las distancias dadas por los datos genéticos aportados.
Para las distancias genéticas se implementé una matriz de distancias Fst entre
localidades (Anexo E), mediante el programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier y Lischer,
2010). Las barreras asociadas a la tasa de cambio mas alta de las distancias
genéticas dadas, se decriben mediante una teselacién de Voronoi, lo cual es una
red de poligonos construidos para cada localidad, y apartir de las muestras
adyacentes (poligonos) que compartan bordes comunes.
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6.5.4 Diversidad y distribucion espacial de haplotipos

Para describir la diversidad genética a nivel intrapoblacional se estimé la diversidad
nucleotidicas, haplotipica y el numero de haplotipos, asi como cada uno de los
haplotipos privados para cada poblacion propuesta por AMOVA y Barrier. Los

analisis se realizaron mediante el programa DnaSP 5 (Librado y Rozas, 2009).

Para la riqueza genética de las poblaciones se utilizé el método de rarefaccion, que
compensa las diferencias por el tamafio de las muestras. Se estimd la riqueza
haplotipica y la rigueza de haplotipos privados, por el programa HP-Rare 1.1
(Kalinowski, 2004, 2005), con una modificacion para adaptar a la base de datos
haplotipicos del ADN cloroplastico (Garrick et al., 2009).

El analisis de la distribucion espacial entre los haplotipos, se bas6é en la
reconstruccion filogenética de méaxima verosimilitud, llevado a cabo en el programa
Garli 2.0 (Zwickl, 2006). Se seleccionaron arboles individuales resueltos después
de 10,000,000 generaciones, y cuando el valor de verosimilitud total fue de 0.05. Se
realizaron 1,000 repeticiones de bootstrap, cada uno con dos cadenas MCMC
independientes. Los datos para las secuencias de ADN cloroplastico fueron
particionados de la misma forma que se hizo en la seccidon de reconstruccion
filogenética. El arbol obtenido se exporto a formato “newick” y fue graficado y
editado por medio del programa computacional Haplotype Viewer de CIBIV

(http://www.cibiv.at/~greg/haploviewer).

6.5.5 Reconstrucciones filogenéticas

Se utilizé el fragmento concatenado de ambos espaciadores para el andlisis
filogenético. Se empled el método de inferencia Bayesiana para la reconstruccion
filogenética y se estimaron los valores de probabilidad a posteriori, utilizando el
programa MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2012). Se usaron dos corridas paralelas
bajo los algoritmos MCMC (Markov Chain Monte Carlo, por sus siglas en inglés),
utiizando una cadena de “fria” y tres cadenas “calientes” para 50,000,000
generaciones, muestreando cada 10,000 generaciones, hasta que la desviacion

estandar de frecuencias fuera menor a 0.01. Los datos para las secuencias de ADN
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de cloroplasto fueron particionados, es decir, se analizé de forma independiente
cada espaciador con su mejor modelo de ajuste dentro del analisis del fragmento
concatenado, utilizando el criterio de informacion de Akaike corregido en el
programa jModelTest 2 (Darriba et al., 2012). Se utilizé un periodo de calentamiento
del 25%, y se calculé un arbol consenso de mayoria. Como grupo externo se
utilizaron tres secuencias obtenidas del Genbank que corresponden a las tres
especies de la familia Fouquieriaceae: Fouquieria splendens (con numeros de
acceso KJ137189.1 y KJ137199.1), Fouquieria shrevei (con niumeros de acceso
KJ137187.1 y KJ137180.1) y Fouquieria purpusii (con numeros de acceso
KJ137183.1 y KJ137177.1) (Schultheis y Baldwin, 1999; Medina, 2005). La
seleccion de estos grupos externos se determiné basado en los siguientes criterios:
disponibilidad en GenBank, especies pertenecientes a la familia Fouquieriaceae,
contemplar los 3 subgéneros de la familia Fouquieriaceae, F. columnaris
perteneciente al subg. Idria y las demas especies que contemplan el subg.
Fouquieria y subg. Bronnia, y el uso de F. splendens, que se co-distribuye con F.
columnaris en la PBC.

6.5.6 Estimacion de tiempos de divergencia

La estimacion de los tiempos de divergencia se realiz6 por medio del programa
BEAST 1.8 (Drummond et al.,, 2012). Para ello se establecieron tres puntos de
calibracion derivados del registro fosil y de eventos biogeograficos historicos: 1)
punto de calibracién ancestral, establecido hace 12 m.a. debido a la presencia de
registro fosil de polen de la familia Fouquieriaceae (Axelrod, 1950), 2) formacién del
Golfo de California, evento geoldgico que separa a las poblaciones peninsulares del
macizo continental 5.5 m.a. (Riddle et al., 2000), y 3) formacién del canal medio-
transpeninsular 1 m.a. (Hafner y Riddle, 2005; Oskin y Stock, 2003).

Para la calibracion de la tasa de sustitucion de los linajes de F. columnaris se utilizo
el fragmento concatenado de los espaciadores psbJ-petA y para ndhF-rpl32. Los
analisis se realizaron durante 100,000,000 generaciones, muestreando cada 1,000

iteraciones, se empled un reloj molecular no correlacionado relajado basado en
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logaritmico normal (Drummond y Rambaut, 2007). Posterior al analisis, se
determind la distribucion a posteriori de las probabilidades, y si ésta ha alcanzado
un tamafo de muestra efectivo suficiente (ESS), y por lo tanto estacionalidad. Se
utilizé el programa Tracer 1.6 (Rambaut y Drummond, 2009), para este anlisis.
Mediante el programa TreeAnnotator 1.7.4 (Rambaut y Drummond, 2012) se gener6
el archivo formato “.tree” con los datos compilados, tras un periodo de calentamiento
del 25%, y un valor de probabilidad a posteriori de 0.5. Por ultimo, mediante el
programa FigTree v1.4.0 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) se realizo la

edicion del arbol final.

