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1. RESUMEN

Pachycereus pringlei es un cactacea columnar que ofrece un excelente modelo
para realizar estudios morfolégicos, ecoldgicos y evolutivos. Presenta un sistema de
reproduccion excepcional y un amplio rango de distribucion en el noroeste de
México. Los objetivos de este estudio fueron: 1. investigar la morfologia floral, 2.
Identificar los factores bioticos y abidticos que determinan la distribucion de los
sistemas de reproduccion, y 3. Determinar el patron filogeografico, la diversidad
genética y su relacion con los cambios climaticos del dltimo méaximo glacial (UMG) y
los sistemas de reproduccion.

Se obtuvieron flores de 45 sitios de muestreo, abarcando todo el rango de
distribucion de la especie. Se empled microscopia electronica para identificar
diferencias morfolégicas de las flores. Se empleé modelacion de nicho y analisis
multivariados para investigar la asociacion de los sistemas de reproduccion con
variables climaticas. Se analizaron 10 microsatélites por medio de distintos
estadisticos (asilamiento por distancia, bayesiano, andlisis de varianza) para
determinar el patron filogeografico y diversidad genética y su relacién con la
distribucion al UMG y con los sistemas de reproduccion.

La morfologia de las flores unisexuales sugiriere una diferenciaciéon temprana a
partir de flores bisexuales. Se confirmo el patrén geografico de distribucion de los
sistemas de reproduccion. El sistema trioico (hembras, machos y hermafroditas) esta
determinado por la abundancia de polinizadores, asi como por ambientes de
recursos limitados (baja precipitacion).

Los analisis con microsatélites revelaron una correlacion entre la distancia
geografica y genética, un aumento de la diversidad hacia el norte y una zona de
refugio al sur de la Peninsula de Baja California durante el UMG. Estos resultados
son consistentes con la hipotesis de colonizacidén post-Pleistocénica de la flora xérica
del desierto de Sonora. Se identificaron cinco poblaciones genéticas, que muestran a
su vez diferencias en sus sistemas de reproduccién. Las poblaciones Norte y Sur
presentaron un sistema principalmente ginodioico y trioico, respectivamente, la
diferenciacion genética de estas poblaciones podria explicarse por habilidades
diferenciales de colonizacion de los sexos y la consecuente variacion geografica en
la tasa de autofecundacién. Ademas se observaron dos poblaciones hermafroditas
en las Islas Cerralvo y Catalana y otra poblacion trioica con alta frecuencia de
machos (63%) en Cabo San Lucas. Las diferencias genéticas de estas poblaciones
podrian ser explicadas por aislamiento geografico y distintos niveles de ploidia (en el
caso de las islas), asi como por presiones selectivas locales en el caso de Cabo San
Lucas.

La identificacion de los procesos historicos y contemporaneos que determinan el
patrén genético de variacion de esta especie es fundamental no solo para conocer
nuestros recursos sino que ademas para priorizar los esfuerzos de conservacion.

Palabras clave: Pachycereus pringlei, sistemas de reproduccion, filogeografia.



ABSTRACT

Pachycereus pringlei is a columnar cactus that provides an excellent model for
morphological, ecological and evolutionary studies. This species have an
exceptional mating system and a wide range of distribution in the Mexican portion
of the Sonoran Desert. The objectives of this study were: 1. To investigate the
floral morphology, 2. To Identify the biotic and abiotic factors that determine the
distribution of mating systems, and 3. To determine the phylogeographic pattern
and genetic diversity and its relation to historical climatic changes and
reproductive systems.

Flowers were obtained from 45 collecting sites, covering the entire range of
distribution of P. pringlei. Electron microscopy was used to identify morphological
differences of flowers. Niche modeling and multivariate analysis was used to
investigate the association of mating systems to climatic variables. A total of ten
microsatellites were analyzed using different statistical methods (isolation by
distance, Bayesian analysis, molecular analysis of variance) to determine the
phylogeographic pattern and genetic diversity and its relationship to the
geographic distribution to the last maximum glacial (LGM) and spatial distribution
of mating systems.

Morphological traits of unisexual flowers suggest an early differentiation from
bisexual flowers. The geographic distribution of mating systems was confirmed
and it was concluded that the trioecious populations (male, female and
hermaphrodite) is determined by the pollinator's abundance as well as by
environments with limited resources (low rainfall).

Microsatellite analysis revealed a significant correlation between geographic and
genetic distances, northward increasing of diversity and southern Baja California
refugia during the LGM. These results are consistent with the hypothesis of post-
Pleistocene colonization of xeric flora of the Sonoran Desert. Five genetic
populations with differences in their mating systems were identified. The northern
and southern populations showed mainly gynodioecy and trioecy mating system,
respectively. Genetic differentiation of these populations could be explained by
differential abilities of colonization of the gender and the consequent geographical
variation in selfing rate. In addition, two hermaphroditic populations in Cerralvo
and Catalan Islands and other trioecy populations with high frequency of males
(63%) in Cabo San Lucas were observed. Genetic differences in these
populations could be explained by geographic isolation and differences in ploidy
levels (in the case of islands) as well as by local selective pressures in the case of
Cabo San Lucas.

This study demonstrates the relative importance of long-term environmental
fluctuations and life history traits in the evolution of P. pringlei. The identification of
historical and contemporary processes affecting the genetic pattern of variation of
this species is critical not only to understand the biology of the species but also to
prioritize conservation efforts.

2. Keywords: Pachycereus pringlei, matting systems, phylogeography.
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1. INTRODUCCION

El noreste de México, un area con una compleja historia geoldgica y climatica, asi
como amplia heterogeneidad ambiental contemporanea, es el escenario en el cual se
distribuye el cardon, Pachycereus pringlei (S. Watson) Britton & Ross (Turner et al.,
1995). Esta es una cactacea columnar excepcional. Presenta dimorfismo de géneros
(machos, hembras y hermafroditas) y tres sistemas de reproduccion, tales como:
hermafroditismo (hermafroditas), ginodioico (hermafroditas y hembras) y trioico
(hermafroditas, machos y hembras; Medel-Narvaez, 2008). EI amplio rango de
distribucion en un ambiente heterogéneo, asi como el dimorfismo de géneros y el
polimorfismo de sistemas de reproduccion, convierten a P. pringlei en una especie

modelo para realizar estudios morfolégicos, ecolégicos y de filogeografia.

A la fecha, los estudios morfologicos de flores de cactaceas son escasos. La
determinacion del sexo se ha basado principalmente en la identificacion de 6vulos
y/lo polen, dejando a un lado las diferencias estructurales del ginoecio (camara
ovarica, oOvulos, pistilo) y androecio (estambres y polen). Las técnicas de alta
resolucién, como lo es la microscopia electronica de barrido podrian ayudar no solo a
identificar el grado de especializacion hacia una funcidn sexual; sino a indagar sobre
los mecanismos responsables de la esterilidad masculina y femenina de flores

unisexuales.

Una vez que los unisexuales se han originado, varios estudios ecolégicos se han
enfocado a evaluar las presiones selectivas que permitieron su establecimiento en
una poblacion hermafrodita. Entre estas, se han sugerido factores bioldgicos
(polinizadores) y ambientales (precipitacion, temperatura, nutrientes). Por ejemplo,
Fleming et al. (1998) sugiri6 que el establecimiento de machos del carddon es
favorecido por la presencia del murciélago Leptonycteris curasoae (Phyllostomidae).
De acuerdo a la teoria de redistribucién de recursos (Charnov et al., 1982), la pérdida
de una funcion sexual en los machos les permite incrementar la fertilidad del sexo

funcional con respecto a los hermafroditas. Entonces, la gran capacidad de



dispersion del polen por parte de L. curasoae incrementaria el éxito reproductivo de
los machos del cardon con respecto a los hermafroditas permitiendo asi su
establecimiento. Alternativamente, estudios realizados en otras plantas (Barrett,
1992; Sakai y Weller, 1999) han puesto en evidencia la importancia de la
heterogeneidad ambiental en la determinacion de los sistemas de reproduccion. Los
machos se asocian comunmente con sitios mas secos y/o estresantes mientras que
las hembras y los hermafroditas se asocian a ambientes mas humedos y de mayor
disponibilidad de recursos. Esto se explica porque el menor costo de la funcion
sexual de machos (no invierten en produccion de frutos), les permite redistribuir

recursos hacia funciones vitales, tales como tolerancia a la sequia.

Por otro lado, los sistemas de reproduccion han mostrado tener gran influencia
sobre el repertorio genético de las plantas (Duminil et al., 2009). Sin embargo, los
estudios moleculares en cactaceas columnares del noroeste de México son escasos.
Los pocos estudios realizados se han enfocado a investigar el efecto de eventos
histéricos vicariantes y climaticos sobre el patron de estructura y diversidad. La
disminucién gradual de la diversidad hacia el norte, reportado para la pitahaya agria,
Stenocereus gummosus (Engelm.) A. Gibson & K.E. Horak (Clark-Tapia y Molina-
Freaner, 2003) y la senita Lophocereus schottii (Engelm) Britton & Ross (Nason et
al., 2002) son consistentes con una expansion del rango de distribucién en la misma
direccion, posiblemente asociada al aumento gradual de la temperatura durante el
Holoceno (<10,000 afios). Solo en el caso de L. schotti, las poblaciones
genéticamente diferenciadas, apoyaron la hipétesis de que los eventos vicariantes
como la formacion del Golfo de California (~3-5 m. a.) y un canal transpeninsular al
sur de la peninsula (< 3.2 m. a.), fueron las mejores explicaciones para el patrén de
diferenciacion genética observado. Mientras que el Unico estudio molecular (con
aloenzimas) realizado en el carddn, sugirié6 panmixia y no se evalud la hipétesis de
expansion del rango de distribucion (Fleming et al., 1998). Un factor limitante ha sido
sin duda la falta de marcadores moleculares con polimorfismo suficiente a nivel

intraespecifico. Las pirosecuenciacion, es una técnica reciente que permite obtener



cientos de miles de secuencias. Estas técnicas pueden emplearse para el disefio de
microsatélites en un tiempo relativamente corto, comparado con los métodos
tradicionales de clonacion. Los microsatélites no solo permiten investigar si las
sefiales genéticas de eventos vicariantes han sido borradas, o si el patron
filogeografico del cardon es consistente con la hipotesis de refugio al sur de la PBC;
sino que ademas permiten investigar la influencia relativa de los sistemas de

reproduccion en el patron de variacion genética del cardon.

Aungue no se ha evaluado el efecto de los sistemas de reproduccion sobre el
repertorio genético en cactaceas, en otras especies con polimorfismo de géneros se
ha observado que el aumento en la tasa de autofecundacion disminuye del flujo
genético y el tamafio efectivo poblacional, promoviendo la diferenciacion genética y
disminucién de la diversidad (Onge et al., 2011). Si el aumento en la frecuencia de
los hermafroditas del cardén es reflejo de un aumento en la tasa de autofecundacion;
esto deberia reflejarse en mayor estructuracion genética y menor diversidad de

localidades hermafroditas, ginodioicas y trioicas, respectivamente.

En este estudio se emplean técnicas novedosas y de alta resoluciéon para
contribuir al conocimiento morfoldgico, ecologico y genético del cardén P. pringlei. A
partir de morfometria y microscopia electronica de barrido se investigaron las
diferencias entre morfos sexuales de las flores. Por medio de andlisis multivariados,
sistemas de informacidén geografica y modelacion de nicho ecoldgico (MNE) del
sistema trioico se investigé la asociacion de polinizadores y condiciones ambientales
con la distribucion geografica de los sistemas de reproduccién. Ademas, como parte
del proyecto integral de “Filogeografia comprada del noroeste de México” en este
estudio se disefiaron microsatélites a partir de pirosecuenciacion y se empleo MNE al
pasado para investigar la influencia relativa de eventos vicariantes, climaticos, y
sistemas de reproduccion en el patron de estructura genética y filogeografico del

cardon.



2. ANTECEDENTES

2.1 Especie de estudio

El Cardon, Pachycereus pringlei, es una cactacea columnar perteneciente a la
tribu Pachycereeae que a su vez forma parte de la familia Cactaceae (Cota y
Wallace, 1997). Esta especie posee un amplio rango de distribucion en la porcion
mexicana del Desierto de Sonora. La podemos encontrar en la mayor parte de la
peninsula de Baja California (PBC), las islas del Golfo de California y la costa de
Sonora, asociada principalmente a suelos aluviales, laderas rocosas e inmediaciones
de suelos salitrosos (Turner et al.,, 1995). Esta cactacea de tallo suculento se
caracteriza por presentar tronco bien definido y de 11 a 17 costillas. Son organismos
longevos y voluminosos que pueden llegar a vivir de dos a tres siglos, alcanzar hasta
los 20 metros de altura (promedio entre 8 y 9 m) con 1 a 27 brazos y biomasa de
hasta dos toneladas (Bravo-Hollins y Sanchez-Mejorada, 1978; Medel-Narvaez et al.,
2008). Su etapa reproductiva va de Marzo a Agosto. Las flores son de forma de
campana, con simetria radial, y ovario inferior (receptaculo) que deriva de la
modificacién del tallo. Las flores presentan sindrome de quiropterofilia o co-evolucion
con murciélagos. Son flores blancas de gran tamafio, alto contenido de néctar y
antesis nocturna (Figura 1). Las flores abren con la puesta del sol y permanecen
abierta por varias horas de la mafiana del dia siguiente permitiendo el acceso a
polinizadores diurnos tales como aves e insectos (Medel-Narvaez, 2003; Fleming et
al., 1994; 1996). Esta especie se caracteriza por presentar dimorfismo de géneros
con individuos hembras, machos y hermafroditas (o bisexuales) y no hay evidencia
de cambio de sexo a lo largo de su vida (Fleming et al., 1994; Le6n de la Luz Com.
Per.). Estudios de fecundacion manual sugieren que es una especie autocompatible
(Fleming et al., 1994) con una tasa de autofecundacion de s = 0.65, de acuerdo a

estimaciones con aloenzimas (Murawski et al., 1994).



Figura 1. Carddn columnar Pachycereus pringlei del noroeste de México. (A). Flor tipica en forma de
campana (B). Fruto inmaduro (C) y maduro (D).

2.2 El noroeste de México

a) Historia geoldgica

Estudios estratigraficos, paleontologicos y basados en la teoria de tectonica de
placas han puesto en evidencia la compleja historia geoldgica del noroeste de
México (Carrefio y Smith, 2007; Gastil y Jensky, 1973; Gastil et al., 1983; Mulcay y
Macey, 2009). En general estos estudios sugieren que la peninsula se encontraba
unida al macizo continental antes del Mioceno temprano (22-18 m. a.; Carrefio y
Smith, 2007; Mulcahy y Macey, 2009). Posteriormente, movimientos tectonicos de

subduccién desplazaron la placa de Farallon por debajo del borde occidental de



Norte América. Este movimiento ocasioné la fragmentacion de la placa de Farallon
en tres palcas menores (Juan de Fuca, Rivera y Cocos) provocando el choque entre
las placas Norteamericana y Pacifico. El choque de éstas dos placas y su
subsecuente desplazamiento en direcciones opuestas resultaron en lo que hoy
conocemos como falla de San Andrés y provocaron la transferencia de la PBC hacia
la placa Pacifico. Desde entonces la PBC se ha estado separando gradualmente del
macizo continental con un desplazamiento en direccién noroeste (Valencia-Moreno y
Ortega-Rivera, 2011).

Por otro lado, estudios geoldgicos sugieren que la PBC no siempre fue una franja
continua de tierra (Aguirre et al., 1999; Hausback, 1984). Los datos isotopicos y
geoquimicos, asi como depdsitos marinos de diatomeas sugieren la existencia de
canales transpeninsulares que unieron el océano Pacifico con el Golfo de California
en distintos periodos de tiempo y en distintas latitudes de la PBC. Los canales
transpeninsulares con evidencia geologica sélida sugeridos hasta el momento son: 1)
un canal medio transpeninsular en la parte que va de la Laguna de San Ignhacio a
Santa Rosalia durante el Mioceno-Plioceno tardio (~7 m. a.; Dokka y Merrian, 1982;
Helenes y Carrefio, 1999; Oskin y Stock, 2003), asi como un canal al sur de la
peninsula, conocido como el Istmo de La Paz que separé la regién de los Cabos,
B.C.S del resto de la PBC entre el Mioceno medio y plioceno medio (14-3.2 m.
a.;Curray y Moore, 1984; Murphy y Aguirre-Leén, 2002; Oskin y Stock, 2003).

Por su parte las islas del Golfo de California se formaron por depdsitos deltaicos
del rio Colorado (en el caso de las islas del norte del Golfo de California), actividad
volcanica y/o movimientos en los sistemas de fallas y desprendimientos de la costa
gue resultaron de la separacion de la PBC. Dependiendo de su relacién con el
macizo continental las islas se clasifican en: oceanicas, continentales profundas y
continentales puentes terrestres. Las islas oceanicas pudieron haber sido el
resultado del levantamiento de la corteza terrestre o depdsitos volcanicos del fondo

ocedanico y nunca estuvieron unidas al macizo continental. Las islas continentales



profundas, tales como las islas Cerralvo y Catalana, estuvieron en algiin momento de
su historia conectadas a la parte continental pero actualmente se encuentran
relativamente lejos de la costa. Las islas continentales de puente terrestre son el tipo
mas comun en el Golfo de California, son islas relativamente jovenes que resultaron
de la fragmentacion de la zona costera, se encuentran relativamente cerca del
macizo continental y probablemente deben su condicion de islas a la elevacion del
nivel del mar durante el ultimo periodo interglacial (Carrefio y Helenes, 2002; Soulé y
Sloan, 1966).

a) El Desierto de Sonora, clima y vegetacion

A excepcion de la region de los Cabos y una pequefia porcion ubicada al
noroeste de la PBC, el noroeste de México forma parte de la provincia denominada
Desierto de Sonora. Se cree que el Desierto de Sonora resultd de la tendencia de
sequia del Mioceno medio (8-15 m. a.) cuando la PBC aun se encontraba unida al
macizo continental (Axelrod, 1975). El cambio a un clima méas seco favorecio el
establecimiento de la flora xérica caracterizada por adaptaciones morfofisioldgicas a
condiciones mas aridas, tales como: Carnegiea gigantea (Engelm.) Britton & Ross,
Cercidium microphyllum (Torr.) Ross & I.M. Johnst., L. schottii, P. pringlei entre otras.
Sin embargo, de acuerdo al registro fosil la vegetacion del Desierto de Sonora ha
sufrido cambios en la abundancia y composicion debido a fluctuaciones climaticas
mas recientes (Van Devender et al., 2002; Nobell, 1989). Durante el Plioceno (1.5a 5
m. a.) hubo una regresion hacia un clima mas tropical que dur6 hasta el Pleistoceno
temprano (2.5 a 4.5 m. a.); esto se ha apoyado con evidencias de fosiles de
vertebrados, tales como Pumilia novaceki una especie similar a la iguana moderna
restringida actualmente a ambientes tropicales al sur de Sinaloa (Norell, 1989). Lo
céalido del Plioceno termind con la entrada del Pleistoceno (2.5 m. a. - 11,000 afios),
el cual se caracterizd6 por cambios recurrentes de régimen climatico. De acuerdo a
estudios isotdpicos de nucleos de sedimentos marinos entre 15 y 20 periodos frios

glaciares han alternado con periodos calidos interglaciares en los ultimos 2.4 m. a.



Se estima que los periodos glaciares han tenido una duracién de cinco a diez veces
mas que los 10,000 a 20,000 afios de duracion de los periodos interglaciares
(Caballero et al., 2010; Imbrie e Imbrie, 1979). El cambio en la vegetacion en el
Desierto de Sonora también ha sido estudiado a partir del registro fosil de materiales
de plantas encontrados en nidos de rata coleccionista (Neotoma sp.; Van Devender,
1990). Las dataciones de radiocarbono de dichos materiales sugiere que especies
afines a climas templados tales como: Pinus monophylla Torr. & Frém., Juniperus sp.
Lemmon, Quercus turbinella Greene y Yucca brevifolia Engelm dominaban durante el
ultimo periodo glacial (~21,000 afios), mientras que la expansion de la vegetacion
xérica actual ocurrié hace menos de 11,000 afios, empezando por las especies de
mayor tolerancia a condiciones frias como C. gigantea, y seguida de especies menos
tolerantes al frio tales como C. microphyllum, Olneya tesota A. Gray, y Stenocereus
thurberi (Engelm.) Buxb., hace aproximadamente 5,000 a 4,500 afios (Van Devender,
2002).

Las condiciones climaticas actuales de la PBC son, en su mayor parte, el
resultado de tres factores. 1) la amplia extension latitudinal (33°N a 23° N) que
resulta en la transicién de zonas templadas con lluvias de invierno en el norte a zona
tropicales con tormentas de verano en el sur; 2) la influencia del Océano Pacifico y
del Golfo de California que generan una transicion este-oeste con clima frio y neblina
del lado del Océano Pacifico a un clima calido, tipo continental (altas temperaturas
en verano y frio en invierno) del lado del Golfo de California; y 3) la compleja
geologia de la peninsula que incluye una cadena montafiosa que recorre de manera
latitudinal casi toda la PBC, y que capturan la humedad ascendente, generando
mayor precipitacion en regiones elevadas (Garcillan et al., 2010). Basados en las
caracteristicas medioambientales y distribucion de la flora, Garcillan et al. (2010;
2012) identificaron tres grande regiones fitogeograficas a lo largo de la Peninsula,
incluyendo: 1) la Regién mediterranea, 2) la Region de Desiertos y 3) la Regién del

Cabo. El cardon P. pringlei se encuentra solamente en las dos ultimas (Turner et al.,



1995). A continuacion se describen las regiones en las cuales se encuentra P.

pringlei.

La Region del Cabo esta al sur de la falla de la Paz y marca el limite entre un
ecosistema seco tropical con el clima arido que caracteriza a la mayor parte de la
PBC. Esta region se caracteriza por altas precipitaciones ocasionadas por tormentas
tropicales y ciclones que se forman durante verano y otofio en el Océano Pacifico.
Aqui ocurre el Unico bosque deciduo tropical de la PBC y posee alto endemismo y
rigueza especifica (Garcillan et al., 2012). En las partes bajas de la region se estima
un promedio de 200-400 mm de precipitacién anual y temperatura promedio de 22—
24° C, aqui se puede encontrar a P. pringlei acompafiado de matorral sarcocaule y
vegetacion caracteristica de ambientes tropicales, tales como arboles perenes de
tronco lefioso. La “Region de los Desiertos” es una amplia area de transicién entre el
clima mediterraneo del norte y el clima tropical de la region de los Cabos, la cual ha
sido a su vez dividida en cinco sub-regiones. En la parte noreste esta la sub-region
denominada “Cuenca inferior del rio Colorado” que son extensos terrenos arenosos
donde la temperatura puede alcanzar los 50°C y las sequias pueden prolongarse de
3 a 7 afos. En contraste, la sub-region del “Desierto Central”, que limita al oeste con
el océano Pacifico, recibe precipitaciones invernales relativamente predecibles.
Hacia la parte central de la peninsula la sub-regién montafiosa de “La Giganta”
separa por un lado, a la sub-region del “Desierto central del Golfo de California” y por
el otro a las sub-regiones “Desierto de Vizcaino” y las “Planicies de Magdalena”. El
Desierto Central del Golfo, el cual incluye ademas a las islas medias del Golfo de
California y la costa de Sonora, esta formado por pendientes rocosas y el clima es
arido y célido con precipitaciones principalmente provenientes de tormentas de
verano. Por su parte, el Desierto de Vizcaino son planicies menores a los 100 m con
suelo salitroso y clima frio y himedo debido a la influencia de la nubosidad y de
neblinas provenientes del Océano Pacifico. Finalmente, las Planicies de Magdalena,

gue conforman los corredores de drenaje de la Sierra de la Giganta, tiene la
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influencia tanto del Océano Pacifico asi como la influencia de condiciones tropicales

mas surefias (Garcillan et al., 2012; Figura 2).
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Figura 2. Regiones fitogeograficas descritas para la peninsula de Baja California. Modificado de

Garcillan et al. (2012).

A lo largo de la regién de “Los Desiertos” la vegetacion esta dominada por

matorral sarcocaule y leguminosas tales como: Agave shawii var. Goldmaniana

(Trel.) Gentry, Bursera microphylla A. Gray,

Opuntia cholla F.A.C. Weber.,

Cyrtocarpa edulis (Brandegee) Standl., Fouquieria columnaris (Kellogg) Kellogg ex
Curran, F. diguetii (Tiegh.) .M. Johnst, Jatropha cinerea (Ortega) Mull. Arg., J.
cuneata Wiggins & Rollins, L. schottii, Lysiloma candidum Brandegee, Pachycormus
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discolor Coville ex Standl., Parkinsonia florida (Benth. Ex A. Gray) S. Watson,
Prosopis glandulosa var. Torreyana (L.D. Benson) A.E. Murray, S. gummosus, Yucca
valida Brandegee, entre otras. Sin embargo, la composicion varia entre sub-regiones.
Por ejemplo, Stenocereus eruca (Brandegee) A.C. Gibson & K.E. Horak (chirinola) es
endémica de las planicies de Magdalena, mientras que en el Desierto de Vizcaino
dominan arbustos bajos o postrados tolerantes a la sal, tales como Atriplex sp L.,
Bahiopsis deltoidea (A. Gray) E.E. Schill. & Panero, Encelia farinosa A. Gray ex Torr.
Por su parte, en la cuenca inferior del Rio Colorado la vegetacion estd compuesta
principalmente por arbustos resistentes a la sequia, tales como: Agave deserti
Engelm., Ambrosia dumosa (A. Gray) W.W. Payne, y Fouquieria splendens Engelm.,

Larrea tridentata (Sessé & Moc. Ex DC.) Couville.

No hay informacion detallada sobre la abundancia del cardén, especificamente
para cada una de estas fitoregiones. El Unico estudio realizado sobre la distribucion
de P. pringlei asoci6 variaciones en la densidad y la morfologia con la latitud; en
donde se observo una disminucion de la densidad en direccion sur a norte; mientras
que la longitud y el grosor del tallo aumentaron en direccidén opuesta (Medel-Narvaez,
2008). En la region de Los Cabos la densidad del carddn es relativamente alta (248
145 ind/ha) pero los individuos son de menor talla y mas delgados; mientras que
hacia la region del Desierto Central la densidad del carddn es relativamente baja (de

55 a 31 ind/ha) pero los cardones son mas altos y robustos.

En el caso de las islas del Golfo de California, hay poca informacién pero dada
su cercania con el macizo continental se cree que sus condiciones climaticas y
ambientales son similares a las regiones adyacentes de la PBC o de la costa de
Sonora (Cody et al., 2012). El carddén se encuentra en todas las islas del Golfo de
California (Turner et al.,, 1995), aunque no se conoce de qué marea varia su
densidad a lo largo de estas. A partir de la las densidades estimadas para las Islas
Catalana (201 + 57 ind/ha) y Cerralvo (442 = 51 ind/ha), Medel-Narvaez (2008)
sugiere que la densidad insular es mayor que la observada en sitios adyacentes de la

peninsula.
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2.3 Pirosecuenciacion

Los microsatélites se estan empleado cada vez mas para estudios genéticos
poblacionales y de filogeografia debido a que proveen de alta resolucion a escalas
finas espaciales y temporales (Selkoe y Toonen, 2006). Los microsatélites son
secuencias repetitivas en tandem de 1 a 6 pares de bases, definidos por sus
regiones flanqueantes conservadas (iniciadores). Son marcadores co-dominantes,
generalmente no codificantes y de herencia biparental que gracias a su relativamente
alta tasa mutacional (10° y 10° mutaciones / locus / generacién; Schlétterer 2000)
resultan en altos niveles de polimorfismo que provee de resolucion estadistica a
niveles intra-especificos. Los alelos de los microsatélites estan determinados por las
diferencias en el numero de unidades repetitivas (motivos) que los conforman. Las
distintas tallas de los alelos se pueden identificar por medio de electroforesis vertical,
empleando iniciadores marcados fluorescentemente y para ser detectados mediante

un laser en un secuenciador automatico (Ellegren, 2004).

Hasta hace poco, el aislamiento y caracterizacion de marcadores
microsatelitales era un factor limitante debido al alto costo y tiempo requerido para
obtenerlos por medios tradicionales de clonacién. Con el advenimiento de nuevas
técnicas de secuenciacion masiva, tales como la pirosecuenciacion 454-Roche,
ahora es posible la obtencidén de cientos de miles de fragmentos, secuenciados de
manera aleatoria a lo largo del genoma en cuestiones de horas y a un costo
relativamente bajo. La informacién obtenida de la pirosecuenciacién puede ser
empleada para identificar las secuencias que contengan fragmentos repetitivos y
disefiar primer de novo, empleado herramientas bioinformaticas. De manera general

la pirosecuenciacion consisten en tres pasos:

1. Preparacion de una libreria, donde el ADN de un solo individuo es
fragmentado y se le adhieren adaptadores (secuencias cortas similares) a los

extremos (Figura 3A).
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2. Emulcificacion y PCR, donde cada fragmento con los adaptadores se
incorpora a una gota de aceite (emulsion) que contiene los elementos necesarios
para realizar la PCR, incluyendo agua, iniciadores o primers, dNTPs, polimerasa y
microesferas con las secuencias complementarias a uno de los adaptadores unidas
en su exterior. En cada una de las gotas de aceite ocurre una reaccion de PCR
(Figura 3B).

3. Secuenciacién masiva, donde las microesferas con los fragmentos
amplificados se cargan en una placa de fibra Optica con 96 pozos de ~44Um de
diametro. En cada pozo cabe una sola microesfera y ademas contiene la enzima
luciferasa. La secuenciacion inicia cuando los nucledtidos (A, G, C, T) con
pirofosfatos se van inyectando de manera secuencial a través de la placa y cada vez
gue un nucledtido es adherido a la hebra complementaria la luciferasa libera un haz
de luz que es detectado por la camara de CCD (por su siglas en ingles: “Change-
coupled device”). Entre cada inyeccion de nucledtidos se agrega la enzima aspirasa
gue degrada los nucledtidos no adheridos. Este proceso se repite varias veces hasta
agotar los reactivos (Owen-Hughes y Engeholm, 2007; Figura 3C).

Las técnicas de secuenciacidon masiva se han venido desarrollando de manera
acelerada en los ultimos afios, actualmente se emplean técnicas alternativas a la
pirosecuenciaciéon de 545, tales como SOLID de Applied Biosystems y lon Torrent de

Life technology.
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Figura 3. Esquema representativo del proceso de pirosecuenciacion 454-Roche. Imagen modificada
de (Owen-Hughes y Engeholm, 2007). A) Formaciéon de librerias de ADN donde el ADN es
fragmentado y luego se le unen adaptadores (extremos verdes y rojos). B) Emulcificacion y PCR. Los
fragmentos de ADN con los adaptadores y las microesferas con las partes complementarias a los
adaptadores se introducen a gotas de aceite con los componentes necesarios para realizar la PCR, al
final de este proceso quedan varias clonas unidas a cada microesferas. D) Pirosecuenciacién, donde
cada microesfera se introduce a una placa de fibra éptica, los nucleétidos unidos a pirofosfatos se van
agregando de manera secuencial (pequefas esferas rojas dentro de placa) y cada vez que uno se
adhiere a la hebra de ADN emite un haz de luz que es detectado por la cAmara CCD.

