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Resumen

Los estudios comparativos de especies co-distribuidas y con los requisitos
ecologicos similares pueden proporcionar informacion valiosa sobre los procesos
que afectan la estructura de la poblacion, y de ese modo ayudar a dilucidar los
mecanismos potenciales por los cuales las poblaciones contemporaneas pueden
responder a los cambios ambientales actuales y futuros. En este sentido, la
peninsula de Baja California, con su variedad de paisajes y habitats que van desde
bosques caducifolios tropicales y oasis mésicos hasta montafias de matorral xérico
y llanuras aridas, es de interés particular. Los complejos procesos geoldgicos y
ecoldgicos que han generado altos niveles de diversidad biolégica y endemismo
en Baja California han sido objeto de un intenso estudio. Sin embargo, aun se
sabe relativamente poco sobre la filogeografia y la estructura genética de las
especies emblematicas de palmas endémicas de esta region. Las poblaciones de
palmeras en la Baja California son consideradas reliquias de poblaciones
histéricamente mas extendidas y continuas que ahora estan confinadas en gran
parte a sitios donde existe agua permanente ya sea sobre o debajo del suelo.
Actualmente, hay dos géneros nativos de palma de América del Norte,
Washingtonia y Brahea presentes en la peninsula de Baja California. Sin embargo,
a pesar del estatus emblematico de estas palmas del desierto, muchos aspectos
de su taxonomia, limites de especies y estructura de la poblacién siguen siendo
ambiguos. Dichas palmas proporcionan un sistema atractivo para investigar las
contribuciones de efectos neutros, no neutrales y mediados por humanos hacia la
estratificacion de la poblacion en un contexto comparativo. Por lo tanto, en la
presente tesis se utilizé tanto la secuenciacion clasica de Sanger como el enfoque
de Genotipificacién por Secuenciacion (GBS) para proporcionar una perspectiva
gendmica sobre la estructura poblacional de dos géneros icénicos de palma de
América del Norte, Washingtonia y Brahea, en la peninsula de Baja California, el
territorio continental adyacente e Isla Guadalupe. Los resultados revelaron algunas
similitudes, asi como sorprendentes diferencias, no solo en la fuerza y el patron de
la estructura poblacional, sino también en los posibles impulsores subyacentes. Se
evidencido que las palmas Washingtonia y Brahea presentan bajos niveles de
diversidad genética y estan altamente estructuradas, con las principales regiones
geograficas aisladas genéticamente. No obstante, se encontré apoyo mixto para
las relaciones taxondmicas actualmente reconocidas dentro de cada género. Por
ejemplo, el andlisis filogenético Bayesiano apoyo la clasificacion de B. edulis como
una especie distinta, pero este no fue el caso de W. filifera-W. robusta y B. armata-
B. brandegeei. A nivel poblacional, los datos de secuencias no fueron
particularmente utiles debido a la baja diversidad y discordancia entre los datos de
cloroplastos y nucleares. GBS, por otro lado, presenté una resolucién mas alta y
permiti6 hacer varios hallazgos importantes. Por ejemplo, se descubrieron dos
poblaciones distintas de Washingtonia en la peninsula de Baja California y también
se identificé un conjunto de loci atipicos que resolvié una filogenia contrastante
con los loci neutrales, consistente con una fuerte divergencia mediada
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ecoldgicamente. Por el contrario, las palmas de Brahea estaban fuertemente
estructuradas, con GBS resolviendo con éxito sierras individuales (cadenas
montafiosas) en la peninsula junto con un fuerte sefal de aislamiento por
distancia. Finalmente, se encontraron elementos que prueban eventos de
dispersion a larga distancia en Washingtonia pero no en Brahea, en apoyo de la
hipotesis que sostiene que los humanos podrian haber dispersado a Washingtonia
como fuente de alimentos y materiales de construccion. En general, nuestro
estudio demuestra el poder de GBS en combinacién con un enfoque comparativo
para dilucidar patrones de divergencia del genoma marcadamente distintos,
mediados por diversos efectores.

Palabras clave: Arecaceae, peninsula de Baja California, genotipificacion por
secuenciacion (GBS), dispersion mediada por humanos, polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP)

Vo. Bo. Dr. Alfredo Ortega Rubio
Director de tesis
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Summary

Comparative studies of co-distributed species with similar ecological requirements
can provide powerful insights into the processes that affect population structure
and thereby help to elucidate the potential mechanisms by which contemporary
populations may respond to current and future environmental changes. In this
regard, the Baja California peninsula, with its heterogeneous array of landscapes
and habitats varying from tropical deciduous forests and mesic oases to xeric
desert scrub mountains and low altitude arid plains, is of particular interest. The
complex geological and ecological processes that have generated high levels of
biological diversity and endemism in the Baja California have been the subject of
intensive study. However, relatively little is still known about phylogeography and
population genetics structure of the iconic endemic palm species of this region.
Palm populations on the Baja California are widely considered to be relicts of
historically more widespread and continuous populations that are now largely
confined to sites where permanent water exists either above or below the ground.
Currently, there are two native North American palm genera, Washingtonia and
Brahea present on the Baja peninsula. However, despite the emblematic status of
these desert palms, many aspects of their taxonomy, species limits and population
structure remain ambiguous. These palms provide an attractive system for
investigating the contributions of neutral, non-neutral and human-mediated effects
towards population stratification in a comparative context. We therefore used both
the classical Sanger sequencing and GBS approaches to provide a genome-wide
perspective on the comparative species and population structure of two iconic
North American palm genera, Washingtonia and Brahea, on the Baja California
peninsula, the adjacent Mexican mainland and Guadalupe Island. Our results
reveal some similarities, as well as striking differences, not only in the strength and
pattern of population structure, but also in the likely underlying drivers. We found
that Washingtonia and Brahea palms had low levels of genetic diversity and were
highly structured, with the major geographic regions being genetically isolated.
Nonetheless, mixed support was found for currently recognized taxonomic
relationships within each genus. For example, Bayesian phylogenetic analysis
supported the classification of B. edulis as a distinct species but this was not the
case for W. filifera—W. robusta and B. armata—B. brandegeei. At the population
level sequence data was not particularly useful due to low diversity and
discordances between chloroplast and nuclear data. GBS, on the other hand,
presented higher resolution and allowed several important findings to be made. For
example, we uncovered two distinct Washingtonia populations on the Baja
peninsula and also identified a suite of outlier loci that resolved a contrasting
phylogeny to the neutral loci, consistent with strong ecologically mediated
divergence. By contrast, Brahea palms were strongly structured, with GBS
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successfully resolving individual sierras (mountain ranges) on the peninsula
coupled with strong isolation by distance signal. Finally, we found clear evidence
for long-distance dispersal events in Washingtonia but not in Brahea, in support of
the hypothesis that humans may have dispersed Washingtonia as a source of food
and building materials. Overall, our study demonstrates the power of GBS in
combination with a comparative approach to elucidate markedly different patterns
of genome-wide divergence mediated by a variety of different effectors.

Key words: Arecaceae, Baja California peninsula, genotyping by sequencing
(GBS), human-mediated dispersal, single nucleotide polymorphism (SNP)

Vo. Bo. Dr. Alfredo Ortega Rubio
Director de tesis
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1. INTRODUCCION

La peninsula de Baja California es uno de los lugares en la Tierra mas activos
geoldgicamente. Durante los ultimos 6 millones de afos la peninsula ha sido
objeto de movimientos de placas tectonicas, separacion del continente,
subduccidn y elevacién. Por otro lado, durante el pleistoceno (ultimos dos millones
de afios), las reiteradas fluctuaciones climaticas han moldeado la composicién de
comunidades biolégicas y el rango de distribucion de muchas especies de
organismos, particularmente de plantas, afectando su diversidad y estructura
genética (Hewitt, 2000). La ultima transicion en la peninsula fue hace unos 15-18
mil afos cuando las condiciones de bosques subtropicales y pastizales cambiaron
hacia una vegetacion xérica de arbustos desérticos y precipitacion erratica
(Axelrod, 1979). Varios trabajos sobre biota de la peninsula han revelado una
historia biogeogréfica intrincada, la cual incluye eventos vicariantes, dispersion
gradual y aislamiento por distancia, asi como expansion-reduccion del rango de
distribucion (Fehlberg y Ranker, 2009; Nason et al., 2002; Riddle et al., 2000). Sin
embargo, pocos estudios se han enfocado en aclarar la demografia histérica y la
estructura genética de especies relictas; especies que aunque tienen afinidades
tropicales han sobrevivido en la peninsula de Baja California en pequefios sitios
mésicos como son los oasis (Bernardi et al., 2007; Gonzalez-Rubio et al., 2016;
Grismer y McGuire, 1993; Grismer, 1994; Riddle et al., 2000). Hoy en dia el
enfoque gendmico ofrece una oportunidad unica para estudios de las especies y
poblaciones, y representa una herramienta revolucionaria en comparacién con
marcadores genéticos convencionales. Mediante el uso de los marcadores
distribuidos en todo el genoma es posible caracterizar historias demograficas de
especies y poblaciones, asi como obtener perspectivas unicas sobre los
mecanismos genéticos de la adaptacion y especiacion (Luikart et al., 2003;
Nadeau y Jiggins, 2010; Rietzel et al., 2013).



El principal propdsito del presente trabajo es utilizar los marcadores genéticos y
gendmicos para profundizar el estudio de las especies y poblaciones de palmas
nativas de la peninsula de Baja California. Se abordan los temas de distribucion y
diversidad de dos géneros de palmas nativas (Washingtonia y Brahea), su
estructura poblacional, buscando entender que variables ecoldgicas han influido

en la distribucion de dichas especies.



2. ANTECEDENTES

Las evidencias paleo-climaticas indican que a través del tiempo la temperatura de
la tierra ha estado en un cambio continuo. Los ciclos glaciales e interglaciares que
han caracterizado el periodo Cuaternario (desde 2.6 millones de afos hasta el
presente) han afectado significativamente la distribucién de muchas especies de
plantas y animales (Hewitt, 1996, 2004). El andlisis de los movimientos histéricos
de las especies nos puede ayudar a entender como los cambios ambientales,
presentes y futuros, afectarian el rango de distribucion de las especies, cuales
serian mas propensos a extincion, y cuales podrian beneficiarse con el cambio
(Feliner, 2011; Stewart et al, 2010). Actualmente, existen estudios que
demuestran que el cambio climatico inducido por el hombre esta causando
fragmentacion de habitat, extincién, y cambios en la distribucion de muchas

especies (Hampe y Jump, 2011; Pepper et al., 2011).

La peninsula de Baja California ha sido considerada una area importante para los
estudios de filo y bio-geografia (Hafner y Riddle, 1997, 2011; Leaché et al., 2007;
Munguia-Vega, 2011). Varios trabajos han reportado una discontinuidad en la
variabilidad genética y frecuencia alélica en la region, revelando procesos de
divergencia criptica (Garrick et al., 2009; Gonzalez-Rubio et al., 2016; Gutiérrez-
Flores et al., 2016; Munguia-Vega, 2011). En general, las discontinuidades filo-
geograficas corresponden a los fendmenos geoldgicos (Lindell et al., 2006;
Munguia-Vega, 2011; Riddle et al., 2000). Por ejemplo, Riddle et al. (2000)
identificaron dos eventos geoldgicos principales asociados con la historia evolutiva
de la biota de la region: el primero se refiere a las fuerzas tecténicas que dieron
lugar al Golfo de California y separaron una parte estrecha de la tierra de la parte
continental de México. Mientras que el segundo hace referencia a las
transgresiones marinas que dieron lugar a dos posibles vias maritimas: una en el
Istmo de La Paz, y otra en la mitad de la peninsula. Sin embargo, los procesos
ecoldgicos y biolégicos podrian también dejar la misma sefial de discontinuidad

genética (Grismer, 2002). En este contexto, la estructura genética puede ser



influenciada por los atributos de historia de vida de los organismo en cuestion,
tales como la capacidad de dispersién e hibridacion (Loveless y Hamrick, 1984).
Por lo tanto, el estudio de las fuerzas evolutivas que han estado moldeando la
biodiversidad en la peninsula de Baja California representa un reto cientifico

interesante.

Las palmas (Arecaceae) son una familia de plantas modelo en estudios evolutivos
y ecoldgicos en los tropicos (Baker y Couvreur, 2013; Couvreur et al, 2011;
Kissling et al., 2012a). Debido a las limitaciones funcionales de su biologia
estructural las palmas no son frecuentes en las zonas aridas o frias (Kissling et al.,
2012b; Tomlinson, 2006), y en su mayoria se distribuyen en las regiones
tropicales y subtropicales (Couvreur et al., 2011). Sin embargo, las palmas
presentan una gran riqueza especifica (Eiserhardt et al., 2011) y, a menudo,
juegan el papel de especies claves, proporcionando servicios ecosistémicos y
moldeando su entorno (Fadini et al., 2009; Peters et al., 2004). La familia
Arecaceae contienen alrededor de 2,400 especies (Govaerts y Dransfield, 2005)
siendo la sexta familia de monocotiledoneas mas grande. Aun cuando en las
ultimas décadas, la taxonomia de esta familia ha sido notablemente mejorada
(Couvreur et al., 2011; Dransfield et al., 2008), la controversia persiste (Baker y
Couvreur, 2013), especialmente a nivel de géneros cercanos y complejos de

especies.

Actualmente en la peninsula de Baja California se distribuyen dos géneros de
palmas: Washingtonia y Brahea. La primera es nativa de la peninsula, mientras
que la segunda es nativa de Norte América. Dentro del género Washingtonia se
reconocen dos especies: W. robusta y W. filifera (Henderson et al., 1995). Ambas
son especies de palma desérticas, que se distribuyen de manera natural desde el
sur de California (USA) y por toda la peninsula de Baja California hasta la Regién
del Cabo. También se ha reportado la existencia de poblaciones pequefas de

Washingtonia en Sierra Aguaje, Sonora (México) (Felger y Joyal, 1999; Minnich et



al., 2011). En Sonora, W. robusta esta restringida a unos pocos cafiones en el
extremo sur del desierto Sonorense y parece representar poblaciones relictas
(Felger y Joyal, 1999; Harley, 2006). Se ha indicado que el género necesita una
revision taxonémica moderna mas rigurosa (Bacon et al., 2012; Henderson et al.,
1995). El ultimo intento de describir las diferencias morfologicas entre las dos
especies de Washingtonia fue hecho por Bailey (1936), indicando que las especies
estdan muy cercanamente relacionadas y sus diferencias morfoldgicas son sutiles.
Basandose en el andlisis de aloenzimas de 16 poblaciones de W. filifera en
California (McClenaghan y Beauchamp, 1986) no se han encontrado diferencias
genéticas entre las poblaciones estudiadas. Los autores concluyeron que una
posibilidad es que las poblaciones actuales de palmas en California representan
una colonizacién reciente desde refugios climaticos en la peninsula de Baja
California (McClenaghan y Beauchamp, 1986). Desgraciadamente el trabajo
mencionado no incluyé ningun individuo de W. robusta o de W. filifera de la

peninsula.

El género Brahea incluye nueve especies, de las cuales todas se distribuyen en
México, incluyendo una especie endémica de la Isla Guadalupe (Minnich et al.,
2011). Dos de estas especies extienden su distribucion hasta Belice, Honduras,
Nicaragua. Sin embargo, en la peninsula de Baja California se encuentran
unicamente dos especies endémicas: B. armata, nativa del norte de la peninsula, y
B. brandegeei, nativa de la parte sur (Bailey, 1937). El rango de distribucion de B.
armata se extiende desde la frontera Estados Unidos-México hacia el sur, hasta la
frontera entre los estados de Baja California y Baja California Sur (Franco-Vizcaino
et al., 2007; Wiggins, 1980). B. brandegeei se extiende desde el norte de Baja
California Sur hasta la Region del Cabo (Felger et al., 2001; Felger y Joyal, 1999).
Sin embargo, los limites exactos de la distribucidén de estas dos especies no estan
claras debido a las incertidumbres taxonémicas (Felger et al., 2001; Felger y Joyal,

1999). Brahea es uno de los géneros de palmas de América menos estudiados y



su variaciéon intra-especifica e inter-especifica no estan claramente descritas
(Henderson et al.,1995).

La poblaciones de Washingtonia y Brahea generalmente forman comunidades
locales, o galerias prolongadas, con individuos que crecen en areas con presencia
de agua superficial o subterranea en los sitios; como por ejemplo en cafiones u
oasis (Minnich et al., 2011). Brahea y Washingtonia poseen caracteristicas unicas,
como por ejemplo su distribucion del extremo norte de rango de distribucién de la
familia Arecaceae, 0 sus adaptaciones para sobrevivir el clima desértico. Sin
embargo, poco se sabe sobre sus origenes, taxonomia, distribucion, y
particularmente sobre qué variables ecolégicas han afectado la distribucion y

diversidad de estas especies de palmas iconicas.

En las ultimas décadas la utilizacién de marcadores moleculares ha revolucionado
los estudios de conservacién, ecologia, y evolucién de diversas clases de
organismos. Un ejemplo de las ventajas de la utilizacion de marcadores
moleculares en los estudios de biogeografia, taxonomia y ecologia de plantas, y
en particular de Arecaceae, son los trabajos realizados en el género Livistona
(Crisp et al., 2010; Kondo et al., 2012). Los autores de estos trabajos exitosamente
estimaron el tiempo de divergencia entre mas de 30 especies de Livistona,
reconstruyeron su historia demografica y asi determinaron el origen del género.
Por otro lado, se aclaré el origen de L. mariae, una especie de Livistona endémica
y aislada, descartando la hipétesis de ser una especie relicta, e incorporando la

posible dispersion por la poblacion nativa de Australia (Kondo et al., 2012).