6.5.7 Historia demografica

El crecimiento poblacional (expansion) se estimé mediante el analisis de la
distribucion de diferencias pareadas (Mismatch distribution), mediante DnaSP 5
(Librado y Rozas, 2009). Estas distribuciones, son cadticas o desordenadas en
poblaciones en equilibrio demogréfico, pero unimodales en las poblaciones que han
experimentado una expansién reciente (Rogers y Harpending, 1992). Ademas se
estimo el indice de “rugosidad” (Harpeding, 1994), el cual muestra valores grandes
en poblaciones relativamente estables, y exhibe una distribucion multimodal. La
bondad de ajuste del modelo de expansion espacial se evalué calculando la
significancia estadistica del indice de rugosidad a partir de 1000 simulaciones para
estimar la probabilidad de obtener un indice menor que el valor observado mediante
ARLEQUIN 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).

Adicionalmente, se buscd evidencia para la expansién poblacional mediante
pruebas de neutralidad mediante el estadistico T de Tajima (Tajima, 1989). Este
estadistico muestra valores positivos significativos cuando las poblaciones sufrieron
un cuello de botella reciente, mientras que valores negativos significativos, para
poblaciones en expansion. Los eventos de expansion poblacional también fueron
analizados mediante el estadistico Fs (Fu, 1997). Un valor negativo en el estadistico
de Fs indica un nimero excesivo de variantes genéticas, como se esperaria en una

poblacion que ha pasado por un proceso de expansion reciente, mientras que un
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namero positivo de Fs es evidencia de una deficiencia de variantes genéticas, como
se esperaria en una poblacion que ha pasado por un cuello de botella (Fu, 1997).
Todos los analisis fueron realizados mediante el programa computacional Arlequin

3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).
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7. RESULTADOS

7.1. Diversidad genética del ADN cloropléstico

Las secuencias de ADN cloroplastico tuvieron una longitud de 761 pb para psbJ-
petA, y de 723 pb para ndhF-rpl32. El fragmento concatenado tuvo una longitud total
de 1484 pb. El espaciador ndhF-rpl32 presento los niveles mas bajos de diversidad,
se obtuvieron 5 haplotipos con 3 sitios polimorficos, y una diversidad haplotipica de
0.4557, asi como una diversidad nucleotidica de 0.0011, y un niumero promedio de
diferencias pareadas de = 0.82. Mientras que el espaciador psbj-petA, mostré 19
haplotipos con 7 sitios polimorficos, una diversidad haplotipica de 0.8984, una
diversidad nucleotidica de 0.0038 y un promedio de diferencias pareadas de 2.90
(Tabla I).

Para el fragmento concatenado se identifico un total de 28 haplotipos con 10 sitios
polimérficos; dando una diversidad de haplotipos de 0.9339, una diversidad
nucleétidica de 0.0025 y un namero promedio de diferencias pareadas de 3.72
(Tablal).

Tabla I. Diversidad genética de Fouquieria columnaris, basado en las secuencias

espaciadoras de ADN cloroplasticas psbJ-petA, ndhF-rpl32 y en el concatenado de
ambas.

Grupos n S H h m
E);:fp;gim 108 7 19  0.8984  0.003811
?;i;sFF;tr)r;ISZ 108 3 5 0.4557  0.001144
83%2‘::&”“0 108 10 28 09339  0.002512

n = tamafio de muestra; S = sitios segregantes; H = nimero de haplotipos; h = diversidad haplotidica, m =
diversidad nucleotidica.

7.2 Analisis de la varianza molecular (AMOVA)



El andlisis de maximizacion de varianza molecular mostré6 que el escenario “c
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“an

maximizo la varianza entre grupos, indicando que F. columnaris esta constituida de

4 poblaciones (K), las cuales se originarian por tres eventos vicariantes (Tabla II).

Tabla Il. Analisis de Varianza Molecular usando el fragmento concatenado de ADN
cloroplastico (psbJ-petA y ndhF-rpl32), para F. columnaris.

K=2 K=3 K=4 K=7
Fuente de % (Fs1) % (Fsr) % (Fsr) % (Fsr)
variacién
Entre grupos 39.22 (0.3921)**  46.38 (0.4638)* 54.48 (0.5447)* 48.30 (0.4830) ns

E”tre poblaciones ;&1 (0 6382y  14.32 (0.6070)**
entro de grupos
Dentro de

poblaciones 36.17 (0.4048) ns  39.30 (0.2670)**

3.35 (0.5783)**

42.17 (0.0736)*

1.75 (0.5004)**

49.95 (0.4830) ns

ns = no significativo; *P<0.005; **P<0.001

7.3 Deteccion de barreras geograficas-genéticas.

Los resultados de Barrier 2.2 indican 3 barreras asociadas a la tasa de cambio mas

alta de las distancias genéticas dadas (Fig. 9).



39

31.000°N 31.000°N

29.000°N 29.000°N

27.000°N " [27.000°N

0 25 50 75100 km
[ — —
115.000°0 113.000°0

Figura 9. Barreras histéricas que han participado en la formacién de poblaciones
de Fouquieria columnaris, identificadas por Barrier 2.2. En azul la teselacion de
Voronoi de las localidades analizadas. Los nUmeros en circulos negros son los sitios
de recolecta. Las lineas punteadas en verde es la triangulacion de Delaunay que
relaciona el sitio con las localidades adyacentes. Lineas en rojo representan las
barreras geogréficas histéricas, las cuales representan a) Golfo de California, b)
Canal medio transpeninsular separa las localidades de Baja California con las de
Baja California Sur, y c) la separacion de Sierra de San Francisco y el Volcan de
Las Tres Virgenes.