2.4 Modelacion de Nicho

La modelacion de nicho permite obtener la distribucién geografica potencial de la
especie en funcion de las variables medioambientales (Kearner y Porter, 2009). La
informacion sobre la presencia de la especie se obtiene de campo, a partir de datos
georreferenciados de avistamientos o recolectas de los individuos. Por su parte las
variables predictoras o medioambientales consisten en capas digitalizadas derivadas
de temperatura y precipitacion, modelos de elevacién, tipo de suelo, cobertura

vegetal, etc. obtenidas de sensores remotos en base de datos disponibles en la web.

Existen distintos métodos para realizar la modelacion de nicho, de los cuales el
mas empleado es el algoritmo de maxima entropia o MAXENT debido a varias

ventajas, por ejemplo: 1) solo requiere datos de presencia, 2) permite el empleo de
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variables continuas y categoricas, y 3) emplea un algoritmo que permite obtener la
distribucion de probabilidad mas optima (maxima entropia) (Phillips et al., 2006). Este
método determina las distribuciones de las variables ambientales para el area de
estudio especificada asi como para los registros de presencia. El programa,
determina el area potencial de presencia de la especie tratando de igualar las medias
de dichas distribuciones y maximizando la entropia (es decir que la distribucién sea
lo mas plana u homogénea posible). El resultado es un modelo continuo, el cual
permite identificar distintos grados de ambientes Optimos para la presencia de la
especie. Los resultados también se pueden presentar en forma de modelo binario de
presencia y ausencia, lo cual es adecuado para determinar el rango de distribucion

potencial de la especie (Phillips et al., 2006).

El nicho fundamental de la especie es el rango de condiciones
medioambientales en los cuales la especie puede existir (Hutchinson, 1957). Por su
parte el nicho realizado es el area que la especie ocupa actualmente. Dado que
MAXENT emplea datos de presencia, la modelacion de nicho resultante es una
aproximacion del nicho realizado de la especie. Esta aproximacion es generalmente
mayor al nicho realizado debido a que, de manera natural, distintos factores impiden
la distribucion de las especies en toda el area que potencialmente puede ocupar,
tales como; interacciones entre especies (competencia intra e interspecifica y
depredacion), barreras geograficas, influencia humana, factores histéricos de
colonizacion y capacidad de dispersion de los individuos (Anderson y Martinez-
Meyer, 2004; Peterson et al., 1999).

Una vez identificado el modelo de nicho potencial de la especie, este puede
ser proyectado a diferentes regiones, o bien, si existen las proyecciones de las
variables ambientales al pasado y al futuro, la modelacién de nicho potencial de la

especie también puede ser proyectada a distintos periodos de tiempo.

El la modelacién de nicho se asume que los datos de ocurrencia son resultado

de los recursos del habitat y no del producto de la inmigracion de alguna poblacion
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fuente; que todas las variables medioambientales tienen el mismo peso predictivo de
la presencia de la especie y en el caso de la modelacion de nicho al pasado o al
futuro asume que no existe cambio del nicho fundamental ni de la capacidad de

dispersion de la especie (Peterson, 2011).

La modelacién de nicho ha sido empleada recientemente en estudios de
filogeografia para evaluar sitios de refugio, asociando la distribucién potencial de las
especies al ultimo méximo glacial con la diversidad genética (Garrick, 2013; Jezkova
et al., 2014; Knowles y Alvarado-Serrano, 2010); para identificar el nicho potencial de
linajes cercanamente emparentados (Leaché et al., 2009; Worth et al., 2015) y su
asociacion a presiones selectivas (Freedman et al., 2010; Manel et al., 2010); para
caracterizar preferencias y tolerancias ambientales (Wooten y Gibs, 2012) entre otras
aplicaciones. Aunque no ha sido evaluado en especies con distintos sistemas de
reproduccion, la modelacion de nicho también podria ser de utilidad para identificar la
segregacion espacial de sexos asociada a condiciones medioambientales

diferenciales.

2.5 Diferencias morfoldgicas de flores

En cactaceas, la identificacion de sexos se ha determinado principalmente a partir
de observaciones de campo (i.e. produccion de frutos) y de la observacion directa de
ovulos y granos de polen en las flores. En menor medida, se han realizado estudios
morfolégicos y/o morfométricos detallados de las estructuras reproductivas. En
general, estos estudios han mostrado que en flores bisexuales el androecio
(estambres, anteras y polen) y el ginoecio (pistilo, cAmara ovarica y 6vulos) estan
bien desarrollados, mientras que las flores unisexuales presentan cierto grado de
degeneracion en las estructuras del sexo no funcional (Anexo 1). A continuacion se
describen algunas de las principales diferencias morfolégicas de las flores pistiladas

y estaminadas de cactaceas.
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En el caso de las flores pistiladas (femeninas), estas se caracterizan
principalmente por la ausencia de granos de polen (Del Castillo y Argueta, 2009; Del
Castillo y Gonzéalez-Espinoza, 1988; Leuenberger, 1986; Orozco-Arroyo et al., 2012;
Anexo 1); aunque en algunos casos como Opuntia quimilo (Diaz y Cocucci, 2003),
Echinocereus yavapaiensis (Baker, 2006) y Mammillaria dioica (Bemis et al., 1972,
en Parfitt, 1985) se reporto la produccion ocasional de granos de polen “inmaduros”,
“falsos”, o “malformados”. Otra caracteristica de las flores pistiladas es la presencia
de anteras indehiscentes; es decir, no se abren lateralmente para permitir la
expulsion de granos de polen (Bemis et al., 1972 en Parfitt, 1985; Brandegee, 1897;
Strittmatter et al., 2006; 2008).

Para el caso de las flores estaminadas de cactaceas, éstas exhiben diferentes
grados de especializacién hacia la funcibn masculina. La produccion de évulos y
funiculos (estructuras filiformes que derivan de la pared de la camara ovarica y se
diferencian en ovulos en su extremo distal) varia ya sea desde: la ausencia total de
ovulos y funiculos (Negron-Ortiz y Strittmatter, 2004), la presencia de funiculos
desarrollados y évulos ocasionales de talla reducida e inviables (Orozco-Arroyo et al.,
2012), hasta la presencia de abundantes funiculos y 6vulos bien desarrollados que

pueden resultar en frutos (Strittmatter et al., 2006; 2008).

En el caso del cardon la diferenciacion se sexos se ha basado Unicamente en la
presencia/ausencia de polen y granos de polen (Medel-Narvaez, 2003; 2008;
Fleming et al., 1994). En el caso de las flores estaminadas se report6 la presencia de
dos morfos de flores estaminadas: Dichos morfos se diferenciaron por la ausencia y

presencia ocasional de évulos.

Ademas de las diferencias morfoldgicas, las flores unisexuales presentan
diferencias morfométricas. Se ha reportado mayor produccion de évulos en el caso
de flores pistiladas con respecto a flores bisexuales (Del Castillo y Trujillo Argueta,
2009; Baker, 2006; Hoffman, 1992; Fleming et al., 1994; 1998; Medel-Narvéaez, 2003;

2008; Scobell y Schultz, 2005). También se reportaron flores y anteras mas grandes
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y mayor cantidad de polen en flores estaminadas con respecto a flores bisexuales
(Del Castillo y Truijillo Argueta, 2009; Dias y Cocucci, 2003). Para el cardén Fleming
et al. (1994), reporté mayor cantidad de ovulos en flores pistiladas y mayor cantidad

de polen en flores estaminadas.

La presencia de caracteristicas morfolégicas y morfométricas similares a lo
largo de distintas especies de cactaceas (Anexo 1), sugiere que mecanismos
similares estan controlando la expresion sexual y favoreciendo mayor fertilidad de
unisexuales sobre las flores bisexuales. Los andlisis morfol6gicos y morfométricos
detallados de flores permitiran corroborar si los morfos florales del cardon presentan

caracteristicas similares a los reportados previamente para esta y otras cactaceas.

2.6 Sistemas de reproduccion

A diferencia de los animales en los cuales la reproduccion es principalmente
sexual, en plantas la reproduccién sexual y asexual son ampliamente distribuidas.
Dentro de la reproducciéon sexual podemos encontrar especies hermafroditas (ambos
sexos en un mismo individuo) y especies con dimorfismo de géneros (individuos con
sexos separados; Richards, 1997). Al igual que en las angiospermas, la gran mayoria
de las cactaceas son hermafroditas; aunque el dimorfismo de géneros se ha
reportado en 30 (~2%) de las 1,845 especies reportadas por Anderson (2001). La
mayoria de los hermafrodita han desarrollado mecanismos que promueven la
reproduccién entre individuos diferentes o xenogamia (i.e. dicogamia®, hercogamia?,
monoicismo® y auto-incompatibiliad; Richards, 1997) aunque en algunos casos los
hermafroditas pueden ser autocompatibles, como se ha sugerido para P. pringlei
(Fleming et al., 1996). Por su parte, el dimorfismo de géneros es sin duda el
mecanismo mas efectivo para garantizar la xenogamia. El dimorfismo de género

implica individuos con funciones sexuales diferentes. Plantas hembra producen

1 Dicogamia. Separacion espacial de las anteras y estigma dentro de flores bisexuales
2 Hercogamia. Separacion temporal en la maduracion de granos de polen y évulos
3 Monoicismo. Producen flores pistiladas y estaminadas en un mismo individuo
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Unicamente flores pistiladas; mientras que plantas macho producen Unicamente
flores estaminadas (con algunas excepciones donde flores estaminadas pueden
producir ovulos viables, Strittmatter et al., 2006; 2008). Los machos, hembras y
hermafroditas se combinan de distintas formas para dar origen a los sistemas de
reproduccion. Estos son: ginodioico (hembras y hermafroditas), androdioico (machos
y hermafroditas), subdioico (hembras, hermafroditas y machos que ocasionalmente
producen frutos viables), y trioico (machos, hembras y hermafroditas). Todos los
sistemas de reproduccion se han reportados en la familia Cactaceae. De acuerdo a
una revision bibliogréfica realizada en este estudio, aproximadamente el 33% de las
cactaceas con dimorfismo de géneros ocurren en la PBC. Las islas del Caribe
también presentan alto porcentaje de especies dimorficas (39%), lo cual podria
sugerir que la condicién de aislamiento es un factor importante para promover la
separacion de sexos. Por otro lado, el cambio de presiones también podrian ser
importantes ya que las tres especies con mayor rango de distribucién en norte
América, incluyendo a Echinocereus coccineus, Opuntia robusta y Pachycereus
pringlei, presentan mas de un sistema de reproduccion (Medel-Narvaez, 2008;
Hoffman, 1992; Scobell y Schultz, 2005; Del Castillo y Trujillo Argueta, 2009; Figura
4).
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Los sistemas de reproduccion del carddén fueron descritos por Fleming et al.
(1994; 1996), Molina-Freaner et al. (2003) y Medel-Narvaez (2008). Estos autores
identificaron tres sistemas de reproduccion. 1) Un sistema trioico al centro y sur de la
PBC, asi como en el norte de la costa de Sonora; 2) un sistema ginodioico
principalmente al norte de la PBC; y 3) un sistema hermafrodita en dos islas del sur

del Golfo de California, Isla Catalana e Isla Cerralvo (Figura 5).
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Figura 5. Sistemas de reproduccién del carddn P. pringlei en el noroeste de México, reportados en la
literatura (Fleming et al., 1996; 1998; Medel-Narvaez, 2008; Molina-Freaner et al., 2003). Trioico =
machos, hembras y hermafroditas, Ginodioico = hembras y hermafroditas.
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La presencia de distintos sistemas de reproduccién ha llamado la atencién de
bidlogos evolutivos interesados en investigar las presiones selectivas que determinan
su establecimiento (Charlesworth, 1990; Bawa, 1980; Lloyd, 1972). Entre los
principales factores que regulan cada sistema de reproduccion se ha sugerido a los
polinizadores y a las condiciones medioambientales, las cuales afectan la tasa de

autofecundacion, la fertilidad y la sobrevivencia de los morfos sexuales.

En el caso de los factores ecolédgicos, el murciélago Leptonycteris curasoae ha
sido considerado como el factor principal para el sistema trioico en el cardon
(Fleming et al., 1998; Molina-Freaner et al., 2003). Este polinizador es altamente
efectivo (89% de fijacion de frutos; Fleming et al., 1994) y posee gran capacidad de
dispersion (20-30 Km de forrajeo, Sahley, 1993). Considerando que los machos
producen, en promedio, mas polen que los hermafroditas (1.6 veces mas polen que
los hermafroditas); Fleming et al. (1998) proponen que la presencia de este
polinizador incrementa el éxito reproductivo de los machos con respecto a los
hermafroditas. Esto se debe, no solo al transporte efectivo del polen, sino ademas al
aumento en la disponibilidad de 6vulos. Sin embargo, en un estudio mas reciente en
el cual se incluyeron més sitios de observacion de P. pringlei y nuevos registros de
cuevas de maternidad de L. curasoae, Molina-Freaner et al. (2003) indican que la
presencia de este murciélago no es suficiente para explicar el patron geografico de
los sistemas de reproduccion del cardon. Las é&reas geograficas donde hay
poblaciones trioicas y ginodioicas pueden ser sitios con baja y alta abundancia del

murciélago

Alternativamente, Molina-Freaner et al. (2003) suponen que el patron geogréfico
de sistemas de reproduccién del carddén podria ser el resultado histérico de una
colonizacion hacia el norte, o bien podria estar afectado por otros factores, tal como
la heterogeneidad ambiental. Este factor puede afectar la distribucion y abundancia
de los polinizadores; o bien, directamente sobre la fertilidad y sobrevivencia de los
morfos sexuales. Scobell y Schultz (2005) sugirieron que los sistemas de

reproduccion de la cactacea columnar Echinocereus coccineus estdn determinados
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por el cambio de polinizadores a lo largo de un gradiente altitudinal y de
precipitacion. Sitios elevados con alta precipitacion favorecen la presencia de
colibries. Estos polinizadores de gran capacidad de dispersion reducen la tasa de
autofecundacién y depresion por endogamia, favoreciendo el establecimiento de un
sistema hermafrodita. En contraste, en sitios bajos y de poca precipitacion, los
polinizadores principales son las abejas. La poca capacidad de dispersién de las
abejas incrementa la tasa de autofecundacion y la depresion por endogamia,
favoreciendo el establecimiento de un sistema dioico (machos y hembras).
Seguramente la temperatura es un factor que limita la distribucion del murciélago L.
curasoae. A pesar de que éste murciélago es un mamifero homeotermo, su
distribucion esta restringida a zonas tropicales y subtropicales, posiblemente por el
alto gasto energético que requiere el vuelo, no le permiten mantenerse en sitios con
temperaturas frias (Valiente-Banuet et al., 1996). Sin embargo, a diferencia de la alta
depresion por endogamia estimada para E. coccineus (d = 0.99), estudios basados
en la produccién y germinacion de semillas en P. pringlei, revelaron un efecto
despreciable de depresion por endogamia (i.e. d = 0; Fleming et al., 1998). Es posible
que el cambio en la tasa de autofecundacion promovido por el cambio de
polinizadores, el cual ha resultado, a su vez, del cambio de condiciones climaticas,
no parece ser un factor importante para determinar el sistema de reproduccion del

cardon.

El efecto directo de la heterogeneidad ambiental sobre los sistemas de
reproduccion se ha demostrado en varias especies de plantas (Arroyo y Squeo,
1990; Ashman, 1999; Barrett, 1992; Costich, 1995; Delph, 1990; Hart, 1985; Sakai y
Weller, 1999; Webb, 1979). De manera general, estos estudios proponen que en
condiciones estresantes o de recursos limitados la tendencia es hacia la separacion
de funciones sexuales; mientras que condiciones mas 6ptimas, la tendencia es hacia
sistemas monomorficos. En Wurmbea dioica (R.Br.) F. Muell, una especie de la
familia Liliacea que se distribuye en Australia, el sistema de reproduccion

hermafrodita ocurre en ambientes mas humedos, mientras que el sistema dioico se
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encontré preferentemente en sitios mas secos (Barrett, 1992). Esto se ha explicado
por las diferencias en los costos reproductivos. Los hermafroditas, al poseer dos
funciones sexuales requieren recursos suficientes para poder llevar a cabos sus
funciones reproductivas, por lo que tienden a estar en sitios donde los recursos no
son limitantes. En contraste, los machos, al perder la funcién sexual de mayor costo
(femenina) podrian resultar favorecidos con respecto a los hermafroditas, en
condiciones estresantes o de recursos limitados. En el caso de Wurmbea dioica, la
presencia de machos en sitios mas secos fue explicada por redistribucion de
recursos hacia la produccion de raices mas largas que las de los hermafroditas, esto
incrementa su capacidad de toma de agua y nitrdgeno en sitios con recursos
limitantes. Entonces, es posible que en el carddn, los polinizadores junto con las
condiciones medioambientales estén determinando el patron de distribucion
geografica de los sistemas de reproduccion. La distribucion de machos del cardon (y
por lo tanto los sistemas de reproduccion trioico) podria asociarse a sitios donde se
encuentra su principal polinizador debido que éste incrementa su fertilidad relativa a
la de los hermafroditas; pero también podria resultar favorecido en sitios de escasos
recursos (de menor precipitacion anual) donde se espera que los machos sean mas
eficientes en la captura de recursos que los hermafroditas, debido a su menor costo

reproductivo y capacidad de redistribucion de recursos para otras funciones vitales.

2.7 Conceptos basicos de genética poblacional y filogeografia

Para fines de este estudio se adoptd el concepto genético de poblacion, la
cual se define como un conjunto de individuos de una misma especie que comparten
un acervo o “pool” genético, donde todos los miembros pueden aparearse
aleatoriamente (Waples y Gaggiotti, 2006). La genética de poblaciones es la rama de
la genética que se encarga de cuantificar la diversidad y estructura genética de las
poblaciones, asi como su cambio a través del tiempo (evolucién). La diversidad se

refiere a la variabilidad genética y puede ser medida en diferentes formas, tales
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como: proporcién de loci polimdrficos, niamero de alelos por loci, y heterocigosidad o
proporcion de individuos heterocigotos (individuos con alelos distintos para mismo
loci). Por su parte, la estructura genética se refiere a la distribucion de las frecuencias
alélicas de las poblaciones, esta puede ser homogénea o discontinua. Un patron
homogéneo de estructura genética sugiere reproduccién al azar o panmixia; mientras
gue un patron discontinuo sugiere reproduccion no aleatoria y accion independiente o
diferencial de las fuerzas evolutivas, tales como mutacion, migracion, deriva genética
y seleccién natural (Templeton, 2006).

El patron discontinuo de estructura genética (reproducciébn no aleatoria y
accion independiente o diferencial de las fuerzas evolutivas) es promovido por la
influencia de eventos histéricos tales como la dispersion y vicarianza; asi como por la
influencia de factores ecolédgicos tales como: tipo y abundancia de polinizadores,
preferencia de hébitat, etc., como de historia de vida tales como sistemas de
reproduccion (Duminil et al., 2009; Hewitt, 1996).

Cuando la historia evolutiva de las poblaciones se analiza desde la perspectiva de
la biogeografia historica; es decir, buscando explicaciones asociadas a eventos
geoldgicos o climéticos histéricos de los patrones espaciales de diversidad genética
observados, entonces se habla de filogeografia (Avise, 2000). Los patrones
filogeograficos se explican por medio de dos hipétesis: la vicarianza y la dispersion.

Los cuales se explican en las siguientes secciones.

2.8 Patron filogeografico

La hipotesis de vicarianza predice que el surgimiento de una barrera fisica
(surgimiento de montafias, cuencas, canales, etc.) fragmenta la distribucion de las
especies y promueve su diferenciacion genética. Esto se debe a la ausencia de flujo
genético y la accion independiente de las fuerzas evolutivas a ambos lados de la
barra. La vicarianza puede reflejarse en el surgimiento de alelos privados, filogenias

reciprocamente monofiléticas (los ancestros y descendientes en un mismo clado
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para cada poblacion), y con el tiempo suficiente resulta en especiacion alopatrica
(Avise, 2000).

Como se comentd, el Desierto de Sonora y en particular la PBC es una regién
caracterizada por una compleja historia geolégica, que aunada a los eventos
climaticos de escala global, han tenido un profundo efecto sobre el patrén de
variacion genética de la fauna y flora local (Grismer, 2000). Sin embargo, las
investigaciones en la flora xérica son escasas (Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003;
Fleming et al., 1998; Nason et al., 2002). Varios estudios realizados en vertebrados e
invertebrados de la PBC sugieren que los patrones filogeograficos observados
pueden explicarse mediante la hipdtesis de vicarianza, siendo tres los eventos
vicariantes mas ampliamente usados, 1) la formacion del Golfo de California durante
el Plioceno (que concluyé aproximadamente hace 3-5 m. a., Crews y Hedin, 2006;
Lindell et al., 2008; Riddle et al., 2000; Upton y Murphy, 1997; Whorley et al., 2004);
2) un canal transpeninsular que separo temporalmente la region de Los Cabos y La
Paz, al sur de Baja California Sur, el cual comunic6é temporalmente el Golfo de
California con el Océano Pacifico hace aproximadamente 3 m. a. (Riddle et al., 2000;
Upton y Murphy, 1997) y 3) un canal medio transpeninsular a la altura del Desierto de
Vizcaino hace aproximadamente 1 a 1.6 m. a. (Crews y Hedin, 2006; Upton y
Murphy, 1997). A pesar de la importancia relativa de los eventos geoldgicos
historicos en la arquitectura genética de la fauna local de la PBC, dichos eventos
vicariantes parecen haber tenido poco impacto en las cactaceas del Desierto de
Sonora. Por ejemplo, los dos primeros eventos geoldgicos fueron apoyados por un
estudio aloenzimatico realizado en la senita, Lophocereus schottii (Nason et al.,
2002); mientras que no hay sefiales genéticas asociadas a un canal medio
transpeninsular para esta u otras especie de cactaceas columnares para las cuales
se han realizado estudios moleculares, incluyendo la pitahaya agria, Stenocereus
gummosus (Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003) y la especie objeto de este estudio,

el cardén Pachycereus pringlei (Fleming et al., 1998).
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Lo anterior podria explicarse en parte porque las cactadceas son organismos
de origen tropical que posteriormente se adaptaron a condiciones célidas y aridas de
los desiertos. La intensificacion de las heladas y la disminucion de las lluvias de
verano durante los periodos frios glaciales debieron reducir el rango de distribucién
de las cactdceas (Shreve, 1964; Van Devender, 1990), borrando las sefiales

genéticas que pudieron haber dejado los eventos vicariantes historicos.

La hipotesis alternativa a la vicarianza es la dispersion, la cual predicen que el
patron filogeogréfico de las especies es el resultado de la expansion del rango de
distribucion, atravezando barreras fisicas pre-existentes. EI cambio de régime
climatico provocado por los eventos glaciales e interglaciales que caracterizaron al
Pleistoceno a menudo resultan en la contraccibn y expancién del rango de
distribucion de las especies. En el escenario mas simple, donde la contraccion del
rango de distribuciébn ocurre hacia una sola zona de refugio, seguido de una
expansiéon unidireccional, se espera que los valores de diversidad genética mas altos
se localicen en la zona de refugio, seguido de una reducciéon gradual en direccion a
la ruta de dispersion (Hewitt, 1996). Si ademas el flujo genético es restringido, se
espera encontrar un patrén de aislamiento por distancia donde las relaciones de
parentesco entre poblaciones decrecen conforme aumenta la distancia; asi como una
filogenia de clados anidados donde los linajes mas recientes evolutivamente se
anidan y derivan sucesivamente de linajes mas ancestrales (Wright, 1943). El patrén
de aislamiento por distancia, la filogenia de clados anidados y la disminucién gradual
de la diversidad genética hacia el norte, sugieren la extincién de las poblaciones
nortefias de senita (L. schotti) como consecuencia de la disminucién de la
temperatura durante el Ultimo Maximo Glacial (UMG, ~21,000) seguido de una
expansion post-Pleistocénica del rango de distribucion hacia el norte de la peninsula
(Nason et al., 2002). Esta hipétesis fue apoyada también por el patron latitudinal de
la diversidad genética observado en la pitahaya agria S. gummosus, a partir de
estudios aloenzimaticos y microsatelitales (Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003;
Lozano-Garza, 2013).
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Si las cactaceas del desierto de Sonora compartieron una misma historia
climatica, entonces es posible que el patrén filogeografico de P. pringlei sea
consistente con una zona de refugio al sur de la peninsula, seguido de una
expansion reciente. Esto encubriria las sefiales genéticas que pudieron haber

dejado los eventos vicariantes mas antiguos.

2.9 Sistemas de reproduccién y patrén genético de variacion

Como mencionamos anteriormente, ademas de los eventos historicos vicariantes
y de la dispersion, un patrén genético discontinuo puede deberse a la influencia de
factores ecoldgicos y de historia de vida. El sistema de reproduccion, es con mucho
el principal rasgo de historia de vida que afecta el patron genético de variacion en
plantas. Sin embargo, este tema ha sido pobremente estudiado en cactaceas debido,
principalmente, a la ausencia de especies con variacion geografica clara en los

sistemas de reproduccion.

Estudios realizados en otras especies son consistentes con que el aumento en la
tasa de autofecundacion reduce el flujo genético entre poblaciones y aumenta el
efecto de la deriva genética dentro de poblaciones, lo cual se traduce en una mayor
diferenciacion genética entre poblaciones y menor diversidad dentro de poblaciones
en especies hermafroditas autocompatibles, con respecto a especies xenogamicas

obligadas (entrecruzamiento entre individuos diferentes; Duminil et al., 2009).

Hamrick y Godt (1989) en un estudio aloenzimatico de varias especies de plantas,
observaron que en especies hermafroditas, el 51% de la variabilidad ocurrié entre
poblaciones mientras que en poblaciones xenogamicas la mayor variabilidad ocurrio
dentro de las poblaciones y menos del 10% entre éstas. Por su parte, en una revision
bibliografica de los valores de diferenciacion genética (Fst), coeficientes de
endogamia (F;s) y tasa de entrecruzamiento (t,) reportados para 263 especies de

plantas, Duminil et al. (2009) identificO que el sistema de reproduccion predice
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consistentemente el grado de diferenciacibn genética. Como lo habia notado
anteriormente Hamrick y Godt (1996), conforme el sistema de reproduccion favorece
la autofecundacion, se incrementa el grado de diferenciacion genética entre
poblaciones. Esto lo explicaron porque la autofecundacién disminuye el flujo genético
entre poblaciones (ocasionada porque el polen empleado para la autopolinizacién no
contribuye al flujo genético) y aumenta la depresion por endogamia, la cual reduce el
tamafo efectivo poblacional e incrementa la deriva genética dentro de las

poblaciones.

El Unico estudio en cactaceas que sugiere un efecto del sistema de reproduccion
sobre el patrén genético, es el realizado por Nassar et al. (2001) para la cactacea
globosa Venezolana Melocactus curvispinus Pfeiff. En este estudio Nassar et al.
(2001) propusieron que tanto la dispersion limitada mediada por animales, asi como
la presencia de un sistema de reproduccién mezclado (i.e. con variacion geografica
de la tasa de autofecundacion a lo largo del rango de distribucion) podrian ser los
principales factores responsables de la menor diversidad genética dentro de
poblaciones y la mayor diferenciaciébn genética entre poblaciones en Melocactus
curvispinus Pfeiff, comparados con los valores descritos en cactaceas columnares
con reproduccioén xenogamica obligada y polinizadores que poseen amplia capacidad

de dispersion del polen.

Alternativamente, un estudio mas reciente (Onge et al., 2011) indican que tanto
los sistemas de reproduccion como los eventos demogréficos historicos juegan un
papel importante en el patron contemporaneo de estructuracion genética de las
especies. La menor diversidad genética fue observada en Capsella rubella, una
especie autocompatible (90 - 94% de autofecundacion), comparado con C.
grandiflora, una especie cercanamente emparentada con reproduccion cruzada. Pero
ademas, los patrones de estructuracion de cada especie sugieren la influencia de
eventos histéricos. C. rubella derivd de un proceso de especiacion reciente a partir
de C. grandiflora, posiblemente por varios eventos fundadores independientes.

Mientras que C. grandiflora mostr6 evidencia de eventos recurrentes de contraccion
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y expansién, asi como aislamiento por distancia, posiblemente asociados con

cambios climaticos recurrentes (eventos glaciales).

El cardon es una especie con una marcada diferencia en los sistemas de
reproduccion. Si el aumento en la frecuencia de los hermafroditas del cardon es
reflejo de un aumento en la tasa de autofecundacién. Entonces, de acuerdo a lo
observado en otras especies, se esperaria que las localidades hermafroditas
presentaran menor grado de diversidad genética y mayor grado de estructuracion
genética comparado con las poblaciones trioicas donde la presencia de los
unisexuales favoreceria un aumento en la tasa de entrecruzamiento y de flujo

genético.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Contribuir al conocimiento de la morfologia floral, la ecologia de los sistemas de

reproduccion y la estructura genética de las poblaciones del cardon Pachycereus

pringlei a lo largo de sus distribucion geografica.

3.2 Objetivos particulares

1.

Identificar las diferencias morfolégicas y morfométricas de flores pistiladas,
estaminadas, y hermafroditas del cardén P. pringlei en una localidad ubicada

al sur de La Paz, Baja California Sur.

Corroborar el patron geogréfico de los sistemas de reproduccién de P. pringlei,
reportado en estudios previos, asi como su relaciones con la distribucion de su
principal polinizador (Leptonycteris curasoae) y variables medioambientales

derivadas de la temperatura y precipitacion.

Determinar la estructura genética y patron de la diversidad del cardon P.

pringlei.

Evaluar la concordancia con la presencia de una zona de refugio al sur de la
peninsula, y verificar la ocurrencia de una reciente de expansion demogréfica

hacia el norte.

Determinar si los eventos vicariantes (i.e. Golfo de California, canal medio
transpeninsular e Istmo de La Paz) sugeridos en la literatura para explicar los
patrones filogeograficos observados en animales y plantas de la PBC se

cumplen en el cardon.
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6. Determinar la relacion de los patrones de distribucién geografica de los

sistemas de reproduccion y la estructura genética del cardon en la PBC.

4. HIPOTESIS

Hipotesis 1

Dado que estudios anteriores han revelado caracteristicas morfologicas
similares que se asocian con la esterilidad masculina (hembras) y femenina (machos)
de flores pistiladas y estaminadas para la familia cactaceae. En este estudio se
espera observar flores pistiladas con anteras indehiscentes, sin produccion de polen
o polen malformado; asi como distintos niveles de especializacion de las flores
estaminadas, incluyendo distintos grados de diferenciacion de funiculos vy

posiblemente la presencia de 6vulos.

Hipotesis 2

Dado que el éxito reproductivo de los machos del cardon esta determinado por
la dispersion del polen a través de polinizadores y que los cardones, al perder la
funcion sexual de mayor costo (femenina) pueden redistribuir recursos hacia otras
funciones vitales permitiéndoles una mejor optimizacion de recursos en ambientes
pobres, tales como baja precipitacién. En este estudio se espera encontrar regiones
geograficas con poblaciones trioicas con presencia de L. curasoae y/o con menor

precipitacion anual.
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Hipdtesis 3

Dada la vulnerabilidad de las plantas del desierto a las condiciones frias y alto
régimen de precipitacién en invierno, asociados con periodos glaciales; asi como al
patrén de aislamiento por distancia y area refugio en el extremo sur de la Peninsula
de Baja California, sugeridos para otras cactaceas columnares del Desierto de
Sonora. En este estudio se espera un gradiente latitudinal de diversidad genética,
aislamiento por distancia y una zona de refugio al sur de la peninsula, asi como una

ausencia de sefiales genéticas asociadas a eventos vicariantes histéricos.