Uno de los métodos mas socorridos en estudio de diversidad y relaciones
filogenéticas es el uso de codigo de barras de ADN. El cédigo de barras de ADN
usa regiones especificas de ADN para identificar especies mediante el uso de
herramientas bioinformaticas. La busqueda de un cédigo de barras de ADN para

plantas ha sido un reto (CBOL Plant Working Group, 2009). El locus mitocondrial



de citocromo oxidasa | (COIl) que es rutinariamente utilizado como codigo de
barras para los animales, tienen una utilidad limitada en las plantas, debido a la
baja variacion, y las diferencias en la estructura del genoma mitocondrial entre
especies de plantas (Fazekas et al., 2012). Hasta la fecha, no se ha encontrado un
marcador universal unico para identificacién de especies de plantas, sino un grupo
de genes ha sido propuesto y evaluado (psbA-trnH, matK, rbcL, rpoC1, accD,
ndhd, rpoB, ycf5, ITS2 e ITS) (Chen et al., 2010). El Consorcio para el Codigo de
Barras de la Vida (CBOL) llevé a cabo un estudio amplio sobre el desempefio de
distintas regiones gendmicas como candidatos para un cdodigo de barras para
plantas (CBOL Plant Working Group, 2009). Este analisis de 907 muestras,
incluyendo 445 angiospermas, 38 gimnospermas, 67 especies de criptbgamas, y
siete loci candidatos, demostré que la utilizacion de una combinacion de dos loci:
rbcL + matK cumple con requisitos de un cddigo de barras universal para plantas.
En un trabajo posterior que incluyd 6,286 muestras procedentes de 1,757
especies de 75 familias de plantas, se evaluaron los marcadores de cddigo de
barras principales rbcL y matK, junto con otros dos marcadores: la region de
cloroplasto trnH-psbA y el ADN ribosomal nuclear (nrDNA ITS). La principal
conclusion de este trabajo indica que la utilizacion de la region ITS incrementa la
resolucion en la identificacion de especies desde 55% hasta 70%. Por lo tanto, el
uso de ITS puede ser necesario en los estudios que incluyen especies y géneros
filogenéticamente relacionados (China Plant BOL Group, 2011; Hollingsworth,
2011). Sin embargo, la regidon ITS puede presentar varias dificultades
(Hollingsworth et al., 2011). En primer lugar, la contaminacién por hongos: los
primers que se utilizan para la amplificacion y secuenciacion de ITS en plantas y
hongos son lo suficientemente similares, de tal manera que ADN fungico es a
menudo inadvertidamente amplificado (China Plant BOL Group, 2011). Segundo,
copias de genes paralogos: la regidén de ITS puede estar presente en multiples
copias dentro de cada célula. Estas copias generalmente evolucionan de forma
concertada, que implica una sola secuencia detectable por planta. Sin embargo,

en algunos grupos de plantas, copias divergentes co-ocurren dentro del mismo



individuo. Esto puede dar lugar a la presencia de multiples variantes, o peor aun,
inadvertida secuenciacion de diferentes variantes entre las muestras de la misma
especie. Este proceso puede llevar a que los miembros de las mismas especies
seran separados como especies diferentes (Alvarez y Wendel, 2003). Sin
embargo, la principal limitacion de la region de ITS es que, a veces, es
simplemente dificil de amplificar y secuenciar, con una tasa de recuperacién de
alrededor de 76 %, lo cual es 10-15% menor que para los otros marcadores de
cbdigo de barras (Kress et al., 2005). Por lo tanto, se ha sugerido que el desarrollo
de codigos de barras de ADN, especifico para especies de la familia Arecaceae,

seria muy util para los taxdnomos y ecoélogos (Valentini et al., 2009).

Ademas del desarrollo de un marcador universal, se han hecho intentos de
desarrollar un marcador para estudios ecoldgicos y evolutivos exclusivamente de
la familia Arecaceae. Asi por ejemplo, Bacon et al. (2008) evaluaron 96 loci
nucleares de los cuales siete parecen ser utiles para estudios a nivel de
subfamilias de Arecaceae, y solo cuatro a nivel de género. Por primera vez se
llevdé a cabo una prueba de cédigo de barras del ADN en Caryoteae (subfamilia
Coryphoideae) una tribu asiatica de Arecaceae. Los resultados presentados fueron
alentadores. La combinacion de tres marcadores - matK, rbclL e ITS2 — resultaron
en la discriminacion exitosa de 92% de especies (Jeanson et al., 2011). Esto
indica que tan solo ITS2 tiene poder de discriminacion por encima de 90%, sin
embargo su éxito de amplificacién no supera los 75%. No obstante, Yang et al.
(2012) al evaluar la utilidad de cuatro marcadores (ITS2, matK, rbcL, trnH-psbA)
en el género de palmeras Calamus encontraron que la regién de ITS2 esta
presente en varias copias y, por lo tanto, no puede ser considerado para los
estudios posteriores de dicho género. Por otro lado, a nivel de especie, el poder de
resolucion fue diferente entre los loci y bastante bajo: matK (37,5%), rbcL (6,3%) y
trnH-psbA (56,3%). Por otro lado, Naeem et al. (2014) al estudiar la aplicacion de
cbdigo de barras para estudio de diez especies de Arecaceae indicaron que rbcL

tiene un poder de discriminacién superior (90%) que matK (66,6%). Sin embargo,



las secuencias de dos especies estrechamente relacionadas como Phoenix
dactylifera y P. sylvestris eran idénticas. Lo que indica que se debe tener cuidado

al evaluar los grupos con historia evolutiva reciente o poco conocida.

Aunque los avances en el desarrollo de codigo de barras pueden beneficiar los
estudios de biodiversidad, el descubrimiento de nuevas especies y de la
distribucion espacial de las especies, este tiene limitantes para el entendimiento
mas profundo de dinamica y demografia histérica de las poblaciones. Asi, la
mayoria de estudios moleculares se han limitado a regiones reducidas del genoma
(en general uno o dos fragmentos de genes), lo cual implica inferencias limitadas,
dificultad en la generalizacion acerca de los organismos y su historia evolutiva
(Luikart et al., 2003; Nadeau y Jiggins, 2010; Narum et al., 2013; Rietzel et al.,
2013). Sin embargo, grandes avances en la tecnologia de secuenciacién masiva
(secuenciacién de préxima generacion o NGS) han dado lugar a la posibilidad de
muestrear el genoma a mayor profundidad y observar los patrones de variacion
genética que resultan de procesos evolutivos neutrales y funcionales como
adaptacién a una variable ecoldgica particular (Allendorf et al., 2010; Li et al.,
2012; Stapley et al., 2010). Para un estudio de genética de las poblaciones, es
deseable incluir decenas, cientos, o incluso miles de individuos. Aunque es posible
secuenciar genomas completos de decenas de individuos con genomas pequenos,
la secuenciacion de cientos de individuos con genomas grandes sigue siendo una
opcion onerosa. Ademas, para la mayoria de los estudios, la informaciéon generada
de secuenciacibn de genoma completo sera innecesaria y simplemente
incrementaria los costos computacionales y bioinformaticos. Un avance reciente e
importante ha sido el desarrollo de la metodologia de Genotipificacion por
Secuenciacion o GBS que permite hacer secuenciacién de una fraccion sin sesgo
del genoma, incluso en especies con genomas grandes o de las que no existe
informacion genética previa (Davey y Blaxter, 2011; Davey et al., 2011). El método
de GBS ofrece una perspectiva innovadora en los estudios de gendmica

poblacional produciendo miles de marcadores polimdrficos, distribuidos a lo largo
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del genoma y que estan sujetos a deriva genética, seleccion, recombinacion, y
mutacion (Keller et al., 2013; Milano et al., 2014; Narum et al., 2013). Aunque el
método de GBS presenta ventajas indiscutibles en comparacién con los métodos
moleculares convenciones, existen errores y sesgos de la técnica que deberian
ser tomados en cuenta. Por ejemplo, la omision de alelos (allele dropout) se
manifiesta cuando se produce un polimorfismo en un sitio de reconocimiento de
enzimas de restriccion, lo que da como resultado una falla al cortar el ADN
gendmico en esa ubicacién. Los alelos que carecen del sitio de reconocimiento no
se secuenciaran y son por lo tanto "alelos nulos". Si ocurre un SNP dentro de un
alelo nulo, la falta de secuencia del alelo podria causar errores de genotipo, con
individuos heterocigotos para el alelo nulo que aparece como homocigotos.
Adicionalmente, GBS como la mayoria de los protocolos de preparacion de
bibliotecas de secuenciacion de préxima generacion, tiene una etapa de PCR
durante la cual se generan fragmentos de ADN clonal ("PCR duplicados") a partir
de los fragmentos de ADN gendmicos originales ("fragmentos parentales").
Durante PCR, los procesos estocasticos pueden causar que un alelo amplifique
mas que el otro en un locus dado. Este sesgo potencial puede conducir a errores
de genotipificacibn en sentido que los heterocigotos pueden aparecer como
homocigotos o que un error de amplificacién sea considerado como alelo autentico
(Andrews et al., 2016).

Conocer la proporcion de intercambio genético entre poblaciones y la distribucién
espacial de la diversidad genética de las poblaciones de especies silvestres es
fundamental para entender la biodiversidad, poder tomar las decisiones de
conservacion y manejo, asi como para poder predecir la respuesta de las
poblaciones ante el cambio climatico e impacto antropogénico (Botsford et al.,
2009; Palumbi, 2003, 2004). Por otro lado, el estudio de la estructura genética de
las poblaciones relictas, que sobreviven en refugios climaticos, puede proveer
informacion valiosa acerca de consecuencias evolutivas del cambio climatico y

procesos ecoldgicos relacionados tal como la fragmentacion de habitat.
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3. JUSTIFICACION

Washingtonia y Brahea, son dos géneros iconicos de palmas, nativas de la
peninsula de Baja California y de Norte América, respectivamente. Dichas
especies de afinidad tropical, han podido prosperar en ambiente desértico y
sobrevivir en el limite norte de la distribucién principal de la familia Arecaceae. Por
otro lado, ambas presentan requerimientos ecoldgicos parecidos y en muchos
sitios en la peninsula comparten el mismo habitat. Por lo tanto, Washingtonia y
Brahea representan un estudio de caso idoneo de biogeografia y filogeografia
comparativas que permitira identificar que variables ecoldgicas, geoldgicas e
intrinsecas han sido importantes en la formaciéon de la estructura y diversidad
genética de estas especies. Por otro lado, el conocimiento sobre Washingtonia y
Brahea nos puede ayudar a entender como otras especies y poblaciones podrian

responder a los cambios ambientales actuales provocados por el hombre.
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4. HIPOTESIS

Debido que las especies de palmas de Washingtonia y Brahea tienen
requerimientos ecoldgicos parecidos, y ambas han sido sometidas a las mismas
fuerzas ecoldgicas y geoldgicas, su distribucidn y estructura genética van a ser

similares.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
Utilizando métodos moleculares determinar y comparar la distribucién, diversidad,
estructura poblacional y conectividad genética de dos géneros de palmas

(Washingtonia y Brahea) en la peninsula de Baja California e Isla Guadalupe.

5.2 Objetivos particulares

* Amplificar siete genes de cloroplasto y tres nucleares y determinar su
utilidad para los estudios genéticos de Washingtonia y Brahea.

* Determinar los limites de distribucion, variabilidad y estructura genética de
las especies de palmas nativas a la peninsula de Baja California e Isla
Guadalupe.

* Resolver las relaciones taxonémicas dentro de palmas de Washingtonia y
Brahea distribuidas en la peninsula de Baja California e Isla Guadalupe y
delimitar los limites geograficos de cada especie en la peninsula con el uso
de los marcadores SNPs.

* Comparar la estructura poblacional y evaluar la conectividad genémica de
poblaciones de dos géneros de palmas: Washingtonia y Brahea, con base
en los marcadores SNPs.

* Evaluar los efectos ecolégicos sobre aislamiento, divergencia y diversidad
gendmica de las poblaciones de palmas de Washingtonia and Brahea

nativas de la peninsula de Baja California.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Evaluacion de la utilidad de genes nucleares y de cloroplasto en estudios

genéticos de Washingtoniay Brahea

6.1.1 Trabajo de campo

Se llevo a cabo la recolecta de hoja de palma en 42 sitios en la peninsula de Baja

California, dos en Sonora, y tres en la Isla Guadalupe (Fig. 1, Tabla I).

Tabla I. Las poblaciones de Washingtonia y Brahea incluidas en el presente
estudio, con geo-referencias y el numero de muestras analizadas para cada uno
de los métodos (SNP, secuencias de cloroplasto y nucleares).

Genero Sierra Sitio de SNPs Nuclear, | Cloroplasto, Latitud Longitud
Muestreo 738bp 2,294bp
Washingtonia Sierra La Laguna SLL1 4 5 2 23.65115 -109.92985

(SED) SLL2 3 3 3 23.7358694 | -109.8433778
SLL3 3 3 3 23.2783056 | -110.0375556
SLL4 2 3 2 24.0813917 | -110.1125667
SLL5 3 2 1 24.2391583 | -110.2031806

Sierra Mechudo SMA1 3 3 3 24.3339861 | -110.9142389

(M) SM2 3 3 3 24.4493972 | -110.7975083
SM3 3 5 2 24.47165 -111.0027889
SM4 3 2 4 24.4929972 | -110.8073778
SM5 3 2 3 24.4941611 | -110.8123583
SM6 2 4 3 247703194 | -110.7470833
SM7 3 2 3 24.8121389 | -110.8141306
SM8 2 4 2 24.8485222 | -111.0791306
SM9 3 3 3 24.9908611 -110.964311

Sierra Giganta SG1 2 1 1 257176722 | -111.4340167

(58 SG2 3 2 2 25.755778 -111.516958
SG3 3 3 3 25.935722 -111.409793
SG4 4 3 4 25.97617 -111.466954
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Genero Sierra Sitio de SNPs Nuclear, | Cloroplasto, Latitud Longitud
Muestreo 738bp 2,294bp
SG5 2 3 2 26.0169417 | -111.8621472
Sierra San Pedro SSP1 4 4 3 26.9219139 | -112.4075167
(SSP)
Sonora (SON) SON1 4 4 4 28.0170417 | -111.0553167
SON2 5 6 5 28.0069472 | -111.1305389
Sierra San SFSL1 4 4 3 28.0495 -113.084225
Francisco + Sierra
Libertad (SFSL) SFSL2 3 3 4 28.7401417 | -113.7531278
Catavifia (CAT) CAT1 3 2 3 29.743054 -114.673552
CAT2 2 3 2 29.749688 -114.742954
Sierra Juarez (SJ) SJ1 4 2 2 32.1535667 | -115.7888833
SJ2 2 2 3 32.2634111 -115.8383611
SJ3 4 3 3 32.3515944 | -115.8281667
Washingtonia - - 89 89 81 - -
total
Brahea Isla Guadalupe Gl 8 10 7 28.9326278 | -118.2837389
(0 Gl2 4 3 3 29.0056861 | -118.2495361
GI3 10 1 7 29.1612556 | -118.3213333
Sierra La Laguna SLL1 2 2 2 23.2218722 | -109.8695028
(SEE) SLL2 3 2 2 23.228125 -109.8889611
SLL3 3 2 2 23.2381111 | -109.9518333
SLL4 2 3 3 23.65115 -109.92985
SLL5 4 2 2 23.6855528 | -109.9450639
SLL6 4 4 3 24.0813917 | -110.1125667
SLL7 3 3 3 24.2391583 | -110.2031806
Sierra Mechudo SMA1 2 2 2 24.47165 -111.0027889
(M) SM2 3 24.7703194 | -110.7470833
SM3 3 4 3 24.8121389 | -110.8141306
Sierra San Pedro SSP1 4 5 3
(SSP) 26.88801 -112.43786
San Francisco de SFS1 7 5 6 27.5942083 | -113.0333444
la Sierra (SSF)
SFS2 4 1 1 28.0495 -113.084225
Sierra Libertad SL1 4 2 2 28.3109583 | -113.5291361
St SL2 1 2 1 28.354546 -113.489647
SL3 4 3 4 28.7401417 | -113.7531278
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Genero Sierra Sitio de SNPs Nuclear, | Cloroplasto, Latitud Longitud
Muestreo 738bp 2,294bp

Sierra Asamblea SA1 4 4 2
(SA) 29.2616472 | -114.0187889
Catavifia (CAT) CAT1 5 2 3 29.743054 -114.673552
CAT2 3 2 2 29.749688 -114.742954
Sierra San Pedro SSPM1 2 1 2 30.2765917 | -115.2237278

Martir (SSPM)
SSPM2 2 1 2 30.3169639 | -115.2629694
SSPM3 2 1 1 30.3240333 | -115.2055861
SSPM4 2 2 2 30.4983778 | -115.7677306
Sierra Juarez (SJ) SJ1 4 5 5 32.1535667 | -115.7888833
SJ2 1 1 1 32.2634111 -115.8383611
Brahea total - - 101 78 79 - -

En cada localidad se tomaron muestras de 2 a 3 individuos de cada

palmas presentes. En el muestreo se incluyd los sitios ubicados en

especie de

principales

sierras de la regién: Sierra La Laguna (SLL), Sierra del Mechudo (SM), Sierra la
Giganta (SG), Sierra San Pedro (SSP), San Francisco de la Sierra (SSF), Sierra
Libertad (SL), Sierra Asamblea (SA), Sierra San Pedro Martir (SSPM) y Sierra

Juarez (SJ) (Fig. 1, Tabla I). Debido a que algunos autores (por ejemplo,

Henderson et al., 1995) han argumentado que B.brandegeei puede ser sindbnimo

de B.elegans de la parte continental de México, también incluimos un espécimen

de herbario de esta especie que fue recolectado en 1997 en Sonora. Los datos

genéticos se generaron a partir de muestras de hojas secas preservadas con el

gel de silice, recolectadas en el campo durante los afios 2015 y 2016.
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Océano Pacifico

Figura 1. Mapas que muestran los oasis (puntos negros) y las sierras (formas de
color) de los cuales (a) Washingtonia y (b) Brahea fueron recolectadas. Los
nombres completos de los oasis y el tamafo de las muestras se presentan en la
tabla I. Los colores corresponden a especies (tal como se definen en Minich et al.,
2011): (a) W. robusta en la peninsula de Baja California y continente de México, y
W. filifera en SJ; (B) B. edulis en la Isla Guadalupe (G/), B. armata en SL, SA,
CAT, SSPMy SJ, y B. brandegeei en SLL, SM, SPPy SSF.

