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RESUMEN

Stenocereus gummosus (Englem.) Gibson y Horak, coloquialmente llamada pitaya agria, es
una cactacea columnar endémica de México con distribuciéon en la region oeste del Desierto
Sonorense, se encuentra presente en casi todo lo largo de la Peninsula de Baja California. En
general, las plantas de esta region han sido poco estudiadas en términos de estructuracion genética,
donde los fendmenos de especiacion y la filogeografia han sido explicadas principalmente por
eventos vicariantes, al grado de reconocer algunos de estos eventos incluso sin contar con
evidencias geologicas, por lo que el debate al respecto esta vigente.

La falta de precision sobre el uso de la estrategia de reproduccion vegetativa por parte de S.
gummosus, ha hecho pensar que su diversidad genética es baja debido a la dispersion clonal,
ademas se ha supuesto que el aumento de la temperatura postglacial pudo ocasionar una expansion
hacia las localidades nortefias de su actual distribucién, como se has registrado para otras
comunidades vegetales en el hemisferio norte.

Empleando marcadores microsatélite para analizar la genética poblacional de la pitaya
agria, se encontrd que la diversidad genética describe un patrén de estructuracion de aislamiento por
distancia coherente con una expansion poblacional con el flujo genético limitado por la dispersion;
no se encontraron sefales de estructuracion fuertes atribuibles a barreras geograficas y los
resultados ademas sugieren eventos de dispersion a larga distancia durante la colonizacién. Aunque
la diversidad genética en la Peninsula fue mayor en la region sur, se discute la posibilidad de la
existencia de mas de un refugio durante el ultimo maximo glaciar.

Palabras clave: Stenocereus gummosus; microsatélites; estructura poblacional.



ABSTRACT

Stenocereus gummosus (Englem.) Gibson and Horak is a Mexican endemic columnar cactus
with the vernacular name of “sour pitahaya” and a natural distribution in the western half of the
Sonoran Desert, mostly found all along the Baja California Peninsula. The plants of this region have
been scarcely investigated in terms of genetic structure, while speciation and phylogeography for
this area have been explained mainly by vicariant events. Although some of those events have been
recognized by phylogeographical breaks, there is no geological evidence for them, which is why the
debate about this matter is opened.

The absence of certainty about the reproduction strategy usage for S. gummosus has lead to
suspect that its genetic diversity may be compromised because of its clonal reproduction ability. In
addition, it has been supposed that the postglacial warming process could have facilitated a recent
northward expansion range to complete its current distribution, as it has been found happens to
other plant communities on the north hemisphere.

Through the analysis of microsatellite molecular markers to infer about the population
structure of the sour pitahaya, it has been found that its genetic diversity follows a pattern of
isolation by distance, coherent with a population expansion with restricted genetic flow by organism
dispersal. No strong structuration due to geographic barriers has been detected, and results also
suggest the participation of long distance dispersal events during the colonization. Even though
genetic diversity was higher at the southern peninsular region, a potential model of multiple
refugees during the last glacial maximum is discussed.

Key words: Stenocereus gummosus; microsatellites; population structure.
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1. INTRODUCCION

Stenocereus gummosus (Englem.) Gibson y Horak, coloquialmente 1lamada pitaya agria, es
una cactacea columnar endémica de México con distribucion silvestre en la region oeste del
Desierto Sonorense (Figura 1a): se encuentra a lo largo de la Peninsula de Baja California (PBC),
desde la region de Los Cabos en el extremo sur hasta los 32° de latitud norte, ademas de ubicarse en
un area relativamente pequefia en la zona costera del estado de Sonora y en algunas de las islas del

Golfo de California (Turner et al., 1995).

La pitahaya agria, ampliamente presente en 8 de las 14 ecorregiones de la PBC propuestas
por Gonzalez-Abraham y colaboradores (2010), comparte su patrén de distribucion interrumpido
por el Golfo de California con otras plantas caracteristicas de la PBC, por lo que se ha discutido
sobre los eventos que conformaron la distribucion actual de las poblaciones de estas especies y
sobre la direccionalidad de la dispersion (Cody et al., 1983; Gibson, 1989), hecho que puede
representar un patréon biogeografico que ayudaria a explicar la migracion de vegetales y la
conformacion de las actuales regiones desérticas. En particular para S. gummosus, se ha propuesto
que las islas de la parte central del golfo han funcionado como un puente para la migracion desde la
peninsula hacia la costa de la placa continental. Particularmente en la PBC, por analisis de loci
aloenzimaticos polimoérficos, se encontrd una mayor relacion entre las localidades del centro de la
PBC con las continentales e insulares y se detectd una incipiente sefial de disminucién de la
heterocigocidad esperada con el aumento de la latitud (Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003) sin

significancia estadistica al analizar exclusivamente las localidades peninsulares.

Por otra parte, la estructura poblacional y la filogenia de algunos vertebrados del Desierto
Sonorense han sido explicadas en lo general por eventos vicariantes (Riddle et al., 2000; Murphy y
Aguirre-Leén, 2002). En particular para la PBC, ademas de la del Golfo de California, se han
propuesto los tres siguientes eventos (Figura 1a): 1) la presencia de un canal marino a mitad de la
Peninsula sobre el actual Desierto Vizcaino, durante el Pleistoceno medio; 2) una transgresion del
mar sobre el delta del Rio Colorado, hacia el Plioceno tardio y 3) durante el Plioceno reiteradas
transgresiones marinas sobre el Istmo de La Paz, separando el extremo sur del de la Peninsula
(Riddle et al., 2000). Aun se encuentra en debate la existencia de estos eventos debido a falta de
evidencia geologica (Jacobs et al., 2004; Lindell et al., 2006). La apertura del Golfo de California y
los propuestos canales transpeninsulares, se pudieron haber completado hace 5 M y 1 M afios atras

respectivamente (Carrefio y Helenes, 2002). Pero posteriormente a estos eventos vicariantes



atribuidos a cambios geoldgicos, sucedieron reiterados cambios climaticos durante el Pleistoceno
(Gltimo millén de afios), caracterizado por la alternancia de condiciones glaciales y sus respectivos
periodos interglaciares, que definitivamente también debieron influenciar la estructuracion genética

en la region peninsular (Hewitt, 1996; Petit et al., 1999).

a)

320
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240 === Eventos vicariantes

[T Distribucidn de Stenocereus gummosus (Turner et al. 1995)

-116.0 -114.0 -112.0

Figura 1. a) Mapa de distribucion de Stenocereus gummosus y representacion de eventos vicariantes propuestos
para otros taxa: Golfo de California (G), Canal del Vizcaino (CVi), inundacion marina del delta del Rio
Colorado (IDC) e inundacion del Istmo de la Paz (IIP). b) Fotografia de matorrales de S. gummosus. c)
Fotografia de flor de S. gummosus. d) Fotografia del muestreo de S. gummosus.

Sin embargo, el grupo de las plantas vasculares, con alrededor de 30% de endemismos en la
region peninsular del Desierto Sonorense (Rebman y Roberts, 2012), ha recibido menos atencion
con respecto a estudios de filogeografia y genética poblacional. Una importante proporcion de estos
vegetales son de afinidad neo-tropical, condicion que los hace particularmente susceptibles a las
temperaturas de congelamiento (Van Devender, 2002); por tal razén, es mas probable que la
distribucion actual haya sido alcanzada por colonizaciones recientes, y que la diversidad genética
entre las poblaciones o regiones detectada hoy en dia haya sido determinada por la expansion

poblacional y no por barreras mas antiguas que limitaran el flujo entre poblaciones (Petit et al.,



2001a). Por ejemplo, la informacion palinoldgica y restos de macrofosiles en cuevas de la rata
coleccionista o cambista Neotoma sp., evidencian expansiones y retracciones de la comunidad
vegetal en la zona de los desiertos calidos de Norte América como efecto del cambio climatico
postglacial del Holoceno (Van Devender et al., 1994; Thompson y Anderson, 2000). En cuanto a
informacion molecular, dos plantas caracteristicas de zonas aridas, Lophocereus schottii
(Cactaceae) y Euphorbia lomelii (Euphorbaceae), ambas encontradas en el Desierto Sonorense,
también presentan patrones de estructuracion genética mayormente concordante con causas
climaticas recientes que con los eventos vicariantes antes mencionados (Nason et al., 2002; Garrick

et al., 2009).