Por medio de estos dos analisis (AMOVA vy Batrrier), se definen 4 poblaciones, las
cuales son A) Baja California; B) Las Tres Virgenes; C) Sierra de San Francisco; y
D) Sierra Bacha.
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7.5 Diversidad y distribucion espacial de haplotipos por poblacion

Se presentan en la tabla 1l los niveles de diversidad genética para las poblaciones
identificadas por la AMOVA y Barrier. La poblacion de Sierra Bacha mostré la mayor
diversidad haplotipica 0.9333, mientras que la poblacion de Sierra de San Francisco
la menor (0.5714).

Tabla Ill. Diversidad genética de F. columnaris, basado en las secuencias

espaciadoras de ADN cloroplasticas psbJ-petA, ndhF-rpl32 y del fragmento
concatenado entre ambas.

Grupos n S H hp h m
A 62 7 14 11 0.8974 0.001576
B 14 4 4 0 0.5714 0.000918
C 16 3 4 3 0.675 0.000663
D 16 6 10 10 0.9333 0.001808

n = tamafio de muestra; S = sitios segregantes; H = numero de haplotipos; h = diversidad haplotidica;
hp=haplotipos privados; 1 = diversidad nucleotidica; A. Poblacion de Baja California, B. Poblacion de Las Tres
Virgenes, C. Poblacion de Sierra de San Francisco y D. Poblacién de Sierra Bacha.

Asimismo, los valores de riqueza haplotidica y riqueza de haplotipos privados,
estimados por el método de rarefaccion, son consistentes con los andlisis de
diversidad genética anteriores, donde la poblacion de Sonora mostré también la
mayor riqgueza de haplotipos entre las demas poblaciones (Ar = 4.8, y Ap = 4.36)
(Anexo D).

La poblacién de Sonora consta de 10 haplotipos, todos ellos privados. La poblacion
de BC esta formada por 14 haplotipos donde 3 haplotipos (Fhap 12, 15, 22) son
compartidos con la poblacién de Sierra de San Francisco la cual consta de 4
haplotipos todos ellos compartidos. ElI Fhap_12, es un haplotipo compartido entre
sitios distantes (a 230 km entre la localidad de Norte de Cataviiia y en Camino a
Piedras Blancas y en la Sierra de San Francisco a 300 km de la localidad nortefia),
y el Fhap_18 es un haplotipo frecuente en todos los sitios de recolecta de BC. La
poblacion de las Tres Virgenes con tres haplotipos exclusivos (Fhap_26, Fhap_27
y Fhap_28) y solo uno compartido (Fhap_11) con la poblacon de la Sierra de San
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Francisco (Fig. 10 y 11).

Los haplotipos de F. columnaris se separan en dos grandes grupos, uno de ellos
representado por los 10 haplotipos exclusivos de la poblacion de Sonora, el otro
grupo esta constituido por la poblacién de BC, dejando los haplotipos de Sierra de
San Francisco y Las Tres Virgenes segregados entre estos dos clados principales
(Fig. 10).

Sonora
Baja California
Sierra de San Francisco ﬁ

Las Tres Virgenes

Figura 10. Red de haplotipos reconstruida por un analisis de Maxima Verosimilitud
a partir de 28 haplotipos del fragmento concatenado de los espaciadores pshJ-petA,
ndhF-rpl32 del ADN cloroplastico de F. columnaris.

7.4 Andlisis filogenético

El modelo de substitucién nucleotidica segun el criterio de informacion de Akaike de
mejor ajuste fue el modelo de tiempo reversible generalizado (Generalised Time-
Reversible) incluyendo sitios invariables (GTR+I) para el fragmento psbJ-petA y
TPM21uf incluyendo sitios invariables, (TPM1uf +l) para ndhF-rpl32.

La reconstruccion filogenética mostré6 que F. columnaris conforma un clado
monofilético bien soportado (100%). Ademas, resalta la distincibn de los tres
subgéneros de la familia, donde F. purpusii representante de subg. Bronnia, a las
especies F. shrevei y F. splendens del subg. Fouquieria y los haplotipos de F.

columnaris conformando el subg. Idria (Fig. 11).
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Figura 111. Reconstruccion filogenética mediante métodos Bayesianos, y usando secuencias concatenadas de ADN
cloroplastico (psbJ-petA y ndhF-rpl32) de F. columnaris. Los nimeros entre paréntesis después del nombre de los
haplotipos indican las localidades (ver mapa en parte inferior izquierda). Los corchetes indican los haplotipos

agrupados por localidades peninsulares (a) y continentales (b). En los nodos se indican los valores de soporte
estadistico de probabilidad a posterior.



43

7.6 Tiempos de divergencia

A nivel intraespecifo, el porgrama computacional BEAST sugiere que la separacion
en los grupos de haplotipos ocurri6 durante el Pleistoceno temprano, donde
aproximadamente el 80% de los haplotipos se explican por una divergencia que
comenzo en los ultimos 2 m.a., el 57% de los haplotipos tienen una divergencia

menor al milléon de afos.

La divergencia entre la poblacion de Sonora y la Peninsula de Baja California
(siendo el tiempo del ancestro comun mas reciente, TMRCA) fue hace 6.9 m.a. (95%
hpd de 5.3-9.4). Posteriormente, las dos poblaciones aisladas mas surefias (Las
Tres Virgenes y Sierra de San Francisco), se separaron de la poblacion de BC,
ubicando el TMRCA hace 1.4 m.a. (95% hpd de 1-2.8). Y finalmente, la separacién
entre Las Tres Virgenes y Sierra de San Francisco indicé que el TMRCA fue hace
1 m.a. (95% hpd 0-1.3) (Fig. 12).
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Figura 12. Tiempos de divergencia en afios para F. columnaris basados en el fragmento concatenado de los
espaciadores pshJ-petA, y ndhF-rpl32 del ADN cloroplastico (1484pb). Puntos de calibracion en nUmeros romanos en
rojo: I) punto de calibracion ancestral de registro fosil, establecido hace 12 m.a.(Axelrod, 1950), 1) Formacién del Golfo
de California, separacion de las poblaciones peninsulares del macizo continental 5.5 m.a. (Riddle et al. 2000), III)
Formacion del canal medio-transpeninsular 1 m.a. (Hafner y Riddle, 2005, Oskin y Stock, 2003). A) Poblacion de Baja
California en azul, B) poblacién de Las Tres Virgenes en verde, C) poblacién de Sierra de San Francisco en café y D)
poblacion de Sierra Bacha en amarillo. Los haplotipos se muestran como clados terminales, y el tiempo al ancestro
comun mas reciente se sefiala después de cada terminal. Estrellas rojas indican los haplotipos ancestrales.