Los especimenes fueron asignados a taxones basandose en distribuciones de
especies dadas por Minnich et al. (2011). Dentro de las especies, las poblaciones
se definieron en funcién de la sierra de donde se tomaron las muestras. Para
Washingtonia, se especific6 ocho poblaciones correspondientes a palmas de:
México continental (SON), Sierra La Laguna (SLL), Sierra del Mechudo (SM),
Sierra Giganta (SG), Sierra San Pedro (SSP), sitios combinados de Sierra Libertad
y Sierra San Francisco (SFSL), Catavifia (CAT) y Sierra Juarez (SJ). Para Brahea,

se especificaron diez regiones geograficas. Nueve de ellas correspondian a
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diferentes sierras en la peninsula de Baja California: Sierra La Laguna (SLL),
Sierra del Mechudo (SM), Sierra San Francisco (SSF), Sierra San Pedro (SSP),
Sierra Libertad (SL), Sierra Asamblea (SA), Catavifa (CAT), Sierra San Pedro
Martir (SSPM) y Sierra Juarez (SJ); la regidon geogréfica final correspondio a la Isla

de Guadalupe (G/). Para mas detalles, véase (Tabla I, Fig. 1).

6.1.2 Aislamiento de secuencias nucleares y de cloroplasto

La extraccion de ADN se realizaron utilizando QIAGEN DNeasy planta mini kit
(Valencia, CA). Dado que no existe ningun estudio genético a nivel de poblacién
de Washingtonia o Brahea, primero se evalud la utilidad de tres loci nucleares y
siete de cloroplasto que se han utilizado previamente en estudios filogenéticos y
biogeograficos de Arecaceae (Bacon et al., 2008, 2011; CBOL Plant Working
Group 2009; Jeanson et al., 2011; Shaw et al., 2005; Taberlet et al., 1991). Se
seleccionaron estos loci (ITS 2, CISP 4, CISP 8, matK, rbcl, trnT-trnD, trnG-trnS,
trnC-rpoB, trnF-trnL, trnfM-trnS), basandose en el nivel de diversidad intragénica
que ellos poseen. Para el primer ensayo, se utilizaron 40 muestras de cinco
especies de las palmas previamente mencionadas y se amplificaron los diez
marcadores genéticos via PCR. Cada reaccion de PCR contenia 12,5 uL,
incluyendo 1 yL de ADN 50-100 ng, 1X de buffer de PCR, MgCl; 1,5 mM, 200 mM
de mezcla de dNTP, 0,4 mM de cada cebador y 0,5 U de DNA polimerasa GoTaq
Flexi (Promega). Los loci se amplificaron utilizando cebadores y protocolos de
termociclado descritos previamente (Bacon et al., 2008; Jeanson et al., 2011,
Shaw et al., 2005; Taberlet et al., 1991). Al final se escogieron cinco loci (uno
nuclear y cuatro cloroplastos), debido a que resto de marcadores presentaron
amplificacion o secuenciacion deficiente o baja diversidad. Para determinar la
utilidad de un marcador se tomaron en cuenta: éxito de amplificacion, numero de
amplicones presentes en el gel de agarosa, éxito de secuenciacion y numero de
sitios polimérficos. Dichos loci (CISP 4, matK, trT-trD, trnG-trnS, trnF-trnL)

fueron amplificados y secuenciados en el resto de las muestras. La presencia de
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fragmentos de ADN amplificados, se verificd en gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio. Todos los productos de PCR positivos se enviaron a Arizona
GeneCore para su secuenciacion en ambas direcciones. Las secuencias
resultantes se alinearon y se editaron manualmente con BIOEDIT 7 (Hall, 1999).
Los cuatro fragmentos de secuencias de cloroplasto se concatenaron en una
secuencia unica, al igual que las secuencias nucleares, permitiendo que los
analisis subsiguientes se llevaran a cabo por separado para estos dos tipos de

marcadores.

6.2 Limites de distribucién, variabilidad y estructura genética de palmas
nativas de la peninsula de Baja California e Isla Guadalupe, mediante

marcadores convencionales

6.2.1 Variabilidad genética

Para evaluar si el disefio de muestreo fue eficaz y era suficiente para recuperar la
mayor parte de la diversidad genética dentro de las poblaciones estudiadas se
construyé las curvas de acumulacion de haplotipos. Las cuales fueron construidas
por separado para los datos de la secuencia nuclear y cloroplasto usando la
funcién haploAccum en el paquete SPIDER (R Development Core Team, 2008)
con un total de 10,000 permutaciones. Las estadisticas de diversidad molecular,
incluyendo el numero de sitios variables, el numero de haplotipos, diversidad de
nucledtidos y haplotipos, y el numero de haplotipos compartidos se calcularon
utilizando DNASP 5.1 (Librado y Rozas, 2009) y ARLEQUIN 3.5.1.3 (Excoffier y
Lischer, 2010).

6.2.2 Limites de distribucion y estructura genética

Las relaciones filogenéticas entre las muestras fueron inferidas mediante la

construccion de una red de haplotipos en POPART (http://popart.otago.ac.nz).
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También se utilizé GENGIS 2.1.1 (Parks et al., 2009) para visualizar la distribucion

geografica de haplotipos.

Para determinar los niveles de divergencia genética entre especies taxondémicas y
las poblaciones definidas a priori (Fig. 1), se cuantifico la diferenciacion utilizando
los indices de Fst (Weir y Cockerham, 1984) y ®st (Kimura, 1980). El primer
indice solo toma en cuenta las diferencias de frecuencias de haplotipos (Excoffier
et al., 1992), mientras que el segundo también incorpora similitud de secuencias.

Los valores de Fsty ®st se calcularon dentro de ARLEQUIN.

También se utilizé el analisis jerarquico de la varianza molecular (AMOVA) para
dividir la variacibn genética dentro de Washingtonia y Brahea utilizando
ARLEQUIN. EI AMOVA se empleé para estimar el apoyo relativo para dos
escenarios alternativos iguales para palmas Washingtonia y Brahea, y un
escenario especifico para cada genero de palmas (Fig. 2). El primer escenario se
basé en la delimitacion taxonémica actual de las especies (es decir, se
especificaron dos grupos para Washingtonia, correspondientes a W. filifera 'y W.
robusta y tres grupos para Brahea correspondientes a B. edulis, B. armata y B.
brandegeei). En segundo lugar, para las palmas de Washingtonia, se construy6 un
escenario basado en el aislamiento de las poblaciones del continente y de la
Peninsula después de la formacion del Mar de Cortés. Tercero, para las palmas de
Brahea, se dividié todas las muestras en tres grupos: Isla Guadalupe, region de
Cabo (SLL) y resto de la peninsula. En cuarto lugar, para ambos géneros de
Washingtonia y Brahea, se traté cada sierra como una poblacién distinta (es decir,
ocho grupos fueron especificados para Washingtonia y diez para Brahea) (Fig. 2).
Cada escenario representd una particion jerarquica de las poblaciones dentro de
las regiones estudiadas, y el esquema de anidacién que maximizé el componente

de varianza entre grupos fue considerado el mejor escenario de divergencia.
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Figura 2. Mapas de la peninsula de Baja California. Panel (a) Baja California y
Sonora continental con poblaciones de Washingtonia muestreadas. Cada uno de
los mapas representa un escenario hipotético de divergencia probado con
AMOVA. Las regiones definidas a priori estan separadas por tres rupturas
filogenéticas hipotéticas. Panel (b) Baja California y la Isla Guadalupe con
poblaciones de Brahea muestreadas. Cada uno de los mapas representa un
escenario hipotético de divergencia probados con AMOVA. Las regiones definidas
a priori estan separadas por tres rupturas filogenéticas hipotéticas. Las flechas
indican especies 0 cada una de las nueve sierras muestreadas.

Los analisis de AMOVA y de diferenciacion genética no se llevaron a cabo para los
datos de cloroplasto de Brahea, ya que solo tres haplotipos estaban presentes y

casi todos los individuos compartieron el mismo haplotipo. La muestra unica de
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B.elegans también se excluyé de estos analisis. Para anadlisis de AMOVA, se

determiné la significacién estadistica utilizando 10,000 permutaciones.

Finalmente, se utilizé6 un enfoque bayesiano para estimar el numero mas probable
de clusteres genéticos presentes en los datos utilizando BAPS 6 (Corander et al.,
2003, 2008 a,b). Para este analisis, se utilizaron todos los individuos de ambos
géneros sin incorporar la informacioén geografica. Este analisis se realiz6 utilizando
el modelo de mezcla “mixture” para determinar el numero mas probable de
clusters (K). K se fijo entre 1 a 10 y se realizaron cinco repeticiones para cada
valor de K. Finalmente, se repitieron el analisis, pero esta vez utilizando los datos
de la ubicacién geografica de cada muestra. Los analisis espaciales se realizaron

por separado para Washingtonia y Brahea.

6.3 Relaciones taxonémicas dentro de Washingtonia y Brahea distribuidas en
la peninsula de Baja California e Isla Guadalupe y los limites geograficos de

cada especie en la peninsula, mediante marcadores SNPs

6.3.1 Aislamiento de SNPs

Para aislar los marcadores de SNP, el ADN se extrajo de hojas secas usando un
protocolo CTAB modificado (Gutiérrez-Rivera, en preparacion) y se enviaron 50 uL
de ADN de cada muestra al Instituto de Diversidad Gendmica de Cornell para la
preparacion de las bibliotecas gendmicas y GBS (Genotipificacion por
Secuenciacion). Cada extracto de ADN se digirié usando la enzima de restriccidon
Pstl y posteriormente se ligaron un adaptador especifico para cada muestra y un
adaptador comun a los extremos de los fragmentos. A continuacion, se mezclaron
las muestras de cada género en dos diferentes bibliotecas gendmicas que fueron

secuenciadas en un sentido de 100 pb en un carril de un lllumina HiSeq 2000.

6.3.2 Analisis de secuencias crudas
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Las secuencias crudas se procesaron utilizando TASSEL 3 (Bradbury et al., 2007)
el cual implementa el flujo de trabajo personalizado disefiado especificamente
para los datos de GBS descrito en Glaubitz et al. (2014). Especificamente,
utilizando cdédigos de barras individuales se colapsaron secuencias uUnicas para
cada individuo. Las etiquetas resultantes se fusionaron en una lista "maestra" y
solo se conservaron aquellas presentes en al menos tres individuos.
Posteriormente, se utilizd como referencia el genoma de Phoenix dactylifera
(palma de datil, https://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/) y las etiquetas se alinearon
utilizando el software BWA (Li y Durbin, 2009). A continuacién, se anot6 el numero
de individuos con etiqueta en la lista maestra. Posteriormente, esta informacién se
utilizé para buscar SNPs con la frecuencia de alelos menores (MAF) mayor a 0.01.
Después de la aplicacion de estos criterios iniciales, el conjunto de datos variante
se filtr6 para eliminar SNP de cloroplasto y mitocondria, e incluir sélo sitios
polimoérficos bialélicos sin InDels. Finalmente, los SNP resultantes se dividieron en
dos conjuntos de datos correspondientes a los dos géneros de palmas aqui
analizados y los loci con mas del 20% de genotipos faltantes fueron eliminados. La
manipulacion de los archivos VCF se llevo a cabo utilizando VCFTOOLS (Danecek
etal., 2011).

6.3.3 Analisis filogenético

Para resolver las relaciones taxondmicas entre las especies definidas
morfolégicamente y delimitar los limites geograficos de cada especie, se utilizdé dos
enfoques filogenéticos. En primer lugar, se construyé un arbol filogenético
empleando datos de todas las muestras con el paquete APE en R (Paradis et al.,
2004). La funcion dist.gene se us6 para calcular distancias genéticas por pares
entre las muestras, que luego se agruparon utilizando el método de Ward.
Finalmente, los valores de soporte bootstrap para cada uno de los nodos se

calcularon en base a 1,000 permutaciones. Con fines comparativos, también se
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realizd la reconstruccién filogenética Bayesiana utilizando el paquete SNAPP
(Bryant et al., 2012), dentro del programa BEAST 2 (Bouckaert et al., 2014).
Debido a limitaciones computacionales se restringié el analisis a una seleccion
aleatoria de tres individuos por poblacién, lo que resultd en 54 individuos que
representaron dos géneros de palma. Se usaron los parametros predeterminados,
incluidos los valores para u y v. Se utilizé6 una unica cadena de Markov de Monte
Carlo (MCMC) de 2,000,000 de iteraciones, con muestreo cada 1,000 pasos.
Después se repitid el mismo analisis, pero por separado en cada género utilizando
los mismos parametros. La mezcla aceptable (tamafio de muestra efectivos de al
menos 200) y la convergencia se determind mediante inspeccién visual de las
muestras posteriores utilizando TRACER (Rambaut et al., 2014). Finalmente con
un burn-in del 10% se visualizdé la distribucion de arboles usando DENSITREE
(Bouckaert, 2010).

6.4 Estructura poblacional y conectividad genémica de las poblaciones de
dos géneros de palmas: Washingtonia y Brahea, mediante los marcadores
SNPs

6.4.1 Estructura de la poblacién y pruebas de asignacion

Las muestras de cada una de las sierras se definieron como poblaciones a priori,
tal como se describe previamente (Fig. 1). Para estimar la distancia genética entre
los sitios, se calculd Fst entre todas las sierras por separado para cada género de
palma. Esto se implementé utilizando el programa GENODIVE (Meirmans y
Tienderen, 2004) con significacién estadistica determinada sobre la base de
10,000 permutaciones. A continuacion, se utilizaron pruebas de asignacion para
asignar palmas individuales a sus sierras de origen mas probable de origen. Para
este analisis se utilizé la opcidn de prueba de asignacion individual en GENODIVE
(Meirmans y Tienderen, 2004), que implementa el método de Paetkau et al. (1995,

2004). Se fij6 el umbral alfa a 0.01 y el numero de permutaciones a 10,000.
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Ademas, para corroborar los resultados de asigracion se utilizé el enfoque
Bayesiano de Hubisz et al. (2009) en STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000).
Para este analisis, se utilizé un inicio de 100,000 iteraciones para minimizar el
efecto de la configuracion inicial, seguido de 1,000,000 iteraciones con cinco
repeticiones y el numero de grupos genéticos (k) ajustados al numero de sierras
de referencia. Las pruebas de asignacién se restringieron a sierras que estaban

representadas por al menos cinco individuos.

También se utiliz6 sNMF 1.2 (Frichot et al., 2014) para estimar los coeficientes de
mezcla genética individual y para determinar el numero mas probable de clusteres
genéticos (k) presentes en Washingtonia y Brahea. Se eligi6 sNMF con
preferencia a los otros enfoques mas demandantes en poder computacional, ya
que utiliza algoritmos rapidos y eficientes que reducen considerablemente la carga
computacional sin pérdida apreciable de precision (Frichot et al., 2014; Popescu et
al., 2014). El mejor valor de k se dedujo calculando valores de entropia cruzada de
multiples ejecuciones con k establecido entre 1 y 10. La robustez de los resultados
se evalué mediante la ejecucion de cinco repeticiones para el mejor valor de k

utilizando un parametro de regularizacién a de 1,000.

También realizé6 el analisis Bayesiano de la agrupacién genética espacial
utiizando BAPS 6 (Corander et al., 2008 a,b). Este enfoque adicional fue
empleado, ya que permite la incorporacion de informacion espacial. Se
incorporaron los datos geograficos para todas las muestras y se utilizd la opcion
de "agrupamiento espacial de individuos" con el numero maximo de grupos
genéticos (k) establecido en 10. Se realizaron cinco ejecuciones independientes
para cada valor de k. Por ultimo, se convirtieron los datos de SNPs en una matriz
de distancias genéticas utilizando el paquete STAMPP en R (Pembleton et al.,
2013) y se generd una red filogenética utilizando el algoritmo NEIGHBORNET
(Bryant y Moulton, 2004) utilizando SPLITSTREE 4.14.4 (Huson y Bryant, 2006).

Los analisis realizados con SNMF, BAPS y de la red filogenética se llevaron a
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cabo con el conjunto completo de datos de Washingtonia. Para Brahea, se analizé
el conjunto de datos completo y también todos los analisis para individuos de la

peninsula de Baja California e Isla Guadalupe se repitieron por separado.

6.4.2 Divisiones de las poblacién y modelos de migracién

Se utilizé el enfoque de Pickrell y Pritchard (2012) para inferir la historia de las
palmas usando datos de frecuencia de alelos como se implementa en TREEMIX
1.12 (Pickrell y Pritchard, 2012). TREEMIX infiere el flujo de genes entre
poblaciones al analizar simultaneamente la divergencia y la mezcla genética entre
las poblacion. En el arbol resultante de maxima verosimilitud (ML), los eventos de
migracion estan representados por flechas que conectan poblaciones. Los datos
de SNP para Washingtonia y Brahea se convirtieron de un formato de genotipos
diploide a un conteo de alelos poblacionales usando la secuencia de comandos
python plink2treemix.py (disponible con TREEMIX). Cada poblacion estaba
representada por individuos de una sierra dada, tal como se describi
anteriormente, y las poblaciones mas divergentes se especificaron como grupos
externos (SJ para Washingtonia y Gl para Brahea). Primero se generd un arbol de
maxima verosimilitud sin eventos de migracion basados en 1,000 repeticiones de
bootstrap. Luego se probo6 entre uno y diez eventos de migracion por taxén (m1-
m10) y se realizaron pruebas de relacion de verosimilitud para permitir la
comparacién por etapas de los valores logaritmicos de probabilidad entre cada par
de eventos de migracion. Después se llevd a cabo la prueba de la mezcla
genética utilizando la "prueba de tres poblaciones" (Patterson et al, 2012)
implementado en TREEMIX: cuando el valor de f3 (X, A, B) es negativo, la
desviacién de "treeness" es detectado y la poblacion denominada X aparece como

una mezcla entre poblaciones A 'y B.
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6.5 Estructura poblacional y conectividad genémica de las poblaciones de
dos géneros de palmas: Washingtonia y Brahea, mediante los marcadores
SNPs

6.5.1 Aislamiento por distancia y divergencia ecolégica

Se sabe que el aislamiento por distancia (IBD) y las barreras de dispersion
contribuyen a la estructuracién geografica de la variacion genética en muchos
organismos. Por lo tanto, se ha utilizado el aislamiento por distancia Web Service
3.23 (Jensen et al., 2005) para llevar a cabo la prueba de Mantel para cada género
de palmas separadamente. La distancia geografica y las distancias genéticas entre
individuos fueron calculadas usando el Generador de Matrices de Distancia
Geografica 1.2.3 (Ersts, 2016) y el paquete STAMPP en R (Pembleton et al.,
2013), respectivamente. Las adaptaciones locales también pueden manifestarse
en correlaciones entre distancias genéticas y variables ambientales (Frankham et
al., 2002). Por lo tanto, se utilizaron pruebas de Mantel y Mantel parcial
implementadas en el paquete VEGAN 2.4 en R (Oksanen et al., 2016) para probar
correlaciones entre distancias genéticas y ambiental, siendo estas ultimas
generadas usando la funcién 'dist' en R. Debido a que Washingtonia y Brahea se
distribuyen en el limite norte de la distribucidn principal de Arecaceae, estan
afiliados a climas tropicales humedos, y son sensibles a las heladas, en esta tesis
se propone que las variables climaticas tales como la temperatura media del
trimestre mas frio, la precipitacion del trimestre mas seco y el indice de aridez
tendran la mayor influencia en estas especies. La informacién ecoldgica antes
mencionada se obtuvo de WorldClim con una resolucién de ~1 km (Hijmans et al.,
2005) y de la base de evapotranspiracion y aridez potencial global (Zomer et al.,
2008) como un conjunto de capas raster. Se realizaron pruebas de Mantel entre
cada matriz de distancia genética y ambiental, y los analisis se repitieron como

pruebas parciales de Mantel controlando por distancia geografica. La significacion
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estadistica se determind mediante pruebas de Pearson basadas en 10,000

permutaciones de los datos.