Por otro lado, los datos palinologicos ademds sugieren la existencia de pequefios
semidesiertos a bajas altitudes en la actual extension de los desiertos de Norteamérica, durante el
ultimo maximo glaciar del Holoceno (Van Devender et al., 1994; Thompson y Anderson, 2000), lo
que significaria la existencia de pequenos refugios locales capaces de albergar la diversidad
genética de Stenocereus gummosus a distintas latitudes de la Peninsula, sitios a partir de donde

surgiria la distribucion actual.

La presente investigacion analiza la estructura genética poblacional de Stenocereus
gummosus por medio de marcadores microsatélite, para verificar si su diversidad genética
corresponde a una expansion poblacional reciente, significando una pérdida de diversidad genética

en el sentido de la colonizacidn.



2. ANTECEDENTES

2.1. Especie de estudio

Stenocereus gummosus, aunque considerada cactacea columnar, presenta una forma de
crecimiento de ramificacion bastidnica o decumbente (Vazquez Sanchez et al., 2012), forma
matorrales espinosos de hasta 10 m de diametro y 1 a 3 m de alto variando con la altura de la
vegetacion circundante (Figura 1b, 1d). La corteza del tallo es mucilaginosa debido al contenido de
polisacaridos y polifenoles (Robichaux, 1999). Sus flores son autoincompatibles, tubulares de color
blanco o rosado péalido, de hasta 6 cm de ancho y 11 de largo, y presentan antesis nocturna de una
unica noche y la mafiana posterior a la apertura para polinizacion (Figura 1c); la floracion tiene
lugar especialmente entre julio y septiembre y los frutos se desarrollan completamente de uno a dos
meses después de la fecundacion (Wiggins, 1980; Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003). Su
polinizacion parece ser generalista, comiinmente mediada por lepidopteros de la familia Sphingidae
y por coledpteros Nitidulidae y Cantharidae (Gibson y Horak, 1978; Leon de La Luz y Dominguez-
Cadena, 1991), pero dado que comparten caracteristicas florales con otras plantas quiropterdfilas,
podrian también ser polinizadas por murciélagos (Del Coro Arizmendi et al., 2002), aunque no hay
datos que lo soporten, ya que la recompensa de néctar y polen es de bajo nivel para un organismo de

esas dimensiones.

Los individuos adultos cuentan con capacidad de reproduccion vegetativa. Sus clonas o
rametos forman raices adventicias en segmentos afiosos del tallo, siguiendo por un desprendimiento
paulatino del organismo del que se originan (Gibson y Nobel, 1986). A pesar de su produccion
abundante de flores, frutos y de semillas viables, la baja proporcion de observaciones de desarrollo
de plantulas en el campo no podria explicar el éxito poblacional de esta especie en su actual area de
distribucién sin invocar la propagacion clonal (Gibson, 1989; Leon de La Luz y Dominguez-
Cadena, 1991), sin embargo la diversidad genotipica indica que la especie combina ambas
estrategias de reproduccion, sexual y clonal, para la regeneracion de individuos (Molina Freaner y
Clark Tapia, 2005). Una evaluacion de la resistencia a tratamientos de deshidratacion-hidratacion de
plantulas de S. gummosus, encontrd una notable capacidad de ese estadio para resistir las
condiciones del medio natural que habita (Leon de La Luz y Dominguez-Cadena, 1991)
descartando las condiciones ambientales de aridez como causa del bajo registro de plantulas en
campo, por lo que el consumo de semillas y plantulas pudiera ser una causa que limita su

propagacion.



Los frutos, llamados pitayas, son un recurso alimenticio abundante en las comunidades
vegetales peninsulares (alrededor del 30% de los botones florales producidos), lo que los hace
accesibles a consumidores variables, algunos dispersores y otros propiamente herbivoros. La
cantidad de semilla varia en funcién al peso y al volumen del fruto con un promedio estimado de
674 por fruto, con una viabilidad natural estimada en 87.5%. Entre los consumidores del fruto y las
semillas, se ha reportado a los roedores de los géneros Perognathus, Ammospermophilus y
Dipodomys, quienes abren las semillas para aprovechar su contenido; algunas especies de hormigas
almacenan las semillas en sus colonias para su consumo posterior; en cualquiera de estos dos caso,
solo un bajo porcentaje de semillas (las que escapan al consumo) tienen la oportunidad de al menos
germinar y eventualmente establecerse si se desarrollan en algln sitio pertinente. Las aves en
cambio, principalmente paserinidos e ictéridos, consumen la pulpa del fruto (los restos arilados de
las semillas), excretandolas ya limpias y escarificadas con el embrion intacto. A partir de excretas
del carpintero Melanerpes uropigialis (Picidae) se obtuvo un indice de 85% de viabilidad (Ledn de
La Luz y Dominguez-Cadena, 1991) lo cual sugiere y soporta que las aves consumidoras de pitayas

son los mejores dispersores de sus semillas.

Dos hipotesis han sido propuestas para explicar el origen de S. gummosus. La primera
plantea que una poblacion vicariante de S. stellatus especiara posterior a la separacion de la
Peninsula; la otra hipotesis plantea una diferenciacion previa a la apertura del Golfo (Gibson, 1989).
La propuesta de origen de las poblaciones en la costa de Sonora (Cody et al., 1983) y los datos de
frecuencias alélicas de aloenzimas (Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003) tienen mayor coherencia
con la primera hipdtesis del origen de la especie. Por otra parte, se ha encontrado que S. eruca, ha
especiado recientemente a partir S. gummosus, respondiendo selectivamente a las condiciones
edafolégicas y microclimaticas muy particulares de las paleodunas en los llanos de Bahia

Magdalena (Gibson, 1989).

2.2. Estudios genéticos

Clark-Tapia y Molina-Freaner (2003), detectaron un déficit de heterocigotos generalizado
en las localidades analizadas con 11 loci polimorficos de aloenzimas (Hy entre 0.067—0.175, Hg
entre 0.2070.351) y un promedio alto de coeficiente de endogamia (F;s = 0.608, SDg; = 0.05) que
no puede ser atribuido a autofertilizacion, pues las flores son auto-incompatibles. Las potenciales
explicaciones para estos valores podrian encontrarse en: el entrecruzamiento entre plantas

estrechamente emparentadas, en ventaja selectiva de homocigotos, en que la estructura clonal sea



suficientemente fuerte para afectar la escala poblacional o que ésta no haya sido tomada en cuenta
para el esquema de muestreo, en que existan variaciones geograficas en el sistema de reproduccion
o inclusive en un patron de aislamiento por distancia hacia adentro de las poblaciones con
estructuras familiares o vecindarios locales muy amplios, efecto de la polinizacion mediada por

insectos de baja dispersion.

Los niveles de diferenciacion genética entre las localidades muestreadas fueron
significativos pero en general bajos (Gsr = 0.102), esos datos sugieren altos niveles de flujo
genético actual o una expansion reciente de las poblaciones (Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003),
ademas de ser cercanos a los observados en otras cactaceas columnares con marcadores similares,
en particular mas parecidos a especies de polinizacion generalista por murciélagos, aves y abejas

(Parker y Hamrick, 1992; Nassar et al., 1997, 2001; Holland y Fleming, 1998; Nason et al., 2002).