45

7.7 Historia demogréfica

La prueba de neutralidad de D de Tajima no fue significativa para ninguna poblacion,
lo que sugiere una estabilidad demogréfica (Tabla IV). Mientras que el examen de
Fs de Fu indicé diferencias significativas y negativas para las poblaciones de BC y
Sonora, lo que sugiere un exceso de haplotipos de baja frecuencia, y por lo tanto
poblaciones que han experimentado una expansion demografica reciente (Tabla
V). Ningun valor del indice de rugosidad fue significativo, indicando que la
distribucion observada no dista de la distribucion esperada bajo un supuesto modelo
de expansion (Tabla IV).

Tabla IV. Estadisticos demograficos para Fouquieria columnaris basado en las

secuencias espaciadoras de ADN cloroplasticas psbJ-petA, ndhF-rpl32 y en el
concatenado de ambas para cada poblacion.

No. De indice de
Grupos diferencias Rugosidad D' Tajima Fu's Fs
pareadas
A 2.3384 0.0313ns  1.4451ns -4.0405*
B 1.3626 0.2498ns -0.2441ns 0.26693ns
C 0.9833 0.0946ns 0.2540ns -0.2971ns
D 2.683 0.043 ns 1.6566 ns -4.2805*
psbhJ-petA i .
(761pb) 2.9004 0.0155ns  2.7205 ns 5.0558
ndhF-rpl32 N
(723pb) 0.827 0.2004ns 0.79419ns  -0.0099
Concatenado .
(1484pb) 3.7275 0.0104ns 2.3855ns -11.4856

ns = no significativo; *P<0.05; A. Poblacion de Baja California, B. Poblacién de Las Tres Virgenes, C. Poblacion
de Sierra de San Francisco y D. Poblacion de Sierra Bacha.

La distribucion de mismatch entre los haplotipos de las secuencias del fragmento
concatenado para cada poblacion fue unimodal para las cuatro poblaciones, lo que

sugiere una expansion demografica reciente para todas las poblaciones (Fig. 13).
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Figura 13. Distribucion de diferencias pareadas (mismatch) basada en el fragmento
concatenado de los espaciadores del ADN cloroplastico psbJ-petA y ndhF-rpl32, en
cuatro poblaciones de F. columnaris del desierto de Sonora. A. Poblacién de Baja
California, B. Poblacion de Las Tres Virgenes, C. Poblacion de Sierra de San

Francisco y D. Poblacion de Sierra Bacha.
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8. DISCUSION

La filogeografia puede hacer una valiosa contribucion para la conservacion de las
especies (Su et al., 2011). La informacion biologica adecuada, como la diversidad
genética, la estructura de la poblacion y la historia evolutiva, es esencial para el
desarrollo de estrategias de conservacion a gran escala y la planificacion de
acciones de manejo (Avise, 2000; Moritz, 1994; Osborne et al., 2000). El presente
trabajo representa el primer andlisis sobre la filogeografia y estructura genética de

F. columnaris.
8.1 Diversidad genética de ADN cloroplastico

Shaw et al. (2007) habia sugerido las regiones no codificantes de ADN cloroplastico
como una fuente potencial de caracteres informativo para distintos taxas vegetales.
En F. columnais se encontré un importante nimero de caracteres informativos, las
secuencias de los fragmentos concatenados de ADN cloroplastico presentaron 10
sitios polimorficos. Ademas, se encontrd un alto nivel de diversidad haplotidica para
cada espaciador, pshJ-petA (h=0.8984) y ndhF-rpl32 (h=0.4557). Estos valores son
mayores en comparacion con otros grupos vegetales, incluso con respecto a una
especie congenerica (F. shrevei) (Anexo B). Este polimorfismo, resultd ser
informativo para determinar los diversos parametros de diversidad genética del ADN

cloroplastico de la especie.

Los importantes valores de diversidad genética observados en F. columnaris,
pueden deberse a la historia geologica de la region, donde diversos eventos
vicariantes han fragmentado su distribucién, promoviendo el aislamiento y la
variacion intraespecifica (Dolby et al., 2015; Munguia-Vega, 2011; Riddle et al.,
2000). Aunado a lo anterior las caracteristicas biologicas de la especie como
factores ecoldgicos, su reproduccion no clonal, anemocoria de rango limitado,
sensibilidad climatica, bajo reclutamiento y alta mortalidad de la especie (Bullock
et al., 2005; Humphrey, 1974), son caracteristicas que pudieran haber influido en la

diversidad genética de F. columnaris, promoviendo el aislamiento, limitando la
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dispersion, desfavoreciendo la panmixia, entre otros posibles resultados como se
ha descrito en otras especies vegetales (Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003; Jones
y Hubbell, 2006; Pardini y Hamrick, 2008; Wells y Young, 2002).

Los valores de diversidad genética fueron concordantes con los andlisis de
rarefaccion para riqueza haplotidica y riqueza de haplotipos privados. El uso del
método de rarefaccion, ha servido ampliamente en ecologia para estimar la
diversidad de especies (Gotelli y Colwell, 2001) y es usado recurrentemente en
genética (Leberg, 2002). En secuencias de ADN cloroplastico ha sido empleado

para corregir el tamafio desigual de recolecta (Garrick et al., 2009).