Hipotesis 4

Dado que la limitacién del polen debido a la tasa de autofecundacion aumenta la
diferenciacion genética y disminuye la diversidad dentro de poblaciones; se espera
observar un mayor grado de diferenciacién genética y menor diversidad en sistemas

de reproduccion hermafrodita y ginodioico, comparado con el sistema trioico.

5. JUSTIFICACION

El carddn, P. pringlei junto con otras cactaceas columnares tales como el sahuaro
(Carnegiea gigantea), la senita (Lophocereus schottii), y la pitahaya agria
(Stenocereus gummosus) forma parte de la tribu Pachycereeae, la cual es de gran
importancia para México ya que de las 58 especies que la integran, 54 se encuentran
en el pais y 47 son especies endémicas (Arias-Montes et al., 1997). En el noroeste
de México, las cactaceas columnares dominan el paisaje y constituyen un elemento
clave del ecosistema. Su gran biomasa, longevidad e inversion en estructuras
reproductivas, proveen de refugio, proteccién y alimento a una gran variedad de
vertebrados e invertebrados. A pesar de su importancia ecoldgica, aun se conoce
muy poco sobre los factores ecoldgicos, medioambientales y de historia de vida que

estan determinado su establecimiento y promoviendo su evolucion.
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Realizar estudios bioldgicos, ecoldgicos y evolutivos del cardén no solo resulta
interesante por sus caracteristicas excepcionales de amplia distribucion vy
polimorfismo de sistemas de reproduccion, sino que ademas son fundamentales para
entender su papel en el ecosistema y contribuir con el conocimiento de la riqueza
especifica de México. A la fecha los estudios ecoldgicos del cardon se han limitado a
pocas localidades (Bahia Kino, SON; Comitan, B.C.S.); mientras que los estudios
moleculares de cactaceas columnares en general, se han visto limitados por la falta
de marcadores de alta resolucion. Esto ha impedido identificar patrones de
estructuracion genética a escalas finas e identificar el papel de factores eclogicos o
de historia de vida en el repertorio genético de las especies. Es necesario realizar
estudios integrales que incorporen aspectos biolégicos, ecologicos y genéticos,
empelando nuevas herramientas de alta resolucién, poder de analisis y de inferencia.
Esto va a permitir tener un panorama amplio de los procesos que estan
determinando la distribucién geografica y evolucion de las especies a macro y micro
escala. Ademas, investigaciones futuras podran sacar ventaja de la delimitacion
genética de poblaciones y del patrén filogeografico encontrado en esta especie para

direccionar preguntas de investigacion minimizando esfuerzos de recolecta.

Este estudio forma parte de un proyecto integral de filogeografia comparada del
noroeste de México el cual incluye otra especie de cactacea (S. gummosus), dos
especies de cianobacterias (Microcoleus vaginatus y Microcoleus chthonoplastes),
dos crustaceos (Triops longicaudatus, Streptocephalus dorothae), y dos
invertebrados (Pardosa sierra y Pardosa litoralis). Este megaproyecto permitira
identificar los efectos que han dejado los eventos vicariantes antiguos (Mioceno) y
cambios climaticos recientes (Pleistoceno) sobre la estructura genética y
filogeografia de la biota del noroeste de México. Asi mismo permite explorar sobre
explicaciones alternativas a dichos eventos geoldgicos y climaticos histéricos

dependiendo de la historia de vida de cada especie.
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6. METODOS

6.1 Area de estudio

El &rea de estudio comprende el rango de distribucion de P. pringlei (Turner et al.,
1995). Esta area ocupa gran parte de la PBC, algunas islas del Golfo de California y
costa de Sonora, todos ubicados al noroeste de México. Con excepcion de la region
del Cabo, el rango de distribucion de Pachycereus pringlei forma parte de la provincia

floristica denominada “Desierto de Sonora” (Figura 6).

6.2 Trabajo de campo

Con la ayuda de un estadal, el cual consiste de un tubo extensor con un pequefio
saco de tela en su extremo distal para evitar que las flores recolectadas caigan al
suelo, se recolectaron 1,826 flores de individuos diferentes de Pachycereus pringlei
durante Marzo a Julio del 2010 y 2011. En total se visitaron 45 localidades,
distribuidas a lo largo de todo el rango de distribucion del cardén, incluyendo 29
localidades de Baja California Sur (5 Islas), 7 localidades de Baja California Norte, y
9 de Sonora (3 Islas) (Figura 6, TABLA l1ll). De cada sitio se registré la ubicacion
geografica con un GPS. Posteriormente, cada flor se etiquetd y se guardd en una

bolsa de plastico dentro de una hielera hasta su procesamiento en laboratorio.
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Figura 6. El area de estudio incluye todo el rango de distribuciéon de Pachycereus pringlei (Turner et
al., 1995) la cual pertenece, en su mayoria a la provincia denominada desierto de Sonora (imagen
superior derecha). En la imagen se muestran los sitios de recolecta. Para detalles de las
abreviaciones ver TABLA III.
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6.3 Caracterizacion morfolégicay morfométrica de flores

Una vez en laboratorio, las 1,826 flores se cortaron por la mitad de manera
transversal con un bisturi y se determind el sexo con la ayuda de un microscopio
estereoscopio con aumentos de 4x y 10x. La ausencia de polen en las anteras se
consider6 como cardacter diagnostico para las hembras o de flores pistiladas (P); la
usencia de 6vulos en la camara ovarica se consider6 como caracter diagnostico para
los machos o flores estaminadas (E); la presencia de évulos y polen se consideré
como caracter diagnostico para hermafroditas (H) o flores bisexuales; mientras que
las flores que no presentaron polen ni 6vulos se consideraron estériles (S). Después
de la identificacion del sexo, se cortd una porcion de tejido de la pared del nectario
(~200 mg) de cada flores y se preservé en alcohol etilico 96° para los analisis

moleculares subsecuentes.

Para la caracterizacion morfolégica y morfométrica se estudiaron seis individuos
de cada sexo previamente identificados. Primero se obtuvieron imagenes del corte
transversal de un individuo de cada sexo con una camara digital Nikon D100
(NIKON®), asi como imagenes de las estructuras funiculares a 6.5X aumentos con
una camara ajustada al estereoscopio. Posteriormente, se realizaron analisis
morfométricos. Se tomaron distintas medidas de la flor y de las estructuras
reproductivas, incluyendo: el diametro de diez évulos (Do) y de diez granos de polen
(Dp) por flor, empleando el programa implementado en el microscopio electrénico de
barrido Joel JSM-6010 InTouchScope™ (JEOL USA, Inc. Peabody, MA, EUA).
Ademas, se empled un vernier para determinar la longitud total de la flor (Lt),
diametro de la corola (Dc), diametro basal a la altura de la camara ovérica (Db),
longitud promedio de 30 estambres de la parte mas externa de cada flor (Le),
longitud de la camara ovérica (Lc), didmetro de la cAmara ovéarica (Dco), longitud del
pistilo (Lp), longitud del nectario (Ln) y longitud de diez pétalos por flor (Lpe). Ademas
se cuantificé el nimero de estambres por cm? (Ne) y el nimero total de évulos (No)
(Figura 7). Las diferencias entre sexos fueron evaluadas estadisticamente por medio
de analisis de varianza en el programa STATISTIA v8.0 (StatSoft).
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Figura 7. Esquema representativo del corte transversal de una flor de cardén y las mediciones
realizadas para los analisis morfométricos. Longitud total de la flor (Lt), diametro de la corola (Dc),
didmetro basal a la altura de la camara ovarica (Db), longitud promedio de estambres (Le), longitud de
la camara ovarica (Lc), didmetro de la camara ovarica (Dco), longitud del pistilo (Lp), longitud del
nectario (Ln) y longitud de pétalos (Lpe).

Posteriormente, se realizd la identificacibon mas detallada de las diferencias
morfologicas entre sexos con ayuda de un microscopio electronico de barrido Joel
JSM-6010 InTouchScope™ (JEOL USA, Inc. Peabody, MA, EUA). Se capturaron
imagenes de distintas estructuras reproductivas de cada sexo, incluyendo: camara
ovarica, 6vulos, estambres y granos de polen. Para mejorar la resolucién de las
imagenes electronicas, se realizd un tratamiento de deshidratacion gradual con
etanol a distintas concentraciones (i.e. 30%, 50%, 80%, 100%), seguido de un
cambio gradual de etanol a acetona (etanol:acetona a 70:30, 50:50 y 30:70, y 100%
acetona), secado con CO; en una camara de Punto Critico Polaron E3000 Series Il
(Quorum Technologies Ltd, Sussex, UK), y recubrimiento con polvo de oro en una
camara Sputter Coater Edwards S150B (Edwards, Sanborn, NY, USA) siguiendo las

instrucciones de los proveedores.
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6.4 Sistemas de reproduccién

Primeramente, para cada sitio de muestreo se estimo la proporcion de sexos y el
sistema de reproduccién. Las localidades sin machos ni hembras se consideraron
como localidades con sistema de reproduccion hermafrodita (H), las localidades con
hermafroditas, al menos una hembra pero ausencia de machos se consideraron
ginodioicas (G); por su parte las localidades con hermafroditas, hembras y al menos
un macho se consideraron trioicas (T). Los distintos sistemas de reproduccién se
representaron en un mapa del noroeste de México (CONABIO,

http://www.conabio.gob.mx/informacion/gis/) empleando el programa ARCGIS 9.3

(ESRI, 2009). En el caso de los sistemas de reproduccion trioicos se hicieron tres
clases dependiendo de la frecuencia de machos (ocurrencia de machos en 10%,
30% y >30%) con la finalidad de visualizar la posible contribucién reproductiva de
estos a lo largo de los sitios de muestreo. Se evaluaron las diferencias de sexos
entre grupos por medio de andlisis de varianza (ANOVA) en el programa
STATISTICA v8.0 (StatSoft). Las regiones evaluadas fueron: Baja California Sur,
Baja California Norte, Sonora e Islas del Golfo de California. También se identifico la

correlacion entre las frecuencias de sexos.

Posteriormente se determind la asociacion entre las cuevas de maternidad y los
datos de captura del murciélago L. curasoae con la distribucion espacial de los
sistemas de reproduccién. Para esto, se obtuvieron registros de captura (Rojas-
Martinez et al., 1999) y la de ubicacion geografica de cuevas de maternidad de L.
curasoae de la literatura (Fleming et al., 1998; Molina-Freaner et al., 2003). Estos
datos se representaron sobre el mapa de distribucion de sistemas de reproduccion
de P. pringlei disefiado previamente. De acuerdo a la literatura, la capacidad de
forraje del murciélago es de 20-30 Km (Sahley et al., 1993), por lo que se calcul6é un
area potencial de forrajeo de los murciélagos a 30 y 60 Km a la redonda de cada
cueva. Para ello se empleo la herramienta de “buffer” de ARCGIS (ESRI, 2009). Con
el mismo programa (ARCGIS, ESRI, 2009) se estimé la distancia de cada localidad a

la cueva de maternidad de murciélagos mas cercana y se evalud su asociacién con


http://www.conabio.gob.mx/informacion/gis/
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los sistemas de reproduccién por medio de un analisis de varianza en el programa
STATISTICA v8.0 (StatSoft).

La asociacion de las variables climaticas con el patron espacial de sistemas de
reproduccion se analizé por medio de modelacion de nicho y analisis discriminate. La
modelacion del nicho potencial para toda la especie y posteriormente para el sistema
de reproduccién trioico se realiz6 empleando el algoritmo de méxima entropia en el
programa MAXENT v. 3.3.3 (Phillips et al., 2006). Para la modelacion de nicho de
toda la especie se empelaron en total 88 registros de presencia, obtenidos de campo
(este estudio) y de la literatura (Molina-Freaner et al., 2003; Fleming et al., 1994;
1998; y Medel-Narvaez, 2008; Anexo 2). En el caso de la modelacion de nicho del
sistema trioico, se emplearon solamente aquellos sitios con tamafio de muestra >20 y
frecuencia relativa de machos >30%. Las capas de variables climaticas derivadas de
la precipitacion y temperatura fueron obtenidas de la base de datos del WorldClim
(Hijmans et al., 2005, Anexo 3) a una resolucion de 30 segundos de arco (~1 Km). El
area de estudio y las coberturas bioclimaticas se cortaron en ARCGIS v9.3 (ESRI,
2009) para incluir solamente la porcion noroeste de México (i.e. PBC, Sonora y parte
de Sinaloa). Los datos se dividieron aleatoriamente para ser empleados en puntos de
entrenamiento (70%) y de validacion (30%) del modelo (Phillips et al., 2006). Se
utilizé un umbral de convergencia de 10 con 1,000 iteraciones, 10 réplicas para
cada modelo y se tom6 como corte de la distribucion potencial el umbral de
presencia minima (Anderson et al.,, 2004). La capacidad predictiva del modelo fue
medida por medio del valor de AUC (érea bajo la curva) que toma valores de 0 a 1,
donde uno representa total prediccion del nicho. ElI modelo final que resulté del
promedio de las diez réplicas se convirtio a datos binarios en ARCGIS v9.3 (2009) en
el caso de la modelacion de nicho para toda la especie; mientras que se dejé en
términos de probabilidad de presencia para el caso de la modelacién del sistema

trioico.

El andlisis discriminate se empled para identificar qué variables climéaticas de

precipitacion y temperatura separan mejor a los distintos sistemas de reproduccion
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del cardén. Las variables categoricas fueron: hermafroditas, trioicos y ginodioicos de
acuerdo al sistema de reproduccion determinado previamente para cada localidad.
Las localidades con frecuencias relativas de machos menores al 10% se
consideraron dentro del grupo “ginodioico” ya que es probable que la contribucion del
polen de los machos a la siguiente generacidbn sea minima comparada con la
contribucién de los hermafroditas que son mucho mas abundantes y tedricamente
son autocompatibles (Fleming et al., 1994). Las variables ambientales se obtuvieron
a partir de la extraccion de la informacion climética de cada una las 19 variables del
WorldClim correspondientes a cada localidad de muestreo (Anexo 3). Para ello se
empled el programa ARCGIS v9.3 (ESRI, 2009). Todas las variables climaticas que
resultaron con = 90% de correlacion lineal entre ellas se excluyeron del analisis. El
andlisis de correlacion de variables, asi como el analisis discriminante se realizaron
en el programa STATISTICA v8.0 (StatSoft).

6.5 Patrén filogeogréfico
6.5.1 Obtencién, disefio y caracterizacion de microsatélites

Dado que no existian marcadores microsatélites especie especificos en el cardon,

se disefiaron a partir de la técnica de pirosecuenciacion.

Se realizaron diez extracciones de ADN de corteza fresca de un mismo individuo
de Pachycereus pringlei, recolectado en El Comitan, La Paz, B. C. S. (23.985°N,
110.187°W) siguiendo el protocolo de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB),
modificado para plantas mucilaginosas (Cota-Sanchez et al., 2006; De la Cruz et al.,
1997; Anexo 4). Los productos se resuspendieron en 25 pL de agua MiliQ® (Milipore,
Billerica, MA., E.U.A.) y se determiné la cantidad y pureza en un espectrofotometro
Thermo Scientific NanoDrop ™ 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA,
EUA). Las extracciones que resultaron con alta pureza (i.e. razén 260/280 > 1.8) se

juntaron y se trataron durante 30 min a 37°C con ARNsa (4ug/uL), agregando 2 pL
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de ARNsa por cada 100 pL de producto de ADN. Aproximadamente ~5 ug totales de
ADN se enviaron a The Genome Sequencing Center de The University of California,
Santa Cruz, E. U. A. para la secuenciacion aleatoria de regiones del genoma
(pirosecuenciacion) con la plataforma 545 de Roche y la quimica GS-FLX Titanium
(Roche diagnostic, Basel, Switerland). La pirosecuenciacién se realizd bajo las
condiciones del prestador de servicio en una placa, junto con otras siete especies,
cada una con un codigo de secuencia identificadora. Una flor del individuo
pirosecuenciado se deposité en el Herbario HCIB del CIBNOR; con numero
JLLL11726, HCIB28440). Debido al bajo éxito de pirosecuenciacion, se realizé una
corrida adicional. Se emplearon herramientas bioinformaticas, disponibles en la red
para su analisis. Primero los archivos “.sff’ obtenidos del pirosecuenciador se
unieron, se eliminaron los adaptadores especifico y se transformaron a archivos de
secuencias (“.fasta”) y de calidad (“.qual’) con el software “sff extract”
(http://bioinf.comav.upv.es/sff_extract/index.html). Posteriormente, se obtuvieron
datos descriptivos de las lecturas, tales como namero y longitud de las secuencias,
empleado lineas de comandos (“scripts”) disponibles en la pagina del SCRIPTOME
de la Universidad de Harvard, E. U. A.
(http://sysbio.harvard.edu/csb/resources/computational/scriptome/Windows/). Se
estimaron estadisticos generales tales como promedio y desviacién estandar del
namero y longitud de secuencias con el uso de Excel (Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, USA). La identificacion de lecturas con potenciales
microsatélites perfectos (= 5 motivos para di-nucleétidos y = 4 motivos para tri- tetra-,
penta- y hexa-nucleétidos) se realizé con el programa MSATCOMMANDER
(Faircloth, 2008). Los archivos de secuencias (“.fasta”’) y de calidad (“.qual”)
resultantes del MSATCOMMANDER se importaron a Excel, en donde se filtraron
aquellas lecturas con presencia de microsatélites potenciales. A partir de éste archivo
con loci microsatelitales potenciales se disefiaron iniciadores mediante el programa
PRIMER3 (Rozen y Skaletsky, 2000) incluido en el programa iQDD (Meglécz et al.,
2010). Las condiciones especificadas para el disefio de iniciadores fueron: 1) la

temperatura de alineamiento entre 50-70° C con un maximo de 2° C de diferencia
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entre cada par de iniciadores, 2) los productos de PCR entre 90 y 320 pares de
bases de longitud, 3) el contenido de GC > 40%, 4) la longitud de iniciadores entre 17
y 27 nucleotidos, y 5) los parametros por defecto de PRIMER3 para auto-
complementariedad de los iniciadores y complementariedad entre cada par de

iniciadores.

Posteriormente, se seleccionaron 38 pares de iniciadores para probar su
amplificacion, patrén de bandeo y polimorfismo en 10 muestras de “El Comitan”
(COM). Las extracciones de ADN se realizaron como se explicé anteriormente. Se
realizaron diluciones de trabajo a concentraciones de ADN de ~100ng/uL en agua
MiliQ® (Milipore, Billerica, MA., E.U.A.). Se probaron tres temperaturas (la
temperatura sugerida por el proveedor +2°C) y dos concentraciones de cloruro de
magnesio (i.e. 1.5 mM y 2.0 mM) para cada par de iniciadores. Se realizaron
reacciones de PCR de 10 uL, usando un termociclador ICycler (BioRad Laboratories,
Hercules, CA, USA). Cada reaccion consisti6 en 50 ng de DNA, 0.2 mM de cada
dNTP (#18427-088, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 0.4 uM de cada primer (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA), 1 x PCR buffer (20 mM Tris-HCI, 50 mM KClI, a pH
8.4), 1-2.5 mM MgCl,, 0.4 U Tag DNA polimerasa (#11615-010, Invitrogen) y 0.1 mg
mL™ de albimina de suero bovina (#B90015, New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA). El perfil de termociclado consistié en: 1) una desnaturalizacion inicial a 94 °C
por 5 min, 2) 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 45 s a la temperatura de anillamiento (+
2°C la temperatura sugerida por el proveedor) y una extensién a 72 °C por 1 min; y 3)
una extension final a 72 °C por 25 min. Los productos de PCR se visualizaron por
medio de tincion de plata en geles de poliacrilamida 6% (Bio-Rad Laboratories),
empleando una escalera de 10 pb (Invitrogen), 1800 volts y 45 watts por ~1 hora. Se
seleccionaron los diez microatélites que resultaron con el menor numero de “stutters”
(bandas fantasmas) y que amplificaron consistentemente a lo largo de los 10
individuos empleados y se disefiaron iniciadores forwards marcados
fluorescentemente en su extremo 5° (FAM, NED, PET y VIC de Applied Biosystems.
Carlsbad, CA, USA). Para cada microsatélite se identificaron los motivos de
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repeticion, temperaturas de alineamiento, longitudes y numeros de acceso de
GenBank. En la seccion de resultados se muestran solamente los pares de
iniciadores empleados en este el estudio, el resto de marcadores se agregaron como

Anexo 5.

Los diez microsatelites optimizados y marcados con fluoréforos se caracterizaron
en 80 individuos provenientes de dos localidades: EI Comitan (LO1) y Punta Prieta
(L22). Las extracciones de ADN se realizaron como se explico anteriormente y se
empelaron diluciones de trabajo de ~100ng/pL de ADN. Se realizaron reacciones de
PCR con las condiciones y perfil de termociclado optimizados previamente, aunque
en este caso se sustituyo el iniciador forward por el iniciador marcado. Los productos
de PCR se agruparon de acuerdo al tamafio y color del fluoréforo en dos reacciones
de secuenciacion. MIX1: FAM-Ppri01, NED-Ppri02, VIC-Ppri03, PET-Ppri04 y FAM-
Ppri09; y MIX2: VIC-Ppri05, FAMPpri06, VIC-Ppri07, NED-Ppri08, FAM-Ppril0. Las
reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo en 10 pL de volumen total,
consistentes en 9uL de Hi-Di™ formamida (Applied Biosystems), 1 uL de 1:1 MIX:
MiliQ H,O, 1 uL escalera LIZ 600 (Applied Biosystems). Los tamafios de alelos
fueron detectados por laser en un secuenciador automatico (Gene Analyzer, ABI 310,
Applied Biosystems) y analizados con GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems).
Finalmente, se estimaron diferentes parametros de diversidad como numero
promedio de alelos por locus (A), nUmero maximo de alelos por individuo (A) y
heterocigosidad observada (Ho, como el niumero de individuos con al menos dos
alelos diferentes) en Excel (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA). La
Heterocigosidad esperada (Hg) se estimd en ATETRA, un programa disefiado para
especies tetraploides que toma en cuenta todas las posibles combinaciones de alelos
en poblaciones con heterocigotos parciales (Van Puyvelde et al., 2010)
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6.5.2 Control de calidad, obtencién de genotipos

Para los analisis poblacionales se seleccionaron 21 sitios de muestreo de los 45
visitados, la seleccion de estos sitios se hizo tratando de cubrir todo el rango de
distribucion del cardon. La extraccion de ADN se realizé siguiendo el protocolo de
bromuro de cetiltrimetilamonio (Cota-Sanchez et al., 2006; De la Cruz et al., 1997;
Anexo 4). Los productos de PCR se mezclaron de acuerdo a su tamafo y color de
fluoroforo en las reacciones MIX1 y MIX2 descritos anteriormente. Los productos
PCR fueron analizados en un secuenciador automéatico (Gene Analyzer, ABI 310,
Applied Biosystems). Los tamafios de alelos se determinaron en el software
GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems) empleando la escalera LIZ 600 (Applied
Biosystems).

Para el control de calidad se consideré lo siguiente:

1. La intensidad minima de >100 unidades relativas de fluorescencia (RFU,

relative fluorescence units) del pico principal en el electroferograma

2. Los tamafios consistentes con mdultiplos de los motivos repetitivos. Para
esto se construyé un alelograma por locus para identificar el patron y en

caso necesario se corrigié el corrimiento de lectura (i.e. = 1pb).

3. Todos los individuos con menos de 9 loci amplificados se excluyeron de

analisis moleculares.

4. Al menos el 5% de los tamafios de alelos se corrobor6 empleando

reacciones de PCR independientes.

Para la obtencion de los genotipos se tomé en cuenta la posibilidad de observar
hasta un maximo de cuatro picos, dado que estudios basados en el conteo de
cromosomas (Pinkava et al., 1973) y el patron de bandeo de aloenzimas (Murawski
et al., 1992; Fleming et al., 1998) en el cardon, insindan un nivel tetraploide, en al
menos en una localidad de Sonora (Bahia Kino, 28° 50’ N, 112° 05'W). Esto resulto
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problematico porque las configuraciones alélicas de heterocigotos parciales (ABBB,
AABB, AAAB, donde A y B son alelos de un locus) no se pueden identificar de
manera directa, ya que tanto los genotipos AABB y AAAB producen
electroferogramas de dos picos, pico A y pico B. Ademas de que no se pueden usar
estadisticos convencionales, los cuales son disefiados para especies diploides. De
manera tedrica se espera que las razones de areas entre los picos Ay B (i.e. areas
obtenidas GeneMapper 4.1, Applied Biosystems) de un heterocigoto parcial bi-
alélicos sean: 0.33, 1 y 3 para los genotipos ABBB, AABB y AAAB, respectivamente;
mientras que las razones de areas esperadas para los dos primeros picos (i.e. Ay B)
de los heterocigotos parciales tri-alélicos sean 0.5 y 2 para los genotipos ABB y AAB,
respectivamente. Teniendo en cuenta las razones de area esperadas en individuos
tetraploides, la determinacién de los tamafios alélicos se realiz6 de la siguiente

manera.

1. Los electroferogramas con dos picos se consideraron como individuos bi-
alélicos verdaderos si el area del pico secundario (el de menor intensidad)
fue = 0.33%; el area del pico primario (pico de mayor intensidad),
independientemente de su posicion a la derecha (menor longitud de pares
de bases) o a la izquierda (de mayor longitud de pares de bases) con
respecto al pico primario.

2. Los electroferogramas que mostraron tres picos se consideraron como
heterocigotos tri-alélicos verdaderos si el pico secundario presentaba una
area 250% al del area del pico primario, independientemente de su
posicién con respecto al pico primario

3. Los electroferogramas con tres picos en los cuales el pico secundario
present6 un area mayor entre 30 y 50% al del area del pico primario, se
consideraron como genotipos bi-alélicos, y el pico de menor intensidad se

elimind.
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4. Los electroferogramas de cuatro picos se consideraron como genotipos
tetra-alélicos verdaderos si al menos el pico secundario y terciario
presentaron intensidades > 60% al del area del pico primario.

5. Los electroferogramas de cuatro picos donde ninguno de los picos
secundarios presentaron intensidades 260% al area del pico primario, se
consideraron genotipo tri-alelico y se elimino el pico de menor intensidad.

6. Los electroferogramas de cuatro picos donde los picos secundarios
presentaron intensidades entre 30 y 50% al del &rea del pico primario se
consideraron como genotipos bi-alélicos y se eliminaron los dos picos de
menor intensidad

7. Los electroferogramas de cuatro picos se consideraron como genotipos
tetra-alélicos verdaderos si al menos el pico secundario y terciario
presentaron intensidades > 60% el area del pico primerio

8. Los electroferogramas de cuatro picos donde ninguno de los picos
secundarios presentaron intensidades =60% el area del pico primario, se
consideraron genotipo tri-alelico y se elimino el pico de menor intensidad.

9. Los electroferogramas de cuatro picos donde los picos secundarios
presentaron intensidades entre 30 y 50% el area del pico primario se
consideraron como genotipos bi-alélicos y se eliminaron los dos picos de

menor intensidad

6.5.3 Niveles de ploidia

En un esfuerzo por determinar el nivel del ploidia de los distintos sitios de
muestreo se emplearon dos métodos indirectos y otro directo. Entre los métodos
indirectos, primero se determind el nivel de ploidia por localidad de acuerdo al
numero maximo de alelos observado en al menos un individuo, usando el paquete
POLYSAT en R (R Core Development Team, 2008). El segundo método indirecto
empleado fue MAC-PR (por sus siglas en inglés “Microsatelite DNA allele counting-
peak area ratios”), desarrollado por Esselink et al. (2004) para determinar el nivel de
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ploidia por locus. Para éste ultimo se determiné las razones de areas entre los picos
de individuos bi-alélicos y posteriormente se construyd una gréafica de distribucion de
las razones observadas para cada locus, esperando observar agrupaciones
consistentes con las razones tedricas esperadas para tetraploides (alrededor de
0.33, 1 y 3, para los genotipos ABBB, AABB y ABBB, respectivamente). La posible
presencia de genotipos ABBB, AABB y AAAB se infirieron a partir de las razones de

areas menores a 0.5, entre 0.5y 1.5, y mayores a 2.5, respectivamente.

El método directo consinti6 en el conteo de cromosomas en tres sitios de
muestreo con sistema de reproduccién diferente: Cabo San Lucas (trioico), Puente
Querétaro (ginodioico) e Isla Cerralvo (hermafrodita). De las dos primeras se
recolectaron 10 frutos de individuos diferentes, mientras que de Isla Cerralvo
solamente se pudieron conseguir tres frutos. Los frutos se mantuvieron frescos hasta
su procesamiento en laboratorio, donde se extrajeron todas las semillas, después se
enjuagaron con hipoclorito al 10%, se dejaron secar a temperatura ambiente, se
envolvieron en papel secante a 4°C hasta su procesamiento. De cada fruto se
hidrataron 90 semillas con agua destilada durante 24 horas. Posteriormente, las
semillas se colocaron en cajas Petri con papel filtro himedo a temperatura ambiente.
Después de aproximadamente dos semanas, se recolectaron las raices de varias
plantulas (5-20 raices) provenientes de un mismo fruto en un tubo Eppendorf® de
1.5mL con Colchicina 0.2% y se siguid el protocolo de tincion de cromosomas con
fulgen y squash modificado de Singh (2003; Anexo 6). Las laminillas se fijaron en
medio de Hoyer y se observaron a 100x en un microscopio Axio Imager Z1 (Calr

Zeiss Microscopy, Alemania).

6.5.4 Diversidad genética e hipétesis de refugio

La base de datos tetraploide (incluyendo el tercer y cuarto alelos de los
genotipos) se empledé para estimar la diversidad genética y otros estadisticos

generales por sitio de muestreo. La diversidad se evalu6 en términos de numero de
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alelos por locus (A), heterocigosidad esperada (Hg) y heterocigosidad observada
(Ho). Este ultimo se calcul6 en Excel (Microsoft) como la frecuencia de individuos que
presentaron al menos dos alelos diferentes, mientras que el resto de los parametros
de diversidad se calcularon en el programa GENODIVE (Meirmans y Tienderen,
2004). Este programa permite analizar individuos poliploides con configuraciones
alélicas desconocidas de heterocigotos parciales, para los cuales asigna los alelos
faltantes, basado en las frecuencias alélicas de la poblacion de origen. Estos indices
de diversidad genética se emplearon para evaluar la correlaciébn entre los datos
geneéticos con la hipotesis de refugio al sur de la peninsula y reciente expansion
hacia el norte de la flora xérica en el Desierto de Sonora propuesta por Van
Devender (2002). Se realizaron tres analisis: 1) Se prob6é un aislamiento por
distancia, 2) se buscé la presencia de un patron latitudinal de la diversidad y 3) se
realizé la modelacion de nicho ecoldgico al pasado. La prueba de aislamiento por
distancia permite conocer si el grado de diferenciacion genética entre las localidades
se asocia con la distancia geografica que las separa. Este analisis se realiz6 dentro
de cada poblacion identificada con STRUCTURE para ello se uso el programa IBDW
v. 3.16 (Isolation by Distance Web Service, Jensen et al., 2005). Para evaluar la
significancia de este andlisis se emplearon 10,000 permutaciones. Las distancias
geograficas fueron estimadas como distancias euclidianas en kilometros, obtenidas
con ayuda de ARCGIS v9.3 (ESRI, 2009) y como distancias genéticas se emplearon
las distancias de Nei (1972) calculadas en GENODIVE a partir de frecuencias
alélicas (Meirmans y Tienderen, 2004). Para este andlisis se empelaron solamente
los sitios de muestreo peninsulares (BCO, CBS, CAR, CIE, COM CUA, SOL y LMA,
STA, SGR, CAT, PBL, PPR, y SPE). Posteriormente se realiz6 el mimo analisis para
probar dos escenarios de colonizacion de la peninsula hacia Sonora. En el primer
escenario, se agregaron las localidades de Sonora (BKI y BSA) y las distancias entre
la peninsula y Sonora se estimaron asumiendo una ruta de migracion terrestre, por el
delta del rio Colorado. En el segundo escenario, se incluyé ademas la Isla San
Esteban (IST) y las distancias entre la peninsula y Sonora se calcularon asumiendo

una ruta de colonizacién a través de esta isla.