El andlisis de la identidad clonal para S. gummosus y su especie hermana S. eruca,
identificada por los mismos marcadores aloenzimaticos anteriormente mencionados, (Molina
Freaner y Clark Tapia, 2005) encontré para S. gummosus una prevalencia baja de clones en el
espacio muestreado (100 x 50 m) con sélo dos genetos repetidos una vez, dos rametos con genotipo
multilocus idéntico separados por 6.6 m y otro par por 9.3 m; en cambio S. eruca en un area mayor
(100 m*) y un muestreo menormente saturado, contdé con 8 genetos iterados, el mas abundante
repetido 21 veces con una distancia maxima de 92 m entre rametos, describiendo una distribucion
agregada pero con cierto grado de entremezcla, segn la clasificacion de Carrillo-Angeles y Del
Carmen Mandujano (2011). No obstante ha sido recomendado el tomar con cautela la informacion
de marcadores de bajo polimorfismo y, en particular de aloenzimas, al hacer inferencias sobre la
proporcion de reproduccion sexual debido a la capacidad limitada que tienen para distinguir
efectivamente entre genotipos verdaderamente idénticos sobreestimando la cuenta de rametos
idénticos (Arnaud-Haond et al., 2005) y por el contrario, las diferencias debidas a mutaciones
somaticas entre rametos del mismo geneto no pueden ser identificadas por aloenzimas,

subestimando la cuenta de clones (Arnaud-Haond et al., 2007).

2.3. Otras plantas, otras Stenocereus y otras regiones

Para la Peninsula de Baja California, la historia biogeografica en funcion a la genética
poblacional ha sido evaluada para otras dos plantas: Lophocereus schottii, cactacea distribuida en

rangos de latitud similares a S. gummosus tanto en la PBC como con la costa de Sonora, de



polinizacion mediada especificamente por polillas, con capacidad de reproduccion clonal de
arquitectura agregada con esporadicas dispersiones mayores de rametos atribuidas a corrientes y
arroyos intermitentes (Parker y Hamrick, 1992; Holland y Fleming, 1998); y Euphorbia lomelii,
euforbiacea polinizada por colibries, con distribucion natural en la PBC desde el extremo sur hasta
los 29.5° de latitud y con pequenas poblaciones dispersas a lo largo de la costa del estado de Sonora
(Dressler, 1957). A diferencia de las discontinuidades biogeograficas en animales explicados por los
supuestos eventos vicariantes (Riddle et al., 2000), estas dos plantas exhibieron patrones de
estructuracion genética mucho mas relacionados con flujo genético actual y/o con expansiones
poblacionales recientes, debido al clima postglacial, aunque la direccionalidad de la dispersion fue
diferente; L. schottii debi6 migrar en direccion sur-norte y E. lomelii en direccion opuesta,
encontrandose las poblaciones mas recientes hacia la region de Los Cabos. En el caso de E. lomeli
también se detect6 una ligera pero significativamente sefial de estructura poblacional con RFLP de
intrones nucleares, atribuida a la inundacion del Istmo de La Paz, al sur de la PBC (Nason et al.,

2002; Dyer y Nason, 2004; Garrick et al., 2009).

El valle de Tehuacan-Cuicatlan al centro de México aloja muchas especies de cactéceas,
entre ellas algunas columnares, para las cuales se han documentado diversos usos humanos desde
hace 10,000 afios (Casas et al., 1999a). Por ejemplo, Stenocereus stellatus y S. pruinosus subsisten
en medio silvestre ademas de contar con una historia de domesticacion con seleccion artificial y
manejo de especimenes de vida libre (Casas et al., 1999b; Parra et al., 2008). Estudios genéticos
comparativos de poblaciones silvestres, manejadas y cultivadas han encontrado que el manejo y
cultivo tradicionales de S. pruinosus ha permitido mantener la diversidad genética de esta especie a
pesar de la seleccion morfoldgica, y los niveles de flujo genético entre las diferentes poblaciones
estudiadas fue notablemente alto (Nmg, > 2) (Parra et al., 2010). En el caso de S. stellatus, tanto en
el Valle de Tehuacan como en La Mixteca (cerca de la costa Pacifico), para un sistema de manejo
tradicional similar en jardines caseros y manejo in situ en terrenos de silvicultura contrastados con
poblaciones silvestres, se encontrd que el manejo humano resulta en diversidad significativamente
mayor en los jardines caseros (Hr = 0.289) y en las zonas de cultivo (Hr = 0.270) que en las
poblaciones naturales (H = 0.253) (Casas et al., 2005). En el caso de S. gummosus, de la PBC, los
frutos son usualmente colectados por campesinos para su consumo, pero no se cuenta con registros
de cultivos (Leén de la Luz et al., 1995), mas es importante mencionar que la cultura Seri valora
mucho el fruto de esta planta y se ha documentado la movilizacion de ramas de especimenes adultos
a jardines caseros y el uso tradicional de trozos de la corteza para técnicas de pesca (Felger y

Moser, 1985; Anderson et al., 2001).



En términos generales, en el hemisferio norte, la alternancia de los cambios climaticos entre
periodos glaciares e interglaciares, propios del Pleistoceno, resultaron en multiples contracciones y
expansiones de la distribucion de muchos taxa que encontraron resguardo en zonas refugio o zonas
con menor impacto en la intensidad de los cambios globales, hacia el frio o el calor, seglin sea el
caso (Hewitt, 1996, 2000). Esto ha implicado que muchas de las actuales comunidades vegetales
hayan alcanzado su distribucion en muy poco tiempo. En general la ruta de colonizacion es
acompafada por una pérdida de la riqueza alélica en funcién a la distancia de migracion de los
fundadores y del nimero de eventos fundacionales, por efecto de cuellos de botella (Petit et al.,
2001a); la heterocigocidad, dependiendo completamente del flujo intrapoblacional de polen, se
espera que disminuya mucho menos drasticamente durante una colonizacion (Nei et al., 1975;
Austerlitz et al., 1997). En una planta que depende de los polinizadores para el transporte de sus
gametos, es probable encontrar que los genotipos homocigotos aumenten con un proceso de

colonizacion rapido (Hewitt, 1996).

En contraste de lo esperado, se han detectado zonas de reciente colonizacion con niveles de
diversidad genética considerablemente altos en Europa y en Norteamérica (Petit et al., 2004). Esta
sefial ha sido explicada por la confluencia de dos o mas rutas de expansion que aumentan la
heterocigocidad al mezclarse (Konnert y Bergmann, 1995; Petit et al., 2001b) y también por elevada
frecuencia por generacion de dispersion a larga distancia a través de semillas (> 0.01 individuos por
generacion), llamado efecto de reajuste, muy por el contrario de lo que sucede con el efecto de
embolismo, donde la dispersiones de larga distancia es muy esporadica y el efecto fundador deriva
en una pérdida de la diversidad muy abrupta en la direccion de la colonizacion (Bialozyt et al.,

2006).

2.4. Microsatélites en otras cactaceas

En los ultimos afios, los estudios de genética poblacional han sido mayormente basados en
marcadores de ADN, tanto con secuencias como con microsatélites (Schlotterer, 2004), estos
ultimos, son marcadores nucleares codominantes y su polimorfismo depende del nimero de
repeticiones para un motivo de 2, 3 o hasta 6 nucleodtidos, con tasas de mutacion estimadas entre
1x10°-1x107 por locus por generacion, que derivan en altos niveles de polimorfismo, suficientes
para estudios genéticos que busquen respuestas a procesos ecoldgicos actuales (Schlotterer, 2000).