Los valores mas altos de diversidad genética los mostraron las poblaciones de
Sierra Bacha y BC, y la poblacion continental fue aquella con los mayores niveles
de variacion genética. Estos resultados son concordantes con lo encontrado en
Stenocereus gummosus (Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003), pero inconsistentes
con los encontrados en cactus columnares presentes en ambos lados del Golfo de
California (Hamrick et al., 2002). Anderson y Van Devender (1995) sugirieron que
F. columnaris tenia una distribucion continua en el area que conectaba la PBC y el
masizo continental, por lo que la poblacion de Sierra Bacha qued6 aislada de la
poblacion peninsulares, donde impulsada por eventos de expansion y reduccion
histéricos (respaldado por nuestros resultados), se promovié un importante
diversificacion genética en su linaje cloroplastico. Si bien no existen pruebas que
constaten los limites de la distribucion antes de la formacion del Golfo, la distribucion
actual de la especie y los datos genéticos encontrados en este trabajo, permiten
suponer que la especie se distribuia al menos en una fraccién del central del ahora

Golfo de California.

El alto nUmero de haplotipos privados y la alta diversidad haplotipica pueden ser
sefiales de aislamiento y adaptaciones locales, los haplotipos compartidos
regionalmente pueden hablarnos de niveles de flujo genético histérico o entre las
poblaciones actuales, lo que quiere decir que existié una transferencia de acervos

genéticos entre poblaciones en el tiempo (Aguirre-Liguori et al., 2014; Sjéstrand
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et al., 2014; Wang et al., 2016). Para las poblaciones de Sierra Bacha, BC y Las
Tres Virgenes se encontraron haplotipos privados, lo que supone un nulo o bajo
flujo genético, posiblemente causado por un aislamiento total o parcial. Estos
argumentos aparentemente se contraponen con la hipétesis de Humphrey (1974),
quién destaca que la dispersion de semillas de F. columnaris ha sido impactado por
eventos climaticos como huracanes, haciendolas viajar de la peninsula hacia el

continente a traves del Golfo de California.

Una situacion distinta ocurre con la poblacién de Sierra de San Francisco, que no
mostro haplotipos privados, lo que sugiere niveles de flujo genético historicos, no
obsatante, esta poblacién muestra valores importantes de diferencacion genética
con respecto al resto de las poblaciones (Anexo E).

8.2 Analisis filogenetico

El analisis filogenetico confirma la monofilia de F. columnaris, asi como la distinciéon
de los tres subgéneros de la familia (Hendrickson, 1972; Schonenberger y
Grenhagen, 2005). En la reconstruccién filogenetica se puede observar tambien que
las especies F. shrevei y F. splendens muestran una pequefa distancia genética
entre ambas (0.001; Kimura 2 parameter, K2P), indicando estrecha relacion
filogenética. Lo que podria suponer que las dos especies podrian tratarse en
realidad de una sola, debido a la menor diferencia interespecificas que las
diferencias intraespecificas existentes entre las poblaciones peninsulares vy
continentales de F. columnaris (0.004; K2P).

Otro aspecto importante a resaltar en esta filogenia es la divergencia entre la
poblacion de Sierra Bacha con respecto al resto de las poblaciones peninsulares, la
cual es consistente con la divergencia reportada para vertebrados (Aguirre et al.,
1999; Riddle et al., 2000) y en dos especies vegetales del Desierto Sonorense
(Lophocereus schottii y Euphorbia lomelii) (Garrick et al., 2009; Nason et al., 2002).
Es decir, la formacion del Golfo de California y eventos ambientales historicos
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durante el Pleistoceno (oscilacion en los periodos glaciales-interglaciales) son los

factores que pueden explicar tal arquitectura genética actual.
8.3 Tiempos de divergencia

En este estudio se detectaron 4 diferentes poblaciones y tres potenciales barreras
contra el flujo genético a lo largo de la distribucion de F. columnaris en el Desierto
Sonorense. La poblacién de Sierra Bacha fue la primera que se separd de las
poblaciones peninsulares (6.6 m.a., 95% hpd de 5.3-9.4), heuristicamente este
periodo es concordante con las hipétesis del proto-golfo y la separaciéon del Golfo
de California (Dolby et al., 2015; Riddle et al., 2000). De igual forma los episodios
vicariantes de los canales medio transpeninsulares y la actividad volcéanica del
complejo volcanico Las Tres Virgenes que separa por cadenas montafiosas
volcanicas las subregiones de Sierra San Francisco y el actual volcan Las Tres
Virgenes, por flujos extensivos de lava en los ultimos 1,2 m.a. aproximadamente
(Hafner y Riddle, 2005; Oskin y Stock, 2003; Riddle et al., 2008) coinciden con los

tiempos de divergencia obtenidos en este trabajo (hace 1.4 m.a., 95% hpd 1-2.8).

La explicacion de la via maritima medio transpeninsular durante el Plio-Pleistoceno
ha ganado adeptos en la literatura biolégica porque explica los patrones de
discordancia genética entre las poblaciones peninsulares del norte y del sur

peninsular en una sencilla explicacién (explicacion ad hoc).

El principal desafio para la hipotesis Plio-Pleistoceno surge de la falta de evidencia
fisica o geoldgica (Lindell et al., 2006); no se han descubierto depdsitos
sedimentarios de 2 a 1-Ma, la falta de evidencia sedimentaria indica que la via
maritima no existia o que los sedimentos se depositaron y posteriormente se
erosionaron (Dolby et al., 2015). Sin embargo, nuestros datos concuerdan con la
fecha aproximada de este evento vicariante, tanto en estructura como en el tiempo
estimado de la aparicion de estos supuestos canales transpeninsulares. Otra
explicacion que podria participar es la actividad volcanica regional que impacto las

comunidades vegetales como propone Garrick et al. (2009), que pudo influenciar en
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Euphorbia lomelii para esta zona, la cual es tambien temporalmente concordante

con los resultados obtenidos.