50

El analisis espacial de diversidad genética permite identificar gradientes de
diversidad y por tanto las zonas de mayor diversidad y con ellos es posibles
determinar potenciales zonas de refugio en el pasado. Este se llevé a cabo en el
programa STATISTICA (StatSoft) por medio de regresiones lineales simples entre la
latitud e indices de diversidad tales como: heterocigosidad observada (Ho),
heterocigosidad esperada (Hg) y nimero de alelos por locus (A). Ademas, en el caso
de la heterocigosidad observada (Ho) se realizé un mapa para visualizar la variacion
de la heterocigosidad observada, mediante una interpolacion de los valores de
diversidad en ARCGIS v9.3 (ESRI 2009).

Por su parte, se realizd la modelacion de nicho ecoldgico al ultimo maximo
glacial (~21,000) para detectar potenciales cambios histéricos de la distribucion
geografica, que pudiera influenciar los niveles de diversidad genética. Se procedi6 de
la misma manera como se explicé anteriormente para la modelacion de nicho al
presente, pero en este caso se agregé ademas un modelo paleoclimatico (“The
Paleoclimate Modelling Intercomparison Project 2”; PMIP; https://pmip2.Isce.ipsl.fr/;
Braconnot et al., 2007) disefiado por la Comunidad de Sistemas de Modelacion
Climatica (“The Community Climate System Model’; CCSM3,
http://www.ccsm.ucar.edu/; Kiehl y Gent, 2004).

6.5.5 Estructura genética poblacional

Se empled la base de datos tetraploide (incluyendo el tercer y cuarto alelos de los
genotipos) para evaluar el grado de estructuracién poblacional. Se usaron cinco
métodos para determinar la estructura genética; un analisis bayesiano implementado
en STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), un analisis discriminante de componentes
principales (DAPC) el uso de coeficientes de diferenciacion genética (Fst y ®pr),
analisis de varianza molecular (AMOVA) y el uso de fenogramas mediante distancias

genéticas.
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El andlisis bayesiano se empled para asignar cada individuo a los K clusters
inferidos. El programa se corrio de K = 1 a 10, con diez replicas cada una, usando un
periodo de ensayo (“burn-in”) y de 10° y 10° cadenas de Marcov de Monte Carlo
(MCMC). Se asumié un modelo de mezcla y frecuencias alélicas correlacionadas. Se
empled el algoritmo desarrollado por Falush et al. (2007) para generar los genotipos
apropiados dada la ambigiedad de marcadores co-dominantes de especies
tetraploides. El niumero optimo de cluster se determind por medio de la segunda
derivada de las probabilidades (AK) con el programa STRCUCTURE HARVESTER
(Evanno et al., 2005; Earl et al., 2011,
http://taylorO.biology.ucla.edu/structureHarvester/). Posteriormente, se realiz6 unién
optima de las diez réplicas de cada K en el programa CLUMPACK server 1.1.2
(Jakobsson y Rosenberg, 2007; http://clumpak.tau.ac.il/index.html). Ademas de la
grafica de ancestria de STRUCTURE, los resultados se representaron
geograficamente por medio de la interpolacién de los valores de pertenencia
individual con ayuda de ARCGIS v9.3 (ESRI, 2009). La imagen resultante fue
ajustada al rango de distribucion sugerido por la modelacion de nicho al presente (ver
mas adelante). Posteriormente, se valor6 la posibilidad de encontrar una
subestructura dentro de cada uno de los clusters determinados por STRUCTURE
mediante corridas independientes variando en el nimero de clusters (K =1 a 6) y los

tiempos de entrenamiento y de MCMC (20° y 20°, respectivamente).

El andlisis discriminante de componente principales (DAPC) se realizd en el
paquete ADEGENET de R (Jombart, 2008) para asignar los individuos al nimero de
clusters identificados previamente por STRUCTURE. Este método combina la
ventaja del analisis de componentes principales al no asumir equilibrio de Hardy-
Weinberg o desequilibrio de ligamiento (Jombart et al., 2009; Patterson et al., 2006)
con la ventaja del andlisis discriminante de maximizar la separacion entre clusters
predefinidos. Ademas se empledé una matriz de datos calculada especialmente para
individuos tetraploides, la cual toma en cuenta tanto las diferencias en frecuencias

alélicas como las distancias mutacionales entre las variantes alélicas (tallas alélicas).
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La matriz de distancias ente pares de individuos empleada para el DAPC se calculd
en el paquete POLYSAT (R Core Development Team 2008; Clark y Jasieniuk, 2011)
de acuerdo a Bruvo et al. (2004).

También se realizaron comparaciones pareadas entre sitios de muestreo (Fst Y
®p1) y andlisis de varianza molecular AMOVA para estimar la particion de la varianza
molecular dentro y entre grupos a distintos niveles jerarquicos. Por un lado se
probaron los modelos de estructura que pudieran haber dejado los diferentes
escenarios vicariantes sugeridos en la literatura (formacion del Golfo de California,
del canal medio transpeninsular y del canal del Istmo de La Paz), y por el otro lado,
se probaron los clusters sugeridos por STRUCTURE. Para estos analisis se asumi6
poliploidia desconocida y patron de herencia diploide. En el primer caso la base de
datos tetraploide original se transformo6 a una base de datos de presencia / ausencia
para cada alelo y para cada individuo, usando el programa POLYSAT (Clark y
Jasieniuk, 2011, R Development Core Team, 2008). Este método elimina la varianza
intra-individual por lo que es adecuado para realizar analisis en especies con niveles
desconocidos de ploidia. En el segundo caso, se asumio diploidia, eliminando el
tercer y cuarto alelos de los individuos con mas de dos picos. Los alelos eliminados
fueron aquellos con los niveles mas bajos de unidades de fluorescencia relativa
(RFU) identificados por GENEMAPPER. Los analisis con la base de datos de
presencia / ausencia se realizaron en el programa GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse,
2012); mientras que los andlisis con la base de datos diploide se realizaron en el
programa ARLEQUIN v3.5 (Excoffier et al., 2005).

Se identificaron las relaciones de similitud genéticas entre sitios de muestreo con
un arbol de Neighbor-Joining. Este analisis permite visualizar por medio de un
fenograma el grado de similitud genética entre los cardones recolectados en los
diferentes sitios de muestreo. El fenograma consenso se construyo en el programa
PHYLLIP a partir de 100 matrices de distancias genéticas de Nei (1972) entre pares

de sitios de muestreo. Las matrices de Nei se calcularon en el programa GENODIVE
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(Meirmans y Tienderen 2004), permutando los individuos dentro de los sitios de

muestreo para cada caso.

Una vez determinado el numero de poblaciones genéticas del cardon,
posteriormente se estimo los indices de diversidad genética (A, Ho, Hg) de la forma
anteriormente mencionada. Ademas se determind el nimero de alelos privados (Ap)
en Excel (Microsoft), y las frecuencias alélicas con el paquete POLYSAT de R (R
Development Core Team, 2008).

6.6 Sistemas de reproduccion y patron genético de variacion

Primeramente se evalué la contribucion relativa de los unisexuales y los
hermafroditas al patréon general de estructuracidbn genética realizando corridas
independientes de STRUCTURE con dos bases de datos parciales: la primera donde
solo se incluyen a los individuos hermafroditas (234 individuos) y la segunda donde
solo se incluyen a los individuos unisexuales (276 individuos). Se siguieron las
mismas condiciones de corrida descritas. Posteriormente se compar6 el grado de
diferenciacion genética y de diversidad entre sistemas de reproduccion, las
comparaciones de diversidad se realizaron entre poblaciones genéticas identificadas
por STRUCTURE. Las diferencias estadisticas se evaluaron por medio de analisis de
varianza en el programa STATISTICA (StatSoft), empleando los valores de las
comparaciones pareadas (Fst y ®pr) y de heterocigosidad (Hg, y Ho). Para este
analisis, se asigno el sistema de reproduccion prevalente a cada poblacién. Todas
las localidades con frecuencia de machos <10% se consideraron en la categoria de
“Ginodioicas”, las localidades con mas de 30% de machos se consideraron en la
categoria de “Trioicas”, mientras que las localidades con frecuencia moderada de
machos (30%) se excluyeron de los analisis. Esto con la finalidad de incrementar el
poder estadistico de la inferencia entre poblaciones con distinto sistema de

reproduccion.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion morfolégicay morfométrica de flores

Las imagenes de microscopia de barrido electronico permitieron observar de las
estructuras reproductivas de las diferentes morfologias sexuales. En flores pistiladas
y hermafroditas se observaron varios 6vulos sujetos a la parte distal de los funiculos
(Figuras 8A, 8B, 8D, 8E), mientras que en la camara ovarica de flores estaminadas
se observo tejido funicular sin 6vulos (Figuras 8F) o escasos 6vulos de talla reducida
(Figura 8C). En las flores estaminadas y hermafroditas las anteras son bilobuladas
(Figuras 8K y 8L), abiertas lateralmente y han expulsado granos de polen, los cuales
son tricolpados (tres aberturas laterales) y la teca (capa externa) presenta
microperforaciones y espinulas (Figuras 8K, 8L, 8N, 80). Por su parte, en flores
pistiladas las anteras son tetralobuladas (Figura 8J) y, aunque estan abiertas
lateralmente, no hay evidencia de expulsion de granos de polen. Al interior de las
anteras de las flores pistiladas se pudieron observar granulos conglomerados (Figura
8M), algunos de ellos de tamafio y forma similar a granos de polen, pero con la teca
no diferenciada o inmadura (Figura 8M).
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Figura 8. Imagenes digitales (ABC) y electronicas de barrido de las estructuras reproductivas de flores
pistiladas (A, D, G, J, M), hermafroditas (B, E, H, K, N) y masculinas (C, F, I, L, O) de Pachycereus
pringlei. (A) Diseccién longitudinal y funiculo ovérico de flores pistiladas, (B) flores hermafroditas y (C)
flores estaminadas. La camara ovarica de la flor pistilada (D) y hermafrodita (E) muestran una gran
cantidad de tejido funicular (Fu) y 6vulos (Ov); mientras que la cdmara ovérica de la flor estaminada
(F) no presenta 6vulos, o escasos 6vulos de tamafio reducido (C). (G) Ovulo maduro de flor pistilada y
(H) de flor hermafrodita. (1) Parte distal de funiculos de flores estaminadas en la cual el 6vulo no se ha
podido diferenciar. (J) Anteras de cuatro sacos polinicos o tetraesporangias de flor pistilada (J), en la
cual se observan algunos granos de polen inmaduros (Ip). (K y L) Anteras dehiscentes de flor
hermafrodita y estaminada, respectivamente, mostrando granos de polen (Po). (M) Polen
posiblemente inmaduro de flor pistilada. (N y O) Granos de polen tricolpados (formado por tres tecas)
de flores hermafroditas y estaminadas, respectivamente.
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Las flores estaminadas (machos) fueron significativamente mas grandes (F =
8.81, p <0.01) y presentaron estambres mas largos (F = 6.56, p <0.01) en
comparacion con flores hermafroditas y pistiladas. Por su parte, las flores pistiladas
mostraron una produccién (F = 6.4, p = 0.01) y tamafios de 6vulos (F = 4.6, p < 0.01)
significativamente mayor que las flores hermafroditas y estaminadas. En ninguna otra

de las mediciones se observo diferencia significativa (TABLA 1).

TABLA 1. Valores promedios de las variables morfométricas empleadas para
describir las estructuras reproductivas en flores pistiladas, estaminadas vy
hermafroditas y su significancia de acuerdo a analisis de varianza (ANOVA).

Clave Variables Pistiladas Hermafroditas Estaminadas
Lt Longitud total (mm) 71.9 70.4 77.8*
Dc  Diametro corola (mm) 31.6 31.6 34.2
Db  Didmetro basal (mm) 184 18.0 18.9
Ne Nuamero de estambre (cm?) 275.3 172.0 198.3
Le Longitud estambres (mm) 9.0 10.0 11.2*
No  Numero 6vulos 608.0* 364.0 12.0
Lc  Longitud camara ovarica (mm) 9.8 9.8 10.6

Dco Diametro de camara ovarica 6.2 5.6 6.7
Lp  Longitud pistilo (mm) 26.6 30.7 31.4
LN | ongitud nectario (mm) 10.6 9.6 11.4
Do piametro 6vulos (um) 523* 394 267
PP pigmetro polen (um) 58 57 58

LPe | ongitud pétalos 20.0 19.2 20.2

*Diferencia significativa (p<0.05)
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7.2 Sistemas de reproduccién

7.2.1 Patron de distribucion de sexos y de los sistemas de reproduccion

De las 1,826 flores para las cuales se determiné el sexo, 832 (46%) fueron flores
hermafroditas (H), 608 (33%) flores pistiladas o de plantas “hembras” (P), 357 (19%)
flores estaminadas o de plantas “macho” (E) y 29 (2%) flores estériles o neutras
(TABLA ).

Los sexos mostraron una distribucién espacial heterogénea a lo largo del area de
estudio. La frecuencia relativa de machos varido de 0 a 63% (promedio 19%) con
respecto a los otros sexos; aunque se observdé mayor presencia de éstos en Baja
California Sur (F = 5.43, p = 0.003), especialmente en la region de Los Cabos y a lo
largo de la costa del Pacifico. En contraste, la frecuencia relativa de hermafroditas
varié de 11 a 100% con respecto a los otros sexos a lo largo de las localidades; sin
embargo, tuvieron mayor presencia en Baja California Norte, Sonora e Islas del Golfo
(F = 7.44, p = 0.0005), extendiéndose hacia el sur, principalmente por la costa del
Golfo de California. Por su parte, la frecuencia relativa de hembras vario de 0 a 52%
(promedio de 33%) y su distribucion fue mas homogénea comparada con la
distribucion de machos y hermafroditas, por ejemplo, no se observé diferencia
significativa (F = 0.32, p = 0. 72) de éstas a lo largo de Baja California Sur, Baja

California Norte, Sonora e Islas (Figura 9).
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TABLA |l. Sitios de recolecta, ubicacién geografica, tamafio de muestra (N), niumero y frecuencia de flores
hermafroditas (H, H%), pistiladas (P, P%), estaminadas (E, E%) y estériles (S, S%). Sistema de reproduccion (SR),
(NG) tamafo de muestra empleado para los andlisis con microsatélites. Los sistemas de reproduccién son: T =
trioico, G = Ginodioico, H = Hermafrodita.

No ID Localidad Latitud Longitud H %H P %P E %E S %S N SR NG

BAJA CALIFRONIA SUR

1 BCO Bahia Concepcion, BCS 26.648861 -111.906872 22 0.44 16 0.32 12 0.24 0 0.00 50 ™ 20
2 BAL Balandra, BCS 24.301306 -110.251250 4 0.11 16 0.44 15 0.42 1 0.03 36 T NA
3 BON  Bonfil, BCS 27.363460 -112.692170 20 0.63 12 0.38 0 0.00 0 0.00 32 G NA
4 CBS Cabo San Lucas, BCS 22.943781  -109.990575 12 0.23 7 0.13 32 0.63 0 0.00 52 T 31
5 CAD Caduafio, BCS 23.300708 -109.769588 17 0.34 19 0.38 10 0.20 4 0.08 50 T NA
6 CER Cerritos, BCS 23.329456  -110.165372 1 0.13 4 0.50 3 0.38 0 0.00 8 T NA
7 CON Conquista Agraria, BCS 24.041630 -110.802870 8 0.24 14 0.42 11 0.33 0 0.00 33 T NA
8 CAR ElCarrizal, BCS 23.830250 -110.247890 10 0.20 17 0.33 24 0.47 0 0.00 51 T 32
9 CIE ElCien,BCS 24.346583 -111.007639 17 0.33 12 0.24 21 0.41 1 0.02 51 T 32
10 COM ElComitan, BCS 24133240 -110.431716 13 0.18 30 0.42 28 0.39 0 0.00 71 T 49
11 CUA ElCuarenta, BCS 26.657390 -112.932360 7 0.23 6 0.20 16 0.53 1 0.03 30 T 7

12 SAR El Sargento, BCS 23.984703  -109.997928 19 0.37 21 0.41 11 0.22 0 0.00 51 T NA
13 ICA Isla Catalana, BCS 25.683010 -110.794554 50 1.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 50 H 29
14 ICE Isla Cerralvo, BCS 24.185983 -109.890944 36 1.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 36 H 16
15 IES Isla Espiritu Santo, BCS 24.478223 -110.365908 17 0.34 16 0.32 17 0.34 0 0.00 50 T 26
16 IMO Isla Montserrat, BCS 25.674520 -111.047070 28 0.56 21 0.42 0 0.00 1 0.02 50 G NA
17 ISJ Isla San José, BCS 24923700 -110.631180 37 0.74 12 0.24 1 0.02 0 0.00 50 ™ 21
18 SOL La Soledad, BCS 24.763280 -110.893780 16 0.36 23 0.51 3 0.07 3 0.07 45 ™ 38
19 LMA Loépez Mateos, BCS 25.272600 -111.894220 8 0.16 19 0.38 20 0.40 3 0.06 50 T 12
20 BAR Los Barriles, BCS 23.859164 -109.765614 7 0.23 8 0.27 12 0.40 3 0.10 30 T NA
21  MIG Migrifio, BCS 23.121149 -110.101289 6 0.16 13 0.35 18 0.49 0 0.00 37 T NA



22 PQU Puente Querétaro, BCS 25.350833 -111.609461 25 0.48 27 0.52 0 0.00 0 0.00 52 G NA
23 PSC Puerto San Carlos, BCS 24.858913 -112.069879 5 0.83 0 0.00 0 0.00 1 0.17 6 G NA
24 PAB Punta Abreojos, BCS 27.248240 -113.210670 6 0.18 11 0.32 17 0.50 0 0.00 34 T NA
25 SEV  San Evaristo, BCS 24.844550 -110.687230 18 0.51 17 0.49 0 0.00 0 0.00 35 G NA
26 SFR  San Francisco, BCS 27.490019 -113.182850 17 0.37 17 0.37 10 0.22 2 0.04 46 T NA
27 SGR San Gregorio, BCS 26.130760 -112.260510 8 0.16 10 0.20 27 0.54 5 0.10 50 17
28 STA Santa Agueda, BCS 27.271769  -112.258920 38 0.76 12 0.24 0 0.00 0 0.00 50 28
29 TSA Todos Santos, BCS 23.559110 -110.205400 12 0.36 9 0.27 12 0.36 0 0.00 33 T NA
BAJA CALIFORNIA NORTE
30 BAN Bahiade los Angeles, BC  28.942890 -113.555470 31 0.70 13 0.30 0 0.00 0 0.00 44 G NA
31 CAT Catavifia, BC 29.765208 -114.769425 32 0.64 18 0.36 0 0.00 0 0.00 50 12
32 ARC ElArco, BC 28.201050 -113.772290 12 0.34 7 0.20 15 0.43 1 0.03 35 T NA
33 PBL PiedraBlanca, BC 28.229661 -113.159389 17 0.41 19 0.46 4 0.10 1 0.02 41 ™ 31
34 PCA Puerto Canoas, BC 29.498472  -115.152944 33 0.66 17 0.34 0 0.00 0 0.00 50 G NA
35 PPR Punta Prieta, BC 29.063345 -114.155100 23 0.46 25 0.50 2 0.04 0 0.00 50 T™* 38
36 SPE San Pedro, BC 31.297167 -115.434639 29 0.58 21 0.42 0 0.00 0 0.00 50 G 23
SONORA
37 BKI  Bahia Kino, SON 28.827781 -111.806389 23 0.46 21 0.42 6 0.12 0 0.00 50 ™ 14
38 BSA Bahia Sargento, SON 29.212369 -112.202189 29 0.57 15 0.29 6 0.12 1 0.02 51 ™ 27
39 EMP Empalme, SON 27.975917 -110.750914 0.00 1 1.00 0 0.00 0 0.00 1 G NA
40 ICH Isla La Choyuda, SON 28.736492 -112.305908 32 0.64 17 0.34 1 0.02 0 0.00 50 T NA
41 ISE  Isla San Esteban, SON 28.688303 -112.551005 36 0.72 13 0.26 1 0.02 0 0.00 50 ™ 19
42 ITI Isla Tiburén, SON 28.771077 -112.257236 13 0.54 10 0.42 0 0.04 1 0.04 24 T NA
43 PLI  Puerto Libertad, SON 29.872969 -112.633481 29 0.57 21 0.41 1 0.02 0 0.00 51 ™ NA
44 PON Punta Onah, SON 29.089488 -112.164084 5 1.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 5 G NA
45 SRA Santa Rosa, SON 28.962790 -112.127260 4 0.80 1 0.20 0 0.00 0 0.00 5 G NA
832 0.46 608 0.33 357 0.19 29 0.02 1826 522

*Sistema de reproduccion trioico con < 10% de machos
**Sistema de reproduccion trioico con < 30% de machos
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Figura 9. Frecuencia relativa se sexos de P. pringlei en Baja California Sur (BCS), Baja California
Norte (BCN), Sonora (SON) e Islas del Golfo de California. El asterisco representa diferencia
significativa.

La distribucion de machos y hermafroditas resulté en una correlacion negativa
altamente significativa (r = -0.86, p < 0001; Figura 10). Mientras que no se observé
correlacion entre las frecuencias de machos y hembras o entre unisexuales (p >
0.05).
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Figura 10. Correlacion entre la frecuencia relativa de machos y hermafroditas del cardén P. pringlei en
el noroeste de México.
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El sistema de reproduccion trioico fue dominante en la parte sur de la peninsula
de Baja California, donde 14 de los 27 (66%) sitios de muestreo, distribuidos
principalmente al sur de La Paz y a lo largo de la costa del Pacifico mostraron una
frecuencia relativamente alta de machos (>30%); mientras que los sitios de muestreo
trioicos ubicados en la costa del Golfo de California presentaron baja (>10%) a
moderada (>30%) frecuencia de machos. El sistema trioico también se observé en
localidades de Baja California Norte, Sonora y e Islas del Golfo; sin embargo, con
excepcion de las localidades de ElI Arco (ARC) e Isla espiritu Santo (IES), la
frecuencia de machos fue menor al 12%. El sistema de reproduccién hermafrodita
fue exclusivo de dos islas del sur del Golfo de California, Isla Cerralvo (ICE) e Isla
Catalana (ICA). Por su parte el sistema de reproduccion ginodioico se observo
principalmente en Baja California Norte, extendiéndose hacia el sur de la peninsula
por la costa del Golfo de California (Figura 11).
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Figura 11. Distribuciéon de los sistemas de reproduccion hermafrodita, ginodioico (presencia de
hermafroditas y hembras) y trioicos (presencia de machos, hembras y hermafroditas) del cardén P.
pringlei en el noroeste de México. Para el sistema trioico se indican tres clases dependiendo de la
frecuencia de machos. Ver TABLA Il para informacién sobre las abreviaciones de las localidades.
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7.2.2 Distribucion de los polinizadores y su relacién con los sistemas de reproduccion

Asumiendo un area de forrajeo del murciélago de 30 hasta 60 Km a la redonda de
estas cuevas de maternidad, con excepcion de la localidad ginodioica de Santa
Agueda (STA) en la costa central del Golfo de California y de Isla Cerralvo, al Sur del
Golfo de California, todas las localidades que se ubicaron dentro de esta area,
presentaron un sistema de reproduccién trioico, con al menos un macho. Sin
embargo, aproximadamente el 54% de las localidades (22 de 41 localidades)
trioicas, ginodioicas y hermafroditas, quedaron fuera del alcance de la influencia de
los murciélagos. De acuerdo a los datos de captura del murciélago, reportados en la
literatura, el murciélago L. curasoae se ha observado principalmente a lo largo de la
costa este de Baja California Sur, donde el sistema de reproduccion del cardon fue
ginodioico o trioico con baja (<10%) a moderada (<30%) frecuencia de machos.
Finalmente, a lo largo de la costa del Pacifico, en la Peninsula de Baja California no

hay reportes de cuevas o de recolecta de este murciélago (Figura 12).

Los sitios de muestreo con un sistema trioico presentan, en promedio menor
distancia a una cueva de maternidad de murciélago (i.e. 80.88 Km * 38.78 Km) con
respecto a la distancia de los sitios con un sistema ginodioico (i.e. 143.98 Km + 39.84

Km). Sin embargo, la diferencia no fue significativa (F = 2.65, p > 0.084) (Figura 12).
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Figura 12. Relacién entre los sistemas de reproduccién del cardén P. pringlei en el noroeste de
México, y el potencial forrajeo del murciélago L. curasoae, determinado por una area de influencia de

30 a 60 Km (verde y amarillo, respectivamente) de

distancia de sus cuevas maternidad. Los datos

sobre la presencia de cuevas de maternidad de L. curasoae son de Fleming et al. (1998) y Molina-
Freaner et al. (2003) y los recolecta del murciélago se tomaron de Rojas-Martinez et al. (1999).
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7.2.3 Variables climaticas y su relacidén con los sistemas de reproduccién

Las condiciones de temperatura y precipitacion idéneas para Pachycereus
pringlei, de acuerdo al umbral de corte de 0.145 (AUC = 0.94) en el modelo de nicho
para todos los registros conocidos, se encontraron practicamente a lo largo de toda
la PBC con excepcidn de las zonas frias y elevadas como la costa oeste del Desierto
de Vizcaino, asi como en las zonas montafiosas que recorren la PBC, incluyendo la
Sierra de la Laguna en Cabo San Lucas, Sierras de la Giganta, de Guadalupe y de
San Francisco en el centro y norte de Baja California Sur; Sierra La Libertad, La
Asamblea y Colombia en la parte sur y centro de Baja California Norte, y Sierras de
San Pedro Martir y Juarez al norte de la peninsula. En la parte continental el rango
potencial de distribucién del carddén se restringié a la zona costera de Sonora y
Sinaloa. Las tres variables bioclimaticas de mayor contribucion al modelo fueron: 1)
la precipitacion del cuatrimestre mas seco (BIO 17; 25.2%), 2) la estacionalidad de la
temperatura (Bl1O4; 19.7% y 3) el rango anual de la temperatura (BIO7, 13.3%).Tanto
las variables derivadas de la precipitacion como las de temperatura contribuyeron de
manera similar en el modelo, con un porcentaje de 45.1% y 54.8%, respectivamente
(Figura 13A).

En contraste, la modelacion de nicho al presente de los sitios de muestreo con un
sistema de reproduccion trioico indic6 un area mas restringida, incluyendo
practicamente todo el estado de Baja California Sur y una pequefia porcién del sur de
Baja California Norte, asi como la costa de Sonora (AUC = 0.96, valor de corte =
0.21; Figura 13B) con la mayor contribucion de la precipitacion del cuatrimestre mas
seco (39%), la estacionalidad de la temperatura y temperatura del cuatrimestres mas
frio (11%).
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Figura 13. Modelacion de nicho al presente del cardon P. pringlei en el noroeste de México,
empleando las diecinueve variables climéaticas de WorldClim (Hijmans et al., 2005). A) Modelacion del
rango de distribucién potencial para todos los registros de la especie. B) modelacion de la distribucion
potencial de los sitios de muestreo que presentaron un sistema de reproduccion trioico, expresado en
probabilidad de presencia de las condiciones Optimas. Las imagenes fueron representadas sobre un
mapa de elevacién del noroeste de México (INEGI, http://www.inegi.org.mx/geo). Los datos
empleados para la modelacion de nicho fueron obtenidos de este estudio y de estudios previos
(Fleming et al., 1994; 1998; Medel-Narvaez, 2008; Molina-Freaner et al., 2003).

El analisis discriminante fue altamente significativo (Wilks'Lambda = 1.24, p <
0.01). La primera funcion discriminante explicé el 79% de la varianza y separ6 al
sistema de reproduccion ginodioico del trioico. Las variables de mayor contribucion
en esta funcion discriminante fueron BIO07 (rango anual de la temperatura) y BIO11
(temperatura promedio del cuatrimestre mas frio). Por su parte, la segunda funcion
mostré poco poder discriminate (21%) y no fue significativa (Figura 14). En general,
estos resultados sugieren que a mayor rango anual de la temperatura y menor

temperatura promedio del cuatrimestre mas frio el sistema de reproduccion es, con
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mayor probabilidad, ginodioico. Mientras que a menor rango anual de la temperatura

y mayor temperatura promedio del cuatrimestre mas frio el sistema de reproduccion

es, con mayor probabilidad, trioico.

Rango anual de la temperatura (Bio07)

Temperatura promedio del cuatrimestre mas frio (Bio11)

(79% p<0.005)
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Figura 14. Andlisis discriminante entre sistemas de reproduccién de P. pringlei del noroeste de
México, empleando las variables ambientales del WorldClim que resultaron en < 90% de correlacion.

(Wilks"Lambda = 1.24, p < 0.01).

7.3 Patron filogeografico

7.3.1 Disefio y caracterizacion de loci microsatelitales

Las corridas de pirosecuenciacion produjeron 398,286 lecturas con una

longitud de 28 hasta 829pb y un promedio de 274 pb. Se encontraron microsatélites

perfectos (motivos repetitivos consecutivos) en 10,685 (2.6%) lecturas, de los cuales

los di-nucledtidos fueron los mas abundantes (62%), seguidos de tri-nucleétidos

(31%), y tetra-nucledtidos (6%). El disefio de iniciadores fue posible en 282 lecturas

(TABLA I1I).
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TABLA Ill. Resultado de dos corridas de pirosecuenciacion (454-Roche con la
quimica GS FLX de Titanium) realizadas para Pachycereus pringlei.

Datos Generales Corrida 1 Corrida 2 Total

Pares de bases amplificadas 63,960,668 12,788,901 76,749,569

Numero de fragmentos 357,798 40,488 398,286
Longitud minima de fragmento (pb) 28 29 28
Longitud maxima de fragmento (pb) 780 829 829
Longitud promedio de fragmento (pb) 178.7 315.8 247.3

Fragmentos con microsatélites perfectos 9,840 845 10,685
Di-nucleotidos 6,206 410 6,616
Tri-nucleotidos 2,910 370 3,280
Tetra-nucleétidos 564 35 599
Penta-nucledtidos 94 14 108
Hexa-nucleétidos 66 16 82

Fragmentos con primers exitosamente disefiado 257 25 282
Di-nucleotidos 130 16 146
Tri-nucleotidos 106 8 114
Tetra-nucledtidos 13 0 13
Penta-nucleétidos 4 1 5
Hexa-nucleétidos 4 0 4

A partir de los 38 pares de iniciadores empleados para su caracterizacion en
acrilamida, un total de diez loci fueron seleccionados para su optimizacion. Las
caracteristicas de los fragmentos y las temperaturas optimizadas para su

amplificacion se muestran en la tabla IV.
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TABLA IV. Caracteristicas de 10 microsatélites desarrollados por medio de pirosecuenciacion (454-Roche con la
guimica GS-FLX de Titanium) para el carddn Pachycereus pringlei del noroeste de México. Ta = temperatura de
alineamiento.