Dados los procesos implicados en generar y corregir variantes alélicas de los microsatélites, la tasa



de mutacion difiere no sélo entre taxa, sino entre loci segun su ubicacion en el genoma y entre
tamafios alélicos, siendo mas susceptibles a mutacion los loci con mayor niumero de repeticiones
debido a desfase o resbalon de la ADN polimerasa (Xu et al., 2000; Li et al., 2002; Lai y Sun, 2003;
Harr y Schiétterer, 2004). Estos niveles de mutacion generan homoplasia, es decir, cuando se llevan
a cabo mutaciones convergentes a partir de distintos estados o tamafios alélicos con el modelo de
mutacion por pasos, por lo que se vuelve imposible detectar diferencias en cuestion de linajes
conforme se acumulan las mutaciones, limitando este tipo de marcadores a inferencias histdricas

recientes conforme mayor sea la tasa de mutacion (Rousset, 1996; Estoup et al., 2002).

En la Tabla I se muestran los resultados de polimorfismo y diversidad (4, Hr y Hp)
obtenidos por marcadores microsatélite para 6 especies de cactaceas de la subfamilia Cactoideae;
los primeros dos fueron aislados a partir de librerias gendmicas (a y b), los siguientes tres por medio
de librerias genémicas enriquecidas para algin motivo repetitivo (c, d y e) y los de Stenocereus
pruinosus fueron de amplificacion cruzada a partir de P. chichipe, siendo la unica especie de las
presentadas sin marcadores especificos. E. grusonni y S. pruinosus exhibieron menor numero
promedio de alelos por locus (3.33 y 4.42 respectivamente) y corresponden a las dos especies con
mas y menos loci analizados (12 y 4) por lo que la comparacién debe tomarse con reservas; M.
crucigera presentd el mas alto (8.88). La proporcion de loci polimorficos encontrados es muy

variable entre los estudios revisados (15-91%).

Tabla I. Numero y porcentaje de loci polimorficos (Polim.) y diversidad genética medida en numero medio de
alelos por locus (4), heterocigocidad observada (Hy) y esperada (Hy) para 4 estudios de caracterizacion de loci
microsatélite (%, °, ¢y %) y 2 estudios poblacionales con loci microsatélite (° y ). Se especifica la Tribu a la que
pertenece cada especie, la region geografica donde se llevo a cabo el estudio y el nimero de poblaciones
analizadas (n.p).

Especie Tribu Region geografica n.p.  Polim. A H, Hy
Ariocarpus bravoanus®  Thelocactineae  S. L. Potosi, México 8 (15%) 5.60 0.574 0.512
Echinocactus grusoniib Cacteae S. L. Potosi, México 12 (21%) 3.33  0.550 0.508
Mammilaria crucigera® Cacteae Tehuacan, México 8(53%) 8.88 0.320 0.757

Polaskia chichipe® Pachycereeae ~ Tehuacan, México 7(70%) 593 0.631 0.683

Stenocereus pruinosus'  Pachycereeae  Tehuacén, México 4(57%) 442 0.670 0.720
* (Hughes et al., 2008); ° (Hardesty et al., 2008); ¢ (Solorzano et al., 2009); ¢ (Pérez et al., 2011); © (Otero-
Arnaiz et al., 2005); f (Parra et al., 2010).

1
1
2
Pilosocereus machrisii®  Cacteae Caatinga, Brasil 2 10 (91%) 4.75 0.443 0.487
3
3

Para la identificacion de clones los niveles de polimorfismo en los marcadores son

importantes. Parra y colaboradores determinaron como rametos del mismo geneto (clones), a las
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muestras que compartieron todos los alelos en 4 loci utilizados en S. pruinosus (Parra et al., 2010),
sin embargo, los resultados de Arnaud-Haond y colaboradores (2005) demuestran que tanto un
numero pequefio de loci como niveles bajos de polimorfismo, resultan en asignaciones erroneas de
diversidad clonal, sobreestimando el niimero de rametos del mismo geneto y subestimando el

numero de individuos genéticamente distintos.
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3. JUSTIFICACION

La historia de la biota del Desierto Sonorense ha sido mayormente abordada por hipdtesis
imperantes sobre vicarianzas geoldgicas, que implican millones de afios, explicando asi la
distribucion espacial de la diversidad genética de los organismos distribuidos en esa region
geografica. Sin embargo, para los vegetales se han presentado recientemente explicaciones que dan
mas importancia a eventos climaticos ambientales del ultimo milléon de afios (Pleistoceno), y
particularmente de los ultimos 10,000 afios (Holoceno), aspectos que poco habian sido tomados en
cuenta con anterioridad, pero no hay un consenso al respecto. El hecho de producir informacion
para explicar la genética poblacional de mas especies con caracteristicas particulares, como la
pitaya con su sistema dual de reproduccion (sexual-asexual) y su vasta presencia a lo largo de
heterogeneidad ambiental de la Peninsula de Baja California, aspira a ayudar a discernir entre unas

hipotesis y otras o a precisar las hipotesis imperantes.

Siendo que las cactaceas se han diversificado en tierras mexicanas, podemos contarlas
como recursos del pais, y entre mejor conozcamos los recursos con que contamos, mejor se puede
planear su uso, lograr su aprovechamiento y prever su preservacion. Es pertinente puntualizar en
este sentido, que las investigaciones de genética poblacional para otras plantas de la Peninsula, han

sido llevadas a cabo por equipos extranjeros.

Entre las plantas con capacidad de reproduccion vegetativa, esta es la primera cacticea para
la que se desarrollan marcadores microsatélite especie-especificos con una técnica de secuenciacion
masiva (de segunda generacion), lo que permitira, posterior a este estudio, continuar con
investigaciones genéticas y gendmicas con otros alcances, a partir de informacion ya obtenida que

ha sido objeto de este trabajo.
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4. OBJETIVOS

4.1. General

Identificar si la estructura genética poblacional de Stenocereus gummosus es coherente con

los proceso de contraccion-expansion poblacional impulsados por efecto de los reiterados cambios

climaticos (glaciar-interglaciar) del Pleistoceno, en donde la porcion sur peninsular pudo actuar

como una zona refugio.

4.2. Particulares

Obtener genotipos de marcadores microsatélites especificos que permitan analizar los

procesos microevolutivos de Stenocereus gummosus a nivel poblacion.

Evaluar la distribucion geografica de la diversidad genética intra e interpoblacional de S.

gummosus en la Peninsula de Baja California.

Interpretar las evidencias genéticas para discernir si son coherentes con las hipotesis de
cambios climaticos glaciar-interglaciar y con un refugio en la zona sur de la Peninsula de

Baja California.
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5. HIPOTESIS

La estructura genética poblacional de Stenocereus gummosus en la Peninsula de Baja
California, es resultado de una colonizacidn reciente en sentido sur-norte, a partir de la region de

Los Cabos.

Escenario I. Una colonizacién por difusion simple a partir de un refugio con el flujo
genético limitado por la distancia, implicaria un modelo de aislamiento por distancia con un
coeficiente de correlacion parcial r = 1, la riqueza alélica a lo largo de la distribucion disminuiria en
funcién de la ruta de colonizacion y la heterocigocidad seria determinada por el sistema de

reproduccion, en particular por el flujo local de polen.

Escenario II. Una colonizacion con alta frecuencia de eventos de dispersion a larga
distancia (EDLD) con el flujo genético limitado por la distancia, implicaria un modelo de
aislamiento por distancia con ajuste inversamente proporcional a la frecuencia de los EDLD, con la
riqueza alélica no relacionada a la ruta de la colonizacion y la heterocigocidad sujeta a la frecuencia

de los EDLD y a la seleccion que pudiera presentarse ante cuellos de botella por efecto fundador.