6.5.2 Deteccion de /oci atipicos asociados con las variables ambientales

Las variables ambientales que mostraron asociaciones significativas con la
distancia genética en el analisis anterior (temperatura media del trimestre mas frio
en Washingtonia y precipitaciéon del trimestre mas seco en Brahea) fueron
investigadas mas a fondo mediante pruebas para determinar la adaptacién local,
usando BAYESCENYV (Villemereuil y Gaggiotti, 2015), LEA (Frichot et al., 2013;
Frichot y Francois, 2015) y SAMBADA (Stucki et al., 2016). El primero de estos
programas implementa un enfoque Bayesiano que utiliza datos genotipicos y salto
reversible de la cadena de Markov Monte Carlo para detectar asociaciones entre
las frecuencias de los alelos y las variables ambientales (Villemereuil y Gaggiotti,
2015). Dado que BAYESCENV se basa en un modelo escalonado, requiere la
especificacién del numero de poblaciones. Para Washingtonia se establecieron las
cuatro poblaciones principales identificadas por SPLITSTREE y BAPS que
comprenden: (i) sur de la peninsula (SLL, SM, SG), (ii) norte de la peninsula (SSP,
SFSL, CAT), (iii) SJ y (iv) SON. Para Brahea, se corri6 BAYESCENV dos veces,
especificando: (i) dos poblaciones distintas que comprenden Isla Guadalupe vy la
peninsula de Baja California, y nueve poblaciones en la peninsula identificadas
con SPLITSTREE. Se utilizaron veinte pruebas piloto de 5,000 iteraciones cada
una, con un burn-in de 50,000 iteraciones y muestras tomadas cada diez
iteraciones. Se utilizé6 una probabilidad para el modelo neutral de 0.5 y una tasa de
deteccion de falsos (FDR) de 5%.

A continuacion, se utilizaron el modelo de factor latente mezclado (LFMM) como
se implementa en el paquete LEA en R (Frichot y Francois, 2015). Este enfoque
detecta los loci que muestran asociaciones inusuales con variables ambientales,

en comparacion con el fondo gendémico. La funcién de LFMM en LEA se realizé
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usando el numero de factores latentes (k= 4) para Washingtonia y se realizaron
dos ejecuciones separadas para Brahea: con k = 2 con el conjunto de datos
completo, y k = 9 para las palmas peninsulares. Para cada analisis, 10,000
iteraciones del algoritmo de muestreo de Gibbs se ejecutaron con 5,000
iteraciones descartadas como burn-in. Se combinaron el estimador de Z de diez
repeticiones independientes, y los valores de probabilidad resultantes se ajustaron
a la tasa de descubrimiento de falsos (FDR) como se describe en Benjamini y
Hochberg (1995) con un nivel a de 0.05.

Para probar mas a fondo las asociaciones entre las variables ambientales y las
frecuencias alélicas en Washingtonia y Brahea, se utilizd un enfoque
implementado en SAMBADA (Stucki et al, 2016). Este programa utiliza
regresiones logisticas para modelar la probabilidad de observar un genotipo
particular dadas las condiciones ambientales en los sitios de muestreo (Joost et
al., 2007). Se aplico el enfoque univariante, donde el modelo considera un
genotipo y una variable ambiental, y después los compara con un modelo
constante en el que la probabilidad de la presencia del genotipo es la misma en
cada lugar del paisaje y es igual a su frecuencia. La significancia estadistica se
determind utilizando log-probabilidad y la prueba de Wald (Joost et al., 2007). FDR

se aplico a los valores de probabilidad resultantes con un nivel a de 0.05.

6.5.4 Modelado de nicho ecolégico (ENM)

Para entender mejor la dinamica poblacional actual y pasada de las palmas de
Washingtonia y Brahea a lo largo de la peninsula de Baja California e incorporar al
estudio un enfoque no genético, se realiz6 Modelado de Nichos Ecologicos (ENM)
usando el método de maxima entropia implementado en MAXENT 3.4.0 (Phillips et
al., 2006, 2017). MAXENT intenta estimar una distribucion de probabilidad de la
ocurrencia de la especie mas cercana al uniforme mientras que esta esta sujeta a

restricciones ambientales (Elith et al., 2011). La informacion sobre la distribucion
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geografica de Washingtonia y Brahea se basé en un total de 49 y 44 registros de
presencia unicos, respectivamente. Se combinaron datos de campo de la presente
tesis, informacion de la ocurrencia natural de Washingtonia en los EE.UU., descrita
en Cornett et al. (1986) y los datos de ocurrencia georeferenciada de gbif.org y
bajaflora.org. Cada modelo incluyé siete variables bioclimaticas, que en esta tesis
se ha considerado que podrian tener un efecto importante en la distribucion de
estas especies (temperatura media del trimestre mas humedo, temperatura media
del trimestre mas seco, temperatura media del trimestre mas calido, temperatura
media del trimestre mas frio, precipitaciéon del trimestre mas seco y precipitacion
del trimestre mas frio). Al restringir el analisis a un subconjunto de las variables
mas prometedoras, se evitdo el sobrecargo potencial del modelo de MAXENT
(Peterson y Nakazawa, 2008). Para obtener una mejor perspectiva de los cambios
temporales en las distribuciones de las palmas de Washingtonia y Brahea, se
pronosticaron envolturas climaticas adecuadas para cada género utilizando las
condiciones ecoldgicas actuales (1960-1990) y los tres periodos histéricos:
Holoceno Medio (~ 6.000 afios AP), el Ultimo Méaximo Glacial (~ 22.000 afios AP) y
el Ultimo Interglacial (~ 130.000 afios AP). Todos los datos bioclimaticos se
descargaron de WorldClim como un conjunto de capas raster con una resolucion
espacial de 30 s (aproximadamente 1 km) o en el caso de los datos de LGM, 2,5
min (aproximadamente 5 Km) (Hijmans et al., 2005; Otto-Bliesner et al., 2006;
Watanabe et al, 2011). Para cada modelo, se utilizé la configuracion
predeterminada con 30 réplicas. El area bajo la curva de operacién del receptor
(AUC) se calculo para evaluar la precision del modelo, con valores entre 0.7 y 0.9
indicando buena discriminacion (Swets, 1988). Se realizaron analisis de Jackknife
para determinar la contribucion relativa de cada variable ambiental al modelo de

distribucién de corriente proyectada (Phillips, 2017).

Con el fin de determinar si Washingtonia y Brahea de la peninsula de Baja
California ocupan nichos ecoldgicos idénticos, se realizé una prueba de identidad
de nicho con ENMTOOLS 1.4.4 (Warren et al., 2010) con 1,000 pseudoreplicas.
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Luego se compar¢ distribucion de similitudes de nicho obtenidas a partir de pares
de pseudo-nichos basados en puntos de ocurrencia aleatoriamente muestreados
con la superposicién de nicho real entre Washingtonia y Brahea (Warren et al.,
2010). Este ultimo se cuantifico utilizando D de Schoener (Schoener, 1968) y la
distancia estandarizada de Hellinger (I) (Warren et al., 2008). La D de Schoener
asume que las puntuaciones de adecuacion son proporcionales a la abundancia
de especies, mientras que la de |, de Hellinger, cuantifica las distribuciones de
probabilidad de dos modelos de nicho ecolégico. Ambas métricas de similitud
varian desde 0 (sin superposicion de nicho) hasta 1 (nichos idénticos) (Warren et
al., 2010).
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7. RESULTADOS.

7.1 Evaluacion de la utilidad de genes nucleares y de cloroplasto en estudios

genéticos de Washingtoniay Brahea

7.1.1 Trabajo de campo

En total se recolectaron 190 muestras de cinco especies de palmas (Tabla ). Se
cubrid el rango completo de distribucién de W. robusta, B. armata, B. edulis y B.
brandegeei, sin embargo W. filifera fue representada unicamente por muestras de
México recolectadas en Sierra Juarez (SJ) (Fig. 1). En total se recolectaron 89
muestras de Washingtonia, de las cuales 10 correspondieron a W. filifera'y 79 a
W. robusta. Para Brahea, se recolectaron 101 muestras de nueve poblaciones
(sierras) y de la Isla Guadalupe, de las cuales 22 pertenecian a B. edulis, 34 a B.
armata y 45 a B. brandegeei. Debido a que algunos autores (por ejemplo,
Henderson et al., 1995) han argumentado que B. brandegeei puede ser sinébnimo
de B. elegans de la parte continental de México, también se incluy6é un espécimen

de herbario de esta especie que fue recolectado en 1997 en Sonora.

7.1.2 Aislamiento de secuencias nucleares y de cloroplasto

Se evaluaron un total de diez loci de cloroplasto y nucleares que se han propuesto
previamente para estudios moleculares en Arecaceae (Bacon et al., 2008; CBOL
Plant Working Group 2009; Jeanson et al., 2011). De los marcadores evaluados,
se seleccionaron cinco loci informativos: matK, CISP 4, trnT-trnD, trnG-trnS y trnF-
trnL para el analisis posterior. Dichos marcadores tuvieron un éxito de ampliacion
de aproximadamente 95% vy presentaron un unico amplicon, su éxito de
secuenciacion fue de aproximadamente 90%. Adicionalmente, los marcadores
seleccionados, presentaron una diversidad aceptable entre las especies

analizadas (para mas detalle vea el resultado del segundo objetivo). El resto de los
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marcadores carecian de variacién en una muestra representativa de individuos de
las especies de palma incluidas en la presente tesis (rbclL y trnC-rpoB), fallaron en
amplificacion por PCR (trnfM-trnS) o amplificaron mas de un producto de PCR
(ITS2 y CISP 8).

7.2 Limites de distribucién, variabilidad y estructura genética de palmas
nativas de la peninsula de Baja California e Isla Guadalupe, mediante

marcadores convencionales

7.2.1 Variabilidad genética

El conjunto final de datos incluyéo 2,294 pb de secuencia concatenada de
cloroplasto y 738 pb de secuencia nuclear. De todas las secuencias se habian
eliminado los InDels. En total, se obtuvieron 89 secuencias nucleares y 81 de
cloroplasto para Washingtonia y 80 secuencias nucleares y 80 de cloroplasto para
Brahea, incluyendo una muestra de B. elegans de México continental (ver métodos

y Tabla | para mas detalles).

Tabla Il. Estadisticos descriptivos de (a) cloroplasto y (b) secuencias nucleares
aisladas de cinco especies de palma. Incluye: n numero de muestras; numero de
haplotipos; numero de sitios variables; h-diversidad de haplotipos y Tr-diversidad
de nucledtidos. Se excluyeron B. elegans de estos analisis.

Ww. W. filifera B.armata  B.brandegeei B. edulis
robusta
(a) n 73 8 27 35 17
Cloroplasto n 5 2 1 2 1
haplotipos
Sitios 4 1 - 6 -
variables
h 0.53 0.43 - 0.51 -
m 0.0003 0.0002 - 0.001 -
(b) n 82 7 27 38 14
Nuclear n 7 1 5 7 1
haplotipos
Sitios 6 - 4 5 -
variables
h 0.34 - 0.72 0.70 -

il 0.0006 - 0.0013 0.0014 -
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Agrupando todas las muestras, se obtuvo un total de 10 y 19 haplotipos unicos de
cloroplasto y nucleares, respectivamente (Tabla IlI). En general, los niveles de
diversidad de secuencias fueron bajos, y las especies definidas morfolégicamente
fueron representadas por un solo haplotipo comun o un pufado de haplotipos
estrechamente relacionados a baja frecuencia (Tabla Il). Como se muestra por las
curvas de acumulacion de haplotipos, nuestro tamafo de la muestra fue lo
suficientemente grande para abarcar la mayoria de la diversidad genética

presentes en las especies estudiadas (Fig. 3).
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Figura 3. Las curvas de acumulacion de haplotipos. Los intervalos de confianza
del 95% se muestran como barras de error. El panel (a) muestra una curva de
acumulacioén de haplotipos para las secuencias de cloroplastos y el panel (b) para
las secuencias nucleares de Washingtonia y Brahea.

7.2.2 Limites de distribucién y estructura genética
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Se utilizaron las redes de haplotipos para visualizar las relaciones filogenéticas

entre los individuos de especies de palmas estudiadas (Figs. 4a y 5a).

(a) (b) °
(c)
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@ 1Wfilifera

@ Wrobusta

@ Barmata
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[ J B.brandegeei

(@] B.elegans

Figura 4. Distribucion de especie y distribucion geografica de haplotipos de
cloroplastos de Washingtonia y Brahea. El panel (a) muestra una red de haplotipos
en la que el tamafio de cada gréafico circular es proporcional al numero de
individuos que llevan el haplotipo. Cada marca en las lineas continuas indica una
unica mutacion de ADN. Los colores que se muestran en el cuadro corresponden
a delineaciones de especies basadas en caracteres morfolégicos como se
describe en Minnich et al. (2011). Distribucion geogréafica de los haplotipos de
cloroplastos de (b) muestras de Washingtonia y (c) Brahea. En los paneles (b) y
(c) los colores corresponden a los diferentes haplotipos.

Como era de esperar, Washingtonia y Brahea fueron profundamente divergentes
entre si, tanto en el ADN de cloroplasto como en nuclear. Ademas, dentro del

género Washingtonia, W. robusta y W. filifera se diferenciaron por nueve



35

(cloroplasto) y dos (nucleares) nucleédtidos fijos y no presentaron haplotipos
compartidos. En el analisis de la distribucion espacial de los haplotipos, tanto de
cloroplasto como nucleares, las muestras de Washingtonia formaron tres grupos
distintos sin haplotipos compartidos (Figs. 4b y 5b). Estos comprendian (i) un
grupo septentrional de Washingtonia de la Sierra Juarez (SJ), (ii) un grupo de la
peninsula de Baja California y (iii) un grupo de las poblaciones del continente
(SON).

Dentro del complejo de Brahea, se obtuvieron resultados contrastantes para los
datos del cloroplasto y las secuencias nucleares (Figs. 4a,c y 5a,c). A pesar del
amplio muestreo y de la secuenciacion de mas de 2,000 pares de bases de ADN
de cloroplasto, todas las muestras de B. armata, B. edulis y B. brandegeei del
norte compartian un haplotipo unico (Fig. 4a,c) y, por tanto, no fue posible
distinguir estas especies. La unica muestra de B. elegans que se recolectd en el
continente mexicano llevaba un haplotipo de cloroplasto unico separado por cinco
pasos mutacionales de B. armata y B. edulis. B. brandegeei fue representado por
dos haplotipos, uno de los cuales fue compartido con B. armata y B. edulis,

mientras que otro soélo se encontrd en las muestras de la poblacion SLL (Fig. 4c).
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Figura 5. Distribucién de especies y distribucion geograficas de los haplotipos
nucleares de Washingtonia y Brahea. El panel (a) muestra una red de haplotipos
en la que el tamafio de cada gréafico circular es proporcional al numero de
individuos que llevan el haplotipo. Cada marca en las lineas continuas indica una
unica mutacion de ADN. Los colores que se muestran en el cuadro corresponden
a delineaciones de especies basadas en caracteres morfolégicos como se
describe en Minnich et al. (2011). Distribucion geografica de los haplotipos
nucleares de (b) muestras de Washingtonia y (c) Brahea. En los paneles (b) y (c)
los colores corresponden a los diferentes haplotipos.

Se encontré una mayor diversidad de haplotipos nucleares, con un total de 11
haplotipos detectados, aunque la mayoria de ellos estaban presentes en
frecuencias bajas. Hubo también un mayor numero de haplotipos compartidos
entre las especies de Brahea, y sélo B. edulis fue claramente separada del resto
de las Braheas de la peninsula y continente (Fig. 5a). La distribucion espacial de

los haplotipos nucleares de Brahea no reveld patrones geograficos claros a lo
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largo de la peninsula, pero confirmé la singularidad de las palmas de la Isla

Guadalupe (Fig. 5c).

Los estadisticos de diferenciacion genética proporcionaron soporte cuantitativo
adicional para los patrones geograficos descritos (Tablas Il y IV). Por ejemplo,
dentro de Washingtonia y tanto para los datos de cloroplastos como nucleares, los
valores de Fsty @®st fueron altos y significativos para las comparaciones entre W.
filifera (SJ), asi como para las poblaciones peninsulares y continentales de W.
robusta. En contraste, ninguna de las comparaciones entre las sierras de la

peninsula de Baja California fue significativa (Tabla Ill a,b).

Tabla lll. Estimaciones de diferenciacion genética entre ocho poblaciones de
Washingtonia. Los valores pares de Fst 'y @®st (por encima y por debajo de la
diagonal, respectivamente) se muestran por separado para (a) cloroplasto y (b)
gen nuclear.