Locus Secuencia primers (5'- 3') Motivo de repeticién Ta(°C) the?lrl]s??bg;a Gégg(;;%k
Ppriol iyl iCiviessivel (CT)1 58 202-223 KC349892
Pprio2 i ticoviial (AG)1; 66 115-119 KC349893
Pprio3 O e (CT)u 65 133-155 KC349894
Pprio4 L M LAGAGC (TC)1s 63 96-112 KC349895
Pprios S e (GTTT)s 61 166-186 KC349896
Pprio6 i osn s s v alLLISLN (AAAT)q 50 138-146 KC349897
o7 EISSACTIOCMGSGHTIATSE, aan, s mrae kovsms
owios EASIACCOSNTOCCTONAGS BTt M S wt—
Pprio9 easarisaaIoarliveavere (TC)1o0 68 119-140 KC349900
Ppri10 FITTCTCGAAGCCCCGCTTAC (GATA)s (GACA) 64 79-107 KC349901

R:GCACGTCAAAGATGCAAGCA
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Los diez loci seleccionados para su caracterizacion fueron polimorficos y
mostraron indicios de poliploidia, ya que se observaron de uno a cuatro alelos por
genotipo. En los cardones del sitio de muestreo EI Comitan (COM) se observo de dos
a diez alelos por locus (A) con un promedio de A = 5.5; mientras que Punta Prieta
(PPR) se obtuvieron de dos a siete alelos por locus y un promedio de A = 3.7. Por su
parte la heterocigosidad observada promedio fue de Ho = 0.59 (0.13 — 0.78) y Hp =
0.45 (0.03 — 0.85) para ElI Comitan y Punta Prieta, respectivamente; mientras que la
heterocigosidad esperada fue de Heg = 0.57 (0.37 a 0.77) y Hg = 0.40 (0.03 — 0.72)
para EI Comitan y Punta Prieta, respectivamente (TABLA V). La caracterizacién de
los diez loci en una muestra limitada del cardén resulté en una publicacion (Gutiérrez
Flores et al., 2014, Anexo 9) en la cual se pone en evidencia el potencial de estos

marcadores para su empelo en andlisis moleculares subsecuentes.

TABLA V. Diversidad genética de los diez loci microsatelitales desarrollados para
Pachycereus pringlei. N, = nimero de alelos por locus; A, = nimero individual de
alelos por locus; H, = heterocigosidad observada; He = heterocigosidad esperada; n
= tamafio de muestra.

El Comitan (n = 40) Punta Prieta (n = 40)
Locus N, A Ho He N. A H, He
Ppriol 7 1-4 0.67 0.68 3 1-3 0.38 0.35
Pprio2 2 1-2 0.13 0.39 3 1-3 0.85 0.63
Pprio3 10 1-4 0.78 0.77 5 1-4 0.67 0.72
Pprio4 9 1-4 0.77 0.77 7 1-4 0.74 0.68
Pprio5 5 1-3 043 0.57 3 1-3 031 0.35
Pprio6 3 1-2 0.73 0.45 2 1-2 0.03 0.03
Pprio7 4 1-2 0.75 0.48 3 1-3 0.68 0.58
Pprio8 4 1-2 0.35 0.37 2 1-2 0.03 0.03
Pprio9 5 1-3 051 0.61 3 1-2 0.05 0.05
Ppril0 5 1-3 0.74 0.65 6 1-4 040 054

Mean 5.5 0.59 0.57 3.7 0.41 0.40
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7.3.2 Nivel de ploidia

La presencia de individuos con mas de dos alelos fue baja a lo largo de todas las
localidades. Solamente el 6% y 1% de los individuos por locus por sitio de muestreo
presentaron tres y cuatro alelos, respectivamente, dicha frecuencia fue
especialmente baja en las Islas Catalana (ICA) e Isla Cerralvo (ICE), en las cuales
solamente un individuo mostré tres alelos (TABLA VI). De acuerdo al primer método
indirecto para determinar el nivel de ploidia, los resultados fueron consistente con un
patrén tetraploide en nueve de los veintiln sitios de muestreo (43%), las cuales

presentaron hasta cuatro alelos en al menos un individuo (Awax = 4; TABLA VI).

El segundo método indirecto, sugirié tetraploidia en todos los loci para los cuales
fue posible construir la grafica de distribucién; no obstante, los grupos
correspondientes a las razone tedricas esperadas no se separaron claramente en las
graficas. Ademas, algunos genotipo mostraron razones de areas que no son

consistentes con las esperadas para individuos tetraploides (Figura 15).
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TABLA VI. Frecuencia de genotipos con tres (P3) y cuatro (P4) alelos, niumero
maximo de alelos encontrado en al menos un individuo (Auax) Y nivel de ploidia
sugerido por medio de métodos indirectos (i.e. Auax Y MC-PR) y conteo de
cromosomas (*) a lo largo de los sitios de muestreo estudiados en P. pringlei en el
noroeste de México.

ID Localidad N P; P, AMAax Ploidia

BAJA CALIFORNIA SUR

BCO Bahia Concepcion 20 0.10 0.01 4 tetraploide

CBS Cabo San Lucas 31 0.07 0.02 4 tetraploide*

ICA Catalana Island 29 0.01 0.00 3

ICE Cerralvo Island 16 0.01 0.00 3 Diploide*

CAR El Carrizal 32 0.09 0.02 4 tetraploide

CIE El Cien 32 0.05 0.00 3

COM El Comitan 49 0.08 0.04 4 tetraploide

CUA El Cuarenta 7 0.07 0.00 3

IES Espiritu Santo Island 26 0.12 0.01 4 tetraploide

SOL La Soledad 38 0.08 0.00 3

LMA Lépez Mateos 12 0.07 0.01 4 tetraploide

STA Santa Agueda 28 0.06 0.00 3

SGR San Gregorio 17 0.06 0.00 3

ISJ Isla San José 21 0.08 0.01 4 tetraploide
358 0.07 0.01 35

BAJA CALIFORNIA

CAT Catavifia 12 0.04 0.00 3

PBL Piedra Blanca 31 0.06 0.00 3

PPR Punta Prieta 38 0.06 0.00 4 tetraploide

SPE San Pedro 23 0.04 0.01 4 tetraploide
104 0.05 0.00 3.25

SONORA

BKI Bahia Kino 14 0.04 0.00 3

BSA Bahia Sargento 27 0.05 0.00 3

IST Isla San Esteban 19 0.04 0.00 3
60 0.05 0.01 3
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Figura 15. Distribucion de frecuencias de las razones de areas de individuos bi-alélicos en seis loci
microsatelitales de P. pringlei en el noroeste de México. Los genotipos asignados fueron: ABBB
(verde), AABB (azul) y ABBB (rojo). En blanco genotipos que no fueron consistentes con las razones
esperadas en tetraploides (Ver criterios para asignacion de genotipos y razones tedricas en la parte
superior de la figura).
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El método directo de conteo de cromosomas revelé distintos niveles de ploidia en
P. pringlei. El sitio de muestreo con sistema de reproduccion trioico Cabo San Lucas,
y posiblemente el sitio de muestreo con sistema de reproduccién ginodioico de
Puente Querétaro presentaron una carga cromosémica tetraploide (2n = 44); pero en
este Ultimo los cromosomas no se separaron bien, varios grupos parecen estar
integrados por cuatro cromosomas a manera de tétradas. Por su parte en el sitio con
individuos hermafroditas de Isla Cerralvo la carga cromosomica fue diploide (2n = 22;
Figura 16)
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Figura 16. Conteo de cromosomas en dos sitios de muestreo de P. pringlei con distinto sistema de
reproduccion en el noroeste de México. A) Isla Cerralvo con sistema de reproduccion hermafrodita (2n
= 22); B) Cabo San Lucas con sistema de reproduccién trioico (2n = 44), y C) Puente Querétaro con
sistema de reproduccidn ginodioico (2n = ~44).

7.3.3 Diversidad genética e hipoétesis de refugio

El empleo de diez loci microsatelitales revel6 un total de 80 alelos en 522
individuos genotipificados a lo largo de todo el rango de distribucion de la especie.
Todos los loci fueron polimorficos mostrando de tres (PpriO8) a trece (PpriO4) alelos
por locus, y un promedio general de ocho alelos por locus. Se observaron varios
alelos de baja frecuencia y pocos alelos de alta frecuencia (Anexo 7).En promedio
63, 85 y 91% del total de las frecuencias alélicas por sitio de muestreo fueron

representadas con uno, dos y tres alelos por locus, respectivamente.
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La heterocigosidad vari6é de baja a moderada a lo largo de los sitios de muestreo.
El promedio general de heterocigosidad observada fue de Ho = 0.40, variando de
0.28 en Isla Cerralvo (ICE) a 0.51 en el Carrizal, BCS (CAR). Por su parte, la
heterocigosidad esperada general fue de Hg = 0.45 (SD = 0.05), variando de 0.35 en
San Pedro, B.C. (SPE) a 0.52 en Bahia Concepcion, B.C.S. (BCO; TABLA VII).

TABLA VII. Diversidad genética a lo largo de los sitios de muestreo de Pachycereus
pringlei en el noroeste de México, estimadas a partir de diez loci microsatelitales. N =
tamafio de muestra, A = namero de alelos por locus, Ho = heterocigosidad
observada, He = heterocigosidad esperada.

ID Localidad N A(SD) Ho(SD) He(SD)
BAJA CALIFORNIA SUR
BCO Bahia Concepcién 20 4.4(2.1) 0.43(0.17) 0.52(0.21)
CBS Cabo San Lucas 31 4.5(2.1) 0.38(0.22) 0.46(0.21)
ICA Isla Catalana 29 4.4(2.4) 0.40(0.25) 0.50(0.25)
ICE Isla Cerralvo 16 3.0(1.1) 0.28(0.28) 0.40(0.23)
CAR  El Carrizal 32 4.6(2.3) 0.51(0.28) 0.49(0.23)
CIE El Cien 32 3.9(1.9) 0.47(0.21) 0.49(0.21)
COM El Comitan 49 5.3(2.7) 0.42(0.24) 0.50(0.22)
CUA  El Cuarenta 7 3.4(1.6) 0.46(0.25) 0.51(0.28)
IES Isla Espiritu Santo 26 3.9(1.8) 0.46(0.25) 0.49(0.20)
SOL La Soledad 38 4.3(2.4) 0.39(0.19) 0.45(0.21)
LMA  Lépez Mateos 12 3.4(1.8) 0.50(0.30) 0.50(0.23)
STA  Santa Agueda 28 3.8(1.9) 0.39(0.30) 0.40(0.23)
SGR San Gregorio 17 4.0(1.6) 0.41(0.23) 0.46(0.23)
ISJ San José Island 21 4.2(1.6) 0.45(0.12) 0.48(0.14)
TOTAL 358 4.1(1.9) 0.43(0.24) 0.48(0.22)
BAJA CALIFORNIA
CAT  Catavifia 12 3.0(1.2) 0.34(0.21) 0.40(0.26)
PBL Piedra Blanca 31 3.7(1.7) 0.41(0.18) 0.44(0.21)
PPR  Punta Prieta 38 3.7(1.9) 0.35(0.23) 0.37(0.25)
SPE  San Pedro 23 3.3(1.4) 0.32(0.28) 0.35(0.24)
TOTAL 104 3.4(1.6) 0.36(0.23) 0.39(0.24)
SONORA
BKI Bahia Kino 14 2.7(1.3) 0.37(0.26) 0.37(0.28)
BSA  Bahia Sargento 27 3.4(1.6) 0.34(0.29) 0.38(0.26)
IST Isla San Esteban 19 3.3(1.6) 0.34(0.23) 0.41(0.26)
TOTAL 60 3.1(1.5) 0.35(0.26) 0.39(0.27)

522 3.8(1.8) 0.40(0.24)  0.45(0.23)




76

El patrén de aislamiento por distancia revelé una correlacion significativa para los
sitios de muestreo de las poblaciones norte (r_norte ruta istas = 0.76; Figura 17A) y
sur (r_sur = 0.45; p <0.002; Figura 17B). En el caso de los sitios nortefios la
correlacion aumentd cuando se asumié una ruta de colonizacion de la peninsula
hacia Sonora, a través de la isla San Esteban, que cuando se asumié una ruta de
colonizacion terrestre, en la cual la dispersion ocurriria primero hacia el norte,
atravesando el delta del rio Colorado y luego bajando hacia la costa de Sonora

(r_norTe_NorTE = 0.62).

A B
" r=0.45,P < 0.05 2T 12076, P < 0.05

+ f ¢ 4 4 4 0.00 + 4 4 + 4 4 4 4 4 4 {
4.0 44 4.8 52 5.6 6.0 4.8 5.0 5.2 54 5.6 5.8

Log Distancia geogréfica Log Distancia geografica

Figura 17. Analisis de aislamiento por distancia calculado a partir de distancias genéticas de Nei (Nei,
1987) entre pares de sitios de muestreo de Pachycereus pringlei, en el noroeste de México. A) Dentro
de los cardones de los sitios de muestreo de en la region Norte y considerando una ruta de
colonizacion de las localidades de Sonora a través de la isla San Esteba (IST). B) Dentro de los
cardones de los sitios de muestreo del Sur considerando solamente los sitios peninsulares.

El patron genético de diversidad disminuyo significativamente de sur a norte a lo
largo de la PBC, incluyendo el nimero promedio de alelos por locus (A, r =0.72, p <
0.01), heterocigosidad esperada (Hg, r=0.72, p < 0.01), y heterocigosidad observada
(Ho, r = 0.66, p < 0.01; Figura 18A, B). Sin embargo, tanto el patron de aislamiento
por distancia como el de diversidad fueron mas fuertes dentro de los sitios de

muestreo de la region nortefia.
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Figura 18. Patrén latitudinal de la diversidad genética (heterocigosidad observada) en Pachycereus
pringlei en el noroeste de México. A) representacion geografica de la variacion de la diversidad
realizada a partir de la interpolacion de los valores de diversidad para cada sitio de muestreo. B)
Diminucion de la diversidad genética conforme aumenta la latitud (r = 0.66, p < 0.01). Los triangulos y
los circulos representan sitios de muestreo de las regiones nortefias y surefia, respectivamente.
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La modelacion de nicho al pasado sugirié la presencia de condiciones climaticas
potencialmente propicias para permitir la sobrevivencia de esta especie
principalmente al sur de la PBC durante el ultimo maximo glacial (~21,000 afios), en
la region de Cabo San Lucas (CBS), El Comitan (COM), El Carrizal (CAR), Isla
Espiritu Santo (IES), y extendiéndose un hacia el norte por la costa del Pacifico, a la

altura de Lépez Mateos (LMA; Figura 19).
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Figura 19. Modelacion de nicho de P. pringlei al dltimo méximo glacial (~21,000 afios) de acuerdo al
método de maxima entropia (MAXENT, Phillips et al., 2006), empleando el modelo paleoclimatico de
de “The Paleoclimate Modelling Intercomparison Project 2 (PMIP; https://pmip2.Isce.ipsl.fr/; Braconnot
et al. 2007) y datos compilados de campo (este estudio) asi como de la literatura (Fleming et al., 1998;
Medel-Narvaez, 2008; Molina-Freaner et al., 2003).
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7.3.4 Estructura genética poblacional

El nimero mas probable de clusters determinado por STRUCTURE fue de dos (K
= 2), con una discontinuidad genética o disminucion del flujo genético, ubicada
aproximadamente en media peninsula (26° 50" N y 27° 15" N; Figuras 20A). A estos
clusters se les denominé cluster Norte y Sur. El primero presentd un coeficiente de
pertenencia Q = 0.89 y lo integraron todos los sitios de muestreo de Baja California,
Sonora, y una de Baja California Sur (Santa Agueda (STA), Piedra Blanca (PBL),
Punta Prieta (PPR), Catavifia (CAT), San Pedro (SPE), Isla San Esteban (IST), Bahia
Kino (BKI), y Bahia Sargento (BSA)). Por su parte, el cluster Sur presentdé un
coeficiente de pertenencia de Q = 0.85 y lo integraron el resto de los sitios de
muestreo de Baja California Sur (Bahia Concepcion (BCO), San Gregorio (SGR),
Lépez Mateos (LMA), La Soledad (SOL), El Cien (CIE), El Carrizal (CAR), Cabo San
Lucas (CBS), Isla Catalana (ICA), Isla San José (I1SJ), Isla Espiritu Santo (IES), e Isla
Cerralvo (ICE)) (Figura 20A).
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Figura 20. Patron filogeografico de P. pringlei, en el noroeste de México, revelado por andlisis
Bayesiano (STRUCTURE, Pritchard et al., 200), usando diez microsatélites. A) Proporcion de la
ancestria individual correspondiente a los clusters Norte (azul) y Sur (verde). B) Subestructura
genética y porcion de la ancestria identificada al interior de los clusters Norte y Sur.

Corridas independientes de STRUCTURE revelaron subestructura al interior de
cada cluster, con cuatro poblaciones genéticamente diferenciados dentro de cada
una. El cluster norteio mostro un grado moderado de mezcla (promedio de
coeficiente de pertenencia Q= 0.77), mientras que en el cluster surefio, Isla Catalana,
isla Cerralvo y Cabo San Lucas se diferenciaron claramente del resto de sitios
surefios (BCO, CIE, COM, CUA, IES, SOL, LMA, SGR y CAR). Los coeficientes de
pertenencia fueron de Q = 0.94, 0.94, y 0.79 para Isla Catalana, isla Cerralvo y Cabo

San Lucas, respectivamente, mostrando su propia identidad genética (Figura 20B).

El andlisis discriminante de componentes principales (DAPC) fue consistente con
STRUCTURE en separar a los cardones del cluster del sur. Los individuos de Isla
Catalana, isla Cerralvo, Cabo San Lucas y el resto de los sitios de muestreo surefios

formaron cuatro poblaciones mas o menos separados en el espacio tridimensional de
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componentes principales. Los dos primeros componente principales separaron a Isla
catalana (ICA) del resto, con un 97% de los individuos asignados correctamente a su
agrupamiento de origen (Figura 21A), mientras que el tercer componente separ6 a
Isla Cerralvo (ICE) y Cabo San Lucas (CBS) con 81 y 87% de sus respectivos
individuos asignhados correctamente a su sitio de origen (Figura 21B). Sin embargo,

este andlisis fallé en separar poblaciones distintas dentro de la region Norte.

De acuerdo a las comparaciones Fsr pareadas entre sitios de muestreo, Isla
Catalana, Isla Cerralvo y Cabo San Lucas fueron altamente diferenciadas,
empleando la base de datos diploide (Fst = 0.18; 0.28 y 0.17 para ICA, ICE y CBS
respectivamente, p < 0.05; Anexo 8) y de ploidia desconocida (st = 0.19; 0.25 y
0.17 para ICA, ICE y CBS respectivamente, p < 0.05; Anexo 8). En contraste, el
grado de diferenciacion entre pares de sitios de muestreo dentro de la regién Norte
fue moderado (promedio Fst = 0.07; p <0.05).

Los Analisis de varianza molecular (AMOVA), en los cuales se asumio6 diploidia y
ploidia desconocida fueron consistentes con el andlisis multivariado (DAPC) y con el
analisis de comparaciones de Fst pareadas. Aunque todos los modelos jerarquicos
fueron significativos. El modelo que explic6 mayor porcentaje de varianza fue aquel
con cinco poblaciones, 1) Isla Catalana, 2) Isla Cerralvo, 3) Cabo San Lucas, 4) el
resto de los sitios de muestreo surefios y 5) una sola poblacién genética nortefia,
integrado por los sitios de muestreo (CAT, BKI, BSA, IST PBL, PPR y SPE). Los
porcentajes de varianza explicada entre grupos fueron 10.6% y 12.5% para Fst =
0.11 y ®pr = 0.10, respectivamente (TABLA VIII).
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Figura 21. Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) de 522 cardones y diez loci
microsatelitales de P. pringlei en el noroeste de México. A) Los componentes principales uno y dos
separaron a los clusters Norte y Sur (no incluye ICE, ICA ni CBS) e Isla Catalana con 97% de
asignacion a su sitio de origen. B) El tercer componente principal separ6 a Isla Cerralvo y Cabo San
Lucas (81 y 87% de asignacion).
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TABLA VIII. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) realizado para diferentes
niveles jerarquicos de Pachycereus pringlei, a partir de una base de datos diploide
(Fst) y otra de ploidia desconocida (presencia/ausencia, ®st). En negrito se indican
los porcentajes mas altos de varianza obtenidos.

- Fsr _ Dpr
1 0 i ()
Fuente de varianza In_du;e; % c!e valor In_dlgg: % c!e valor
fijacibn varianza (p) fijacion varianza (p)
Tres eventos vicariantes
Dentro de sitios de 831 017 <0001 814 019  <0.001
muestreo
Entre sitios de muesireo 105 041 <0001 111 012  <0.001

dentro de grupos vicariantes

Entre grupos vicariantes 6.4 0.06 <0.001 7.5 0.08 <0.001

Dos clusters de STRUCTURE

Dentro de sitios de

84.5 015  <0.001 845 016  <0.001
muestreo
Entre sitios de muestreo 8.82 095  <0.001  10.2 011  <0.001
dentro de clusters
Entre clusters 6.7 0.07 <0.001 54 0.05 <0.001

Cinco clusters de STRUCTURE

Dentro de sitios de 84.3 015  <0.001  81.3 016  <0.001
muestreo
Entre sitios de muestreo 51 006 <0001 60 007  <0.001

dentro de clusters

Entre grupos 10.6 0.11 <0.001 12.5 0.01 <0.001

Ocho clusters de STRUCTURE

Dentro de sitios

85.3 0.15 <0.001 84 0.16 <0.001
de muestreo
Entre sitios de muestreo 43 005 <0.001 6.0 007  <0.001
dentro de clusters
Entre clusters 10.4 0.10 <0.001 10 0.01 <0.001

De acuerdo al fenograma la agrupacion de localidades de acuerdo a su
ubicacién geogréfica, las localidades del sur de la peninsula se ubicaron en un
extremo, seguidas de las localidades de media peninsula; y en el extremo opuesto,
por un lado, las localidades del norte de la peninsula y por el otro lado las de Sonora.
También se corroboré el alto grado de diferenciacién genético de las localidades de

Cabo San Lucas (CBS), Isla Catalana (ICE) e Isla Cerralvo (ICE) quienes mostraron
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las ramas mas largas. Sin embargo los valores de boostrap fueron, en su mayoria

bajos (<50%; Figura 22)
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Figura 22. Fenograma consenso de Neighbor-Joining calculado a partir de cien matrices de
distancias genéticas de Nei (1987) para los sitios de muestreo de Pachycereus pringlei noroeste de
México. Azul Fuerte = sitios del sur de la peninsula de Baja California, azul claro = sitios de la parte
media de la peninsula, verde claro = sitios del norte de la peninsula, verde fuerte = sitios del Sonora.

En Amarillo y Rojo se indican los sitios con sistema de reproduccion hermafroditas de Isla Cerralvo
(ICE) e Isla Catalana (ICA), respectivamente. Las lineas gruesas indican valores de boostrap > 50%

De acuerdo a los resultados de los cinco métodos usados, Pachycereus pringlei a lo
largo de su distribucién estd constituido por cinco poblaciones genéticamente

diferenciados (Figura 23). Las poblaciones son:



1)

2)

3)
4)

5)
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Poblacién Norte: integrada por todas los sitios de muestreo de Baja
California y un sitio de Baja California Sur (STA, PBL, PPR, CAT, SPE, IST,
BKI, y BSA).

Poblacién Sur: integrado por el resto de sitios de muestreo de Baja
California Sur, (BCO, SGR, LMA, SOL, CIE, y CAR).

Poblacién de Cabo San Lucas: integrada por el sitio de muestreo de CBS
Poblacién de Isla Catalana: integrada por el sitio de muestreo ICA
Poblacién de Isla Cerralvo: integrada por el sitio de muestreo de ICE
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Figura 23. Patron filogeografico de P. pringlei en el noroeste de México, revelado por cinco
métodos analitico (STRUCTURE, Andlisis discriminante de componentes principales (DAPC),
coeficientes de diferenciacién genética, Andlisis molecular de varianza (AMOVA) y fenograma. La
poblacion Norte (en azul) y Sur (en verde) se encuentran separadas por la linea punteada y el cambio
gradual del color representa el coeficiente de pertenencia o ancestria individual, determinado por
STRUCTURE. Las otras tres poblaciones constituyen sitios individuales de muestreo: Isla Catalana
(ICA, verde claro), Isla Cerralvo (ICE, verde oscuro) y Cabo San Lucas (CBS, amarillo). El rango de
distribucion de P. pringlei fue determinado por modelacion de nicho al presente en MAXENT,
empleando 88 datos de presencia de la especie obtenidos en este estudio y de la literatura (Fleming et
al., 1998; Medel-Narvaez, 2008; Molina-Freaner et al., 2003).
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Los loci con mayor contribucion para la diferenciacibn genética entre las
poblaciones Norte y Sur fueron: PpriO1, PpriO5 y, Ppri06, respectivamente. Los alelos
Ppri01_210, Ppri05_182 y Ppri06_142 fueron mas frecuentes en el Norte (Norte/Sur,
0.80/0.57, 0.70/0.38, and 0.88/0.58, respectivamente); mientras que los alelos
Ppri01_222, Ppri05_178 y Ppri06_138 fueron méas frecuentes en el Sur (Sur/Norte:
0.10/<0.01, 0.45/0.15, y 0.41/0.08, respectivamente; Anexo 7). Por su parte, Isla
Cerralvo, Cabo San Lucas, e Isla Catalana mostraron frecuencia relativamente alta
de al menos un alelo (Ppri06_138, Ppri03_137 y Ppril0_86, 93%, 82%, 47%
respectivamente, con respecto al promedio en las demas poblaciones: 30, 40 y 10%,
respectivamente). Otras diferencias entre las poblaciones fueron los alelos privados y
la diversidad. La poblacion Sur mostré 13 alelos privados, Isla Cerralvo y Cabo San
Lucas mostraron un alelo privado cada una, Isla Catalana mostr6 dos alelos
privados; mientras que no hubo alelos privados en la poblacion Norte. En el caso de
Isla Catalana e Isla Cerralvo los alelos privados presentaron frecuencias
relativamente altas (>6%) mientras que la frecuencia de alelos privados del resto de
las poblaciones fue menor a 2%. La poblacion Sur presentdé valores
significativamente mayores de diversidad genética, incluyendo: nimero promedio de
alelos por locus (F=12.3, P <0.0); heterocigosidad observada (F = 10.6, P <0.01),
heterocigosidad esperada (F=42.0, P <0.01), mientras que Isla Cerralvo presento los

valores mas bajos de diversidad y alelos por locus (Tabla IX).



87

TABLA [IX. Diversidad genética, sistemas de reproduccion y frecuencia de machos
por sitio de muestreo para las cinco poblaciones genéticas del cardon P. pringlei en
el noroeste de México, identificadas a partir de diez loci microsatelitales. N= tamafio
poblacional, A = nimero promedio de alelos por locus, Ap = numero total de alelos
privados, Ho = heterocigosidad observada, He = heterocigosidad esperada.

Poblaciones N A Ap Ho He %machos Sistema ql('e
reproduccion

Norte 192 56 0 0.35 0.46 4 Ginodioico/Trioico

Sur 254 75 13 0.45 0.51 36 Trioico

CBS 31 45 1 0.38 0.46 63 Trioico

ICA 29 44 2 040 0.50 0 Hermafrodita

ICE 16 3.0 1 0.26 0.40 0 Hermafrodita

7.4 Sistemas de reproduccién y patrén genético de variacion

Las cinco poblaciones presentaron diferencias importantes en sus sistemas de
reproduccion. Las localidades del grupo Norte fueron principalmente ginodioicas o
trioicas con frecuencia de ocurrencia baja de machos (>10% en CAT, PPR, PBL y
IST) a moderada (de 0.10 a 30% en BSA and BKIl). La Isla Catalana (ICA) e Isla
Cerralvo (ICE) fueron las unicas poblaciones con sistema de reproduccion
hermafrodita. Cabo San Lucas (CBS) fue la poblacién con la mayor frecuencia de
machos (63%); mientras que la poblacion del Sur presenté en su mayoria un sistema

trioico con alta frecuencia de machos (>30%, TABLA IX).

STRUCTURE mostr6 que el empleo de bases de datos parciales [solo
hermafroditas (plantas hermafroditas de todas los sitios de muestreo; 234 individuos),
y solo plantas unisexuales de todas los sitios de muestreo (276 individuos)] resultan
en importantes diferencias entre las poblaciones Norte y Sur. Mientras que los
hermafroditas exhibieron un patrén de estructuracion genético similar al de la base

de datos completa (Figura 24A), los unisexuales no mostraron evidencia de
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diferenciacion genética, el cual se reflejé con un coeficiente de pertenencia de Q ~ 50

para ambos machos y hembras (Figura 24B).

A) Hermafroditas

B) Unisexuales

Figura 24. Ancestrias individuales de Pachycereus pringlei del noroeste de México para K = 2,
realizadas a partir de diez loci microsatelitales en el programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000),
empleando solamente individuos hermafroditas (A) e individuos unisexuales machos y hembras (B).

Los cardones con sistema de reproduccion diferente mostraron una tendencia
hacia la disminucién de la diversidad genética de un sistema trioico a uno ginodioico
a uno hermafrodita (Figura 25A). En el caso de la heterocigosidad observada las
diferencias fueron significativas (F = 31.17, p < 0.01). Por su parte, se observé una
tendencia hacia un incremento de los indices de diferenciacion genética entre los
cardones con un sistema trioico a uno ginodioico a uno hermafrodita (Figura 25B).
Las diferencias fueron significativas para las comparaciones pareadas de Fst (F =
61.22, p < 0.01; Tabla X).
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TABALA X. Valores promedio de diversidad e indices de diferenciacion genética
para P. pringlei con distintos sistemas de reproduccion en el noroeste de México.
Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (Hg). Coeficientes de diferenciacion
genética estimados como el promedio de diferencias pareadas entre sitios de
muestreo, asumiendo patrén de herencia diploide (Fst) y patron de herencia
desconocido (®p7). Sistemas de reproduccidon (SR). Valores entre paréntesis es la
probabilidad de la desviacion estandar.

SR Ho He Fst ®pr

Trioico 0.46 (0.01)* 0.49 (0.01)*  0.03 (0.01) 0.03 (0.02)
Ginodioico 0.35 (0.01)* 0.39 (0.01) 0.08 (0.01)* 0.04 (0.02)
Hermafrodita  0.25 (0.03)* 0.36 (0.02) 0.17 (0.01)*  0.20 (0.02)*

*Diferencias significativas
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Figura 25. Valores promedio y su desviacion estandar de diversidad genética e
indices de diferenciacion genética en poblaciones con distinto sistema de
reproduccion para P. pringlei en el noroeste de México. A) Ho, heterocigosidad
observada y He heterocigosidad esperada. B) Coeficientes de diferenciacion genética
estimados como el promedio de diferencias pareadas entre sitios de muestreo,
asumiendo patrén de herencia diploide (Fst) y patron de herencia desconocido (®pr).
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8. DISCUSION
8.1 Caracterizacion morfolégicay morfométrica de flores

Las imagenes electronicas de barrido de este estudio revelaron la presencia de
estructuras atrofiadas del sexo no funcional en flores unisexuales del cardon. Estos
resultados son consistentes con lo reportado anteriormente para flores unisexuales
de otras cactaceas (Baker, 2006; Del Castillo y Trujillo Argueta, 2009; Del Castillo y
Gonzalez-Espinoza, 1988; Leuenberger, 1986; Orozco-Arroyo et al., 2012;
Strittmatter et al., 2008) y sugiere una diferenciacion hacia las funciones masculina y
femenina por la interrupcién en el desarrollo o degeneracion del ginoecio (camara
ovarica, funiculos, évulos, pistilo) y androecio (estambres, polen anteras) de flores

bisexuales primordiales.