Fehlberg y Ranker (2008) estimaron tiempos de divergencia para el periodo
pleistocenico en una Asteraceae, basados Unicamente en una tasa de sustitucion
nucleotidica y en registro fosil no especifico para la especie. Algunos trabajos han
encontrado una estructura genética consistente con eventos vicariantes
peninsulares sin el uso de relojes moleculares (Garrick et al., 2009). Por lo que el
presente trabajo representa uno de los primeros aportes sobre la estimacion de
tiempos de divergencia en la PBC, basado en registro fésil y eventos geoldgicos

particulares para la calibracion del reloj molecular.

El andlisis de tiempos de divergencia puede aumentar de complejidad, lo cual podria
otorgar un mayor soporte y precision a la datacion al aumentar el nimero de puntos
de calibracién conferidos por poblaciones informativas, esto depende de la
informacion disponible para la especie (Drummond et al., 2012). Para F. columnaris
la informacion sobre registro fésil es limitada. Sin embargo, el andlisis podria
robustecerse mediante la incorporacion de ejemplares provenientes de la localidad
de la Isla Angel de la Guarda, lo que permitiria incorporar un nuevo punto de
calibracion al analisis. Bajo el supuesto de no flujo genético entre los miembros de
esta localidad con respecto al continente y a la peninsula se esperaria que los
tiempos de divergencia correspondan al tiempo de aislamiento de la isla (3.3-2
m.a.), la cual se fragmento de la peninsula, encontrandose separada por la falla que
hoy conforma el canal de Ballenas (Nagy y Stock, 2000).

Si bien los eventos vicariantes propuestos coinciden con los tiempos de divergencia
estimados en este estudio, es posible que existen otras posibilidades que pudieran
explicar el patron filogeografico observado. Garrick et al. (2009) en su trabajo sobre
la filogeografia de una Euphorbiaceae del Desierto Sonorense, registrd
discontinuidades genéticas en el area central de la Peninsula, esos autores
destacan que no es necesario recurrir a una via maritima transpeninsular en el

Vizcaino (canal medio-transpeninsular) para explicar la estructura de la diversidad
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haplotidica de las especies vegetales. En efecto, en esta region se han detectado
abruptos gradientes ambientales que han dado lugar a la formacién de habitats
localizados y hostiles (Jacobs et al., 2004). Estos gradientes pudieron borrar las
sefales filogeogréficas formadas en tiempos mas antiguos (presuntamente
vicariantes), dando lugar a los procesos de diferenciacion genética actuales. Junto
con F. columnaris se han identificado 23 especies que presentan los limites de su
distribucion entre los 27 y 28 ° N de latitud (Turner et al., 1995). En esta region
parece ser que el cambio de precipitacion estacional durante invierno entre la regiéon
Norte y Sur de la peninsula, probablemente ha ejercercido un importante efecto en
la vegetacion de la zona, donde es notoria la influencia del Océano Pacifico sobre
el aumento de las lluvias de invierno en las laderas occidentales del desierto central
aspecto que circunstancialmente ha influido en la limitacion surefia de F. columnaris,
quien sabemos que depende de la fiabilidad de temperaturas y humedad durante el
periodo invernal para su establecimiento (Roberts y Ezcurra, 2012; Van Devender
et al., 1994). Para analizar el impacto de las condiciones climéticas en la especie,
se requiere de estudios de paisaje genético los cuales mediante el uso de una
inspeccion amplia del genoma nos permita determinar el impacto de estos
fendbmenos climaticos regionales como motores de diferenciacion genética en F.

columnaris.
8.4 Demografia histérica

Axelrod 1979 puntualiza que F. columnaris podria descender de un ancestro
preadaptado a regiones frias y con importante humedad ambiental del suroeste de
América del Norte, lo que parece ser congruente con los requerimientos climaticos
ambientales estacionales de F. columnaris. Esta region esta asociada a una fuerte
influencia maritima del Pacifico, y rara vez se puede encontrar al cirio al este
peninsular (Turner et al., 1995). El rango restringido de su distribucion en Sonora
se atribuye a veranos andmalamente frios, tal vez como resultado de surgencias
locales en aguas costeras y de la alta humedad local (Badan-Dangon et al., 1985;
Humphrey, 1981, Robinson, 1973).
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En el presente estudio, el 80% de los haplotipos divergieron durante el dltimo millén
de afios, lo que podria indicar que la divergencia inicio temporalmente con las
fluctuaciones climéticas del Pleistoceno tardio, como producto de una expansion
demogréfica en respuesta a posibles refugios climaticos-historicos. Diversos
estudios filogeograficos basados en marcadores moleculares microsatélites han
proporcionado evidencia de expansion poblacional durante el Plesitoceno tardio y
Holoceno, tanto en especies de vertebrados, artrépodos y plantas peninsulares
(Gonzalez-Rubio et al., 2016; Gonzalez-Trujillo et al., 2016; Gutiérrez-Flores et al.,
2016; Valdivia-Carrillo et al., 2017).