Sierra SJ CAT  SFSL SSP  SG SM SL SON
(Poblacion)

B SJ - 0.97** 0.96** 098" 0.97** 0.97** 098" 0.97***

Cloroplasto CAT 0.58%** - 015 013  -012  -013  -0.11  0.74***
SFSL 0.46**  -0.11 ) 006 -0.08 -0.04 003 0.68***
sSSP 0.69* -0.13  0.05 - 006 -0.02 -019 0.77*
SG 0.54** 012 -0.09 0.6 ; 0.04 008 0.72*
SM 0.61** 013  -0.03 -002 -0.04 - 0.00  0.74***
SL 0.71** 011 011 -019 008  0.00 - 0.79%*
SON 0.61** 0.63** 0.51*** 0.73* 0.58** 0.63** 0.74*** -

(b) Nuclear SJ _ 1.00** 1.00*** 1.00** 0.91*** 0.92*** (0.85*** (0.96***
CAT 1.00** - 000 000 -010 -011  -0.10 0.87***
SFSL 1.00*  0.00 - 000 -006 -0.07 -0.06 0.89***
SSP 1.00* 000  0.00 - 013 -014  -014  0.86*
SG 0.81** .0.06 -002 -0.10 - 001  0.00 0.76%*
SM 0.89** 009 -0.06 -0.13  0.00 - 0.03  0.82***
SL 0.77** 005 -001 -009 -0.03 -0.01 - 0.72%*
SON 0.87***  0.86** 0.87*** 0.84** 0.72** 0.83*** 0.71*** -

Nota: Valores P corregidos por FDR: * P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001. La codificacién corresponde a las
sierras muestreadas (Fig. 1 y Tabla | para mas detalles).

Dentro de Brahea, se enfoco en los datos nucleares, ya que sélo tres haplotipos
de cloroplasto estaban presentes, uno de los cuales se encontré en el 78% de las

muestras. Para los datos nucleares, las muestras de Brahea se agruparon en diez
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poblaciones definidas a priori (ver Tabla | y Figs. 1 y 2 para mas detalles). Los
valores Fst y ®st resultantes entre muestras de la Isla Guadalupe y las otras
poblaciones de la peninsula de Baja California oscilaron entre 0.69 y 1 y eran

significativos (Tabla 1V).

Tabla IV. Estimaciones de diferenciacién genética entre las diez poblaciones de
Brahea basados en los datos nucleares. Los valores de Fsty ®st se muestran por
encima y por debajo de la diagonal, respectivamente.

Sierra

(Pobla

cion) SJ SSPM  CAT SA SLI SSF SSP SM SL Gl

SJ - 0.78* -0.09 0.41 0.29 0.61* 0.55*  0.66**  0.53**  0.97***
SSPM  0.78* - 0.55 0.29 0.16 0.49* 0.17 0.49* 0.09 A **
CAT -0.04 0.50 - 0.21 0.17 0.49* 0.38 0.55*  0.45*  0.95**
SA 0.27 0.50 -0.03 - -0.21 0.26 -0.14 0.42* 0.16 0.94**
SLI 0.30 0.37 0.04 -0.21 - 0.21 -0.11 0.31* 0.09  0.86***
SSF 0.35*  0.40* 0.07 0.07 0.09 - 0.14 0.05 0.24*  0.89**
SSP 0.41* 0.33 0.09 -0.17 -0.13 -0.00 - 0.25 -0.04  0.93***
SM 0.52**  0.56* 0.30 0.30 0.28* 0.01 0.15 - 0.16  0.92***
SL 0.48**  0.06 0.24* 0.24* 0.20* 0.14 0.09 0.27* - 0.88***
Gl 0.90***  1**  0.81*** 0.81** 0.71** 0.69** 0.77*** 0.77** 0.71*** -

Nota: Valores P corregidos por FDR: * P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001. La codificacién corresponde a las
sierras muestreadas (Fig.1 y Tabla | para mas detalles).

También se detecté una diferenciacion significativa entre las poblaciones
meridionales (SM, SPP) y septentrionales (SJ, SL y CAT) (Tabla IV). Después de
la particibn de las muestras basandose en taxonomia actual, se obtuvieron los

valores de Fsty @st similares y significativos (Tabla V).

Tabla V. Estimaciones de la diferenciacion genética entre las tres especies de
Brahea (Minich et al., 2011). Los valores de Fst y st se muestran por encima y
por debajo de la diagonal, respectivamente.

Especies B. brandegeei B.armata B.edulis
B. brandegeei - 0.26*** 0.81***

B.armata 0.13*** - 0.83***

B.edulis 0.55*** 0.57** -

Nota: Valores P corregidos por FDR: * P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001.
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A continuacion, se utiliz6 AMOVA para evaluar la particion de la variacion de las
secuencias entre regiones geograficas definidos a priori (Fig. 2). Todos los

esquemas de division produjeron estimaciones significativas (Tablas VIy VII).

Tabla VI. Resultados de andlisis de varianza molecular (AMOVA) para
Washingtonia spp. basado en (a) cloroplasto y (b) datos nucleares. El conjunto de
datos dividido en especies taxonomicamente designadas, tres regiones
geograficas principales y ocho poblaciones.

Origen of % de
Particion . variacion F P
Variacion
total
Entre especies 94.8 0.95 <0.001
Taxonomia Entre S|tlgs dentro 23 0.44 <0.001
actual de especies
(a) Dentro de sitios 2.9 0.97 <0.001
Cloroplasto Entre regiones 94.8 0.95 <0.001
. Entre sitios dentro
3 regiones de regiones -0.2 0,04 0.68
Dentro de sitios 54 0.95 <0.001
Entre sierras 88.6 0.89 <0.001
8 sierras .
Dentro de sierras 1.4 _ -
. % de
Particion ~ Ongen of variacion F P
Variacion
total
Entre especies 80.2 0.80 0.016
Taxonomia Entre S|tlgs dentro 98 0.49 <0.001
actual de especies
(b) Dentro de sitios 9.9 0.9 <0.001
Nuclear Entre regiones 87.1 0.87 0.007
3 regiones Entre sitios dentro 06 -0.05 0.98
de regiones ' ’ ’
Dentro sitios 13.5 0.87 <0.001
. Entre 706 071  <0.001
8 sierras sierras
Dentro de sierras 29.4 -

Sin embargo, en el caso de las palmas de Washingtonia, de las tres hipotesis
probadas, el agrupamiento de las muestras en tres regiones geograficas
correspondientes a: (i) W. robusta del continente, (ii) W. robusta de la peninsula y
(iif) W. filifera presentd el mayor componente de varianza (datos nucleares 87% y
cloroplasto 94%) (Escenario 2 en la Fig. 2a). En el caso de las palmas de Brahea,
la proporcion de varianza atribuida a las diferencias entre las diez poblaciones fue

mayor, alrededor del 66% (Escenario 3 en la Fig. 2b), seguida por especies
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taxonémicamente designadas (62%) y B. brandegeei restringidas a la SLL (50%)
(Tabla VII).

Tabla VII. Resultados de analisis de varianza molecular (AMOVA) para Brahea
spp. basado en los datos nucleares. El conjunto de datos dividido en especies
taxonémicamente designadas, B. brandeegei restringida a SLL y diez poblaciones.

Origen of % de
Particion . variacion F P
Variacion
total
Entre
especies 62.87 0.62 <0.001
Taxonomia Entre sitios
dentro de 9.02 0.001
actual .
especies 0.24
Dentro de
Sra sitios 28.12 072 <0001
rahea
Entre 50.50 0.03
B especies 0.51
b}an degeei Entre sitios
aeg dentro de 21.22 <0.001
restringida a .
especies 0.43
SLL Dentro de
sitios 28.27 072 <0001
10 Entre sierras 65.9 0.66 <0.001
sierras Dentro de 34.1 -

sierras

Los resultados descritos fueron apoyados por analisis bayesiano realizado con el
programa BAPS. Sin utilizar la informacién geografica, el andlisis de los datos del
cloroplasto apoy6 a la presencia de cuatro grupos genéticos (K = 4, Fig. 6a). Dos
grupos se encontraron dentro de Washingtonia, que correspondieron a los
taxonémicamente definidos W. filifera (SJ) y W. robusta (Todas las sierras excepto
SJ). Otros dos grupos se encontraron dentro de Brahea, correspondientes a
muestras de B. brandegeei de la poblacién de SLL mas la muestra Unica de B.
elegans del continente y B. edulis mas todas las muestras de B. brandegeei al

norte de la regién de Cabo, mas todos los individuos de B. armata.
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BB(Cabo) BEL BB BA BE WF WR

BA BB BEL BE WF WR

Figura 6. Agrupacion Bayesiana de individuos de Washingtonia y Brahea segun lo
estimado con BAPS sin considerar la informacion geografica. (a) cloroplasto y (b)
datos nucleares. Las abreviaturas: BB (Cabo) - B. brandegeei de Sierra Laguna,
BEL - B. elegans, BB - B. brandegeei, BA - B. armata, BE - B. edulis, WF - W.
filifera, WR - W. robusta.

Basandose en los datos nucleares, sélo se identificaron presencia de tres grupos
(K = 3, Fig. 6b). Especificamente, todas las muestras de Washingtonia se
agruparon, al igual que todas las muestras de Brahea, con la excepcion de B.

edulis de la Isla Guadalupe, que formé un tercer grupo.

Finalmente, se utilizé informacion geografica de todos los sitios de muestreo para
llevar a cabo el andlisis de agrupacion espacial Bayesiana utilizando BAPS, por
separado para Washingtonia y Brahea (Fig. 7). Para Washingtonia, los graficos de
Voronoi tanto de los datos del cloroplasto (Fig. 7a) como nucleares (Fig. 7c)
revelaron presencia de dos grupos genéticos separados geograficamente y
genéticamente, correspondientes a W. filifera en el norte (SJ) y W. robusta en el
resto de la peninsula y continente Mexicano. Basandose en los datos nucleares,
se recupero un grupo adicional correspondiente a muestras de las poblaciones de

Washingtonia del continente Mexicano (Fig. 7c).
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Figura 7. Andlisis de agrupamiento espacial Bayesiano de las muestras de
Washingtonia y Brahea utilizando teselacion de Voronoi como se implementa en
BAPS. Cada panel representa los géneros y marcadores correspondientes: (a)
Washingtonia spp. datos de cloroplasto, (b) Brahea spp. datos de cloroplasto, (c)
Washingtonia spp. datos nucleares, y (d) Brahea spp. datos nucleares. Los colores
corresponden a los grupos recuperados con el analisis.

Para Brahea, los datos del cloroplasto revelaron la presencia de tres grupos (Fig.
7b) que reflejaron las distribuciones espaciales de haplotipos mostradas en la
figura 4c. Por el contrario, los datos nucleares indicaron la presencia de solo dos
grupos genéticos (Fig. 7d), uno correspondiente a las poblaciones peninsulares y

continentales combinadas, y el segundo a las poblaciones de Isla Guadalupe.



43

7.3 Relaciones taxonémicas dentro de Washingtonia y Brahea distribuidas en
la peninsula de Baja California e Isla Guadalupe y los limites geograficos de

cada especie en la peninsula, mediante marcadores SNPs

7.3.1 Aislamiento de SNPs y analisis de secuencias crudas

GBS generd un conjunto de 26,565 SNPs polimérficos para 190 individuos de
palmas incluidas en la presente tesis. Después del filtrado, eliminacion de InDels,
retencidén de sélo SNPs bi-alélicos nucleares, divisién de los datos por géneros y la
eliminacién de los loci con mas del 20% de datos faltantes, se generaron dos
conjuntos de datos, que comprendieron 85 individuos de Washingtonia
genotipificados en 3,163 SNPs polimoérficos y 100 individuos de Brahea
genotipificados en 7,844 SNPs polimérficos. Posteriormente se excluyé a cinco
individuos adicionales que presentaron mas de 30% datos faltantes (cuatro de

Washingtonia y uno de Brahea).

7.3.2 Analisis filogenético

Para dilucidar las relaciones taxondmicas, primero se construyé un arbol
filogenético a partir del conjunto completo de datos. Como se esperaba, los dos
géneros se resolvieron claramente como grupos monofiléticos distintos (Fig. 8).
Sin embargo, dentro de Washingtonia, W. robusta y W. filifera no eran
monofiléticos. Asi, las muestras de W. filifera, se presentaron como grupo
hermano a las muestras de poblaciones de W. robusta del norte de la peninsula.
Este grupo fue genéticamente distinto de las poblaciones del sur de la peninsular y
del grupo continental. De manera similar, dentro de de Brahea, se encontrd apoyo
para que B. edulis formara un grupo monofilético distinto, pero este no fue el caso
de B. brandegeei y B. armata. Los cuatro clados principales, representados por W.
robusta norte y W. filifera, W. robusta sur y continente, B. brandegeei y B. armata y

B. eduis se resolvieron con un 100% de soporte bootstrap.
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Figura 8. Arbol filogenético basado en la informacién de SNPs. Los colores
representan especies de Washingtonia y Brahea como se describe en Minnich et
al. (2011). Los numeros sobre las ramas corresponden al soporte bootstrap.

La reconstruccion filogenética Bayesiana basada en un subconjunto de individuos
seleccionados al azar arroj6 resultados muy similares (Fig. 9), lo que sugiere que
el conjunto de SNPs aqui utilizado lleva una sefal filogenética clara. Cuando
ambos géneros se analizaron juntos, la divergencia entre especies dentro de cada
género fue insignificante. Cuando cada género se analizd por separado, se
encontré que W. robusta no formé un grupo monofilético claro, sino que se separd

en dos clusters hermanos.
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4 W.robusta
% Washingtonia é
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1 B.armata

B.brandegeei

Figura 9. Reconstruccion filogenética Bayesiana basada en un subconjunto de
individuos de Washingtonia y Brahea seleccionados al azar. Panel (a) las
muestras de Washingtonia y Brahea en conjunto; panel (b) las muestras de
Washingtonia; panel (c) las muestras de Brahea. Los colores representan especies
de Washingtonia y Brahea como se describe en Minnich et al. (2011).

Uno representado por palmas del norte de la peninsula (SSP, SFSL, CAT) con
palmas de W. filifera (SJ), mientras que otro grupo incluyo palmas del sur de la
peninsula (SG, SM, SLL) y individuos del continente (SON). Para Brahea, similar
al analisis previo, se encontré un claro apoyo para que B. edulis sea un grupo
monofilético. Dentro de B. armata y B. brandegeei no se encontraron divergencias

claras y las muestras se agruparon segun la poblacion de muestreo.

7.4 Estructura poblacional y conectividad genémica de las poblaciones de
dos géneros de palmas: Washingtonia y Brahea, mediante los marcadores
SNPs
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7.4.1 Estructura de la poblacién y pruebas de asignacion

La mayoria de las comparaciones entre sierras (poblaciones) rindié valores de Fst
altos y significativos (Tablas VIII y 1X) indicando una estructura genética fuerte en
ambos géneros. Para Washingtonia, las mayores diferencias genéticas se
observaron entre las localidades peninsulares y continentales (Fst = 0.45-0.74, p
<0.001), asi como entre la poblacién mas septentrional de SJ y otras sierras (Fst =
0.39-0.74, p <0.001). Ademas, las sierras del norte (CAT, SFSL y SSP) y sur (SG,
SM'y SLL) de la peninsula de Baja California se diferenciaron significativamente
entre si (Fst = 0.22-0.47, p <0.01), mientras que no se encontré una estructura

significante dentro de cada una de estas regiones (Tabla VIII).

Tabla VIIl. Estimaciones de diferenciacion genética para Washingtonia entre
sierras usando marcadores SNPs. El Fsty los valores de P asociados después de
la correccion de FDR se muestran arriba y debajo de la diagonal, respectivamente
(* P <0.05; ** P <0.01; ** P <0.001).

Sierra SM SG SJ SSP CAT SLL SFSL SON
SM _ Hokk *kk *kk *kk * *kk ok
SG 0.06 _ ko ko *k *k *k Hkk
SJ 0.59 0.61 _ *k *k ko *k Hkk
SSP 0.48 0.48 0.49 - ns el ns >
CAT 0.25 0.23 0.40 0.09 - el ns o
SLL 0.02 0.03 0.59 0.46 0.22 - ol o
SFSL 0.30 0.29 0.39 0.05 -0.01 0.28 - o
SON 0.49 0.51 0.74 0.61 0.45 0.48 0.47 -

Por el contrario, aunque la mayor diferencia genética en Brahea fue observada
entre las poblaciones de la Baja California y la Isla Guadalupe (Fst = 0.46-0.52,
p<0.001), todas las comparaciones de Fst entre sierras en la peninsula fueron

estadisticamente significativas (Tabla 1X).
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Tabla IX. Estimaciones de diferenciacion genética para Brahea entre sierras
usando marcadores SNPs. El Fst y los valores de P asociados después de la
correccion de FDR se muestran arriba y debajo de la diagonal, respectivamente (*

P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001).

Sierra Gl SSP CAT SM SLL SJ SL SSF SA SSPM
GI - *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk
SSP 0-52 - *%* *% *kk *% *% *kk * *%
CA T 0-46 0 1 2 - *kk *kk *% *kk *% *% *kk
SM 0-50 009 0-12 - *kk *% *kk *kk *% *kk
SLL 0.49 0.11 0.15 0.07 - i e e e el
SJ 0.51 0.23 0.14 0.21 0.25 - > el > >
SL 0.46 0.10 0.08 0.11 0.14 0.15 - ** ** el
SSF 0.46 0.07 0.07 0.07 0.10 0.15 0.03 - ** o
SA 0.48 0.14 0.06 0.14 0.17 0.14 0.06 0.07 - **
SSPM 0.49 0.19 0.10 0.19 0.22 0.17 0.13 0.13 0.11 -

Para explorar mas a fondo los patrones de estructura genética a nivel de las
sierras, se intentd asignar individuos a sus correspondientes sierras de
procedencia. Se analizaron siete sierras para cada género después de excluir

aquellas que contenian menos de cinco individuos muestreados (Tabla X).

Tabla X. Resultados de las pruebas de asignacién de individuos a las sierras de la
procedencia implementadas en GENODIVE y STRUCTURE, para (a)
Washingtonia y (b) Brahea.