Las flores pistiladas del carddn mostraron anteras tetralobuladas (con cuatro
sacos poliniferos) e indehiscentes, tal como se ha reportado en especies del Caribe
del género Consolea sp. (Strittmatter et al., 2008). Esto es sin duda una de las
razones por las cuales se ha reportado ausencia de granos de polen para esta
especie mediante la observacion directa de las flores (Fleming et al., 1994; Medel-
Narvaez, 2008). Sin embargo, al observar dentro de las anteras, la microscopia de
barrido revel6 la presencia de granos de polen “malformados”. Estos presentaron
talla similar a los granos de polen de flores estaminadas, pero con la estructura
externa indiferenciada (ausencia de microperforaciones y espinulas), y posiblemente
inviables. La presencia de polen malformado se ha reportado en cactaceas tales
como Opuntia quimilo (Diaz y Cocucci, 2003), Echinocereus yavapaiensis (Baker,
2006) y Mammillaria dioica (Bemis et al., 1972, revisado en Parfitt, 1985). Sin
embargo no hay estudios detallados sobre los mecanismos que resultaron en la
interrupcion del desarrollo del polen en estas especies. En cambio, en cactaceas del
Caribe del género Consolea sp asi como en un nopal nativo de Norte América,

Opuntia stenopetala (Flores-Renteria et al., 2013), las anteras permanecen vacias y
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no se ha reportado la presencia de granos de polen inmaduros o malformados. Estas
especies (Consolea sp. Y O. stenopetala) también presentan anteras tetralobuladas
y/o indehiscentes (Flores-Renteria et al., 2013; Strittmatter et al., 2008). Estudios
embrioldgicos realizados en estas cactaceas demostraron que la ausencia de granos
de polen se debe a la interrupcion de la meiosis de las células madre
microesporofitas (mmc) en etapas tempranas de maduracion de las anteras. Las
mmc son células que maduran a granos de polen en anteras funcionales de flores
estaminadas. En Consolea sp. y en O. stenopetala la interrupciéon en el desarrollo de
las mmc es ocasionado, entre otras cosas, por el aplastamiento fisico de éstas,
cuando las células que la rodean (tapatum) sufren un crecimiento inusual. El
crecimiento andmalo de las células del tapetum es acompafiado de la forma irregular
del nacleo, cromatina fragmentada y condensada; alta vacuolizacién y citoplasma
condesado, lo cual es caracteristico de células que han iniciado un programa de
muerte celular (PCD, progam cell death). Los PCD’s son comunes durante el
desarrollo de flores pistiladas (Parish y Li, 2010; Rogers, 2006; Wilson et al., 2011;
Wu y Cheung, 2000). Las anteras indehiscentes también han sido asociadas con los
PCD’s. Strittmatter et al. (2008) sugiere que la indehiscencia de anteras en flores
pistiladas de Consolea sp., posiblemente se deba a una mutacion que impiden la
iniciacidbn de un programa de muerte celular en las capas inter-esporangiales y
laterales. En anteras funcionales de flores estaminadas los PCD’s se encargan de la
degradacion de dichas capas permitiendo la expulsién del polen (Wu y Cheung,
2000).

Grados similares de degradacion del androecio en flores de distintas especies de
cactaceas sugiere que los procesos de diferenciaciéon sexual son parecidos para la
familia Cactaceae. En P. pringlei, la iniciacion de un PCD en etapas tardias del
desarrollo de las anteras podria explicar la presencia de granos de polen

malformados.

En el caso de las flores estaminadas del cardon, en este estudio se observd una

camara ovarica similar en forma y talla que la de las hembras, la cual ademas posee
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distinto grado de desarrollo de los funiculos y presencia ocasional de 6vulos de talla
reducida. Esto es consistente con los distintos grados de especializacion de la
funcion masculina, reportados para cactaceas, aun dentro de una misma especie
(Negron-Ortiz, 2007; Orozco-Arroyo et al., 2012; Strittmatter et al., 2008). Los
distintos grados de especializacion de flores estaminadas incluyen flores con
abundantes 6vulos donde algunos pueden resultar en frutos maduros (Strittmatter et
al., 2008), a flores con la produccion ocasional de ovulos inviables (Del Castillo y
Gonzalez-Espinosa, 1988; Hoffman, 1992; Negrén-Ortiz y Strittmatter, 2004; Orozco-
Arroyo et al., 2012; Strittmatter et al., 2008), y flores estaminadas que no producen
ovulos (Del Castillo y Gonzéalez-Espinosa, 1988; Diaz y Cocucci, 2003; Leuenberger,
1986; Orozco-Arroyo et al., 2012). Al menos los dos ultimos morfos sexuales se
pudieron observar para el carddn en este estudio. Distintos grados de especializacion
de la funcion masculina de flores estaminadas del carddn se reportaron previamente
para las localidades de EI Comitan (Medel-Narvaez et al., 2006) y Sonora (Fleming et
al., 1994; Molina-Freaner et al., 2003). Strittmatter et al. (2008) sugiere que la
esterilidad femenina de algunas flores estaminadas de Consolea sp., con abundantes
ovulos en distintos niveles de degradacién, podria estar asociada a mutaciones que
provocan el desfasamiento en los tiempos de maduracién de 6vulos y antesis de la
flor. Por ejemplo, el retraso en la antesis ocasiona que varios évulos inicien un
proceso de degradacion antes de que algun tubo polinico pueda polinizarlos ya que
la flor aun se encuentra cerrada. En contraste, los morfos sexuales de O. stenopetala
incluyen distintos niveles de desarrollo de funiculos y produccién ocasional de 6vulos
inviables. Orozco-Arroyo et al. (2012) sugiere que la esterilidad masculina en O.
stenopetala, podria estar asociada a mutaciones que regulan la produccion y
concentracion de hormonas, tales como Auxina ya que en experimentos de
laboratorio el aumento de ésta hormona permitié la diferenciacion de évulos. Los
distintos morfos de flores estaminadas del cardon fueron mas similares a los morfos
reportados para O. stenopetala. Es posible que mutaciones involucradas en la
produccion y concentracion de hormas, estén impidiendo el desarrollo de estructuras

funiculares y de évulos en P. pringlei.
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El empleo de microscopia electronica de barrido permitié identificar distintos
grados de desarrollo de las anteras y de la camara ovérica de flores pistiladas y
estaminadas, los cuales, de acuerdo a estudios embriologicos realizados en otras
cactaceas, podrian ser asociados a la iniciacion o fallo de programas de muerte
celular, asi como a mutaciones que interfieren con la produccion y/o concentracion
de hormonas necesarias para el desarrollo durante etapas tempranas de la

diferenciacion de las flores.

Ademéas de las diferencias morfolégicas observadas en flores de P. pringlei, en
este estudio, también se observaron diferencias morfométricas. Las flores
estaminadas fueron significativamente mas grandes y presentaron estambres mas
largos; mientras que las flores pistiladas presentaron mayor cantidad y talla de
ovulos. La mayor talla y produccion de estructuras reproductivas de los unisexuales
comparado con los hermafroditas ha sido reportado en varias especies de cactaceas
con sistemas de reproduccion no hermafrodita (Del Castillo y Trujillo Argueta, 2009;
Dias y Cocucci, 2003; Valiente-Banuet et al.,, 1997), incluyendo individuos de P.
pringlei de una localidad del sur de La Paz (El Comitan; Medel-Narvéaez, 2008) y otra
de la costa de Sonora (Bahia Kino; Fleming et al., 1994; 1996; Fleming, 2000). Lo
anterior se explica por medio de la teoria de “transferencia de recursos”, la cual
establece que los unisexuales, al presentar una sola funcidn sexual pueden
redistribuir la energia del sexo no funcional hacia otras funciones, incluyendo el
incremento en la fertilidad del sexo funcional (Charnov, 1982). La redistribucién de
recursos tiene consecuencias importantes sobre el éxito reproductivo diferencial de
los morfos sexuales. Por ejemplo, flores y estambres de mayor talla en machos de
carddn podrian estar relacionados con una mayor produccion de granos de polen, tal
como se ha estimado para los machos de esta especie (Fleming et al., 1994).
También podrian resultar en flores mas atractivas para los polinizadores (Bawa y
Bench, 1981). Por su parte, mayor produccion de évulos y 6vulos de mayor talla de

hembras de P. pringlei esta asociado directamente con el éxito reproductivo.
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En resumen, los andlisis morfométricos permitieron identificar diferencias
cuantitativas de flores unisexuales y bisexuales del cardon. Estas diferencias son
consistentes con la teoria de “redistribucion de recursos” y podrian tener
consecuencias importantes en el éxito reproductivo y establecimiento de los

unisexuales.

8.2 Sistemas de reproduccion

En el carddn, la segregacién espacial de sexos resultdé en tres sistemas de
reproduccion. El sistema de reproduccion trioico se observo al sur de la PBC,
abarcando un area que va desde la region de Los Cabos en su parte mas surefia
hasta aproximadamente 28°22" N, a la altura de Santa Agueda en Baja California
Norte; asi como en la costa de Sonora. Por su parte, las poblaciones ginodioicas se
observaron en la porcion nortefia restante de la PBC; mientras que el sistema de
reproduccion hermafrodita se restringié a las islas Cerralvo y Catalana al sur del
Golfo de California. El patron espacial de los sistemas de reproduccion determinado
en este estudio fue muy similar con lo reportado en estudios previos (Fleming et al.,
1998; Medel-Narvaez, 2008; Molina-Freaner et al., 2003). Por ejemplo, localidades
geograficamente cercanas a las de este estudio (i.e. < 50Km) fueron reportadas con
el mismo sistema de reproduccion en trabajos previos. Las diferencias encontradas
fueron pocas y en algunos casos asociadas a localidades trioicas con baja
frecuencias de machos (<10%). Por ejemplo, Medel-Narvdez (2008) reportd un
sistema trioico con uno y dos machos en Guatamote, B.C.S. y Catavifia, B.C.,
respectivamente; mientras que las localidades de Cataviia (CAT) y Puente
Querétaro (PQU) de este estudio fueron ginodioicas. Otra diferencia fue entre Bahia
Kino (BKI, Trioica en este estudio) con una localidad ginodioica (El Cardonal; Molina-
Freaner et al., 2003) ubicada a menos de 43 Km al sur; sin embargo, la localidad de
Bahia Kino, que también fue reportada por estos autores, presento el mismo sistema

de reproduccion identificado en este estudio (Trioico). La mayor diferencia
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encontrada fue entre la localidad ginodioica de Bonfil (BON, n = 32) de este estudio,
con respecto al sistema de reproduccion trioico (31% machos, n = 20) reportado por
Fleming et al. (1998) para una localidad ubicada a 28 Km al oeste (i.e. Oeste de
Santa Rosa; Figura 26). En éste Ultimo caso, es poco probable que las diferencias
sean debido a errores de muestreo ya que el tamafo de muestra se similar (31 para
Oeste de Santa Rosa y 32 para Bonfil) y ademas se requiere de un solo macho para
que el sistema sea denominado “trioico”. Es también poco probable que se deba a
errores de identificacion ya que en el caso particular del cardén la funcién sexual es
total, es decir, las hembras producen grandes cantidades de évulos (1.e. 608 de
acuerdo a este estudio) y no producen polen (o al menos no lo expulsan como vimos
en este estudio). En contraste los machos presentan grandes cantidades de polen en
las anteras y la presencia de Ovulos es rara (.e. <12 de acuerdo a este estudio).
Entonces, estos resultados sugieren que: 1) la composicién de sexos no ha sufrido
variaciones importantes en los ultimos 17 afios; y 2) el sistema de reproduccién

pueden cambiar a escalas geograficas relativamente cortas (i.e. <50 Km).

Por otro lado, también es claro que las islas representan un factor importante en
el cambio de sistema de reproduccion, ya que, a excepcion de la Isla Espiritu Santo,
al sur del Golfo de California, todas las islas presentaron un sistema de reproduccién
distinto con respecto a otra isla o regiones costeras adyacentes, ubicadas a menos

de 20Km (Figura 26). Esto se discutird mas adelante.
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Figura 26. Sistemas de reproduccion identificados en este estudio (circulos) y en estudios previos
(cuadros) realizados por Fleming et al. (1998), Medel-Narvdez (2008) y Molina—Freaner et al. (2003).
Los circulos mayores representan una distancia de 50 Km a la redonda de los sitios de muestreo de
este estudio en los cuales se describi6 un sistema de reproduccion distinto en estudios previos.

El segundo objetivo de este estudio fue determinar la asociacion del sistema
trioico con la presencia de su principal polinizador, el murciélago L. curasoae, asi
como con variables medioambientales. De manera general, nuestros resultados no
apoyan la presencia de L. curasoae como el uUnico factor responsable del
establecimiento de sistemas trioicos. Ademas se observo un importante efecto de la
heterogeneidad ambiental asociado al establecimiento de los machos, asi como de la

distancia geografica con respecto a la PBC, en el caso de las islas.
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Factores bidticos: Polinizadores

La hipdtesis de “abundancia de polinizador nocturno” establecida por Fleming et
al. (1998) en la cual sugiere que las localidades trioicas del cardon se encuentran
geograficamente cercanas a una cueva de maternidad de L. curasoae, no fue
apoyada en su totalidad en este estudio. Por ejemplo, esta hipotesis podria explicar
la presencia de localidades trioicas con alta frecuencia de machos en la region del
Cabo, donde la literatura sugiere la presencia de dos cuevas de maternidad de L
curasoae. También podria explicar la baja frecuencia o ausencia de machos en Baja
California Norte, donde no hubo registros de L. curasoae (Figura 12). Sin embargo,
en la parte central de Baja California Sur y en la costa de Sonora se observaron
localidades ginodioicas o0 con baja-moderada frecuencia de machos, a distancias
menores de 30 km de cuevas de maternidad o de registros de recolecta de L.
curasoae, asi como localidades trioicas con alta frecuencia de machos a mas de 75
Km de registros de L. curasoae. Estos sistemas de reproduccién no son consistentes

con la hipétesis de abundancia de polinizador nocturno”.

La regién del Cabo tiene clima y vegetacion distintos al resto de la peninsula. La
precipitacion promedio anual es relativamente alta (200-400 mm) debido a la
influencia de tormentas tropicales de verano (Roberts y Ezcurra, 2012). Esto
favorece una alta riqgueza especifica que incluye matorral xérico y bosque deciduo
tropical (Garcillan et al., 2012), lo cual, provee de recursos nutricionales a varias
especies a lo largo de todo el afio. Para esta region se reportd la presencia de dos
cuevas de maternidad de L. curasoae, donde estos mamiferos forman colonias
abundantes y, a diferencia del resto de colonias migratorias de murciélagos del
noroeste de México, las colonias de la region del Cabo son residentes (Woloszyn y
Woloszyn, 1982). Es probable que las localidades trioicas del sur de la PBC sean
favorecidas por las condiciones particulares de la region y presencia de L. curasoae
de habitos residentes (Figura 12). Sin embargo, el cardon no es polinizado
exclusivamente por L. curasoae. A diferencia de la alta dependencia hacia los

murciélagos, observado en cactaceas columnares de Sudamérica, las flores de las
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cactaceas columnares del noroeste de México, tales como Carnegie gigantea y P.
pringlei permanecen abiertas por varias horas de la mafiana siguiente, permitiendo el
acceso de polinizadores diurnos (Fleming et al., 1996). Otros polinizadores
potenciales del cardon son la paloma de alas blancas (Zenaida asiética), el pajaro
carpintero (Melanerpes uropigialis) y las abejas (Apis mellifera; Medel-Narvaez,
2003). En la localidad de ElI Comitan, ubicada dentro de la posible area de influencia
de murciélagos de la region del Cabo, el principal polinizador reportado fue la paloma
de alas blancas Zenaida asiatica (Medel-Narvaez, 2003). Entonces sugerimos que
ademas de L. curasoae, otros polinizadores estan contribuyendo al éxito reproductivo
de los machos y el establecimiento de sistemas de reproduccion trioicos en la region

de los Cabos.

En el caso de las localidades ginodioicas de Baja California Norte, la ausencia de
L. curasoae también podria ser consistente con la hipdtesis de abundancia de
polinizador nocturno. Sin embargo, Fleming et al. (1996) sugiere que la abundancia
de polinizadores potenciales del cardén disminuye hacia latitudes altas. Entonces, los
sistemas trioicos podrian ser también explicados por variacién en la densidad de
todos sus polinizadores, no solo de L. curasoae. La densidad poblacional del cardén
también disminuye hacia el norte (Medel-Narvaez, 2008). La disminucién de
polinizadores y de la densidad, aumentan la tasa de autofecundacion. El aumento en
la tasa de autofecundacion afecta principalmente a los machos por la disminucién en
namero de évulos disponibles. En contraste, las hembras no se ven afectadas con el
incremento la tasa de autofecundacidon pues el polen empleado para la
autopolinizacion es despreciable comparado con las grandes cantidades producidas
(947:1 polen: évulos; Fleming et al., 1994). Entonces la disminucién en abundancia
de L. curasoae, asi como de otros polinizadores potenciales del carddén podria

explicar la ausencia de machos, pero no de hembras, en latitudes altas (Figura 12).

Por otro lado, en la parte central de la PBC, del lado del Golfo de California, se
tienen registros de L. curasoae, pero las localidades son principalmente ginodioicas.
En contraste, del lado oeste, donde no hay reportes de L. curasoae, el sistema es
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trioico, y ademas la frecuencia de machos es alta. Del lado este de la PBC, una
posible explicacion es que los murciélagos de estos sitios estan polinizando a otras
especies. L. curasoae no es un polinizador exclusivo del cardén, otros elementos
importantes de su dieta incluye diferentes cactaceas columnares y varias especies
del género Agave sp (Rojas-Martinez et al., 1999). Las agavaceas son comunes a lo
largo del rango de distribucion del cardon y ademas varias de sus especies tienen
periodos de floracién durante primavera y verano al igual que P. pringlei (Valiente-
Banuet et al., 1996; Rojas-Martinez et al., 1999). Ademas el murciélago no es un
polinizador confiable en estas regiones ya que es de habitos migratorios. La
migracion sugerida es hacia la region de los Cabos durante otofio e invierno donde
puede encontrar suficientes recursos en los bosques deciduos tropicales de la region
del Cabo, y hacia el norte, a lo largo de Loreto y hasta Bahia Concepcion, BCS en
primavera-verano donde se alimenta de varias especies de cactaceas columnares y
de agaves (Rojas-Martinez et al., 1999). Entonces, dado los habitos migratorios de
éstas colonias de murciélagos, la abundancia podria variar en funcién de la
disponibilidad de recursos nutricionales. En contraste, del lado de Pacifico las
localidades trioicas con alta frecuencia de machos deben estar asociadas a factores
alternativos a las variaciones en abundancia y comportamiento de los murciélagos,

ya que, al menos en cuanto al murciélago no se tienen registros (Figura 12).

Factores abioéticos: condiciones medioambientales

En este estudio sugerimos que los cardones machos podrian estar asociados a
ambientes con menor precipitacion. Esta hipétesis resulté de la evidencia de que los
machos, al perder la funciébn sexual de mayor costo (femenina) tienen mayor
capacidad de optimizar entre reproduccion y funciones vitales (Dawson y Bliss, 1989;
Dawson y Ehleringer, 1993; Laporte y Delph, 1999). Consistente con esta prediccion,
la modelacion de nicho del sistema trioico del cardon sugirié que la precipitacion del

cuatrimestre mas seco (BIO 17, 39%) es la variable climéatica de mayor contribucién
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al modelo (Figura 27A). Del lado oeste de la peninsula se encuentran las regiones de
El Desierto de Vizcaino y Planicies de Magdalena, de acuerdo a las regiones
fitogeogréficas identificadas por Garcillan et al. (2012). En estas regiones la
precipitacion promedio anual es de las mas bajas a lo largo de la peninsula (50-100
mm; Figura 27B). La poca precipitacion y la influencia del Pacifico resulta en
planicies arenosas donde la aridez y suelo salino aumentan conforme nos acercamos
a la costa del Pacifico (Garcillan et al., 2012). En varios estudios se ha demostrado la
presencia de machos hacia lugares mas secos y/o estresantes (Barrett et al., 1992;
Dawson y Bliss, 1989; Laporte y Delph, 1996). Los machos al perder la funcion
sexual de mayor costo (femenina) son los que mejor podrian persistir en sitos con
recursos limitados. Por ejemplo en Wurmbea dioica, o machos invierte mayor
energia que las hembras al crecimiento de raices, lo cual les permite mejorar la
captura de agua y de nitrégeno. En contraste, los hermafroditas, al poseer dos
funciones sexuales requieren de ambientes con recursos suficientes para poder
llevar a cabos sus funciones reproductivas, por lo que tienden a estar en sitios donde
los recursos no son limitantes (Barrett et al., 1992; Dawson y Bliss, 1989; Laporte y
Delph, 1996). Una posible explicacion de la presencia de sistemas trioicos con alta
frecuencia de machos al o largo de la costa del Pacifico, aun en ausencia de L.
curasoae, podria ser su mayor eficiencia en colecta de agua y nutrientes en
ambientes de recursos limitantes y/o estresantes, aunque esta hipétesis debe ser
probada. En contraste, la distribucion de las localidades con baja frecuencia de
machos (ginodioicas y trioicas), podrian ser el reflejo de la menor capacidad
competitiva de los machos con respecto a los hermafroditas en condiciones no
limitantes y baja-moderada abundancia de polinizadores. La dependencia de los
hermafroditas a sitios mas humedos se puede ver reflejada en la distribucion de las
localidades ginodioicas preferentemente en las cercanias de las cadenas
montafiosas que recorren la peninsula y que se aproximan a la costa este de la PBC

en Baja California Sur (Figura 27B).
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Por otro lado, la modelacion de nicho sugiere que el nicho fundamental de los
machos es distinto al de los hermafroditas y hembras. Por ejemplo, no hay
condiciones adecuadas en Baja California Norte para su presencia (Figura 13B). El
andlisis de componentes principales sugiri6 que las variables con mayor poder
discriminante entre los sistemas de reproduccion ginodioico Y trioico fueron, el rango
anual de la temperatura (BIOQ7), asi como la temperatura promedio del cuatrimestre
mas frio (BIO11). La variacion de la temperatura es contrastantes entre Baja
California Norte y Baja California Sur, debido a que las temperaturas minimas son
mas extremas en Baja california Norte. Por ejemplo el rango de temperatura es
mayor en Baja California norte como consecuencia de las temperaturas mas frias
alcanzadas en invierno (<15°C); mientras que en Baja California Sur el rango de
temperatura es menor y las temperaturas minimas son, por lo general, mayores a
15°C (Figuras 27D y C). La temperatura minima es una de las principales variables
ambientales asociada con la distribucibn de las cactaceas (Nobel, 1980). La
temperatura minima limita el rango de distribucién hacia el norte de Lophocereus
schottii. Esta especie presentar tallo de menor diametro con respecto a Carnegie
gigantea, la cual se distribuye a latitudes mas altas. Un tallo delgado impide
mantener la temperatura minima requerida en la parte apical meristematica, limitando
la distribucion en L. schottii hacia latitudes altas. Plantas con tallo mas robusto
también se ha asociado a la funcion sexual de hembra, esto les permite almacenar
recursos suficientes para la produccion y maduracion de frutos (Delph, 1996). Para el
cardon, Medel-Narvaez (2008) observd que el grosor del tallo aumenta conforme
aumenta la latitud; sin embargo este autor no hizo distincion de géneros. De nuestro
estudio y estudios previos se sabe que los machos disminuyen en la misma
direccidon. Los machos, al no tener que invertir en la produccion y maduracion de
frutos no requieren de tallos robustos; en cambio, esa energia podria ser invertida en
otras funciones que incrementen su éxito reproductivo. Una explicacion alternativa a
la ausencia de machos en altas latitudes debido a la disminucion de polinizadores,
podria ser solo una consecuencia de la especializacion hacia la funcion masculina.

En este estudio, con excepcion de la localidad de EI Arco (ARC), todas las
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localidades trioicas con alta frecuencia de machos se encontraron en sitios donde la
temperatura promedio del cuatrimestre mas frio no baja de los 15°C. En contraste,
las localidades ginodioicas se encontraron en sitios donde la temperatura minima

puede ser inferior a los 10°C (Figura 27C).

Factores abiéticos: Las Islas

El efecto de las islas como sitios en los cuales se promueve el cambio de
sistemas de reproduccién se ha evidenciado en distintas especies. De acuerdo a una
revision bibliografica realizada en este estudio se estimé que el 39% de las especie
dimérficas de cactaceas ocurren en el complejo de islas del Caribe, donde especies
dioicas del género Pereskia sp. y dioicas y subdioicas del genero Consolea sp. son
predominantes. El efecto de las islas se ha asociado al cambio en el tipo y
abundancia de polinizadores y a la distancia con respecto a la costa (Baker, 1967;
Baker y Cox, 1984). En el primer caso, la disminucion de polinizadores especialistas
(i.e. aves, murciélagos) y el aumento de polinizadores generalistas (i.e. abejas)
promueve la separacion de sexos en especies con hermafroditas que tienen alto
efecto de la depresion por endogamia. Esto se debe a que los polinizadores
generalistas, con su poca capacidad de dispersion aumentan la tasa de
autofecundacion y la mortalidad de progenie de hermafroditas. En el segundo caso,
la ley de Baker, las islas alejadas de la costa favorecen el establecimiento de
poblaciones hermafroditas porque un solo individuo es necesario para formar una

poblacion.

En el primer caso, el cambio de polinizadores especialistas a generalistas y su
aumento en la tasa de autofecundacion, no es un impedimento para el
establecimiento de los hermafroditas del carddn en las islas, pues de acuerdo a
estimaciones basadas en germinacién y establecimiento de semillas, la depresion
por endogamia es despreciable (d = 0, Fleming et al., 1996). Una vez que se han

establecido los hermafroditas, el aumento en tasa de autofecundacion tampoco es un
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impedimento para el establecimiento de las hembras, pues, como mencionamos
anteriormente el descuento de polen debido a autofecundacion es despreciable. En
contraste, el establecimiento de machos se ve afectado por la disminucion en la
disponibilidad de o6vulos de hermafroditas y por la competencia por évulos de
hembras. Consistente con esta prediccion, a excepcion de la Isla Espiritu Santo
(IES), al sur de BCS, ninguna isla presento frecuencia de machos mayor al 10%. Sin
embargo es necesario conocer un poco mas sobre el tipo de polinizadores,
dispersores y condiciones particulares de las islas antes de llegar a una conclusion.
Por ejemplo, llama la atencién de la Isla San José (ISJ) es trioica y la localidad méas
cercana en la peninsula (La Soledad) es ginodioica, esto implica que condiciones
particulares de dicha isla favorecieron la dispersion de la mutacién de esterilidad

masculina.

En el segundo caso, la “ley de Baker’ podria aplicar claramente a las isla
Catalana y Cerralvo. Estas islas son del tipo “continental profundas” caracterizadas
por ser islas profundas (i.e. 400 y 800, respectivamente), ubicadas relativamente
lejos de la costa (25 y 8.7 Km, respectivamente) y de origen mas antiguo al de la
mayoria de las islas del Golfo de California, denominadas “continentales de puente
terrestre”. De acuerdo a la ley de Baker, la distancia es suficiente para explicar
presencia de hermafroditas ya que en teoria, una poblacion podria derivar a partir de
un solo individuo. Por otro lado, para estas dos islas se reportd bajo namero y
diversidad de especies, incluyendo plantas, reptiles y mamiferos con respecto a lo
reportado para otras islas de Golfo (Cody et al.,, 2002). Tanto la condicién de
aislamiento, como la baja calidad de habitat, comparado con las “islas puente”
podrian explicar la presencia de sistemas hermafroditas. Aunque el murciélago L.
curasoae es, en teoria capaz de realizar vuelos de 20-30 Km en busca de alimento
(Sahley et al., 1993); esta especie no ha sido reportada en estas islas (Lawlor et al.,
2002), probablemente por pocos estudios realizados en estos sitios alejados, pero
también podria deberse a que la visita hacia estas islas es desmotivado por la poca
recompensa y el alto costo energético que implica llegar a ellas.
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En resumen de esta seccion, en este estudio se demuestra que el patron de
distribucion de los sistemas de reproduccion es mas complejo de lo que se pensaba
anteriormente. Puede involucrar factores ecoldgicos, ambientales y geograficos. La
presencia del principal polinizador del cardén podria ser importante en algunos sitios
(donde éstos son abundantes y las condiciones no son estresantes) pero no es
suficiente para explicar la presencia de machos en otros sitios. Nuestros resultados
sugieren que condiciones estresantes y/o de bajos recursos también podrian estar
asociadas al establecimiento de sistemas de reproduccion trioico. Esto podria
explicarse por el menor costo reproductivo de la funciébn de machos, aunado a la
especializacion en su funcion reproductiva. Finalmente, la condicion de aislamiento y
distancia geografica de las islas también son factores importantes para la
determinacion del sexo. En islas alejadas geograficamente, se favorece el
establecimiento de sistemas hermafroditas con bajo efecto de depresion por
endogamia. Esto se explica por la mayor probabilidad de establecimiento de

individuos que no dependen de polinizadores para su éxito reproductivo.
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Figura 27. Distribucion de los sistemas de reproduccion del cardon Pachycereus pringlei en el
noroeste de México y su asociacion con variables derivadas de la precipitacién y la temperatura. Los
sistemas de reproduccidén son: ginodioico WorldClim hembras y hermafroditas) en rosa, hermafroditas
en amarillo y trioicos (hembras machos y hermafroditas) en distintas intensidades de azul. Azul claro
(<10% machos), azul cielo (10-30%) y azul fuerte (>30% machos).
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8.3 Patrdn filogeogréfico

8.3.1 Niveles de poliploidia

En este estudio se realizé un esfuerzo por identificar el nivel ploidia en diferentes
localidades ya que a partir de esto podemos decidir la manera mas adecuada de
analizar los datos y ademas puede tener implicaciones importantes en el patrén de

estructura genética.

El nimero base de cromosomas en cactacea es n = 11 (Pinkava et al., 1985). Los
datos microsatelitales de este estudio sugieren tetraploidia al menos para algunas
localidades y loci. Ocho de las veintiln localidades (38%) incluyendo BCO, CBS,
CAR, COM, IES, LMA, I1SJ y SPE, exhibieron al menos un individuo con cuatro alelos
(Amax = 4; Tabla VI); mientras que las razones de area estimadas en seis loci (50%; a
los loci Ppri0l, Ppri03, pprio4, Ppri05, Ppri09, y Ppril0) fueron consistentes con las
razones esperadas para genotipos tetraploides (0.33, 0.5 y 3 para los genotipos
ABBB, AABB, y AAAB, respectivamente; Figura 15). Estos resultados fueron
consistentes con el conteo de cromosomas realizado en este estudio para las
localidades de Puente Querétaro y Cabo San Lucas (Figura 16B, C); asi como con
estudios previos de conteo de cromosomas y patréon de bandeo sugerido por
aloenzimas para una localidad de Sonora (Murawski et al., 1994; Fleming et al.,
1998). Sin embargo, en este estudio se reveld por primera vez la presencia de
polimorfismo en el nivel de ploidia para P. pringlei. En Isla Cerralvo el nimero de

cromosomas fue 2n = 22, lo cual corresponderia a un patrén diploide (Figura 16A).