Escenario III. La ausencia de colonizacion, es decir, una presencia constante de S.
gummosus durante los procesos de cambio climatico glaciar-interglaciar a lo largo de su
distribucién actual, con el flujo genético limitado por la distancia, implicaria un modelo de
aislamiento por distancia con r = 1, la riqueza alélica dependeria de la talla efectiva poblacional y la
heterocigocidad seria determinada mayormente por el sistema de reproduccion. Si ademads se
presentaran barreras ecologicas o geologicas al flujo genético, en lugar de un modelo de aislamiento
por distancia, se encontraria estructuracion en funcion a estas barreras con indices de fijacion

altamente significativos entre las poblaciones.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Area de estudio

El area de estudio del presente trabajo incluye localidades ubicadas por todo el rango de
distribucion geografica de S. gummosus reportado por Turner y colaboradores (1995), las
localidades fueron seleccionadas buscando obtener muestras de sitios distintos segun la experiencia
de campo del equipo técnico del Herbario del CIBNOR, S.C. Se visitaron 16 sitios para la toma de

muestras cuyos detalles y ubicacion se encuentran en la Tabla Il y en la Figura 2.

Tabla II. Localizaciéon geografica de los sitios de muestreo en coordenadas decimales (Longitud y Latitud),
fechas de recolecta, nimero de muestras recolectadas (# de muestras) y clave del nombre de cada localidad.
Los registros se encuentran en orden latitudinal (sur-norte) para las localidades de la PBC, con la Isla Tiburén
y la localidad de Sonora al final.

Clave Localidad mfegteras Longitud Latitud f::;‘lzc‘:;
LO05 San Lucas 40 -109.994675 22.948053 17/04/2011
L10  Caduafio. Santa Teresita 38 -109.720482 23.214793 17/04/2011
L13 Todos Santos. La Paz Km 37 34 -110.205400 23.559110 25/03/2011
LO1  El Comitan 35 -110.431716 24.133240 14/07/2011
L03 El Cien 26 -111.007639 24.346583 15/06/2010
L03  ElCien2 10 -111.106000 24.347760 24/04/2011
L04 Puente Querétaro 2 12 -111.677040 25.307140 24/04/2011
L04  Puente Querétaro 30 -111.609461 25.350833 15/06/2010
L26 El 40. Mesa Salina 37 -112.932360 26.657390 07/04/2011
L20 Camino a Santa Agueda 41 -112.258920 27.271769 05/04/2011
L24  Rancho Piedra Blanca 42 -113.159389 28.229661 06/04/2011
L22 Punta Prieta 33 -114.155100 29.063345 04/04/2011
L29  San Fernando Velicata 44 -115.189722 29.970389 27/04/2011
L30 San Pedro 36 -116.030778 31.286556 28/04/2011
L36  Isla Tiburén 39 -112.257236 28.771077 28/04/2011
L41 Bahia Sargento 45 -112.202189 29.212369 01/05/2011

6.2. Trabajo de campo

Las recolectas de muestras se realizaron entre los meses de marzo y julio del afio 2011, con
excepcion de dos muestreos preliminares realizados en junio del 2010, para las localidades El cien y
Puente Querétaro (Tabla II). Una etiqueta tnica de seis caracteres fue asignada a cada muestra,
componiéndose primeramente de la clave de localidad seguida por una “P” de pitaya y un nimero

secuencial de dos digitos (por ejemplo “LO1P157).



15

-116.0 -114.0 -112.0 -110.0
32.0 + e 32.0

30.0 {30.0

<* 28.0

28.0

26.0 | 26.0

24.0 24.0

[ pistribucién S. gummosus (Turner et al. 1995)
B |ocalidades muestreadas

0
1 0 1°

-116.0 -114.0 -112.0 -110.0

Figura 2. Mapa de localizacion de sitios de recolecta de muestras y rango de distribucion geografica de
Stenocereus gummosus (Turner et al., 1995).

Los individuos fueron muestreados caminando hacia dos direcciones contrarias siguiendo
un semicirculo imaginario. Para evitar la recolecta de dos muestras correspondientes a rametos de
un mismo individuo genético, se eligié cada individuo una vez recorridos al menos 30 m (40-50
pasos) segun la densidad lo permitiera, considerando como criterio los resultados de Molina Freaner

y Clark Tapia (2005), quienes determinaron una distancias maxima entre rametos menor a 10 m.
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La toma de muestra constd del corte de un segmento de costilla de la rama mas turgente,
utilizando una navaja y pinzas para incidir hasta la base troncal de la costilla y tomar el parénquima
fresco adyacente a la corteza exterior, omitiendo el centro lefioso con gran cantidad de fibras. Cada

muestra fue preservada en un tubo de 2 mL con etanol 96°.

6.3. Trabajo de laboratorio. Estandarizaciones

6.3.1. Extraccion de dacidos nucleicos

Para el total de muestras recolectadas (Tabla II), se utilizdé el método reportado por de la
Cruz y colaboradores (1997) con algunas modificaciones (ver ANEXO I). La extraccion de ADN y
su calidad fue verificada para las primeras reacciones de extraccion, a través de electroforesis en
geles de agarosa al 1% (buffer TAE 1X, 10 mg/L de bromuro de etidio) por 50 minutos a 100
voltios. La totalidad de las muestras fueron cuantificadas en un NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham MA). La soluciéon de ADN concentrado se almaceno en tubos eppendorf de 2
mL a -20° C, con sus etiquetas correspondiente. Posteriormente, se prepararon soluciones de trabajo

diluidas con agua milliQ® (Millipore, Billerica, MA., E.U.A.) a una concentracion de 30 ng/uL.

6.3.2. Secuenciacion y diseiio de iniciadores de PCR para microsatélites

Se utilizaron 50ng de ADN libre de ARN para una muestra de Stenocereus gummosus
correspondiente a la LO1 (Tabla II), para determinar secuencias de regiones aleatorias del genoma
total por pirosecuenciacion-454 con la quimica GS-FLX Titanium en el Centro de Secuenciacion de
la Universidad de California en Santa Cruz. La corrida fue realizada bajo las condiciones
recomendadas por el prestador de servicios, en una placa de reacciones donde estuvieron presentes
8 especies (S. gummosus incluida) identificadas por etiquetas genéticas discriminantes entre si por
su secuencia.

Todas las lecturas 454 contenidas en un archivo formato “sff”, fueron convertidas de
flujogramas a un solo archivo formato fasta (secuencias) y otro fasta-qual (calidad de secuenciacion
por sitio) donde las lecturas no contuvieran los adaptadores para la reaccion de secuenciacion, con
el software sff extract (http://bioinf.comav.upv.es/sff extract/index. html).

Para identificar lecturas que contuvieran motivos microsatélites di-, tri-, tetra-, penta- y
hexa-nucledtidos que contaran con al menos cinco motivos repetidos para dinucleétidos y cuatro

para el resto, fue utilizado el software MSATCOMMANDER (Faircloth, 2008), cuyos resultados
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fueron el primer filtro para generar un nuevo archivo fasta y su respectivo fasta-qual donde todas las
lecturas presentes contuvieran loci potenciales para el analisis poblacional, es decir que contuvieran
microsatélites en la secuencia.

Posteriormente se utilizaron los archivos de loci potenciales para disefiar iniciadores de
PCR con el software PRIMER3 (Rozen y Skaletsky, 2000) implementado en el software QDD
(Meglécz et al., 2010), con el que se descartaron posibles repeticiones entre las lecturas para evitar
redundancia de datos y disminuir los errores de determinacion de alelos; los criterios utilizados para
dirigir el disefio de iniciadores fueron: 1) temperatura de alineamiento entre 50-70° C con un
maximo de 2° C de diferencia entre cada par de iniciadores, 2) productos de PCR entre 90 y 320
pares de bases de longitud, 3) contenido de GC > 40%, 4) 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.