(a) Sierra Numero GENODIVE, Paetkau et al. STRUCTURE, Pritchard et al.
Washingtonia de (1995) (2000)
muestras
Correctamente % Correctamente %
asignado Correctamente asignado Correctamente
asignado asignado
SLL 15 10 66.7 0 0
SM 25 22 88 23.2 92.8
SG 14 11 78.6 0.8 5.7
SSP 4 - - - -
SFSL 7 5 714 5 714
CAT 5 0 0 0 0
SJ 6 2 33.3 6 100
SON 9 6 66.7 9 100
(b) Brahea SLL 21 21 100 19.8 94.3
SM 9 9 100 2 22.2
SSP 4 - - - -
SSF 11 8 72.7 7.9 71.8
SL 9 9 100 9 100
SA 4 - - - -
CAT 8 6 75 6 75
SSPM 8 8 100 7.4 92.5
SJ 5 0 0 5 100
Gl 21 20 95.5 21 100
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El éxito promedio de la asignacion para los individuos de Washingtonia fue
moderado, variando de 59.1% basado en GENODIVE a 53.1% basado en
STRUCTURE (Tabla X). Por el contrario, los individuos de Brahea fueron
asignados a sus sierras "casa" con tasas del éxito correspondientes del 85.9% y
85.7% con GENODIVE y STRUCTURE, respectivamente (Tabla X). Este
hallazgo apoya la idea de que las palmeras de Brahea estan comparativamente

mas estructuradas por sierras.

Para establecer los principales grupos genéticos en cada género, se utilizé la
estimacion de mezcla y el agrupamiento individual dentro de sNMF y BAPS, asi
como la inferencia filogenética en SPLITSTREE (ver Métodos para mas detalles).
Todos estos enfoques resolvieron agrupaciones claras y hubo un amplio acuerdo
entre ellos sobre la fuerza y el patrén de la estructura poblacional de las palmas
estudiadas (Figs. 10, 11, 12, 13). En el caso de Washingtonia, se recuperaron
cuatro grupos genéticos claramente distintos, correspondientes a: (i) el continente
mexicano (SON), (ii) el sur de la peninsula de Baja California (SLL, SM 'y SG), (iii)
el norte de la peninsula de Baja California (SPP, SFSL'y CAT)y (iv) W. filifera (SJ)
(Figs. 10, 13a). A diferencia de BAPS y SPLITSTREE, el sNMF dividio las
muestras del sur de la peninsula en tres subgrupos, sin embargo no habia un

patron geografico claro detras de esta particion (Fig. 10).
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Figura 10. Estructura de la poblaciéon de las palmas de Washingtonia estimado
usando datos SNPs. Los paneles (a) y (b) muestran los resultados del analisis de
agrupamiento Bayesiano en sNMF. Los graficos de pastel indican la distribucion
geografica de seis grupos genéticos inferidos (cada uno codificado por un color
diferente) mientras que los coeficientes de pertenencia individuales se muestran
en el grafico de barras. El panel (c) muestra una red filogenética generada en
SPLITSTREE.

Para Brahea, los tres enfoques revelaron evidencia de profunda divergencia entre
las palmas de la peninsula de Baja California y la Isla Guadalupe (Figs. 11, 12 y
13b).
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Figura 11. Estructura poblacional de Brahea. El panel (a) muestra las membresias
del cluster del conjunto de datos completo, mientras que (b) muestra los resultados
equivalentes restringidos solo a los individuos de la Isla Guadalupe. El panel (c)
muestra la distribucion geografica de los grupos genéticos inferidos dentro de la
Isla Guadalupe. Los paneles (d) y (e) muestran los resultados del analisis de
agrupamiento Bayesianos dentro de sNMF. Los graficos de pastel indican la
distribucion geogréfica de tres grupos genéticos inferidos (cada uno codificado por
un color diferente) mientras que los coeficientes de pertenencia individuales se
muestran en el grafico de barras.

Ademas, cuando esos grupos se analizaron por separado, las palmas de la Isla
Guadalupe se dividieron en grupos de norte y sur (Fig. 11b,c). Dentro de la

peninsula de Baja California, hubo algunas diferencias en los resultados,

dependiendo del enfoque analitico utilizado (Figs. 11, 13).
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Figura 12. Redes filogenéticas que representan las relaciones entre individuos de
Brahea de (a) la peninsula de Baja California y la Isla Guadalupe; y (b) solo de la
peninsula de Baja California. En el segundo panel, los grupos coloreados y
abreviaciones corresponden a las nueve sierras de las que se tomaron las
muestras.

Especificamente, las corridas replicadas de sNMF indican consistentemente la
presencia de tres grupos genéticos distintos (Fig. 11d,e): (i) sur de la peninsula de
Baja California (SLL, SM y SSP), (ii) la peninsula central (SSF, SLy SA )y (iii) el
norte de la peninsula (CAT, SSPMy SJ). Sin embargo, el BAPS recupero solo dos
grupos que corresponden a: (i) sur de peninsula (SLL y SM) y (ii) norte (SL, SA,
CAT, SSPMy SJ), mientras que las sierras del centro de la peninsula (SSPy SSF)
se resolvieron como hibridos 0 mezclas de los grupos genéticos meridionales y
septentrionales (Fig. 13c). El andlisis de SPLITSTREE fue mas sensible a la

estructuraciéon filogenética de las palmas peninsulares y claramente dividio las
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muestras en nueve grupos genéticos, cada uno correspondiendo perfectamente a

una sierra diferente (Fig. 12).

(a)

SJ CAT SFSL SSP SG SM SLL SON

(b)

Isla Guadalupe Baja California peninsula

S/ SSPM CAT SA SL SSF SSP SM SLL

Figura 13. Resultados de los analisis Bayesianos de la estructura de la poblacion
estimados dentro de BAPS utilizando marcadores SNPs para (a) Washingtonia;
(b) Brahea, y (c) el conjunto de datos de Brahea después de excluir la Isla
Guadalupe. Las lineas negras separan diferentes sierras. Los colores de las
graficas representan los grupos genéticos inferidos.

Curiosamente, los enfoques de agrupamiento también destacaron la presencia de
palmas muestreadas en las sierras del norte que mostraban una clara
ascendencia genética en las sierras del sur (Figs. 10, 11, 13). Especificamente,
cuatro palmas de Washingtonia recolectadas en dos de las sierras del norte (CAT
y SFSL) tenian genotipos indicativos de ascendencia de las sierras meridionales
SLL, SM y SG. Mientras que para Brahea, dos individuos recolectados en CAT

tenian ascendencia genética consistente con SM.

7.4.2 Divisiones de las poblacién y modelos de migracién
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Para explorar el patron de posibles migraciones mas al fondo, se modelé la
divergencia entre las poblacién y se estimé la tasa de migracién entre ellas
utilizando TREEMIX (Fig. 14).

(a)

r T
0.00 0.05 0.10 0.15

(b)

T T T T T 1
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

Drift parameter

Figura 14. Arboles de maxima verosimilitud que muestran patrones de divergencia
genética entre (a) palmas de Washingtonia agrupadas en ocho sierras y (b)
palmas de Brahea agrupadas en nueve poblaciones con individuos de la lIsla
Guadalupe utilizados como grupo externo. Los eventos de migracion inferidos
estan indicados por lineas discontinuas, con la direccion del flujo de genes
indicada por flechas e intensidad de color que refleja la intensidad del flujo de
genes.

El arbol resultante de maxima verosimilitud (ML) para Washingtonia fue
concordante con la red filogenética y los resultados de los analisis de agrupacion,
mostrando una divergencia profunda entre las poblaciones peninsulares y
continentales y la particion de estas ultimas en el sur (SLL, SM y SG) y norte

(SPP, SFSL, CAT) (Fig. 14a). Después de probar secuencialmente entre uno a
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diez eventos discretos de migracién, encontramos que el aumento en la
probabilidad mas alla de dos eventos de migracién era cercana a cero (Fig. 15) y
comparaciones escalonadas de los valores de probabilidad de log perdieron

significancia entre dos y tres eventos (prueba p> 0.05).

300

Washingtonia

= Brahea

Log-likelihood

-100

-200 ., . .
Numero de migraciones (m)

Figura 15. Aumento de la probabilidad logaritmica en funcién de numero de
eventos de migracién entre uno y diez estimado en TREEMIX para Washingtonia
en gris y para Brahea en negro. Los asteriscos indican el punto después del cual
las comparaciones sucesivas de los valores de verosimilitud logaritmica se
vuelven no significativos (pruebas de verosimilitud, P> 0.05).

Esto indica que el numero mas probable de eventos migratorios entre las sierras
es dos. Explorando este escenario, encontramos evidencia de dos eventos de
migracion unidireccional de larga distancia que abarcan alrededor de 450 km,
desde SG a CAT y desde SM a SFSL (Fig. 14a). Estos dos eventos de migracion
fueron apoyados por pruebas de tres poblaciones (Tabla XI). En el caso de las
palmas de Brahea, el analisis de TREEMIX apoy6 la particion de las muestras
peninsulares en dos grupos principales (Fig. 14b), encontrandose una divergencia
relativamente fuerte entre los grupos mas septentrionales (SJy SSPM) y el resto
de la peninsula (Fig. 14b). Estas ultimas, a su vez, se dividieron en las sierras del
norte (SL, SA 'y CAT) y en las sierras del sur y de la peninsula central (SLL, SM,
SSPy SSF).
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Tabla Xl. Resultados de las pruebas de mezcla de tres poblaciones para
Washingtonia. Solo se muestran puntajes Z por debajo de -1.96, P <0.05.

Destino Fuente1 Fuente2 f3 Error Z score
CAT SSP SM -2.49E-02 5.20E-04 -47.8793
CAT SSP SLL -2.57E-02 3.90E-04 -65.8616
CAT SSP SON -1.15E-02 9.96E-04 -11.5149
CAT SSP SG -2.74E-02 3.54E-04 -77.4016
CAT SJ SM -1.85E-02 2.02E-03 -9.18627
CAT SJ SLL -1.89E-02 1.97E-03 -9.555
CAT SJ SON -5.05E-03 3.07E-04 -16.4541
CAT SJ SG -2.03E-02 1.00E-03 -20.2453
CAT SM SFSL -5.99E-03 3.29E-04 -18.1984
CAT SLL SFSL -6.98E-03 1.63E-04 -42.8771
CAT SON SFSL -5.05E-03 7.52E-04 -6.7252
CAT SG SFSL -8.01E-03 4.34E-04 -18.4609
SFSL SJ SM -1.00E-02 2.54E-03 -3.95155
SFSL SJ SLL -9.39E-03 2.72E-03 -3.45951
SFSL SJ SG -9.85E-03 1.94E-03 -5.08269
SFSL SSP SG -2.18E-02 1.64E-03 -13.3072
SFSL SSP SM -2.13E-02 1.16E-03 -18.4095
SFSL SSP SLL -2.11E-02 1.33E-03 -15.8511
SFSL SSP SON -8.82E-03 1.13E-03 -7.80155
SFSL SSP CAT -2.41E-03 9.46E-04 -2.55104

SLL SM SG -4 97E-04 2.39E-04 -2.07409

Los eventos de migracién inferidos para Brahea identificaron a SL como la

poblacion fuente mas probable para poblaciones de la Isla Guadalupe (G/) y

también apuntaron hacia posible migracion de palmas de una sierra del sur (SM) a

una sierra del norte (CAT) (Fig. 14b). Sin embargo, el patrén general de aumento

de la probabilidad de log con el numero de eventos de migracion fue menos

pronunciado que en Washingtonia (Fig. 15) y ninguno de estos eventos de

migracion fue apoyado por pruebas de tres poblaciones (puntuacion Z <-1.96).

7.5 Efectos ecolégicos sobre el aislamiento y la divergencia genémica de las

poblaciones de Washingtonia y Brahea en la peninsula de Baja California

7.5.1 Aislamiento por distancia y divergencia ecolégica
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Las pruebas de Mantel revelaron correlacion positiva entre la distancia geografica
y genética tanto para Washingtonia como para Brahea (prueba de Mantel r = 0.58,
p <0.0001 y r=0.63, p <0.0001, respectivamente, Tabla XII).

Tabla XII. Los resultados de pruebas de mantel y mantel parcial que resumen las
relaciones (r) y los valores de P entre la distancia genética, la distancia geografica
y las variables climaticas en Washingtonia y Brahea.

Washingtonia Brahea
Mantel Mantel Parcial Mantel Mantel Parcial
Distancia 0.580*** NA 0.620*** NA
geografica
Aridez -0.069 -0.200 0.068* -0.230
Temperatura
media del trimestre 0.613*** 0.249*** 0.073** -0.310
mas frio
Precipitacion
media del trimestre 0.184*** 0.018 0.128*** 0.11***

mas seco

Ademas, las pruebas parciales de Mantel revelaron asociaciones significativas
entre la distancia genética y algunas variables ambientales después de controlar
por distancia geografica. En concreto, la temperatura media del trimestre mas frio
se correlacioné significativamente con la distancia genética en Washingtonia
(prueba parcial de Mantel, r = 0.25, p <0.0001), mientras que la precipitacién del
trimestre mas seco se correlacion6 significativamente con la distancia genética en

Brahea (prueba de Mantel parcial 0.11, p <0.001).

7.5.2 Deteccion de /oci atipicos asociados con las variables ambientales

Para detectar la base gendmica detras de estas asociaciones ambientales, se
utilizaron tres métodos complementarios, que permitieron probar la evidencia de
adaptacién local en Washingtonia y Brahea en relacion con la temperatura media
del trimestre mas frio y la precipitacion del trimestre mas seco, respectivamente.
BAYESCENV no encontré ningun locus asociado con la temperatura en
Washingtonia y un unico SNP se asocio significativamente con la precipitacion en

Brahea, pero solo al especificar nueve poblaciones. Por el contrario, el Modelo
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Latente de Factor Mixto (LFMM) identificé 231 SNPs significativamente asociados
con la temperatura en Washingtonia (con una tasa de correcciéon FDR de 5%) y
entre 373 y 156 SNPs asociados con la precipitacién en Brahea dependiendo de si
dos o nueve poblaciones fueron especificados. SAMBADA fue mas conservador,
identificando 29 SNPs significativamente asociados con la temperatura en
Washingtonia y sin SNPs asociados con la precipitacién en Brahea. Finalmente, se
utilizé SPLITSTREE para construir arboles filogenéticos por separado para SNPs
identificados por uno o mas de los enfoques anteriores (en lo sucesivo “loci
atipicos”) y los SNP restantes (en lo sucesivo denominados “loci neutrales”)
(Fig.16).

Norte de la peninsula (b)
(CAT, SFSL, SSP)

(a) sJ

Norte de la peninsula
(CAT, SFSL, SSP)

Sur de la peninsula Sur de la peninsula
(SLL, SM, SG) (SLL, SM, SG)

SON

(C) / (d) ) Baja California peninsula

Figura 16. Redes filogenéticas construidas por separado para (a) Washingtonia
usando Jloci neutrales; (b) Washingtonia usando /loci atipicos (asociados
significativamente con temperatura); (c) Brahea usando loci neutrales; y (d) Brahea
usando loci atipicos (asociados significativamente con precipitacion.
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Se encontrd un patron sorprendente para Washingtonia en el que los loci neutrales
resolvieron cuatro grupos correspondientes a: (i) sur de la peninsula de Baja
California, (ii) norte de la peninsula de Baja California, (iii) SJ y (iv) SON (Fig. 16a),
pero sb6lo dos grupos se resolvieron sobre la base de loci atipicos: (i) sur de la
peninsula combinado con SON y norte de la peninsula de Baja California,
combinado con SJ (Fig. 16b). Los arboles filogenéticos construidos a partir del
mismo numero de loci neutrales seleccionados al azar que los loci atipicos,
también recuperaron cuatro poblaciones (Fig. 17), lo que sugiere que la topografia
contrastante recuperada por los /oci atipicos y neutrales no es el resultado de las
diferencias en el poder de resolucion.

S s SSP, SFSL, CAT
SSP, SFSL, CAT SSP, SFSL, CAT S

SON

SLL, SM, SG SLL SM, SG SLL, SM, SG

Figura 17. Arboles filogenéticos para Washingtonia basados en tres subconjuntos
diferentes de 252 loci neutrales seleccionados aleatoriamente.

La principal diferencia entre los arboles filogenéticos resueltos por los /loci atipicos
y neutrales en Brahea fue que los primeros no podian resolver las sierras
individuales de la peninsula (Fig. 16d,c). Sin embargo, esto parece estar
relacionado con la resolucion genética ya que los arboles filogenéticos, basados
en el mismo numero de /oci neutrales, seleccionados al azar que atipicos, también

fallaron en resolver claramente las sierras (Fig. 18).
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Baja California
peninsula

Isla Guadalupe
Isla Guadalupe

Baja California
peninsula ~—

Baja California
peninsula

Isla Guadalupe

Figura 18. Arboles filogenéticos para Brahea basados en tres subconjuntos
diferentes de 373 loci neutrales seleccionados al azar.

7.5.3 Modelado de nicho ecolégico (ENM)

Los valores de AUC de los modelos de nicho ecoldgico de las distribuciones
proyectadas contemporaneas, promediados para 30 repeticiones, fueron alrededor
de 0.97 para ambas Washingtonia y Brahea, lo que indica un buen
comportamiento predictivo del modelo. Para Washingtonia, las variables
ambientales que mas contribuyeron al modelo MAXENT de distribucién proyectada
fueron la precipitacion del trimestre mas seco, la temperatura media del trimestre
mas frio y la temperatura media del trimestre mas humedo en orden ascendente.
En conjunto, estas variables aportaron mas del 70% del poder explicativo del
modelo, lo que indica que son muy buenos predictores de la distribucion
geografica contemporanea de las palmas de Washingtonia. Para Brahea, la

precipitacion del trimestre mas seco, la temperatura media del trimestre mas calido
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y la temperatura media del trimestre mas seco fueron los principales predictores
de la distribucion geogréfica, que aportaron mas del 67% del poder explicativo del
modelo (Tabla XIII).

Tabla Xlll. Las contribuciones relativas de diferentes variables ambientales a los
modelos MAXENT de la distribucion contemporanea de Washingtonia y Brahea.