La frecuencia de heterocigotos tri- y tetra-alélicos fue, en general, baja a lo largo
de las localidades (i.e. P; = 0.06, y P, = 0.01, respectivamente; TABLA VI),
especialmente en las islas Catalana y Cerralvo donde un solo individuo presenté mas
de dos alelos. Como vimos anteriormente, estas dos islas también fueron las Unicas
con un sistema de reproduccién hermafrodita, posiblemente asociado a la condicion

de aislamiento y pobre calidad de habitat que han impedido el establecimiento de
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unisexuales. Las mismas condiciones que han mantenido un sistema hermafrodita en
Isla Cerralvo podrian mantener también un patron diploide en Isla Catalana, lo cual
explicaria la baja frecuencia de individuos con mas de dos alelos observado en estas
dos localidades, aunque es necesario realizar estudios citolégicos para confirmar

esta prediccion.

En cactéceas, la poliploidia es comun, Pinkava et al. (1985) reportd hasta un
27.9% de especies poliploides de las 551 analizadas. Hasta el momento, para las
cactaceas, se han reportado especies con niveles de ploidia que van desde triploides
[i.,.e. Opuntia bigelovii Engelmann var. bigelovii y Nelloydia intertexta (Engelmann)
Benson var. dasyacantha (Engelmann); Benson; Pinkava et al., 1985], hasta
dodecaploides [Consolea rubescens (Salm-Dyck ex A.P. de Candolle) Lem.; Katagiri,
1952]. Las variaciones se han presentado a nivel intra-genero e intra-especifico
(Baker et al., 2009; Cota y Philbrick, 1994; Negrén-Ortiz, 2007). Las diferencias
citolégicas en la carga cromosOmica dentro de una misma especie han sido
interpretadas como etapas transicionales hacia la evolucion de tetraploidia (Baker et
al., 2009; Bretagnolle y Thompson, 1995; Ramsey y Schemske, 1998). Uno de los
mecanismos que resultan en cambio del nivel de ploidia es el “puente de triploides”
(Harlan y DeWet, 1975). Este mecanismo sugiere la fusion de gametos no reducidos
(2n) con gametos reducidos (n) para dar lugar a individuos triploides. Dependiendo
de la viabilidad de los gametos producidos por los individuos triploides durante la
meiosis desigual (gametos n y 2n), éstos pueden originar descendencia tetraploides

por autofecundacién o por la unién con otro gameto no reducido de un diploide.

La presencia de individuos diploides y tetraploides podria sugerir una etapa de
transicion hacia la tetraploidia en el cardén. A la fecha no se han reportado individuos
triploides. Sin embargo, de acuerdo a las razones de areas estimadas en este
estudio, y al niumero maximo de cromosomas para un mismo individuo, esta
posibilidad no puede ser descartada (Tabla VI). Las variaciones en el numero de

cromosomas han sido sugeridas como uno de los procesos filogenéticos mas
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importantes que ha afectado la evolucion de las angiospermas, a menudo lleva a la
evolucion de nuevos linajes (DeWet, 1980; Stebbins, 1971).

La condicion de aislamiento, distinto sistema de reproduccion y distinto nivel de
ploidia de Isla Cerralvo (y posiblemente de isla Catalana) podrian llevar a altos

grados de divergencia genética, y subsecuentemente a especiacion.

8.3.2 Diversidad genética e hipétesis de refugio

Diversidad

A pesar de la incertidumbre sobre la distribucion geogréfica de la carga
cromosOmica en esta especie, los datos microsatelitales proporcionaron resolucion y
polimorfismo suficiente para realizar estudios de diversidad y del patron
filogeografico, los cuales fueron contrastados con distintas formas de analizar los

datos, ya sea suponiendo tetraploidia, diploidia y ploidia desconocida.

Antes de realizar los analisis filogeograficos se investigd el nivel de diversidad

general para la especie.

La diversidad genética de la especie estimada en este estudio para Pachycereus
pringlei fue mayor (Ho = 0.40 y Hg = 0.45; Tabla VII) que la reportada en estudios
aloenzimaticos previos (He = 0.22; Fleming et al., 1998). Este resultado no es
sorprendente, dado el empleo de marcadores moleculares con mayor tasa
mutacional (10 a 10 por generacién; Schiétterer, 2000; comparado con 1x107° en
aloenzimas; Mukai y Cockerham 1977; Nei 1972; Voelker et al., 1980). La
heterocigosidad también fue mayor a los valores reportados para otra cactacea
columnar del Desierto de Sonora, la pitahaya agria (Stenocereus gummosus; Ho=

0.24 and Hg= 0.33, Lozano-Garza et al., 2013) que fue evaluada también con
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marcadores microsatélites. La baja diversidad genética reportada para la pitahaya

podria deberse a su reproduccién, principalmente asexual.

En contraste, la heterocigosidad observada y esperada promedio de P. pringlei (Ho =
0.45) fue menor a los valores reportados en otros estudios usando marcadores
microsatelitales en cactaceas columnares diploides y de reproduccién exogamica
obligada (reproduccién cruzada) del Valle de Tehuacan, Cuicatlan, México (Polaskia
chende Gibson & Horak, He = 0.65 Contreras-Negrete et al., 2014; P. chichipe
(Gosselin) Bakeb, He = 0.66, Otero-Arnaiz et al., 2005; Stenocereus stellatus (Pfeiff.)
Riccob, He = 0.61, Cruse-Sanders et al., 2013; Stenocereus pruinosus (Otto ex
Pfeiff.) Buxb, Hg = 0.72, Parra et al., 2010). La menor diversidad de P. pringlei con
respecto a otras cactaceas diploides contradice al alto nivel de polimorfismo
reportado comunmente en especies poliploides, el cual se asocia a la duplicacion del
material genético (Moody et al., 1993; Ness et al., 1989; Ronfort et al., 1998). Sin
embargo, Hamrick et al. (2002) mencionan que la heterocigosidad aloenzimatica de
P. pringlei fue similares a los valores reportados en otras cactaceas columnares
diploides del Desierto de Sonora (Carnegiea gigantea, He = 0.13; Lophocereus
schottii, He = 0.21; Stenocereus gummosus, He = 0.21; S. thurberi, He = 0.20). En
contraste, la cactdcea columnar tetraploide de Perd, Weberbauerocereus
weberbaueri (K. Schum. Ex Vaupel) Backeb. presenté mayor heterocigosidad
aloenzimética que las especies diploides del Desierto de Sonora (Hg = 0.27; Hamrick
et al., 2002).

Una posible explicacién a los valores relativamente bajos de diversidad de P.
pringlei podrian ser su condicién autocompatible, como se ha reportado para otras
especies con altos niveles de autofecundacion (Duminil, 2009; Onge et al., 2011). El
rompimiento de la incompatibilidad es la alteracibn mas comun reportada en
especies, después de una duplicacion cromosomica (Levin, 1983). Tanto P. pringlei
como W. weberbaueri (Fleming et al., 1994; Sahley, 1996) son cactaceas tetraploides
autocompatibles, mientras que el resto de -cactaceas diploides son auto-
incompatibles (Ross, 1981). Sin embargo una diferencia importante de W.
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weberbaueri con P. pringlei, es que la primera presenta un estigma que sobresale
mas alla de los estambres en la mayoria de sus flores. Esta caracteristica
morfologica posiblemente decrece la posibilidad de autopolinizacion (Sahley, 1996) y
por lo tanto conduce a una disminucién de la heterocigosidad por endogamia.
Después del rompimiento de la auto-incompatibilidad en P. pringlei, no hay nada en
la morfologia de las flores bisexuales que impida la autopolinizacion. El estigma esta
a la misma altura que las numerosas anteras (Fleming et al., 1994) y los granos de
polen se liberan aun antes de la antesis de las flores (com per. Leon de la Luz).
Consistente con estas observaciones una tasa de autogamia tan alta como el 64%

fue estimada a partir de datos aloenzimaticos (Murawski et al., 1994).

Los microsatélites revelaron un nivel moderado de diversidad genética,
comparado con otras cactaceas columnares diploides auto-incompatibles. Una
reciente transicion hacia la tetraploidia de P. pringlei, asi como la auto-compatibilidad
y morfologia floral en la cual no se separan espacialmente las anteras del estigam,
son algunos de los factores que posiblemente estén asociados con los niveles de

heterocigosidad relativamente bajos, reportados para esta cactacea.

Hipotesis de refugio

El tercer objetivo de este estudio fue evaluar la posible asociacion con la hipotesis
de refugio al sur de la PBC y subsecuente colonizacién hacia el norte sugerido para

otras cactaceas columnares del desierto de Sonora.

Los analisis de aislamiento por distancia y el patrén latitudinal de la diversidad
genética fueron consistentes con una expansion hacia el norte. Por ejemplo, el grado
de diferenciacion genética entre pares de localidades fue correlacionada
significativamente con la distancia geografica que las separa y la diversidad aumenté
de sur a norte (Figura 17 y 18). Estos resultados son consistentes con el patron de

colonizacion hacia el norte sugerido previamente a partir de estudios aloenzimaticos



111

realizados en otras cactaceas columnares (Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003;
Lozano-Garza, 2013; Nason et al., 2002) asi como con dataciones de radiocarbono
de materiales encontrados en nidos de rata coleccionista (Neotoma sp.), los cuales
sugieren que especies afines a climas templados tales como: Pinus monophylla,
Juniperus sp. Quercus turbinella y Yucca brevifolia dominaban durante el dltimo
periodo glacial (~21,000 afios), mientras que la expansion de la vegetacion xérica
actual ocurrié hace menos de 11,000 afios, empezando por las especies de mayor
tolerancia a condiciones frias como Carnegiea gigantea, y seguida de especies
menos tolerantes al frio tales como Ceridium microphyllum, Olneya tesota, y
Stenocereus thurberi, hace aproximadamente 5,000 a 4,500 afios (Van Devender,
2002).

La modelacion nicho ecoldgico (ENM) al pasado confirmd el profundo impacto de
las condiciones medioambientales de Pleistoceno en las cactaceas columnares del
desierto de Sonora, reduciendo el habitat potencial del cardén al sur de la PBC;
ademas proveyo de evidencia independiente sobre la funcion de éstas areas como

posible refugio de P. pringlei durante condiciones adversas (Figura 18).

Por otro lado, el patron de aislamiento por distancia que resulté en una mayor
correlacion fue obtenido cuando se consider6 a la isla San Esteba como puente entre
las localidades de la peninsula y de Sonora. Varias islas de la parte central del Golfo,
incluyendo Angel de La Guarda, San Lorenzo, San Esteban e Isla Tiburén pudieron
haber funcionado como “puente” a través del cual los cardones peninsulares
colonizaron la costa de Sonora. La mayor distancia entre estas islas es de 15 Km. El
cardbn se ha reportado en todas las islas y ademas, se han reportado
desplazamientos de hasta 30Km de su polinizador L. curasoae entre Sonora y la Isla
Tiburén (Sahley, 1993), donde tienen sus cuevas de maternidad. La hipotesis de
colonizacion a través de islas es consistente con la invasion sugerida en varias
especies de plantas, incluyendo S. gummosus (Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003;
Cody et al., 1983).
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En resumen nuestros datos de patron de diversidad genética, aislamiento por
distancia y modelacion de nicho al pasado apoyan la hipotesis de refugio al sur de la
PBC y reciente expansion hacia el norte. Ademas de una ruta de colonizacién que va
de la peninsula hacia la costa de Sonora empleando las islas medias del Golfo de

California como puente.

8.3.3 Estructura genética poblacional

Otro objetivo de este estudio fue identificar si existe diferenciacion genética
poblacional y si esta es consistente con eventos historicos citados frecuentemente en
la literatura para explicar las discontinuidades genéticas en distintas especies de

vertebrados.

A diferencia del estudio aloenzimatico realizado previamente para esta especie, el
analisis de 522 individuos de Pachycereus pringlei y diez microsatélites a lo largo de
21 localidades revelaron diferenciacion genética a nivel intra-especifico. Los distintos
métodos (STRUCTURE, DAPC, AMOVA) y escenarios de ploidia (diploide,
tetraploide y ploidia desconocida) empleados en este estudio coincidieron con la
presencia de cinco poblaciones genéticamente diferenciadas para P. pringlei. Tres
poblaciones estuvieron representadas por una sola localidad: 1) Isla Catalana, 2) Isla
Cerralvo, y 3) Cabo San Lucas; mientras que las otras dos poblaciones estuvieron
integradas por varias localidades con correspondencia geografica: 4) Poblacion
Norte, integrada por todas las localidades de Sonora, Baja California Norte y una
localidad de Baja California Sur (STA); y 5) Poblacion Sur: integrada por el resto de

localidades de Baja California Sur (Figura 23).

Las poblaciones Norte y Sur presentaron una discontinuidad genética o reduccion
de flujo genético ubicada alrededor de los 27° 20" y 28° 20" grados de latitud norte
(Figura 23). Esta discontinuidad genética coincide con el evento vicariante del canal
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medio-peninsula, altamente recurrido en la literatura para explicar la concordancia
filogeografica observada en varias especies del Desierto de Sonora (Crews y Hedin,
2006; Lindell et al., 2006; Riddle et al., 2000; Upton y Murphy, 1997; Whorley et al.,
2004). Es relevante mencionar que la mayoria de los estudios filogeogréaficos
realizados para poyar esta hip6tesis emplearon secuencias del ADN mitocondrial, y
los tiempos de divergencia que se han estimado con esas secuencias van del
Mioceno tardio (7 m. a.; Lindell et al., 2005) al Pleistoceno temprano (1 m. a.; Upton y
Murphy, 1997). Dada la alta tasa mutacional que caracteriza a los microsatélites (i.e.
102 a 10® por generacion; Schlétterer, 2000), la mayor resolucién que podriamos
tener es hasta 1 m. a. Sin embargo, la existencia de éste canal ha sido cuestionado
por varios autores debido a la falta de evidencia geolégica a lo todo lo ancho de la
peninsula en esta region, al menos en el dltimo millon de afios (Hafner y Riddle,
2005). Aunado a lo anterior las poblaciones Norte y Sur no son consistente con dos
grupos genéticos que permanecieron aislados por alguna barreara fisica al flujo
genético. Todos los alelos privados se encontraron solo en la poblacion del Sur,
ademas todas las estimaciones de diversidad fueron mayores en esta poblacion,
incluyendo numero promedio de alelos por locus, heterocigosidad esperada y
heterocigosidad observada (Tabla IX). Estos resultados sugieren una historia
evolutiva mas larga de la poblacion surefia, permitiendo que se acumule un mayor
namero de variantes alélicas y diversidad genética (Nei et al., 1975; Dlugosch y
Parker, 2008). El patrén de estructura es consistentes con la reciente expansion
hacia el norte sugerida en este estudio a partir del patrén latitudinal de la diversidad,

la prueba de aislamiento por distancia y modelacién de nicho.

Una historia climatica comdn podria causar patrones espaciales y temporales de
contraccion y expansion del rango de distribucion, promoviendo patrones genéticos
concordantes en distintos taxa Hewitt (1996). Si la historia demografica de P. pringlei
es similar a historia sugerida para la flora xérica del desierto de Sonora a partir de
estudios moleculares (Clark-Tapia y Molina-Freaner et al., 2003; Lozano-Garza,
2013; Nason et al., 2002) y del registro fosil (Van Devender, 2002), entonces la sefial
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genética dejada por un evento vicariante tan antiguo como lo es el canal medio
transpeninsular pudo haber sido borrada por eventos mas recientes de contracciones
y expansiones del rango de distribucion ocurridas durante el Pleistoceno (Clark-Tapia
y Molina-Freaner, 2003; Nason et al., 2002).

Algunos autores mencionan que las discontinuidades genéticas observadas en
varias especies podria ser explicadas sin tener que recurrir a la vicarianza, por
ejemplo, la misma sefial pudo haber sido consecuencia de la fragmentacion temporal
de poblaciones durante periodos glaciales (Hugall et al., 2002; Schneider et al.,
1998), cambio abrupto en condiciones medioambientales (Grismer, 2002; Grismer et
al., 2000), comportamiento y rasgos de historia de vida particulares de cada especie
(Leaché et al., 2007; Loveless y Hamrick, 1984; Riddle y Hafner, 2006; Ross y
Markov 2006;); asi como, debido a condiciones aleatorias asociadas a poca
capacidad de dispersion y bajo numero efectivo poblacional (Irwin, 2002; Neigel y
Avise, 1986). Los rasgos de historia de vida, en particular los sistemas de
reproduccion podrian tener gran influencia en el patron de estructura de P. pringlei,
las cinco poblaciones mostraron diferencias importantes en los sistemas de
reproduccion. En la siguiente seccion se explica el efecto de los sistemas de

reproduccion en el repertorio genético.

Por otro lado, las Isla Catalana (ICA), Isla Cerralvo (ICE) y Cabo San Lucas
(CBS) mostraron coeficientes de pertenencia relativamente altos (Q = 0.96, 0.94, y
0.77, respectivamente). Estas poblaciones también resultaron altamente
diferenciadas de acuerdo a las distancias genéticas de Nei (1987), reflejandose en
ramas especialmente largas en el fenograma (Figura 22). En el caso de las islas, la
alta diferenciacion genética podria ser consecuencia del flujo genético restringido
asociado tanto al tipo de isla (“Continental profunda”) asi como la baja calidad de
habitat que mantiene un bajo namero y diversidad de especies, incluyendo plantas,
reptiles y mamiferos con respecto a lo reportado para otras islas de Golfo (Cody et
al.,, 2002). En el caso de Isla Cerralvo, el conteo de cromosomas reveld un nivel de

ploidia distinto. Este factor también podria promover la divergencia genética por la
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desventaja de la progenie “triploide” que resulta de la fusion de un gameto haploide y
uno diploide. Los individuos triploides se pueden encontrar en desventaja sobre los
diploides por la produccion de gametos no balanceados durante la meiosis (Ramsey
y Schemske, 1998; 2002).

En el caso de los cardones de la poblacion de Cabo San Lucas, éstos habitan en
un clima excepcional que alberga mayor diversidad y densidad de especies, asi
como la Unica poblacion residente de L. curasoae (Rojas-Martinez et al., 1999;
Woloszyn y Woloszyn, 1982). Es posible que el alto grado de diferenciacién de esta
poblacién esté asociada a un reducido flujo genético con otras poblaciones
adyacentes, promovido por habitos de forrajeo mas restringidos de los polinizadores.
Como mencionamos anteriormente, la abundancia de polinizadores podria explicar la
alta frecuencia de machos de cardén al sur de la peninsula. Si la abundancia de
machos es reflejo de mayor tasa de entrecruzamiento, entonces también deberiamos
observar los valores mas altos de heterocigosidad en Los Cabos; sin embargo, el
valor estimado para esta poblacion fue relativamente bajo (Ho=0.38). Es posible que
la diferenciacion genética de los cardones de Los Cabos, ademéas de ser promovida
por la presencia de poblaciones residentes de murciélagos, podria estar siendo
afectada por otros factores, los cuales a su vez actian en contra de la diversidad, por
ejemplo la competencia intra-e inter-especifica. En este sitio el carddon coexiste con
una mayor diversidad de especies, incluyendo la Unica poblacién del carddn
columnar P. pecten-aboriginum (Engelm. ex S. Watson) Britton & Rose de la
peninsula, con tiempos de floracion similar a los del cardon. Durante la recolecta de
flores en la regidbn de Los Cabos se observaron algunos individuos con
caracteristicas similares a ambas especies, sugiriendo, la posibilidad de hibridacion.
El éxito reproductivo de los machos, en esta poblacién podria ser también favorecido
por interferencia del polen de P. pringlei con el polen de P. pecten-aboriginum, lo cual
explicaria la frecuencia relativamente alta de machos sobre los otros géneros del
cardon sin que sea reflejado necesariamente en aumento de diversidad para la

especie. Sin embargo esta explicacion es basada solamente en observacion y
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experiencia en campo, es necesario realizar estudios correspondientes para evaluar

si este fendbmeno esta ocurriendo realmente.

El analisis de estructura poblacional con microsatélites revel6 que P. pringlei esta
lejos de ser una especie panmictica aunque el patron de estructura no fue
consistente con los eventos vicariantes sugeridos en la literatura. Las diferencias
genéticas podrian estar asociadas a condiciones de aislamiento, distintos niveles de
ploidia y presiones selectivas locales restringiendo el flujo del polen. Asi mismo, las
cinco poblaciones muestran diferencias importantes en los sistemas de reproduccion

gue también podrian tener implicaciones importantes en el repertorio genético.

8.4 Sistemas de reproduccion y patron genético de variacidon

En el dltimo objetivo se investigd la relacion de los patrones de distribucion

geografica de los sistemas de reproduccion y la estructura genética del cardon.

El patron de estructuracion genética mostro una alta correspondencia con la
heterogeneidad espacial de los sistemas de reproduccion del cardon. La poblacion
Nortefia fue principalmente ginodioicas (4% de machos en promedio), mientras que
la poblacion Surefia fue principalmente trioicas (36% de machos en promedio).
Ademés las poblaciones de Isla Catalana e Isla Cerralvo que fueron altamente
diferenciadas fueron las U(nicas poblaciones con sistema de reproduccion
hermafrodita; mientas que la poblacion de Cabo San Lucas fue la localidad trioica
con mayor frecuencia de machos (63%; Tabla 1X). Dado que el sistema de
reproduccion determina la manera que el arreglo genético actual se hereda a la
siguiente generacion (Foxe et al., 2010; Hamrick y Godt, 1989; Loveless y Hamrick,
1984; Nybom, 2004), la heterogeneidad espacial de los sistemas de reproduccion
puede tener una fuerte influencia sobre la estructuracion genética de las poblaciones
debido a la contribucion diferencial de la autogamia y exogamia a lo largo de las

poblaciones. La autopolinizacion reduce el tamafio efectivo poblacional (Ne) y el flujo
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de genes entre poblaciones, lo que incrementa la probabilidad de fijacién de alelos,
disminuye la diversidad genética intrapoblacional e incrementa el grado de

diferenciacion genética entre poblaciones (Loveless y Hamrick, 1984).

Las corridas independientes de STRUCTURE revelaron que los hermafroditas
fueron responsables de la mayor, si no es que toda la diferenciacion genética
observada entre las poblaciones Norte y Sur (QnorTH_nHermapHrODITES = 0.79 contra
QsoutH_nermarHroDiTes = 0.80). En contraste, los unisexuales fueron similares a lo
largo de las localidades, incluyendo la Peninsula de Baja California y costa de
Sonora (QnortH_unisexuats = 0.50 versus QsoutH unisexuaLs = 0.52; Figura 25). Este
patrén de estructuracion genética puede explicarse por la capacidad diferencial de
colonizacion de sexos, que a su vez es el resultado de distintos requerimientos
fisioldégicos y dependencia hacia polinizadores, asociados con su éxito reproductivo
(Bierzychudek y Eckhart, 1988; Delph, 1999; Lloyd y Webb, 1977). Durante un
evento de expansion demogréfico, se espera que los hermafroditas sean favorecidos
sobre los unisexuales, ya que estos no dependen de los polinizadores para lograr su
establecimiento y, en teoria, un solo individuo puede derivar en una poblacion
(Baker, 1967; Stebbins, 1957). El establecimiento mas temprano de los hermafroditas
hacia el norte de la peninsula y una mayor tasa de autofecundacion con respecto a
las localidades surefias, que son principalmente trioicas, pudo haber promovido la
diferenciacion genética de los grupos norte y sur (Barrett y Husband, 1990; Guo et
al., 2009). Después de un evento fundador, la tasa de autofecundacion es favorecida
por la pérdida estocastica de variantes alélicas implicadas en el sistema de
reconocimiento del organismo (genes “S”, asociados con el sistema de auto-
incompatibilidad que tiene que ver esos genes S Glover y Barrett, 1987; Bechsgaard
et al., 2006; Guo et al., 2009). Asi mismo la mayor tasa de autofecundacion en la
poblacién Nortefia también podria ser favorecida por la disminucién en la densidad
poblacional y en la abundancia de polinizadores potenciales (Eppley y Pannell, 2007;
lgic et al., 2008; Pannell y Barret, 1998). La disminucion en la densidad poblacional

asi como diminucion en la abundancia de polinizadores hacia latitudes altas fueron
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reportados en estudios previos para esta especie (Medel-Narvadez, 2006; Molina-
Freaner et al., 2003).

Consistente con las predicciones del efecto de los sistemas de reproduccion
reportados en otras especies (Hamrick y Godt, 1996; Nassar et al., 2001; Onge et al.,
2011) en la estructura filogeografica, en este estudio se observé un patron general de
disminucién de la diversidad de poblacion las localidades trioicas de la poblacién Sur,
segundo de las localidades ginodioicas de la poblacion Norte, y la menor diversidad
observada fue entre las poblaciones hermafroditas. En el caso del grado de
diferenciacion genética, el patrén fue el opuesto. Las poblaciones hermafroditas
mostraron el mayor grado de diferenciacion genética, seguido las localidades
ginodioicas dentro de la poblacion Norte, y menor grado de diferenciacion entre las
localidades trioicas dentro de la poblacién Sur. Un efecto similar de los sistemas de
reproduccion sobre el patron de estructura y de diversidad genética fue reportado a
nivel intraespecifico para Echhornia paniculata (Pontederiaceae; Barret y Husband,
1990), asi como entre especies cercanamente emparentadas de cactaceas (Nassar
et al., 2001; Onge, 2011).

8.5 implicaciones para la conservacion y recomendaciones futuras

Este es el primer estudio que investiga la relacion de los factores abidticos con
el sistema de reproduccion, asi como el patron genético de variacion a partir de
marcadores moleculares altamente polimérficos. La informacién que ha resultado de
esta investigacion sera sin dudad de utilidad para direccionar investigaciones futuras
de esta especie con conocimiento previo de la existencia de poblaciones
genéticamente diferenciadas, sus niveles de diversidad y patréon filogeografico.
Ademas serd de utilidad para priorizar esfuerzos de investigacion a ciertas areas que
resultan de gran importancia evolutiva para esta, y otras especies afines (otras
cactaceas columnares) por ser sitios de mayor diversidad genética y/o que

promueven la divergencia entre poblaciones. En vista el rapido crecimiento
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poblacional y sus efectos secundarios, tales como: el desmonte de areas naturales
para la construccion de zonas urbanas, desarrollos turisticos y carreteras, las
investigaciones enfocadas a determinar los patrones filogeograficos y de diversidad
de la biota, asi como los principales factores promotores del cambio evolutivo

resultan cruciales para identificar areas prioritarias para la conservacion.

Este trabajo forma parte de un proyecto integral de filogeografia comparada
del noroeste, el cual junto con otras siete especies busca identificar la respuesta que
organismos tan distintas como bacterias, reptiles, aves y plantas pueden tener a una
misma historia geoldgica y climatica. Para investigaciones futuras en el caso del
cardon se recomienda incluir marcadores moleculares de tasa mutacional mas lenta
gue la de los microsatélites, tales como cpDNA para indagar sobre los procesos
vicariantes historicos. Especial cuidado se debe poner en la seleccion de los
marcadores cloroplasticos ya que por experiencia propia éstos han mostrado bajo
éxito de amplificacion y/o polimorfismo. Esto podria deberse, en parte al empleo de
marcadores disefiados para otras especies, y en parte al bajo polimorfismo del

cpDNA que caracteriza a las cactaceas.

Este trabajo demostré que en esta especie, ademas del polimorfismo en sistemas
de reproduccién y heterogeneidad genética existe polimorfismo en la carga
cromosOmica. Es necesario realizar estudios citologicos en diferentes sitios para
poder obtener el patron general de distribucidbn geografica de ploidia. Esta
informacion es relevante ya que el cambio en carga cromosémica es uno de los

principales mecanismos que llevan a la especiacion alopatrica en plantas.

9. CONCLUSIONES

1. Las flores de los distintos sexos del cardon muestran diferencias
morfologicas y morfométricas similares a los reportados en otras
cactaceas. Las flores pistiladas son mas grandes con mayor producciéon

de ovulos y de mayor tamafio, las anteras son indehiscentes y los granos
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de polen “malformados”; y flores pistiladas son mas grandes, los estambres
mas largos y muestran distintos niveles de especializacion hacia la funcion
de machos (presencia/ausencia de o6vulos). La especializacion hacia la
funcion femenina podria estar asociada al fallo o iniciacion temprana de
programas de muerte celular; mientras que la especializacién hacia la
funcién de machos podria estar asociado a mutaciones que controlan la
produccion y concentracion de hormonas tales como la auxina. Las
diferencias morfométricas en las flores son consistentes con la teoria de
redistribucion de recursos donde los unisexuales al perder una funcion

sexual pueden redistribuir recursos a la funcién sexual en turno.

El carddn presentd tres sistemas de reproduccion (hermafroditas,
ginodioicos Yy trioicos) determinados por factores ecoldgicos, ambientales y
geograficos. El establecimiento de machos podria verse favorecido en
sitios con altas abundancia de polinizadores ya que incrementan su éxito
reproductivo. Los machos también podrian resultar favorecidos sobre los
hermafroditas en sitios estresantes (baja precipitacion) por el menor costo

reproductivo de su funcién sexual.

Se observé un patrén de aislamiento por distancia y aumento gradual de la
diversidad hacia latitudes altas; asi como una modelacion de nicho al
pasado que sugiere que el cardon se refugié en el sur de la PBC durante
el Udltimo maximo glacial. Posteriormente, el carddén recolonizo

gradualmente la region norte.

El patrén filogeografico mostré la presencia de cinco poblaciones
genéticamente diferenciadas y consistentes con diferencias importantes en
los sistemas de reproduccion. Este patron no fue consistente con los
eventos vicariantes sugeridos comunmente en la literatura para diversas
especies del noroeste de México. Este patréon filogeografico puede ser

explicado por: 1) Condicion de islas y distinto nivel de ploidia en el caso de
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las poblaciones de Isla Cerralvo e Isla Catalana, 2) presiones selectivas
locales que restringe el flujo de polen en el caso de la poblacién de Cabo
San Lucas y 3) capacidades diferenciales de colonizacion de los distintos
sexos durante su recolonizaciébn hacia el norte en el caso de las

poblaciones Norte y Sur.

Es indudable que el polimorfismo en el sistema de reproduccién del
carddn tienen una gran influencia sobre su patron filogeografico y de
diversidad genética. La diferencia entre poblaciones Norte y Sur podrian
deberse a tasas diferenciales de autofecundacién y entrecruzamiento
asociadas a distintas frecuencias de hermafroditas. Ademas el aumento en
la autofecundacion sugerida por el patron heterogéneo de sistemas de
reproduccion fue consistente con el aumento del grado de diferenciacion
genética entre poblaciones hermafroditas y disminucion de la diversidad
dentro de estas; mientras que los sitios con sistemas trioicas presentaron
menor grado de diferenciacion entre éstas y mayor diversidad comparado

con las poblaciones hermafroditas.
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ANEXO1. Caracteristicas morfoldégicas de flore unisexuals de cactdceas. SR

Sistema de reproduccion. SH
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= superficialmente

hermafrodita, LM = “leaky male”, FP = flor primaria, FS = flor secundaria. Talla relativa de flores: P = pistiladas, E = estaminadas, H =
hermafrodita. Nivel de ploidia: 2x = diploide, 4x = tetraploide, 6x = hexaploide, 8x = octaploide, 10x = decaploide. S| = auto-incompatible, SC

= auto-compatible, D = depresion por endogamia, entre paréntesis los valores estimados de autocompatibilidad y depresién por endogamia.