Finalmente, se mandaron sintetizar a Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, E.U.A.) 40 pares
de iniciadores (Tabla III) que fueron elegidos favoreciendo aquellos disefiados para amplificar los
motivos microsatélite con mayor nimero de repeticiones y que tuvieran la menor diferencia de
temperatura de alineamiento entre los dos oligonucledtidos iniciadores, excluyendo los
trinucleodtidos y exanucleétidos, dado que se han asociados con elementos expresables y mayor
ocurrencia entre sitios codificantes, por lo tanto sujetos a seleccion (Metzgar et al., 2000), condicién
indeseada para marcadores neutrales. Los nombres fueron asignados con un acréonimo del nombre

especifico, “Sgum”, seguido por un nimero consecutivo de dos digitos, 01—40.

Tabla III. Loci obtenidos para pruebas de amplificacion y polimorfismo. Los iniciadores fueron nombrados con
el nombre del locus correspondiente mas una F (Forward) para los de la lectura secuenciada o mas una R
(Reverse) para los de la cadena inversa complementaria. Entre corchetes se muestra la talla del motivo
microsatélite o SSR (Simple Sequence Repeat, de sus siglas en inglés).

Talla PRIMER3
. . .

Nombre Iniciadores (5' - 3") [SSR] Motivo Tm (°C)
F: CCACTCTTCCGTCCAATCAT

Seum0l R CACAAAACCCTCAAGGCAAT 147110] (AG)s 39

(TTTA) C (ATTT) CA

F: TGAATCTACCCCGATCTCCA (TTTA), TC (TTTC) TT

SgumO02 . CATGTCATTTCCTGATGCATTT 186 [80] (TTTG) Ny (TTTA)s 60

(TTTG); (TTTC)

F: TGCATTGATTCCATCCAACT

Sgum03 & T AGGTGCGATAACGTGTTGC 140 [24] (AT)s G (AT), G (AT), 58
F: CCACTCTTCCGTCCAATCAT

Sgum04 B CAAGGCAATAGCAGCAGATG 136 [15] (CT)sC (CT), 60
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Nombre Iniciadores (5' - 3") ["lé:élllf] Motivo Pl;;lN([(FCl?
s CICTOMCMTINEES gy COMIGON
sumps FASGNCSTTOOON g o :
!
:
sy FITCNMCHMICAS s, .
sum FEOGSCOGMGIN g, :
.
sumiz FOSSTOSSCSTOOTM o o, ;
samis CTOCCTORONNS s o, .
s CASOTCTIECTOOO o oo .
.
.
.
sumis CITSOSSCHMEIN o, :
sams CASCTIOTSCISOOMS i ;
sumy ONCATMCTIOMEST g :
o TATOSCEGTCCTTT g anananen o
s ASCTSMCTM g aacwnen
Sgum23 F: GAACAGAGGCTGACATGGTACA 91 [18] (TG)1s 64

R: TTGGTGGACCTTGGATGCAG
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Nombre Iniciadores (5' - 3") [15;1[1:1] Motivo Pl;;lN(l:él?
sy LSCOMCCGONIE e GOGDUOY
sumas FATISTIACIOTTONE ooy .
o ST iy @nenen,
s EOMIMETSSCOMIOMTSC g [TATRADLCC
sy CASSTCCTCCST gy e, ;
S acsiis Al T RS S
s TOSTMINCOTETIIC gy (DACODIGCKC
sans) | EIMGSCCTTONTE gy (OONROGOND
oy [OTMIIACH o en ;
sonss ECOTOTCOTS oy enoen. o
somss TTISCHSCOTIICO  ps  worouon o
sumss PSSO et enveen 9
.
oy TISTOCCTICONS g avuacicuox o
Sgum38 ;:: iﬁ;ﬁiﬁﬁgﬁﬁgﬁ?ﬁ ;:;Z(C:CA 129 [24] (AG)s AA (AG), TG (AG), 63
s ECSTOOCATIOT g o ;
sty CTNOMTIAGINCNTR 1 QIO MCN
Ppril3 F: TTCAAATCATTCAATAAAACAAGAGC 101 [13] (TC),3 60

R

: TCTTGATCCTCGACCTCCAT
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6.3.3. Condiciones de amplificacion por PCR

Para determinar las condiciones optimas de amplificacion de los productos blanco de los 40
pares de iniciadores adquiridos, se realizaron pruebas de amplificacion por gradientes de 4
temperaturas de alineamiento (£2°C y +5°C de la temperatura de alineamiento determinada por
PRIMER3, Tabla III) y de 3 concentraciéon de cloruro de magnesio (1.5 mM, 2.0 mM y 2.5mM
[MgCl,]), variando la concentracién de polimerasa afiadida a las reacciones a largo de las pruebas a

partir de 0.2 unidades por reaccion.

Las reacciones de amplificacion por PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 10 pL
en un termociclador DNA Engine marca BioRad de 96 plazas, conteniendo 50 ng aproximadamente
de ADN de dos muestras distintas (L24P04 y L26P06), 1.0x de Buffer para PCR Invitrogen [20 mM
Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI], 0.2 mM de cada dNTP, 0.4 uM de cada iniciador, 0.1 M de BSA
(New England Biolabs) y una concentracion locus-dependiente de TaqPolimerasa (Invitrogen) y de
MgCl, (Tabla VI). Se afiadié adicionalmente glicerol al 5% para el locus Sgum24 para aumentar el
rendimiento de amplificacion. El programa de amplificacion utilizado en el termociclador consto de
los siguientes pasos: 95°C por 6 min como desnaturalizacion inicial; 35 ciclos de 94°C por 60 s, 35
s en gradiente de temperatura (7m +2°C y £5°C) y 15 s de extension a 72°C; finalmente 15 minutos
a 72°C como extension final posterior a los 35 ciclos (exceptuando SgumO05 y Sgum36 de los 15 s

de extension dentro de los ciclos).

6.3.4. Electroforesis en gel de acrilamida con tincion de plata

Los productos amplificados fueron sometidos a electroforesis desnaturalizante en geles de
acrilamida al 6% y Urea 7.5 M, a 1700 V, 40 mA y 45 W por 100-120 min para ser visualizados por
tincion de plata (Bassam y Caetano-Anollés, 1993). Las tallas alélicas fueron determinadas en
comparacion con el estandar de talla molecular 10 bp ladder (Invitrogen, Carlsbad, California,
E.U.A.) con el programa Gel Analyzer (http://www.sequentix.de), una vez que los geles fueron
digitalizados. Segun la facilidad de determinacién de las bandas correspondientes al producto
blanco de cada reaccion, se eligieron las condiciones Optimas para continuar subsecuentemente con

las pruebas de polimorfismo.
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6.3.5. Pruebas de polimorfismo por PCR

Para identificar el polimorfismo alélico de los loci microsatélite que se logro determinar las
condiciones optimas de amplificacion (Tabla VI), se seleccionaron 10 muestras para amplificar por
PCR, pertenecientes a localidades dispersas a lo largo del area de distribucion total: LO1, L04, LOS,
L13, L24, L26, L29, L36 y L41 (ver Figura 2). Los productos de PCR fueron analizados por el

mismo método electroforético especificado anteriormente (ver 6.3.4).