Cadigo Variables ambientales Washingtonia, % Brahea, % contribucién
contribucion

Bio8 Temperatura media del trimestre mas 16.2 3.9
hdimedo

Bio9 Temperatura media del trimestre mas 3.2 11.1
seco

Bio10 Temperatura media del trimestre mas 8.2 14.5
caliente

Bio11 Temperatura media del trimestre mas 171 10.2
frio

Bio16 Precipitacién del trimestre mas humedo 14.3 9.2

Bio17 Precipitacién del trimestre mas seco 37.2 42.0

Bio19 Precipitacion del trimestre mas frio 3.9 9.2

En general, la distribucién pronosticada para Washingtonia bajo las condiciones
actuales (Fig. 19a) fue similar a la distribucion real (Minnich et al., 2011 y Fig. 1),
con dos areas principales de alta probabilidad de ocurrencia, una en el sur de Baja
California (SM y SG) y el otro en el norte de Baja California (SJ) y en el sur de

California.
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Figura 19. Probabilidad de ocurrencia de Washingtonia en Baja California: (a) en
la actualidad; (b) durante el Holoceno medio; (c) durante el ultimo maximo glacial;
(d) durante el ultimo interglacial. Ver el texto principal para mas detalles.

Sin embargo, también hubo algunas areas proyectadas por el modelo donde
Washingtonia no se encuentra actualmente, como, por ejemplo, la costa del
Pacifico alrededor del paralelo 30 norte. La distribucién actual proyectada para las
palmas de Brahea fue restringida en comparacién con Washingtonia, siendo SLL,

SSFy SSPM las principales areas de alta probabilidad de ocurrencia (Fig. 20a).
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(a) Okya (b) 6kya (c) 22kya (d) 130kya

0.15
0.23
0.31

0.38
0.46
0.54

0.62
0.69
0.77
0.85
0.92

Figura 20. Probabilidad de ocurrencia de Brahea en Baja California: (a) en la
actualidad; (b) durante el Holoceno medio; (c) durante el ultimo maximo glacial; (d)
durante el ultimo interglacial. Ver el texto principal para mas detalles.

Durante el Holoceno medio (hace aproximadamente 6 mil afios) la distribucion
geografica prevista de Washingtonia era mas amplia que la distribucion
contemporanea, con habitats favorables situados especialmente a lo largo de la
costa del Pacifico de la peninsula central y meridional (Fig. 19b). Por el contrario,
la distribucion prevista para Brahea durante el Holoceno medio fue similar a su
distribucion proyectada actual (Fig. 20b). Mas atras en el tiempo, durante el ultimo
maximo glacial (hace aproximadamente 22 mil afios), ambas especies parecen
haber sido restringidas al extremo mas meridional de la peninsula, sin embargo, al
parecer Brahea también sobrevivid en una pequena area de la peninsula central
(Figs. 19c y 20c). Segun las estimaciones de MAXENT, durante la ultimo
interglaciar (aproximadamente 120-130 mil afos atras), la distribucion
pronosticada para Washingtonia se desplazé principalmente a las areas costeras

de la peninsula septentrional y sur (Fig. 19d). Brahea por otra parte parece haber
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tenido condiciones favorables en gran parte de la peninsula, que se extendia en
SG, SSPy SSPM (Fig. 20d).

La superposicién estimada de nicho para Washingtonia y Brahea fue considerable
de 0.55 y 0.7 utilizando D de Schoener y | de Hellinger, respectivamente. Sin
embargo, las pruebas de aleatorizacién de identidad de nicho indicaron que las
palmas de Washingtonia y Brahea no son ecolégicamente equivalentes (Fig. 21),
independientemente de la medida de similitud utilizada (D de Schoener o | de

Hellinger).

o @

Frecuencia
o w
3 38

Frecuencia

Figura 21. Diagrama de pruebas de identidad de nicho ecoldgico entre
Washingtonia y Brahea cuantificado usando (a) la distancia Hellinger
estandarizada, | y (b) Schoener's D. Las lineas verticales en cada grafica
representan los valores reales de superposicion de nicho, mientras que los
histogramas representan aquellos de 1,000 pseudoreplicados.
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8. DISCUSION.

Los estudios comparativos de relictos ecoldégicos nos pueden proveer una
perspectiva nueva e importante sobre los procesos ecoldgicos y geoldgicos que
afectan la estructura poblacional genética de estas especies y poblaciones. Lo
cual permitiria mejorar nuestro conocimiento sobre la manera a través de la cual
los organismos responden a los cambios ambientales. En la presente tesis se
utilizé dos diferentes metodologias de genética molecular, incluyendo la
secuenciacion de Sanger y Genotipificacion por Secuenciacion, para explorar los
patrones gendmicos de la estructura poblacional de dos géneros simpatricos de
palmas de Norte América, Washingtonia y Brahea. Adicionalmente, se utilizé
modelaje de nicho ecoldgico para determinar con mas precision que variables
ecologicas afectan y limitan la distribucion de dichas especies de palmas
desérticas. Los hallazgos principales del presente trabajo se discuten a

continuacion.

8.1 Delimitacion de las especies.

Uno de los objetivos principales del presente trabajo fue establecer los limites de
distribucion para Washingtonia y Brahea en el area estudiada y confirmar la
presencia de las especies descritas. Se obtuvo un acuerdo mixto entre filogenia
basada en secuencias de cloroplasto, SNP y las relaciones taxondmicas
actualmente reconocidas dentro de Washingtonia y Brahea (Felger y Joyal 1999;
Henderson et al., 1995; Minnich et al., 2011).

En al caso de palmas de Washingtonia los resultados de analisis de secuencias
estuvieron, en general, de acuerdo con los trabajos morfolégicos publicados
(Felger y Joyal, 1999; Minnich et al., 2011). Asi, no detectamos haplotipos
compartidos entre las dos especies de Washingtonia y sus limites de distribucion

fueron claros y no se superpusieron. El limite mas surefio para W. filifera fue Sierra
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Juarez (SJ), mientras que limite mas nortefio de W. robusta fue Catavifia (CAT)
(Fig. 4, 5). Basandose en los datos de SNP, las relaciones filogenéticas entre las
dos especies de Washingtonia fueron menos claras. Se confirmé la presencia de
dos lineas genéticas principales (Fig. 8, 9). Una de las cuales correspondié a W.
robusta del norte de la peninsula de Baja California (SSP, SFSL y CAT) y W.
filifera mientras que la otra correspondi6é a W. robusta de la peninsula del sur (SLL,
SM'y SG) y muestras continentales (SON). Estos hallazgos son inconsistentes con
el estado taxonémico actual de W. filifera (Cornett, 2008; Minnich et al., 2011) o
analisis basado en datos de secuencias de cloroplasto. Sin embargo, estos
resultados son consistentes con la aparente ausencia de aislamiento reproductivo
entre W. robusta y W. filifera ya que la hibridacibn en cautiverio entre estas

especies es comun (Hodel, 2014).

En el caso de Brahea los resultados de secuencias de cloroplasto y nucleares
fueron distintos a los limites de distribucién entre B. armata y B. brandegeei
descritos en literatura. Por ejemplo, Minnich et al. (2011) sugirieron que B.
brandegeei se distribuye en la parte sur de la peninsula desde sierra La Laguna
hasta Sierra San Francisco. Sin embargo, esta distribucion no fue soportada por
nuestros resultados moleculares. Por ejemplo, los marcadores de cloroplasto
indicaron que el unico linaje genéticamente distinto corresponde a las poblaciones
de Brahea en Region de Cabo (SLL). Pero los resultados del marcador nuclear
estuvieron en desacuerdo e indicaron que no existe una separacion clara entre
ninguna de las sierras en la peninsula y que palmas de SLL no son genéticamente
diferentes de las poblaciones del resto de la peninsula (Figs. 4 y 5). Los
marcadores SNPs presentaron resultados similares a los encontrados con
marcadores de secuencias nucleares. Asi, no se detectd soporte para reconocer
separacién de Brahea en la peninsula en dos especies (Figs. 8 y 9). Una
explicacion posible a este resultado es que la clasificacion taxonémica original fue
basada en las caracteristicas morfolégicas sutiles como diferencia en la coloracion

de hoja y arquitectura de inflorescencia (Felger y Joyal 1999; Henderson et al.,
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1995). Estas caracteristicas morfolégicas pueden variar entre poblaciones debido
a plasticidad fenotipica, como respuesta a diferencias en condiciones ambientales
(Roncal et al., 2012). Esta hipétesis podria ser probada al llevar a cabo trasplante

reciproco de organismos o experimento en jardin comun (common garden).

Adicionalmente, se incluyé en el andlisis las muestras de B. edulis de la Isla
Guadalupe, lo que permitié hacer comparaciones entre poblaciones peninsulares e
insulares. Similar a los resultados para Brahea peninsular, se detectaron
diferencias marcadas en resultados de andlisis de datos de cloroplasto y
nucleares. Asi por ejemplo, basandose en resultados nucleares, B. edulis presentd
diferencias pronunciadas de las poblaciones de la peninsula, sin haplotipos
compartidos. Sin embargo, al analizar los marcadores de cloroplasto, todas las
muestras de B. edulis compartieron un unico haplotipo con las muestras de la
Brahea peninsular. Hay varias explicaciones a las diferencias observadas entre
analisis de datos de cloroplasto y nucleares. En primer lugar, la introgresion del
ADN de cloroplasto podria explicar el patrén observado, sin embargo, esta
explicacion se ve muy poco probable dado el origen volcanico de la Isla
Guadalupe y su grado de aislamiento geografico (Moran, 1996). Sorteo de linaje
incompleto de polimorfismos compartidos podria ser importante en el caso
observado, especialmente teniendo en cuenta la muy baja diversidad genética
observada en secuencias de cloroplasto y baja tasa de mutaciones en Arecaceae
en general (Wilson et al., 1990). Adicionalmente, el genoma de cloroplasto refleja
unicamente la dispersion mediada por semillas (Hamrick y Nason, 2000)
sugiriendo que el patron contrastante de diferenciacion entre dos tipos de
marcadores podria ser el resultado de historias evolutivas distintas que han
tomado la dispersion de semillas y el polen (Hamilton y Miller, 2002; Petit et al.,
2005). Los senales filogenéticos incongruentes entre marcadores nucleares y de
cloroplasto son muy comunes en estudios de plantas (Pillon et al., 2013). Esto
implica que con el propdsito de evitar los sesgos de unos pocos marcadores es

importante llevar acabo el analisis utilizando mucho marcadores distribuidos en
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todo el genoma (Narum et al.,, 2013). Asi mismo, los resultados del andlisis de
SNPs fueron mas claros y parecidos a los encontrados con la secuencia nuclear.
Se detectd una diferenciacién genética pronunciada entre palmas insulares y
peninsulares. Utilizando dos enfoques filogenéticos, las palmas de la Isla
Guadalupe se resolvieron como un clado monofilético, indicando su historia
evolutiva uUnica y separada de las poblaciones de la peninsula. Resultados
similares de aislamiento genético de especies de plantas de Isla Guadalupe con
respecto a sus conspecificos de la peninsula, han sido reportados previamente en
otras especies de plantas como ciprés y pino (Aleixandre et al., 2013; Karhu et al.,
2005).

8.2 Patrones de diversidad y estructura genética a nivel poblacional

Aunque esperabamos que las palmas de Washingtonia y Brahea, que se
distribuyen simpatricamente, exhibirian patrones similares de estructuracién de
haplotipos a lo largo de la peninsula, encontramos lo opuesto (Figs. 4 y 5). Por
ejemplo, basandose en los resultados de AMOVA y BAPS, las palmas de
Washingtonia en Baja California se agrupan en dos entidades genéticas que
comprenden palmeras de SJ y el resto de la peninsula. En contraste, el analisis
AMOVA de las secuencias nucleares en Brahea favorecié un escenario en el que
cada sierra era genéticamente distinta (Fig. 2b, Escenario 3). Estas diferencias
probablemente se deben a los requisitos de habitat ligeramente distintos y las
diferencias en las tolerancias de sequia y frio de Washingtonia y Brahea (Cornett,
1987a,b; Franco-Vizcaino et al., 2007). Fue posible detectar estas diferencias
sutiles con un analisis de un modelo de nicho ecolégico. Asi, aunque el predictor
ecolégico mas fuerte de la distribucion contemporanea de las palmeras de
Washingtonia y Brahea fue la precipitaciéon del trimestre mas seco, la segunda
variable mas importante que afecté a la distribucidn de Washingtonia fue la
temperatura media del trimestre mas frio, mientras que para Brahea fue la

temperatura media del trimestre mas calido. De acuerdo con estas diferencias, la
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superposicion de nicho estimada para Washingtonia y Brahea fue entre 55% y
70%, y el analisis posterior indicd que las palmas de Washingtonia y Brahea no
son ecoldgicamente equivalentes. Los cambios temporales pronosticados en la
distribucion de estos dos géneros en los ultimos 130,000 afios también indicaron
que Washingtonia y Brahea respondieron de manera diferente a los cambios
historicos en el clima (Figs. 19, 20). Por ejemplo, la comparacion de la distribucion
contemporanea e histérica de Washingtonia sugiere que su rango pudo haberse
contraido reciente, mientras que Brahea ha mantenido su distribucion por lo

menos durante ultimos 6,000 afos.

La dispersion, es otro elemento esencial que forma patrones de estructura
genética en la Arecaceae (Eiserhardt et al., 2011). Aunque muchos vertebrados
como aves, murciélagos, coyotes y zorros han sido propuestos como posibles
agentes de dispersion de semillas de Washingtonia y Brahea, el efecto de estos
agentes sobre la diversidad genética y la estructura de las palmas no ha sido
probado adecuadamente (Cornett, 2008; Wehncke et al., 2010). En el caso de
Brahea, es muy probable que los impulsos de agua son mas significativos en
términos de dispersién de semillas que los vertebrados (Wehncke et al., 2009,
2010). Por lo tanto, un estudio comparativo que cuantifique las diferencias en la
capacidad de dispersion entre Washingtonia y Brahea definitivamente ayudaria a

ampliar nuestra comprension de patrones de distribucion observados hoy el dia.

De acuerdo con lo esperado, los niveles de diversidad de haplotipos eran bajos en
Washingtonia tanto para los datos de cloroplasto como para la secuencia nuclear,
mientras que la diversidad nuclear en Brahea peninsular fue algo mayor. Los
niveles de diversidad que se encontré fueron comparables con otras especies de
plantas relictas de la region (por ejemplo, Quercus brandegeei, Cavender-Bares et
al., 2015; Guaiacum unijugum, McCauley et al., 2010), asi como a las poblaciones

de Washingtonia en los EE.UU. (McClenaghan y Beauchamp, 1986).
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Notoriamente, la diversidad de haplotipos de secuencia nuclear no estaba
distribuida uniformemente a lo largo de la peninsula (Fig. 5). En las palmas de
Washingtonia, se encontr6 mayor diversidad en las sierras meridionales (SLL y
SM), mientras que en las palmas de Brahea, las sierras de la mitad de la
Peninsula (SSF y SL) tuvieron la mayor diversidad. Los niveles mas altos de
diversidad en las poblaciones meridionales de Washingtonia se puede explicar por
la expansion postglacial y la re-colonizacion de la peninsula desde los refugios
meridionales, como se ha encontrado en otras especies de plantas de Baja
California (Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003; Gutiérrez-Flores et al., 2016;
Nason et al, 2002). Este escenario también fue apoyado por el analisis ENM (Fig.
19), que sugiri6 que durante el LGM, el habitat adecuado para Washingtonia se
redujo a una franja costera estrecha en el extremo sur de la peninsula de Baja
California. Curiosamente, otro posible refugio en el que Washingtonia
probablemente sobreviviera fue en el sur de California. Sin embargo, basandose
en la distribucién observada de haplotipos, las palmas de este refugio fueron
capaces de re-colonizar sélo SJ y no se movieron mas hacia el sur. Esto
probablemente se debe a la observacion de que la Sierra San Pedro Martir ha
actuado como una barrera de dispersién natural para Washingtonia (Minnich et al.,
2011). Aun cuando, W. robusta es naturalmente rara en el norte de la peninsula,
tiene requerimientos de agua mas altos y parece ser menos tolerante a
temperaturas bajas que Brahea (Minnich et al., 2011). Por lo tanto, no podemos
descartar la posibilidad de que estos patrones de distribucion podrian ser
afectados por la seleccion que favorece la retencion de haplotipos especificos a
través de desequilibrio de ligamiento a los loci funcionales. Una forma de probar
esto seria la utilizacion de marcadores genéticos funcionales implicados en la
adaptacién (Luikart et al., 2003). Esta hipotesis fue parcialmente conformada con

el analisis de los atipicos (véase mas adelante).

El patron de distribucién de la diversidad de secuencias encontrado en Brahea se

puede explicar por la presencia de refugios glaciales, pero no en el sur, sino en la
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parte central de la peninsula (Garrick et al., 2009). Sin embargo, el anélisis ENM
contradice esta explicacion y sugiere que la distribucion de Brahea durante el LGM
se concentrdo en areas relativamente grandes en SL y SSPM (Fig. 20) Otra
posibilidad que puede explicar la alta diversidad genética en el centro de la
peninsula seria que esta regidn representa la zona de contacto de recolonizacion
entre las palmas de los refugios del sur (SLL) y del norte (SSPM). Esta hipotesis
también ayudaria a explicar por qué ha sido dificil establecer limites precisos de
especies entre B. brandegeei y B. armata utilizando caracteristicas morfolégicas
(Felger y Joyal, 1999; Minnich et al., 2011).