Los refugios glaciales son regiones donde las poblaciones sobrevivieron a las
glaciaciones y por lo tanto albergan la mayoria de la diversidad genética moderna
dentro de una especie (Hewitt, 2000). La ubicacién y expansion de refugios en la
Peninsula de Baja California sigue siendo muy discutido. En algunas especies de
plantas suculentas adaptadas a zonas aridas, la expansion parece haber sido en
una direccion de norte a sur (Nason et al., 2002) y de sur a norte en otras (Garrick
et al., 2009; Gutiérrez-Flores et al., 2016). Este proceso supone una expansion en
sentido unidireccional, sin embargo el relieve topogréfico a lo largo de la Peninsula
puede haber proporcionado una serie de microclimas que podrian albergar diversos
refugios durante el ultimo méximo glacial (Garrick, 2010), como fue demostrado en
especie de arafas de la familia Lycosidae (Gonzalez-Trujillo et al., 2016). Las areas
de diferenciacién genética registradas, coincidentemente corresponden a los rangos
de alta elevacion en la peninsula y Sonora (Dolby et al., 2015). F. columnaris
experimentd una reciente expansion demografica (analisis de mismach y test de
neutralidad), lo sugiere el exceso de haplotipos de baja frecuencia y la ocurrencia
de haplotipos privados de baja frecuencia, por lo cual parece congruente con la idea
de expansion a partir de un refugio glacial (Hewitt, 2000). Por otro lado, F.
columnaris también se asocia a sitios altitudinales elevados, como la Sierra de San
Francisco, Las Tres Virgenes y Punta Cirio en la Sierra Bacha, lo cual podria estar

relacionada con refugios glaciales y presumiblemente con Unidades Evolutivas
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Significativas (ver mas adelante).

Los métodos de Skyline plot son métodos que permite recrear mediante modelos
de simulacién bayesiana la reconstruccién de los cambios en el tamafio de las
poblaciones a través del tiempo (Finlay et al., 2007; Ho y Shapiro, 2011; Stadler
et al., 2013). Ademas la modelacion de nicho ha sido de gran utilidad para identificar
refugios historicos climaticos (Gonzalez-Rubio et al., 2016; Gonzalez-Trujillo et al.,
2016; Valdivia-Carrillo et al., 2017). Un ejemplo de estos andlisis en una especie
vegetal de la PBC, es Pachycereus pringleii, donde se identificé zonas de refugio al
sur de la peninsula y una importante expansion hacia el norte (Gutiérrez-Flores
et al., 2016). Un andlisis semejante se requiere para determinar el efecto de ultimo
maximo glacial sobre la estructura genética y filogeogréfica del F. columnaris en la
PBC.

8.5 Unidades evolutivamente significativas

La filogeografia puede hacer una valiosa contribucion a la biologia de la
conservacion proporcionando informacion esencial para el desarrollo de estrategias
de conservacion a gran escala y planificacién de acciones de manejo (Avise et al.,
1987; Moritz, 1994; Osborne et al., 2000). Por ejemplo, los estudios filogeograficos
pueden ayudar a identificar Unidades Evolutivamente Significativas (Fraser y
Bernatchez, 2001; Ryder, 1986;). Las 4 poblaciones identificadas en F. columnaris
podrian ser UES de acuerdo con los criterios de Moritz (1994), quien establece que
deben ser reciprocamente monofiléticas, y / o exhibir divergencia significativa de

frecuencias de alelos (por ejemplo, Fst > 0.2) (Figs. 5y 6; Anexo E).

Este concepto permite generar estrategias para el manejo, uso y conservacion de
las localidades con un importante acervo genético, asi como el resguardo y deposito
especializado de germoplasma forestal de las poblaciones con un importante legado
evolutivo identificado. Si bien el Area Natural Protegida del Valle de los Cirios dentro
de la PBC contiene gran parte de la distribucion de la especie, la poblacion de Sierra

Bacha no ha sido considerada y por lo tanto no tiene ningun tipo de cuidado



55

especial. Este estudio destaca a esta localidad como una poblacién con una Unica

y valiosa diversidad genética de cirio en el Noroeste de México.
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CONCLUSIONES

Las principales conclusiones del trabajo se resumen de la siguiente forma:

1.

El andlisis de los dos espaciadores cloroplasticos, develan altos niveles de
diversidad haplotidica, mayores a los vistos en poblaciones de otras especies
perteneciente al mismo genero. Pero valores bajos de diversidad nucleotidica

Se definieron 4 poblaciones mediante los espaciadores moleculares, que a su
vez pueden considerarse como Unidades Evoluticas Significativas, A) Baja
California, B) Las Tres Virgenes, C) Sierra de San Francisco y D) Sierra Bacha,
las cuales pueden servir para fundamentar estrategias de manejo, uso y

conservacion de la especie.

Se identificé tres barreras geograficas que coinciden con la ocurrencia de
eventos vicariantes en la region noroeste de México. a) La formacion del Golfo
de California; b) Canal medio-transpeninsulares en la region del Vizcaino y c)
extension entre Sierra de San Francisco y Las Tres Virgenes del canal medio-
transpeninsular, ademas de la posible influencia de la actividad histérica del
complejo volcanico en Las Tres Virgenes.

La reconstruccion filogenetica define a F. columnaris como una especie

monofiletica.

Las poblaciones de Sierra Bacha y la PBC, tienen un ancestro comin mas
reciente de 6.9 m.a. (95% hpd de 5.3-9.4). Posteriormente, las dos poblaciones
mas surefias (Las Tres Virgenes y Sierra de San Francisco) digergieron de la
poblacién de Baja California hace 1.4 m.a. (95% hpd de 1-2.8). Y finalmente, la
separacion entre Las Tres Virgenes y Sierra de San Francisco ocurrio hace 1
m.a. (95% hpd 0-1.3).

Mas del 80% de los haplotipos de ADN cloroplastico de F. columnaris, surgieron
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en el ultimo millén de anos.

7. Las poblaciones de F. columnaris presentan una reciente expansion poblacional.
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11. ANEXOS
11.1 Anexo A. Sitios de recolecta de Fouquieria columnaris en la Peninsula de Baja
California.
Fechade
ID. Localidad N Coordenadas Recolecta

1 Norte de Catavifia 11 N 29.7710, W -114.7862, 592 MSNM 22/05/2016

2 Kilémetro 2 cerca
del crucero en 19 N 29.0570 W, -114.1042, 388 MSNM 17/01/2013
carretera Bahia de
los Angeles

3 Norte de Rosarito 16 N 28.6484, W -114.0245, 143 MSNM 22/05/2016

4 Camino hacia
Piedras Blancas 16
N 28.0644, W -113.3755, 380 MSNM 22/05/2016
5 Sierra San

Francisco 14
N 27.5669, W -113.0739, 1042 MSNM  17/10/2016
6 Volcan Las Tres 16
Virgenes
N 27.4849, W -112.5749, 1045 MSNM  17/10/2016
Punta Cirio,

7 Puerto Libertad 16 N 29.8404 W -112.64711 61 MSNM 14/04/2016
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11.2 Anexo B. Tabla comparativa de diversidad genética de secuencias de ADN
cloroplastico entre distintas especies vegetales para los espaciadores psbJ-petA 'y
ndhF-rpl32.