6.3.6. PCR con iniciadores marcados por fluordforos

Una vez determinados los loci polimorficos y la temperatura 6ptima de alineamiento de sus
iniciadores de PCR (7m), se ajusto el programa de amplificacion para los iniciadores F (Tabla IV)
marcados con fluoréforos de distinto color (matriz DS-33 de ABI PRISM®, Life Technologies,
Carlsbad CA), quedando una desnaturalizacion inicial a 95° C por 6 minutos, 35 ciclos compuestos
por 60 s a 94° C, 40 s a la Tm especifica (Tabla VI) y 20-40 s a 72° C, con un tiempo de extension
final a 72° C por 25 minutos para mejorar la calidad de los picos y disminuir los errores de lectura
(Guichoux et al., 2011). Las condiciones de amplificacion fueron las mismas que durante la
estandarizacion de las Tm, a excepcion de la concentracion de cada iniciador que en este caso fue de
0.3 puM en cada reaccion.

Se afiadi6 adicionalmente glicerol al 5% para el locus Sgum24 para aumentar el
rendimiento de amplificacion. También se analizé un par de iniciadores de Pachycereus pringlei

por amplificacion cruzada, (locus Ppril3 , Tabla III, Gutiérrez-Flores et al., en preparacion).

6.3.7. Electroforesis en capilar automatizada

La lectura de los tamafios alélicos fue realizada por electroforesis en capilar automatizada,
en equipos ABI 310-3730 PRISM® (Life Technologies, Carlsbad, California, E.U.A.),
determinando los tamafios en comparacion con el estandar de talla LIZ600 de Applied Biosystems
(Carlsbad, California, E.U.A.).

Los productos fueron mezclados para las corridas electroforéticas, considerando los rangos
alélicos y los colores de deteccion de los fluoroforos. Para determinar la combinacion de loci se
tomo lectura de 12 muestras de distintas localidades (LO1, L04, L05, L10, L13, L20, L22, .26, .29,
L30, L36 y L41). Finalmente se lograron combinar MD1 y MD2 (Tabla IV).
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Las mezclas de productos de PCR para electroforesis se compusieron de 8 uL. de HiDi—
formamida de alta pureza (Applied Biosystems), 0.55 puL. de LIZ600 (Applied Biosystems), 0.5 pL
de agua MilliQ (Millipore) y 1.0 uL de mezcla de los productos de PCR correspondientes a cada
juego (Tabla IV) en mismas proporciones, siempre buscando un volumen final entre 0.25-0.5 pL,

segun el nimero de marcadores analizados en la misma corrida.

Tabla IV. Lista de combinaciones de iniciadores ' de PCR con fluoréforo acoplado. MD1, MD2 y MDr
corresponde al juego de analisis en electroforesis. Se indica el nombre con la clave (No. Acceso) con que cada
locus fue registrado en Gene Bank. Colores: amarillo (NED), azul (6FAM), verde (VIC) y rojo (PET). *No.
Acceso en tramite.

MD1 MD2 MDr
Gene Bank Locus Color Gene Bank Locus Color Locus (colores como
No. Acceso No. Acceso en MD1 y MD2)

JX512846 Sgum06 NED IJX512845 Sgum05 NED Sgum05 Sgum29
JX512847 Sgum12 VIC IX567729 Sgum24 PET Sgum06 Sgum31
JX512851 Sgum36 NED JX512848 Sgum?25 FAM Sgum12 Sgum36
JX512852 Sgum39 FAM JX512849 Sgum29 VIC Sgum?25 Sgum39

* Ppril3 PET JX512850 Sgum31 FAM

6.4. Trabajo de laboratorio. Geneotipificacion

6.4.1. Amplificacion y lectura electroforética

Cada reaccion de cada locus para cada muestra fue realizada por separado. Se llevaron a
cabo dos ensayos de amplificacion para la genotipificacion. El primero se realizo para la totalidad
de las muestras especificadas en la Tabla II y con el procedimiento de combinacion de loci MD1 y
MD2 (Tabla IV). En el segundo ensayo solo se emplearon los loci con mayor éxito de amplificacion
(Sgum24 y Ppril3 fueron excluidos), con el fin de completar datos faltantes del primer ensayo y
validar la lectura alélica con duplicados; este segundo ensayo fue analizado con los productos de
todos los loci combinados en un solo juego de lectura MDr (Tabla IV).

El programa de amplificacion para el segundo ensayo fue utilizando 40 s de extension en
todos los ciclos y aumentando las concentraciones de los iniciadores a 0.4 uM, de dNTPs a 0.25
mM y de TagPolimerasa a 0.4 U/Rx.

Las placas de mezcla de productos MD1 y MD2 fueron enviadas al Carver Center,
University of Illinoi (Urbana, Ilinoi, E.U.A.) para analisis de fragmentos en secuenciador ABI

PRISM 3730x bajo las condiciones recomendadas por el proveedor. Las placas correspondientes al
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juego de marcadores MDr fueron analizadas en el Laboratorio de Genética para la Conservacion del

CIBNOR, S.C. con un equipo ABI PRISM 310.

6.4.2. Determinacion de rangos alélicos y reglas de lectura automatizada

Para reducir errores de registro que deriven en errores de interpretacion (Guichoux et al.,
2011), la determinacion de las tamaiios alélicos fue realizada empleando el software GeneMapper
version 4.1 (Applied Biosystems) (ANEXO II). Para esto se deben establecer reglas que permitan
homogenizar la lectura y registro de datos:

La sefal minima para lectura de picos homocigotos en este estudio, fue de 140 unidades de
fluorescencia relativa (RFU, por sus siglas en inglés) y de 70 RFU para picos homocigotos. Las
lecturas menores fueron omitidas de la base de datos de genotipos.

Se establecieron los rangos de tamaiio alélico (bins) para cada marcador (barras en gris,
ANEXO II), que son los limites para asignacion de alelos con los que el software compara los
perfiles de lectura de cada muestra analizada, asignando asi la talla alélica correspondiente a cada
marcador. Los alelos que exhibieron una talla intermedia entre dos bins, fueron corregidos
manualmente revisando la presencia de artefactos de amplificacion o picos dobles por falta de
adicion de una base (stutters, por tartamudeo en inglés) (Guichoux et al., 2011).

Debido a la longitud de los fragmentos, en los genotipos heterocigotos se espera que el pico
correspondiente al alelo mas pequefio o corto sea mas grande en concentracion y por lo tanto en
RFU, en comparacion con el mas grande o largo. Por lo tanto, se evalu¢ la proporcion de la altura
del primer pico en RFU con respecto a la del segundo (RFUI/RFU2) para todos los genotipos

heterocigotos; cuando la razén fue menor a 0.7, no se considero al primer pico como un alelo.

6.5. Analisis de datos

6.5.1. Calidad y utilidad de los marcadores

a. Deteccién de alelos nulos. Un alelo nulo es un fragmento de ADN que no logro
amplificarse, ya sea por problemas en la PCR o por mutaciones sitio-especificas en la region de
alineamiento para los iniciadores (Shaw et al., 1999), lo que provoca una sobreestimacion de los
genotipos homocigoto por la ausencia de amplificacion; si esta condiciéon es muy persistente la
heterocigocidad sera subestimada (Carlsson, 2008). Se evalu6 la presencia de alelos nulos mediante

el algoritmo de Maximizacion de la expectativa (Dempster et al., 1977) a través del software
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FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007) calculando la frecuencia de ocurrencia de alelos nulos por locus

y por localidad.

b.  Pruebas de desequilibrio de ligamiento. Para garantizar la distribucion independiente
entre los alelos de distintos loci, se estimo la probabilidad de cada par de loci se encuentren ligados,
por medio de pruebas exactas de Fisher usando Cadenas de Markov de 10,000 permutaciones

efectuadas con el software GENEPOP 4 (Rousset, 2008).