Androecio de flor Talla
Especies SR Ginoecio de flor estaminada I relativa P SC/SI/D References
pistilada de flores
Pereskioideae
Pereskia marcanoi D ]'::“Sitf'(l)?r:]/iz“g'al’ lobulos Estambres estériles cortos M>F Areces-Mallea, 1992
Estilo reducido, pocos lébulos Estambres cortos
P. portulacifolia D estigmaticos sin papilas. No ’ F>M Leuenberger, 1986
- anormales. No polen
Ovulos
. Estilo reducido, pocos lébulos
P. quisqueyana D estigmaticos. Ovulos aberrantes Leuenberger, 1986
Estilo reducido, lébulos Estambres cortos
P. zinniiflora D filiformes. ‘ F>M 2X Leuenberger, 1986
- anormales. No polen
Ovulos aberrantes o ausente
Opuntioideae
2 machos, SH, LM. Negron-Ortiz, 2007;
Consolea corallicola  S/D  PF: estilo, dvulos viable No hembras 6x Sl Negron-Ortiz y
SF: no estilo no ovario Strittmatter, 2004;
. . SH. Bien desarrollado con estilo Esta.mbres cortos, Strittmatter et al.,
C. millspaughii D - - . torcidos, anteras 6x .
y estigma. Ovulos inviables . . 2006; 2008
indehiscentes. No polen
g' ?;Sr;]lililformls, 2 machos, SH, LM. Estambres cortos, Negrén-Ortiz, 2007;
C. icar dlae S/D  Bien desarrollado con estilo y torcidos, anteras 6x Strittmatter et al.,
- picardae, estigma. Pocos Ovulos viables indehiscentes. No polen 2006; 2008;
C. spinosissima
SH: Bien desarrollado con estilo Estambres cortos, 8X, Negron-Ortlz, 2007;
C. rubescens D estiama. Ovulos inviables torcidos, anteras 10x Strittmatter et al.,
y estigma. indehiscentes. No polen 2006; 2008
Cylindropuntia G Polen estéril 6x Pinkava et al., 1998;

calmalliana,

Pinkava et al., 2009;,




142

C. sanfelipensis
C. wolfii

Rebman, 1998;
ASU0054450,

ASU0054471, ASU0058936,

C. molesta G Rebman, 1998
. , L. Backeberg, 1958 in
. . Estilo y camara ovarica . .
Opuntia grandis D reducidos. No 6vulos Diaz and Cocucci,
' 2003; Parfitt, 1985
Backeberg, 1958 in
0. quitensis D Estilo y camara ovaérica % Diaz and Cocucci,
= reducidos. No 6vulos 2003; Parfitt, 1985;
ASU0058682
Backeberg, 1958 en
O. quimilo G No machos Pocos estambres. H>F SC (0.30) Diaz and Cocucci,
Polen falso D (~0)
2003
Del Castillo, 1986;
Del Castillo y
Ovario reducido, estigma Gonzalez- Espinosa,
O. robusta H, atrofiado. No/ocasional 6vulos Estambres cortos M>F 4x SC (0.60) 1988;
D, T - No polen D (~0) .
inviables Del Castillo y
Argueta, 2009; Sosa
and Acosta, 1966
3 ma'\chos. E.St"o reducido, Estambres cortos, anteras Orozco-Arroyo et al.,
O. stenopetala D ovario reducido/ausente. M>F 2X ) . i
X ) L colapsadas. No polen 2012; Parfitt, 1985;
No/ocasional 6vulos inviables .
Pinkava et al., 1977
Cactoideae
Echinocereus SH: Ovario, estigma y estilo
. D similar a hembras. No Estambres reducidos M>F 4x Baker, 2006
canyonensis
desarrollan frutos
SH: Ovario y estilo similar alde  Estambres reducidos, Ezl;“?r:;aiool%;gz
E. coccineus D,H hembras. Ocasional dvulos anteras retorcidas. No M>F 4x SC ! '
inviables polen Scobell y Schultz,
2005
E. mombergerianus TG?)r Anteras abortivas 4x Rebman, 1989
E. pacificus D SH: Ovario, estigma y estilo Estambres reducidos M>F 4x Baker, 2006
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similar a hembras. No
desarrollan frutos

SH: Ovario, estigma y estilo

Estambres reducidos.

E. yavapaiensis D similar al de hembras. No : M>F 6Xx Baker, 2006
Polen inmaduro
desarrollan frutos
Brandegee, 1897,
. . Bemis et al., 1972;
- . Anteras indehiscentes.
. Estilo inperfécto/ deforme. F very 6X, Ganders and
Mammillaria dioica GorT Polen malformado puede
Raramente desarrolla frutos estar presente small 4x Kennedy, 1978, en
P Parfitt 1985; Pinkava
et al., 1985
S ) Brandegee, 1897;
M. neopalmeri GorT Estilo inperfécto/ deforme. Anteras abortivas. Fvery Bemis et al., 1972, en
Raramente desarrolla frutos small .
Parfitt, 1985
Neobuxbaumla A Completamente reducido. No hembras M=H Sl Valiente-Banuet, et
mezcalaensis al., 1997
SH: Ovario, estilo y estigma Anteras cortas i)eQrgl nl\?lee(;eail-.ll\lz?\?;e;z
Pachycereus GT, similar a hembras. Ovulos . . ' M>H>F 4x, SC (0.65) ! . '
. . - s indehiscentes. Polen 2003; 2008; Pinkava
pringlei H no/ocasional inviables. Rara M>F>H 2X D (~0) ;
- - malformado etal., 1973; Este
produccién de fruto estéril .
estudio
Gor No estambres.
Selenicereus innesii H No machos Se desconoce si hay Parfitt, 1985

produccion de frutos
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ANEXO 2. Compilacién de localidades de Pachycereus pringlei y la frecuencia
tamafo de muestra, H =
hermafroditas, F = hembras, M = machos, S = estériles.

relativa de sexos calculada para cada sitio. N

Locality Latitude  Longitude N H F M S  Reference

Cardon Forest, SON 28.718440 -111.804894 77 0.49 0.33 0.18 0.03 Fleming etal. 1994
Bahia Kino, SON 28.686458 -111.801174 211 0.28 0.42 0.28 0.02 Fleming et al. 1998
Buena Vista, BCS 23.700616 -109.850316 43 0.56 0.28 0.54 0.02 Fleming etal. 1998
Cabo San Lucas, BCS 23.097764 -109.777243 44 0.10 0.37 0.54 0.00 Fleming etal. 1998
Caborca, SON 30.679086 -112.407870 29 056 0.41 0.03 0.00 Fleming etal. 1998
Catavifia, BCN 29.898734 -114.849182 34 0.56 0.44 0.00 0.00 Fleming etal. 1998
Loreto, BCS 25.801464 -111.403116 37 0.70 0.30 0.00 0.00 Fleming etal.1998
Madrugada, SON 28.949760 -112.065873 47 0.19 0.38 0.43 0.00 Fleming etal. 1998
Playa Cocos, BCS 26.538998 -111.853129 33 0.33 0.36 0.30 0.00 Fleming etal. 1998
Puerto Libertad, SON 29.966624 -112.627089 59 0.25 0.39 0.36 0.00 Fleming etal. 1998
Punta Chueca, SON 29.206005 -112.147539 71 0.47 031 0.23 0.00 Fleming etal. 1998
S of La Paz, BCS 24.079811 -110.259853 20 0.05 0.20 0.75 0.00 Fleming etal. 1998
San Carlos, SON 28.011922 -110.928142 43 0.69 0.30 0.00 0.00 Fleming etal.1998
Isla San Pedro Martir, SON 28.379523 -112.337577 93 53.8 46.2 0.00 0.00 Fleming etal. 1998
Santiago, BCS 23.439036 -109.774942 16 0.00 31.3 68.7 0.00 Fleming etal. 1998
SE of Guerrero Negro, BCS 27.628289 -113.595306 25 0.16 0.24 0.52 0.08 Fleming etal. 1998
Tastiota Junction, SON 28.450360 -111.439653 48 0.67 33.3 0.00 0.00 Fleming etal. 1998
W of Bahia de Los Angeles, BCN 29.016675 -113.704915 42 0.83 16.7 0.00 0.00 Fleming etal. 1998
W of La Paz, BCS 24.212127 -110.690655 32 0.03 46.8 0.50 0.00 Fleming etal.1998
W of Santa Rosalia, BCS 27.445606 -112.955917 35 0.20 429 0.31 0.00 Fleming etal. 1998
Bahia Concepcién, BCS 26.543333 -111.711944 107 0.56 0.30 0.14 0.00 Medel-Narvaez 2008
Isla Catalana, BCS 25.609210 -110.804281 91 1.00 0.00 0.00 0.00 Medel-Narvaez 2008
Catavifia, BCN 29.840833 -114.920833 96 0.52 0.47 0.01 0.00 Medel-Narvaez 2008
Isla Cerralvo, BCS 24173180 -109.819200 93 1.00 0.00 0.00 1.00 Medel-Narvaez 2008
Conquista Agraria, BCS 24.000000 -110.830556 N/D N/D N/D N/D N/D Medel-Narvaez 2008
Guatamote, BCS 25.481944 -111.481944 90 0.49 049 0.02 0.00 Medel-Narvaez 2008
La Ribera, BCS 23.192116 -110.111954 91 0.15 0.38 0.46 0.00 Medel-Narvaez 2008
Puerto Canoas, BCN 29.610556 -115.375278 N/D N/D N/D N/D N/D Medel-Narvaez 2008
Punta Estrella, BCN 30.877222 -114.880000 N/D N/D N/D N/D N/D Medel-Narvaez 2008
San Evaristo, BCS 24.816944 -110.770000 N/D N/D N/D N/D N/D Medel-Narvaez 2008
San Francisco, BCS 27.448333 -113.263889 95 0.23 0.45 0.32 0.00 Medel-Narvaez 2008
San Pedro, BCN 31.095278 31.095278 12 0.75 0.25 0.00 0.00 Medel-Narvaez 2008



Bahia Kino, SON
El Alamo, SON
El Cardonal, SON

El Sacrificio, SON

El Sahuaral de Empalme, SON

Puerto Arturo, SON
Puerto Libertad, SON
San Gabriel, SON
San Nicolas, SON
Isla Tio Ramén, SON

Bahia Concepcién, BCS

Bahia de los Angeles, BCN

Bahia Kino, SON
Bahia Sargento, SON
Balandra, BCS

Bofil, BCS

Cabo San Lucas, BCS
Caduario, BCN

Isla Catalana, BCS
Catavifia, BCN

Isla Cerralvo, BCS
Cerritos, BCS
Conquista Agraria, BCS
El Arco, BCN

El Carrizal, BCS

El Cien, BCS

El Comitan, BCS

El Cuarenta, BCS

El Sargento, BCS
Empalme, SON

Isla Espiritu Santo, BCS
Isla La Choyuda, SON
La Soledad, BCS
Lépez Mateos, BCS
Los Barriles, BCS

Migrifio, BCS

28.866000
30.717700
28.466800
29.957000
27.990800
28.428200
29.973300
29.385500
28.829700
27.936500
26.648861
28.916480
28.827781
29.264971
24.301306
27.363460
22.943781
23.214793
25.672087
29.765208
24.208112
23.329268
24.041630
28.201050
23.830250
24.346583
24.128053
26.657339
23.984703
27.975917
24.482354
28.773067
24.763280
25.272600
23.901442
23.121815

-111.996200
-112.689300
-111.672500
-112.134000
-110.841500
-111.416700
-112.493000
-112.219500
-111.806200
-110.853300
-111.906872
-113.554100
-111.806389
-112.187105
-110.251250
-112.692170
-109.990575
-109.720482
-110.816856
-114.769425
-109.844351
-110.154603
-110.802870
-113.772290
-110.247890
-111.007639
-110.460165
-112.932360
-109.997928
-110.750914
-110.342045
-112.308195
-110.893780
-111.894219
-109.816084
-110.097120

91
90
67
101
167
98
85
107
93
76
50
44
50
51
51
32
52
33
50
50
36

33
35
51
51
71
30
49

50
50
45
50
30
37

0.34
0.47
0.70
0.26
0.82
0.72
0.38
0.10
0.44
0.83
0.44
0.70
0.46
0.57
0.31
0.63
0.23
0.58
1.00
0.64
1.00
0.13
0.24
0.34
0.20
0.33
0.18
0.23
0.43
0.00
0.34
0.64
0.36
0.16
0.23
0.16

0.35
0.31
0.26
0.40
0.18
0.28
0.27
0.41
0.28
0.13
0.32
0.30
0.42
0.29
0.29
0.38
0.13
0.30
0.00
0.36
0.00
0.50
0.42
0.20
0.33
0.24
0.42
0.20
0.22
100

0.32
0.34
0.51
0.38
0.27
0.35

0.26
0.11
0.00
0.24
0.00
0.00
0.19
0.41
0.25
0.00
0.24
0.00
0.12
0.12
0.02
0.00
0.63
0.12
0.00
0.00
0.00
0.38
0.33
0.43
0.47
0.41
0.39
0.53
0.35
0.00
0.34
0.02
0.07
0.40
0.40
0.49

0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.02
0.37
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.03
0.00
0.02
0.00
0.03
0.00
0.00
0.00
0.00
0.07
0.06
0.10
0.00

Molina-Freaner et al.
Molina-Freaner et al.
Molina-Freaner et al.
Molina-Freaner et al.
Molina-Freaner et al.
Molina-Freaner et al.
Molina-Freaner et al.
Molina-Freaner et al.
Molina-Freaner et al.

Molina-Freaner et al.

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio
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2003
2003
2003
2003
2003
2003
2003
2003
2003
2003



Isla Monserrat, BCS
Piedra Blanca, BCN
Puente Querétaro, BCS
Puerto Canoas, SON
Puerto Libertad, SON
Puerto San Carlos, BCS
Punta Abreojos, BCN
Punta Onah, SON
Punta Prieta, BCN

Isla San Esteban, SON
San Evaristo, BCS

San Francisco, BCS
San Gregorio, BCS

Isla San José, BCS
San Pedro, BCN

Santa Agueda, BCS
Santa Rosa, SON

Isla Tiburén, SON

Todos Santos, BCS

25.674519
28.229661
25.350833
29.498472
29.872969
24.860888
27.248240
29.089488
29.063345
28.688303
24.844550
27.490019
26.130761
24.950050
31.297167
27.271769
28.969215
28.779125

23.559110

-111.047069
-113.159389
-111.609461
-115.152944
-112.633481
-112.037566
-113.210670
-112.164084
-114.155100
-112.551005
-110.687230
-113.182850
-112.260511
-110.603761
-115.434639
-112.258920
-112.128145
-112.291030

-110.205400

50
41
52
50
51

34

50
50
35
46
50
50
50
50

24
34

0.56
0.41
0.48
0.66
0.57
0.83
0.18
1.00
0.46
0.72
0.51
0.37
0.16
0.74
0.58
0.76
80.0
0.54

0.35

0.42
0.46
0.52
0.34
0.41
0.00
0.32
0.00
0.50
0.26
0.49
0.37
0.20
0.24
0.42
0.24
20.0
0.42

0.26

0.02
0.10
0.00
0.00
0.02
0.00
0.50
0.00
0.04
0.02
0.00
0.22
0.54
0.02
0.00
0.00
0.00
0.04

0.35

0.00
0.02
0.00
0.00
0.00
0.17
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.04
0.10
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.03

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio
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ANEXO 3. Variables climéticas basadas en temperatura, precipitacion vy
estacionalidad empleadas para realizar la modelacion de nicho al presente de
Pachycereus pringlei. Todas la variables se obtuvieron de la base de datos de
Worldclim (Hijmans et al. 2005).

BIO1 = Temperatura promedio anual

BIO2 = Rango diurno promedio de temperatura

BIO3 = Isotermalidad (BIO2/BIO7) (* 100)

BIO4 = Estacionalidad de la temperatura (Desviacion estandar *100)
BIO5 = Temperatura maxima del mes mas calido

BIO6 = Temperatura minima del mes mas frio

BIO7 = Rango anual de temperatura (BIO5-BIO6)

BIO8 = Temperatura promedio del cuatrimestre mas humedo
BIO9 = Temperatura promedio del cuatrimestre mas seco
BIO10 = Temperatura promedio del cuatrimestre mas célido
BIO11 = Temperatura promedio del cuatrimestre mas frio

BIO12 = Precipitacion anual

BIO13 = Precipitacion del mes mas humedo

BIO14 = Precipitacion del mes mas seco

BIO15 = Estacionalidad de la precipitacion (Coeficiente de variacion)
BIO16 = Precipitacion del cuatrimestre mas humedo

BIO17 = Precipitacion del cuatrimestre mas seco

BIO18 = Precipitacion del cuatrimestre més calido

BIO19 = Precipitacion del cuatrimestre mas frio



148

ANEXO 4. Protocolo de extraccion de ADN empleado para el cardén Pachycereus
pringlei (De la Cruz et al. 1997; Cota-Sanchez et al. 2006)

Reactivos:

1.

o0k w

7.

Buffer de extraccion CTAB

a. 100mM tris-HCI pH 8.0

b. 20 mM EDTA pH 8.0

c. 4% CTAB

d. 1.5 M NaCl
e. 4% PVP40 (poner al momento de usarse)
f. 2% 2-Mercaptoetanol (poner al momento de usarse)
g. 5% acido ascérbico (poner al momento de usarse)
h. 5% mg de DIECA (poner al momento de usarse)

. Buffer de extraccion STE

a. 100 mM Tris-HCI pH 8

b. 50 mM EDTA pH 8

c. 100 mM NacCl

d. 2% 2-Mercaptoetanol
20% SDS
5 M Acetato de Potasio o Cloruro de Sodio
Acetato de sodio 3M
Buffer TE 1x

a. 10 mM Tris

b. 1 mMEDTA
Isopropanol grado molecular

Método:

ok wn

Cortar aproximadamente 10-20 mg de tejido y colocarlo en tubo Eppendorf
de 1.5 mL.

Dejar evaporar el alcohol de la muestra (1 a 2 hrs a 55°C).

Cortar finamente el tejido con navaja

Dejar secar alcohol por una hora méas

Preparar Buffer de extraccion CTAB y STE de acuerdo al numero de
muestras. Con concentraciones finales de 4% PVP, 5% acido ascorbico,
5% DIECA y 2% B-mercaptoetanol para el buffer CTAB y de % B-
mercaptoetanol para el buffer STE

Agregar a cada muestra:
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a. 180 pL de Buffer de Extraccion CTAB 4%
b. 675 uL de Buffer STE
c. 60 uL de SDS AL 20%
7. Incubar a 65°C toda la noche. Si es posible vortexear cada hora.
8. Agregar 255 pL de NaCl 5M o acetato de potasio 5M y dejar a -10° C, 10
min. Si no se pone turbio (blanco pastoso) agregar 100 pL mas.
9. Centrifugar a 14 000 rpm durante 5 minutos.
10. Transferir sobrenadante a un tubo nuevo Eppendorf.
11. Agregar 300 pL de Cloroformo-Alcoholisoamilico 24:1 y mezclar.
12. Centrifugar a 14 000 rpm, 3 min.
13.Recuperar sobrenadante y transferir a otro tubo Eppendorf. NO tomar nada
de la capa intermedia o inferior
14. Agregar 500 a 700 pL de isopropanol absoluto frio, mezclar.
15. Enfriar a -20°C durante toda la noche (1 hora minimo).
16.Centrifugar a 14 000 rpm por 10 min, eliminar sobrenadante por
decantacién. Tener cuidado de no perder el pellet
17.Agregar 500 pL de alcohol etilico al 80% SIN MEZCLAR, enfriar a -20°C
por 30 minutos (minimo).
18. Centrifugar a 14 000 rpm por 1 min.
19. Retirar el sobrenadante con mucho cuidado para evitar el desprendimiento
del pellet.
20. Secar en termoblock a 45°C hasta eliminar trazas de alcohol (olor).
21.Resuspender DNA en 50 a 100 pL de agua mili-Q 6 TE.
22.Almacenar a -20°C.
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ANEXO 5. Caracteristicas de los 28 pares de primers microsatelitales desarrollados para el cardon Pachycereus
pringlei que no fueron marcados debido al inconsistencias durante la amplificacion y/o patron de multi-bandas en los
geles de acrilamida. Ta = temperatura de alineamiento

Longitud Commentarios
Locus Secuencia del primer (5’ and 3’) Motivo repetitivo T4(°C) primer (humero de bandas
(bp) observadas)

. F: TAAGAGACAGCCGCAAAACC .

Pprill R: CCGACACGAAGGAAGAGAGT (AG)1s 59-63 183 Inconsistente

. F: AGGAGTTGCAAAGCCAGTGT Inconsistente
Ppril2 R: GGAGGAGGGCTAGATCGTG (AG)1s 58-62 17 (1-4 bandas)

. F: CCATCAAGAGGCTAATCCCA Multi-bandas
Ppril3 R: TGCTTGAATCTTGAAATCGA (AG)12 65 166 (4-8 bandas)
Porila F: ACAGCTGCTAGGTTATCGGC (GAGACA);CACA 65 154 Multi-bandas

P R: AAGGCAGTAAGTCGAACCCA (GA)10 (2-8 bandas)

. F: GTTTGCAGGATGTTCGGTTTT :
Ppril5 R: TTGACGAACGGGTAGGAGAC (AG)10 56-60 137 Inconsistente

. F: GGTGTTCCTCGCTCTCATTC Multi-bandas
Ppril6 R: CTCGCAAATCCAAGCAAAAT (CDu 68 115 (3-6 bandas)

. F: AAGAGACAGGGTGGGAGAGG Inconsistente, (>8
Ppril7 R: TCCTATCACAGAAATGGCCC (AG)1a 59-63 112 bandas)

. F: CCGTCTGGTCAGATTCACTG Multi-bandas
Ppril8 R: TTTGATGTCGTAGGAAAGTATTGTT (CT)7 57 110 (>8 bandas)

. F: ATTTCCATGTGAACTGGGGA Multi-bandas
Pprild R: GGTCAATCAACTGCGTCGCTA (CA)2 58 111 (2-6 bandas)

Multi-bandas

. F: GGTGTTCCTCGCTCTCATTC 62 : ;
Ppri20 R: CTCGCAAATCCAAGCAAAAT (€N 115 '”COEZ'rf’ézgt)e' (4

. F: CCTAACCAGATGATTCAAGCC Inconsistente
Ppri21 R: GAAAGCCCAAGAATCAACCA (AAAC)L 59-63 92 (2-8 bandas)

. F: GCTTTTAAAGGGATACGGGC .

Ppri22 R GACTTTACAAATGTACCTAAACTTGCA (ATTT)s 62-68 106 Inconsistente

. F: TTTGAAATGAGACAAGCCAAAA Inconsistente
Ppri23 R: TCCACATGCTGTCTCTTATACACA (TTAA), 56-60 90 (2-4 bandas)

. F: GCATTTCAGCAAAACCAAAA Multi-bandas
Ppri24 R: GCATGACAAATGTTCTAAGTATAGCA (A4 59 122 (6-8- bandas)
Ppri25 F: TTGTCATCATATTTCAATGTAATTCTT (TA)1, 56-60 141 Inconsistente
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Ppri26
Ppri27
Ppri28
Ppri29
Ppri30
Ppri31
Ppri32
Ppri33
Ppri34
Ppri35
Ppri36
Ppri37

Ppri38

TNMAIMINININAINININIONINIOTNONIND

: AGTGAGAAATTGCTTGGGACA
: CATATATGAGGATTTGTATATGTTC

AAATTAACCAACGACTAACCCG

: TGGATAAGGCTTTCACCAGC

CCGTCGAAGATAAGACCTGTC

: AGACAGCGTTCGGACTCACT

TGTTCAACGAAAAGGTAATAATCA

: CACAATTCACGGAAGTGGAA

: TTGCTTGACCCTGTCTCTTA

: ACGCTGTTACCAAACACGTC

: GCTCACTCAACCTAAAAGTTATGATG
: TCATATTAACAAGCACTAAAATGAA

: TTGCTTGCTCTGACACCACT

: GAGACAGAAAACTATACAGAGTCCGA

CTCCGTAATCGTCGGTTGAT

- TGTGTATAGGAGACAGGGACACA
: TGTTGGCAATTTGATGCAAT
: CCCACTTTTAAGCTGCATGTC

ATAAAAGCAGTTGGACCCGA

: AGATGTGTATAGAGACAGGTATATG
GTATTCTATTCTATTTATTCTGTGTAA
: CAAGTCATGTACGTGGGCAT
:AGTTCTGGCAGGTGCTGCAC

: TGTTCCCCAAGAAACACCCC

: GAACTGGATGCCAGGGACTG

: TGCAGTACTGAGAACAGGGCA

: ACACATCGAGCAACCAAGGG

(TA)13
(CMo
(GT)is
(GA)wr
(CN12
(CA)so
(GA)wo
(GA)1s
(GA)1s
(TC)1a
(TTTA)STTTC
(GA)1s

(GA)s

59

61-69

56-60

54-64

61-69

58

63

60-67

56-60

53-59

65

57

66

105

90

133

102

90

103

119

135

186

91

90

95

133

(4- bandas)
Multi-bandas
(>8 bandas)

Inconsistente

Inconsistente
(2-4 bandas)
Inconsistente
(2-4 bandas)

Inconsistent

Multi-bandas
(2-6 bands)
Inconsistente
(2-4- bandas)
Inconsistente
(2-8 bandas)

Inconsistente

Inconsistente

Multi-bandas
(3-6- bandas)
Multi-bandas
(2-4 bandas)
Multi-bandas
(>8 bandas)
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Anexo 6. Protocolo de fijacion, tincidon y squach para el conteo de cromosomas en
Pachycereus pringlei (Modificado de Singh, 2003)

Material

1. Colchicine 0.2% (50 ng de Colchicina en 25 ml de agua destilada).
Almacenar a 4°C

2. Solucion de Carnoy’s | (3:1 etanol 100%: &cido glacial acético). Almacenar
a4°C

3. 1M HCI (Para 100 ml. 8.3 ml de HCL ~37% en 91.7 ml de agua destilada)

4. Fulgen staining

Para preparar 100 ml

Disolver gradualmente 0.5 g de Fuchsin (B D H Laboratory, Canada ) en 100
ml de agua destilada hirviendo. Dejar enfriar hasta 50°C vy filtrar (Papel filtro
Whatman No.1). Posteriormente, agregar 15 mlde HCI 1My 1.5 g de
Metabisulfato de potasio (K,S,0,, Fisher Scientific Co. Lawn, New Jersy #P-
197). Envolver el frasco en papel aluminio y almacenar a 4°C toda la noche. La

solucién debe cambiar a un color café claro.

5. Hoyer solution

Procedimiento

e Colectaron las raices de varias plantulas (5-20 raices) provenientes de un
mismo fruto en un tubo eppendorf® de 1.5mL que contenga ~200 pL de
Colchicina 0.2% y mantener a 4°C de 8 a 12 horas.

e Eliminar la Colchicina, enjuagando las raices con agua destilada.

e Agregar Solucion de Carnoy’s e incubar por al menos 8 a 12 horas.

e Enjuagar las raices con agua destiladas dos veces.

e Incubar en HCL 1M a 40-55 C° por 30 min.

e Enjuagar las raices con agua destiladas dos a tres veces (el HCL debe ser
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eliminado perfectamente).

Agregar ~22 ul de colorante Fulgen, cuidando que todas las raices queden
cubiertas

Envolver en papel aluminio y dejar tefir por 2 - 4 horas a 4°C

Enjuagar las raices con agua destilada o acido glacil acético. Solamente la
punta de la raiz debe quedar tefiida de color rosa fuerte, indicando tincion
de material cromosomico

Colocar las raices en un porta objetos y cortar la fraccion tefiida con ayuda
de una navaja y pinzas o aguja de diseccion. Eliminar el resto de tejido.
Cortar finamente las puntas de las raices con ayuda de una navaja y pinzas
0 aguja de diseccidén. Este procedimiento se puede realizar bajo un
microscopio estereoscopio (i.e 4X) para facilitar el corte. No dejar que las
raices se sequen durante este proceso. Si es necesario agregar gotas de
agua o acido glacial acético.

Secar cuidadosamente el exceso de agua o acido glacial acético con la
punta de un papel secante y agregar una gota de solucion de Hoyer’s
Colocar el cubre objetos tratando de no formar burbujas.

Golpear (squash) gentilmente con la punta de un borrador de un lapiz para
favorecer la separacion de las células

Observar a 40 y 100x en un microscopio. Para el aumento de 100X sera
necesario usar una gota de aceite de inmersion. Repetir el squash con el
borrador del lapiz si es necesario

Para adquirir una mejor imagen de los cromosomas se recomienda tomar
fotos a distintas profundidades (enfoques) y producir una imagen

compuesta
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ANEXO 7. Distribucion de las frecuencias alélicas a lo largo de las localidades de
Pachycereus pringlei en cada uno de los diez microsatélites empleados para los
analisis moleculares. Las gréaficas de “pie” muestran la distribucién de todos los
alelos en cada localidad mientras que las los histogramas muestran las
frecuencias de los alelos mas abundantes.
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ANEXO 8. Comparaciones pareadas entre localidades de Pachycereus pringlei determinadas a partir de A) una
base de datos diploide (FST) y B) una base de de datos de presencia ausencia. Las comparaciones pareadas
fueron construidas a partir de diez loci microsatelitales. El grado de diferenciacion genética aumenta de blanco a
azul fuerte

A) Comparaciones pareadas a partir de una base de datos diploide (Fst)

CBS CAR COM ICE CIE IES SOL I1SJ LMA ICA SGR BCO STA PBL PPR CAT SPE IST BKI BSA Promedio

CBS 0.17
CAR [ 0.12 0.12
COoM 0.11
ICE 0.28
CIE 0.09
IES 0.05 0.12 0.03 0.10
soL 0.10
1SJ 0.12
LMA 0.08
ICA 0.18
SGR 0.01 0.05 0.04 0.05 0.09
BCO 0.04 0.03 0.06 0.08 001 0.11 0.02 0.07
STA 0.12 0.06 0.04 0.13
PBL 0.07 0.09 0.09 0.10 0.02 0.02 0.05 0.09
PPR 0.10 0.08 0.11 0.8 0.07 0.10 0.05 0.12
CAT 0.11 0.10 0.10 0.13 0.09 0.06 011 0.07 0.01 0.12
SPE 0.12 009 011 0.11 0.10 0.12 0.08 0.04 0.10 0.14
IST 0.07 0.08 0.03 0.08 0.08 0.13 0.14
BKI 0.08 0.04 010 012 0.11 0.09 0.14
BSA 0.08 009 0.03 0.09 011 012 0.02 0.3 0.14



B) Comparaciones pareadas a partir de una base de datos de presencia / ausencia (®pr)

158

CBS CAR COM ICE CIE IES SOL ISJ LMA ICA SGR BCO STA PBL PPR CAT SPE IST BKI BSA Promedio
CBS 0.17
CAR 0.15
COM 0.11
ICE 0.25
CIE 0.10
IES 0.05 0.11
SOL 0.03 0.04 0.12
ISJ 0.04 0.10
LMA 0.04 0.10
ICA 0.19
SGR 0.00 0.04 0.04 0.03 0.04 0.09
BCO 0.05 0.05 0.08 0.05 0.09
STA 0.06 0.15
PBL 0.08 0.05 0.10
PPR 0.13
CAT 0.13
SPE 0.14
IST 0.12
BKI 0.08 0.15
BSA 0.14