Moviéndonos hacia las palmas de la Isla Guadalupe, se detectaron los niveles muy
bajos de la variabilidad genética. Sélo un haplotipo de cloroplasto y un haplotipo
nuclear se recupero para 17 y 14 individuos de B. edulis. Este patrén contrasta con
los resultados encontrados para otras especies arboreas de la Isla (por ejemplo,
Pinus radiata (Karhu et al., 2005) y Cupressus guadalupensis (Rosas-Escobar et
al., 2011)). Aunque el efecto fundador es a menudo invocado para explicar los
bajos niveles de variacion genética de las especies de las islas, muchos otros
factores pueden influir en la diversidad genética de las plantas endémicas de las
islas, incluyendo extrinsecos como el tamafo de la isla, la distancia al continente y
la cantidad de habitat disponible. Otro grupo de factores comprende las
propiedades intrinsecas tales como la tasa de mutacion, la capacidad de
dispersion, la diversidad de la poblacion de procedencia y la capacidad de
responder a la perturbacion humana (Stuessy et al., 2014). Cuando todos estos
factores se tienen en cuenta, la baja diversidad genética detectada para B. edulis
no es sorprendente. Por ejemplo, aunque la superficie total de la Isla Guadalupe
es de unos 240 km?, B. edulis ocupa so6lo 0.8 km? en el extremo norte de la Isla
(Garcillan et al., 2012; Oberbauer, 2005). Este habitat restringido reduce el
establecimiento potencial de nuevas poblaciones y limita el tamafio efectivo de la
poblacidon (Frankham, 1996). Otro factor importante que puede explicar la baja

diversidad de B. edulis es muy baja diversidad genética de poblaciones de Brahea
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de la peninsula de Baja California. Por ejemplo, sélo se detectaron dos haplotipos
de cloroplasto en mas de 60 individuos. Ademas, el largo tiempo de generacion de
Brahea (Bullock y Heath, 2006) y las bajas tasas de mutacién en Arecaceae
(Wilson et al., 1990) pueden haber limitar la velocidad a la que se adquiere nueva

variacion genética (Stuessy et al., 2014).

8.3 Estructura genética de escala fina

La utilizacion de gran numero de marcadores gendmicos ha permitido una
investigacion mucho mas detallada de los patrones de la estructura de las
poblaciones de las palmas, asi como permitié detectar los eventos de la migracion
entre las poblaciones. Centrandose primero en la estructura de la poblacién, el
GBS descubrié patrones contrastantes y hasta cierto punto inesperados de
diferenciacion gendémica en Washingtonia y Brahea de la peninsula de Baja
California. Especificamente, Washingtonia mostré una clara division norte-sur,
mientras que en Brahea todas las sierras podrian ser claramente resueltas y un
fuerte patron de aislamiento por distancia (Mantel r = 0.62, P <0.001) fue

detectado.

No esta del todo claro por qué las palmas de Washingtonia se agrupan en dos
poblaciones distintas. Muchas especies de plantas y animales en la peninsula
muestran una divisién norte-sur similar que se ha relacionado con la formacién
temporal de una via maritima en la peninsula central hace un millon de afos
(Riddle et al., 2000). Sin embargo, la ubicacién de esta via maritima no es
consistente con los resultados de agrupamiento para Washingtonia, ya que SSP
aunque pertenece al grupo septentrional, se encuentra al sur de la via maritima
propuesta. Por lo tanto, una explicacion alternativa puede ser la presencia de dos
ecotipos de Washingtonia que estan adaptados localmente a regimenes de
temperatura marcadamente diferentes, una posibilidad que parece estar apoyada

por el analisis de loci gendmicos atipicos (véase mas adelante).
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En consonancia con la limitada capacidad de dispersién de Brahea (Wehncke et
al., 2009; Wehncke y Lopez-Medellin, 2015), también se encontré evidencia de
una estructura de poblacién de escala fina dentro de la Isla Guadalupe. Esto fue
inicialmente inesperado dada la escala geografica pequena y debido a que los
marcadores de secuencias de cloroplasto y nucleares no presentaron diversidad
alguna. Una explicacion podria ser que la divergencia genética ha actuado como
respuesta a las marcadas diferencias climaticas entre el extremo del norte de la
isla y la parte sur mucho mas seca (Garcillan et al., 2012). Sin embargo, también
parece probable que la presencia de cabras ferales en la isla durante mas de un
siglo puede haber contribuido a la estructuracion poblacional de la escala fina
porque se sabe que las cabras tienen un fuerte efecto negativo sobre el
reclutamiento de B. edulis (Garcillan et al., 2008). Gracias a la reciente eliminacion
de todas las cabras de la Isla Guadalupe (Luna-Mendoza, 2011), esta ultima
hipotesis se puede comprobar al llevar a cabo un andlisis de reclutamiento y

dispersion de las semillas de B. edulis.

Un patrén adicional inesperado fue revelado por el andlisis de agrupamiento de los
datos del GBS. En general, la mayoria de las palmas individuales se agruparon
con sus respectivos grupos geograficos y los niveles de mezcla entre las
poblaciones identificadas fueron bajos. Sin embargo, varias palmas de las
muestras provenientes de las poblaciones del norte tenian genotipos que eran
mas coherentes con los ancestros en las poblaciones del sur (Figs. 10 y 11), un
patrén que es sugestivo de dispersion reciente a larga distancia. Para explorar
esto mas a fondo, se utilizé6 TREEMIX que permitié inferir el nUmero mas probable
de los eventos de migracion en ambos géneros de palma. Los resultados para
Washingtonia fueron claros, con un soporte para dos eventos distintos de
migracion de sur a norte que abarcan alrededor de 450 km. Por el contrario,
aunque dos eventos de migracion para Brahea fueron propuestos, estos no fueron

apoyados por pruebas de tres poblaciones y por lo tanto deben tratarse como poco
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probables en el mejor de los casos. Sin embargo, uno de estos eventos de
migracion desde Sierra Libertad (SL) hacia la Isla Guadalupe, hallazgo que si se
confirma ayudaria a resolver la pregunta del origen de las palmas de Brahea en
esta isla volcanica aislada (Moran, 1951, 1956; Watson, 1876). Es interesante
especular sobre por qué la evidencia clara de la dispersion a larga distancia solo
se encontré6 en Washingtonia. Las diferencias en las capacidades de dispersion
natural de los dos géneros son poco probables de desempefiar un papel
importante, porque, aunque Brahea al parecer presenta la dispersiéon mas limitada,
Washingtonia no puede ser dispersada naturalmente sobre escalas tan grandes
como casi 500 kilbmetros. Una hipoétesis tentativa, es una larga historia de relacion
entre palmas de Washingtonia y los seres humanos. Las palmas en general han
sido ampliamente utilizados como fuente de alimento, materiales de construccion
y, mas recientemente, como ornamentos en ciudades y jardines. Las
introducciones recientes y las translocaciones de palmeras de importancia agricola
también han sido bien documentadas (Rivera et al., 2013), por lo que existe un
claro precedente de la dispersion mediada por humanos en las palmas
(Aschmann, 1957; Kondo et al., 2012). La nociéon de que los humanos podrian
haber estado involucrados en la dispersion de las palmas en la peninsula de Baja
California no es completamente nueva (Felger y Joyal, 1999; Minnich et al., 2011).
Los frutos de Washingtonia aparentemente fueron utilizados como fuente de
alimento por los nativos de la peninsula de Baja California y de México continental
(Felger y Joyal, 1999; Felger y Moser, 1985). Por otra parte, los frutos de Brahea
fueron menos apreciados y han sido referidos como "inutiles" (Minnich et al.,
2011). Estas observaciones llevaron a la sugerencia de que los pueblos indigenas
de la peninsula de Baja California pudieron haber dispersado a Washingtonia
antes del contacto europeo. Es importante mencionar que los dos oasis del norte
que contienen las palmas Washingtonia de ascendencia sur son también los sitios
de las misiones coloniales espafolas, donde la agricultura y el comercio habrian
sido especialmente bien desarrollados (Minnich et al., 2011). Asi, aunque la

presente tesis proporciona apoyo empirico a la hipétesis de que las palmas de
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Washingtonia en la peninsula de Baja California posiblemente fueron dispersadas
por los humanos, no es posible decir si los indigenas o los colonos europeos

fueron responsables.

8.4 Divergencia ecolégica

Existe un creciente interés y apoyo empirico de la idea de que la seleccion
divergente mediada por el medio ambiente (temperatura, precipitacion, aridez)
puede conducir a la divergencia genética, lo que va a contribuir al aislamiento
reproductivo y especiacion (Beheregaray et al., 2015). Las palmas de Baja
California son interesantes en este respecto porque residen en los limites
septentrionales de distribucion de la Arecaceae y por lo tanto se esperaria que
Washingtonia y Brahea han sobrevivido en extremos climaticos que pudieran
haber sometido a estas poblaciones a presiones de seleccion inusualmente fuertes
(Woolbright et al., 2014). Los resultados obtenidos en la presente tesis son
consistentes con esta hipétesis debido a que Washingtonia y Brahea muestran
asociaciones significativas entre la distancia genética y las variables climaticas,
incluso después de controlar por distancia geografica. Debido a que Washingtonia
y Brahea estan afiliadas a climas mas calidos y humedos y son sensibles a las
heladas, para el analisis de la divergencia ecolégica, se seleccionaron tres
variables climaticas candidatas: la temperatura media del trimestre mas frio, la
precipitacion del trimestre mas seco y el indice de aridez. Fue sorprendente no
detectar ninguna asociacién entre la distancia genética y el indice de aridez. Sin
embargo, esta ultima se expresa como una funcién generalizada de precipitacién,
temperatura y evapotranspiracion potencial, por lo que puede fallar en capturar
aspectos especificos del medio ambiente como la disponibilidad de agua
subterranea o la cantidad de lluvia en épocas especificas del afio (Franco-Vizcaino
et al., 2007). Por el contrario, se encontré que la temperatura media del trimestre
mas frio era predictiva de la diferenciacién genética en Washingtonia, de la misma

manera que esta variable ambiental fue una de las tres mas importantes en
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predecir la distribucién de Washingtonia segun modelo de nicho ecolégico. En
Brahea la distancia genética se asocidé unicamente con la precipitacién del
trimestre mas seco. Esto sugiere que, aunque muchas de estas palmas fueron
muestreadas de los mismos oasis, los dos géneros pueden ser sometidos a
presiones de seleccidon contrastantes que implican la exposicion a bajas

temperaturas en Washingtonia y la disponibilidad estacional de agua en Brahea.

Aunque el conocimiento limitado de la respuesta fisiolégica de Brahea a sequia
impide una discusion mas detallada de la asociacion encontrada con la lluvia, la
observacion que la divergencia genética es mediada por la temperatura en
Washingtonia tiene sentido. W. robusta es menos resistente a las heladas que
Brahea y por lo general crece por debajo de los 1,000 m en la peninsula de Baja
California, donde las temperaturas ambiente rara vez caen por debajo de -5°C
(Minnich et al., 2011). Por lo tanto, W. robusta es naturalmente rara en la mitad
norte de la peninsula, donde las temperaturas invernales pueden caer tan bajo
como -10°C (Minnich et al., 2011). Por lo tanto, la seleccion fuerte con respecto a
la temperatura ambiente puede haber impulsado la evolucién de dos ecotipos
distintos, correspondientes a las poblaciones norte y sur de W. robusta detectadas

por nuestros analisis filogenéticos y de agrupamiento individual.

Para explorar aun mas la hipoétesis anterior, se utilizaron tres enfoques diferentes
para la prueba de loci atipicos (relacionado con variables ecoldgicas). Los
diferentes enfoques identificaron subconjuntos de loci de diferentes tamafnos y en
gran parte no superpuestos, lo cual es consistente con estudios previos y refleja
diferencias en las metodologias y supuestos subyacentes (Benestan et al., 2016).
Para capturar tantos atipicos como sea posible agrupamos todos los /oci marcados
por, al menos, un enfoque y los clasificamos como atipicos, mientras que los /loci
restantes como neutrales. Al reconstruir los arboles filogenéticos para estas dos
clases de loci encontramos un claro patron de diferenciacion en Washingtonia, con

los loci neutrales resolviendo cuatro grupos, mientras que los loci atipicos
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detectaron solo dos grupos genéticamente distintos. Este hallazgo fue similar a
estudios que de la misma manera resolvieron diferentes arboles basados en loci
neutrales y atipicos (Funk et al., 2016; Keller et al., 2013; Matala et al., 2014). El
patrén de divergencia encontrado podria considerarse una huella de seleccion
donde palmas de SJYy las sierras del norte se han divergido en las secciones de
genoma neutral, mientras que la seleccion estabilizadora parece haber mantenido

los genotipos muy similares en los /oci funcionales.

Los resultados equivalentes para Brahea fueron menos claros. Dentro de la
peninsula de Baja California, los loci atipicos fallaron en resolver las sierras
individuales o presentar algun patrén de divergencia notorio. Sin embargo, los
arboles filogenéticos basados en el mismo numero de /oci neutrales seleccionados
al azar tampoco pudieron agrupar las muestras con su sierra respectiva, lo que
sugiere que las diferencias genéticas entre las sierras pueden ser demasiado
débiles para ser resueltas por unos pocos cientos de SNPs. O bien esto podria
reflejar la presion selectiva mas débiles en las palmas Brahea o, alternativamente,
la asociacidn entre la distancia genética y la precipitacién del cuarto mas seco en
Brahea podria ser un error de tipo |. Este ultimo se apoya en la observacion de
que dos de los tres enfoques analiticos no detectaron /oci funcionales en Brahea,
mientras que hubo al menos una cierta superposicién entre los enfoques

metodoldgicos en el caso de Washingtonia.

8.5 Congruencia con los escenarios histéricos

Durante los ultimos seis millones de afos, la peninsula de Baja California ha
sufrido  muchos cambios geoldgicos que han afectado profundamente Ila
distribucién y la estructura genética de las especies de plantas y animales (Dolby
et al., 2015; Riddle et al., 2000). En particular, la formacién del Golfo de California
y la separacion de la peninsula de la parte continental de México, que comenzé

hace aproximadamente 6 millones de anos, resultdé en el aislamiento completo o
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parcial de muchas poblaciones de plantas y animales a ambos lados de la ruptura
(Dolby et al., 2015; Garrick et al., 2009; Gutiérrez-Flores et al., 2016; Riddle et al.,
2000). En la actualidad, el Golfo de California representa una importante barrera
para el flujo de genes, incluso para ciertos organismos con moderada capacidad
de dispersién (Grismer, 2000; Riddle et al., 2000), por lo que en algunos aspectos
no sorprende que el Golfo parece impedir el flujo de genes en organismos sésiles
como son las plantas (Cavender-Bares et al., 2015). En consonancia con esto, se
encontré un patron de diferenciacion genética profundo entre W. robusta
continental y peninsular utilizando ambos tipos de marcadores. Los resultados de
los datos de cloroplastos para Brahea fueron similares, pero debido a que sélo se
analizé un individuo de la parte continental de México, no fue posible sacar

conclusiones significativas.

Sin embargo, a pesar de que no se contd con las muestras de la parte continental
de Meéxico para Brahea, pudimos incluir una especie endémica de la Isla
Guadalupe. Esta isla volcanica nunca ha estado en contacto con la peninsula de
Baja California y, en consecuencia, casi el 16% de sus especies de plantas nativas
son endémicas (Batiza, 1977; Ledn De La Luz et al, 2003). Los resultados
genéticos de secuencias nucleares y de marcadores SNPs indicaron que Brahea
de la Isla Guadalupe esta genéticamente aislada de su especie hermana
peninsular, sin flujo genético, lo cual es consistente con un efecto fuerte de las

barreras de dispersion como son los canales marinos (Karhu et al., 2005).

Histéricamente, la peninsula de Baja California ha sufrido una serie de
sumersiones y elevaciones (Lindell et al., 2006, Riddle et al., 2000). Durante estos
sumersiones parciales, la peninsula se fragmenté en una o mas islas y el Océano
Pacifico se conectd con el Golfo de California. Mas especificamente, la inundacién
del istmo de La Paz aislé la Region de Cabo (SLL) del resto de la peninsula,
mientras que una via maritima peninsular media aislé temporalmente las partes

meridional y septentrional de Baja California (Lindell et al., 2006; Riddle et al.,
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2000). No obstante, todavia se discuten las ubicaciones exactas de las vias
maritimas propuestas, asi como el momento de su formacion (Dolby et al., 2015).
Independientemente de las estimaciones precisas de tiempo y localizacién, se
cree que estas interrupciones son responsables de los patrones observados de
estructuracién genética en una variedad de taxones (Garrick et al., 2009; Lindell et
al., 2005; Lira-Noriega et al., 2015, Riddle et al., 2000; Upton y Murphy, 1997),
aunque también se han propuesto explicaciones alternativas (Gutiérrez-Flores et
al., 2016). Los datos de secuencias nucleares y de cloroplasto utilizados en el
presente trabajo de Washingtonia no proporcionaron soporte para ninguna de
estas vias maritimas, y resultados de agrupamiento indicaron la presencia de una
sola poblaciéon genéticamente homogénea a lo largo de la peninsula, con
excepcion de palmas de W. filifera en SJ. Aunque no se realizé un test especifico
para probar existencia de estas dos vias maritimas, la estructura poblacional
determinada utilizando marcadores SNPs fue mas consistente con la presencia de
dos ecotipos adaptados a temperaturas diferentes, que con eventos histéricos

vicariantes.

Por el contrario, para Brahea, los datos de los cloroplastos respaldaron la
presencia de dos clados genéticamente diferenciados a lo largo de la peninsula,

dando apoyo a la intrusion marina histérica en las tierras bajas del Istmo de La

Paz. Sin embrago, los datos gendmicos, asi como secuencias nucleares no

presentaron soporte a la presencia de ninguna de las vias maritimas propuestas.
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9. CONCLUSIONES

Los estudios comparativos pueden arrojar luz sobre las propiedades especificas
de las especies que pueden influir en la dispersién y la divergencia ecoldgica,
mientras que marcadores moleculares y en particular SNPs ofrecen una
perspectiva sin precedentes sobre los patrones de diferenciacion de todo el
genoma. Al combinar estos enfoques en palmas iconicas de América del Norte,
fue posible descubrir patrones de estructura poblacional marcadamente diferentes
en Washingtonia y Brahea, revelar asociaciones entre distancia genética y
variables climaticas, identificar subconjuntos de loci que parecen estar bajo una
seleccién divergente mediada ecologicamente, e identificar eventos de migracion a
larga distancia consistentes con la dispersién mediada por humanos. Ninguno de
estos patrones podria detectarse utilizando datos morfolégicos o marcadores
moleculares clasicos, lo que indica la promesa de enfoques como el GBS para
diseccionar las contribuciones de diferentes procesos hacia patrones de

divergencia gendmicos.
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