Especie psbJ-petA ndhF-rpl32 Concatenado
bp 761 723 1484
n 108 108 108
Fouquieria columnaris S 7 3 10
Presente estudio H 19 5 28
h 0.8984 0.4557 0.9339
m 0.003811  0.001144 0.002512
bp 929 894 -
H n 94 94 -
Fouquieria shrevei i
(Aguirre-Liguori et al., S 5 4
2014) H 5 3 -
h 0.579 0.3992 -
m 0.001272  0.000787 -
bp - 1143+1076 -
n - 298 -
Tilia americana s i i i
(McCarthy y Mason-
Gamer, 2016) H - 33 -
h - - -
Tr - - -
bp 989 - -
n 218 - -
Chamaerops humilis S 27 - -
(Guzmanetal., 2017) Q4 4 - -
h 0.642 - -
m 0.017 - -
bp 729 770 1499
n 233 233 233
Acer saccharum s i i 13
(Vargas-Rodriguez et al.,
2015) H - - 34
h 0.62 0.667 0.8609
m 0.00168 0.00295 0-0.00288
Avicennia germinans ~ bp 461 - -
(Cerén-Souza et al., n 53 - -
2015)

S - - -



Scutellaria indica
(Chiang et al., 2012)

Scutellaria taiwanensis
(Chiang et al., 2012)

Scutellaria tashiroi
(Chiang et al., 2012)

Scutellaria playfairii
(Chiang et al., 2012)

Agave lechuguilla
(Scheinvar et al., 2017b)

3 =

3 > I »w S

O

p

3 > I »w S

o

p

3 > I »w S

o

p

3 > I »w S

o

p

3 I »n S

10
0.861

1113
289

14

0.514
0.003

31

0.452

0.001

68

0.717

0.003

83

0.626
0.001
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11.3 Anexo C. Haplotipos para los espaciadores psbJ-petA, ndhF-rpl32 y fragmento

concatenado.

Haplotipo

psbJ-petA

NWITVOTVTVOZZIrX"e—ITOTMMmMOO >

AGGGTTT
AGGGGTT
AAAAGGT
AAAATGT
AAAGGGT
AAGAGGT
AAGGGGT
AAAGTTT
-GGGTTG
AGGGGGG
AAAGGGG
AAAAGGG
AGGGTTG
AAAATGG
AAGGGGG
AAAGTGG
AGAGTTG
AGGGGTG
AGGGTGG

Haplotipo

ndhF-rpl32

mooO w >

TGG
TGA
GAA
GAG
GGG
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Haplotipo Concatenado
Fhap_1 TGGAGGGTTT
Fhap_ 2 ... G..
Fhap_3 A.AAAGG
Fhap_4 A.AAA.G
Fhap_5 A.AA.GG
Fhap_6 A.AAGG
Fhap_7 AA..GG.
Fhap_8 JA
Fhap_9 JALLG
Fhap_10 JAAA.
Fhap_11 GAA.AAAGGG
Fhap_12 GA..AA..GG
Fhap_13 GAA.AA..GG
Fhap_14 G....... G
Fhap_15 GAA...GGG
Fhap_16 GA..AA.GGG
Fhap_17 GAA.A..G
Fhap_18 GAA....G
Fhap_19 GAA.AA.GGG
Fhap_20 GAAA..GGG
Fhap_21 GAA...G.G
Fhap_22 GAA....GG
Fhap_23 GAA.AAA.GG
Fhap_24 GA..AAA.GG
Fhap_25 GAA-....G
Fhap_26 GA-..G
Fhap_27 v G
Fhap_28 G.-..G
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11.4 Anexo D. Tabla de riqueza haplotidica y riqueza de haplotipos privados de
Fouquieria columnaris, estimadas mediante el método de rarefaccion y a partir de
las secuencias espaciadoras de ADN cloroplasticas psbJ-petA, ndhF-rpl32 y el

fragmento concatenado entre ambas.

AR Ap
Poblacion Concatenado ndhF-rpl32 pshJ-petA Concatenado ndhF-rpl32 pshJ-petA
A 4.54 1.9612 7.118 2.48 0.0019 4.9487
B 2.43 3.8667 1 0.52 1.0396 0
C 2.5 1 4 0.53 0 1.0565
D 4.8 1.9917 7.6 4.36 1.124 7.6

Ar = Riqueza haplotidica; Ap= Riqueza de haplotipos privados; A Poblacién de Baja California, B Poblacion de
Las Tres Virgenes, C Poblacién de Sierra de San Francisco y D Poblacion de Sierra Bacha.



11.5 Anexo E. Tabla de diferencias pareadas (Fst).

: Norte de Cataviia

: Norte de Rosarito

~N o o~ W N P

: Sierra San Francisco

: Punta Cirio, Puerto Libertad

: Camino hacia Piedras Blancas

: Volcan Las Tres Virgenes

- Kilbmetro 2 cerca del crucero en carretera Bahia de los Angeles
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1 2 3 4 5 6
1 0
2 0.5357 0
3 0.49665 -0.0197 0
4 0.55516 0.02435 0.02644 0
5 0.58971 0.12385 0.12662 0.04846 0
6 0.7284 0.59403 0.55873 0.67207 0.73424 0
7 0.66811 0.37007 0.36351 0.48082 0.60608 0.27324