6.5.2. Estimacion de parametros poblaciones

a. Diversidad genética por localidad. Para evaluar la diversidad genética dentro de las
localidades muestreadas se estimo para cada locus la heterocigocidad esperada insesgada (Hg) y la
heterocigocidad observada (Hy) por medio del software Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier y Lischer,
2010), ademas del numero de alelos por locus (4), nimero de alelos efectivos (4.), el indice de
informacion (/) como en Brown y Weir (1983) y el indice de fijacion o coeficiente de endogamia
(F) calculados con el paquete GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse, 2012). Se analiz6 la diversidad
genética intralocalidad, esperando encontrar variacion sobre el eje de direccionalidad de una
potencial expansion demografica (Hewitt, 1996). Para comparar los niveles de diversidad genética
entre localidades se calculd la riqueza alélica (R), utilizando el método de rarefaccion para corregir
el efecto por tamafios de muestra desiguales, por medio del software HP-Rare (Kalinowski, 2005).
La significancia estadistica del cambio clinal en la diversidad intralocalidad, medida por la riqueza
alélica, fue determinada por una regresion lineal con la latitud de cada localidad efectuada con el
software R (R Development Core Team, 2008) probando el nivel de significancia para 3 muestras
balanceadas (S) de distinto tamafio (#), ademas de probar utilizando por separado la heterocigocidad

esperada insesgada (H).

b. Equilibrio de Hardy-Weinberg. El equilibrio de Hardy-Weinberg (E-HW) establece
que existe un equilibrio entre las frecuencias alélicas y las genotipicas en las poblaciones
panmicticas cuando no existen fuerzas evolutivas tales como la deriva genética, seleccion, mutacion
y la migracion (Hartl y Clark, 2007). Para evaluar si las localidades de S. gummosus presentan
desviacion del equilibrio HW, se empled la prueba exacta de Fisher a partir del coeficiente de
endogamia (Fis) con el software Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010) con el algoritmo de
Cadenas de Marcov por 1,000,000 cadenas y 100,000 pasos de dememorizacion. Los valores p de

significancia estadistica fueron evaluados con un a de 0.05 con correccion de Bonferroni (Rice,
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1989) donde valores de p < 0.000658 correspondieron a rechazo a la hipdtesis nula de panmixia;
subsecuentemente, se empled el método de taza de falsos positivos (FDR, por sus siglas en inglés)
aplicando una correccion a los valores de p con el método propuesto por Benjamini y Hotchberg
(1995) manteniendo a en 0.05, con la funcion p.adjust() del paquete estadistico R (R Development

Core Team, 2008).

6.5.3. Amnalisis de estructuracion poblacional

a. Analisis Factorial de Correspondencia (AFC) y Anadlisis Discriminante de
Componentes Principales (ADCP). Empleando el software GENETIX (Belkhir et al., 2004), se
realizé un analisis canonico multivariado AFC, el cual permite la visualizacion de cada uno de los
individuos genotipificados en un espacio definido por los valores de una tabla de contingencia
construida en factores a partir de las frecuencias alélicas de cada grupo (localidades), de tal forma
que, al combinar los factores que mejor explican la varianza entre grupos, se puede representar a la
totalidad de muestras utilizadas en una nube de puntos dispuestos segiin su conjunto de alelos. Se
analizé la distribucion de los puntos por localidad y posteriormente por region con el ADCP
(Jombart et al., 2010), detectando centroides y su varianza espacial para cada region identificada
(Sur de la Peninsula, Centro-Norte de la Peninsula y Sonora-Isla Tiburén), a partir de un analisis

discriminante de componentes principales con el paquete adegenet de R (Jombart, 2008).

b.  Analisis de Varianza Molecular (AMOVA). El AMOVA consta en determinar la
cantidad de variabilidad genética contenida dentro de subgrupos, dentro grupos y entre ellos, por
medio de un analisis jerarquizado con una matriz de distancias (Excoffier et al., 1992) a partir de los
estadisticos F de Wright (Weir y Cockerham, 1984) y fueron llevados a cabo en el programa
ARLEQUIN 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010). Los modelos de organizacion espacial probados,
fueron considerando regiones geograficas a lo largo de la distribucion tomando en cuenta los
eventos vicariantes invocados para explicar la diversidad genética de los vertebrados en el noroeste
de México (Lindell et al., 2006; Riddle y Hafner, 2006), se consideré6 uno y dos canales
transpeninsulares y el Golfo de California (Figura 3). Primero se incluy6 sélo el conjunto de
localidades de la Peninsula de Baja California, incorporando posteriormente la totalidad de
localidades, para conformar 5 modelos distintos considerando algiin evento vicariante, 2 modelos
sin considerar ningin nivel de agrupacion mas que las propias localidades de muestreo y

finalmente, ademas de estos modelos a priori, se evaludé una agrupacion post-hoc inferida a partir
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de los resultados de analisis de distancias genéticas (ver Figura 11), resultando en 8 modelos

distintos (Tabla V).
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Figura 3. Eventos vicariantes geologicos teorizados a partir de informacion biologica (ver texto), tomados en
cuenta para la conformacion de grupos para el AMOVA.
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Tabla V. Modelos de agrupaciéon espacial de la diversidad genética entre grupos, tomando en cuenta las
hipotesis de vicarianza (ver texto) propuestas para explicar la distribucion genética de especies codistribuidas
con S. gummosus, comparados por medio del AMOVA. Se especifica el tamafio de muestra (n) tomado en
cuenta.

Modelo Localidades combinadas Nivel No. grupos n
Localidades Cada localidad independiente Peninsula 14 228
CVi Canal Vizcaino Peninsula 2 228
CcTP 2 Canales transpeninsulares Peninsula 3 228
1P Istmo de La Paz Peninsula 2 228
Localidades Cada localidad independiente Total 16 277
ViG Canal Vizcaino + Golfo de California Total 3 277
CsG 2 Canales + Golfo de California Total 4 277
NJ Grupos a partir de arbol Dc NJ (Figura 11) Total 3 277

c¢. Aislamiento por distancia. Tomando en cuenta que la dispersion movilizadora de la
diversidad genética de una planta se reduce basicamente a la fase gamética (polen) y la de semilla,
ante una expansion poblacional, se espera que la probabilidad de reproduccién sea mayor entre
individuos més cercanos, tendiendo a generar un patrén de aislamiento por distancia que, a lo largo
de una expansion poblacional, resultaria en un aumento de la varianza genética interpoblacional
proporcional a la distancia (Rousset, 1997). Buscando esta relacion de menor distancia genética a
menor distancia geografica, se realizaron pruebas de Mantel (1967), que constan en evaluar por
permutaciones si la correlacion entre dos matrices pudiera ser debida al azar. Las pruebas se
llevaron a cabo con el servicio en linea Isolation By Distance de la Universidad de San Diego
(Jensen et al., 2005), por 5000 permutaciones. La distancia geografica por pares de localidades fue
obtenida con la aplicacion Geographic Distance Matrix Generator (Ersts, 2006) y la matriz
correspondiente de distancias genéticas fue computada con el software Genetix 4.05 (Belkhir et al.,
2004), empleando la distancia de cuerda D (Cavalli-Sforza y Edwards, 1967), pues entre las
utilizadas para microsatélites, esta es la que resulta menos afectada por eventos demograficos
acompanados de disminucion abrupta de diversidad genética (Takezaki y Nei, 1996). Las
estimaciones de distancia fueron permutadas con sus valores originales como también

transformados a logaritmos.

d. Dendograma de distancia genética. Se examinaron las relaciones de similitud
genética entre las localidades utilizando la distancia genéticas D¢ (Cavalli-Sforza y Edwards, 1967)
entre cada par de localidades para reconstruir un dendograma no enraizado; esta distancia no hace

ningun supuesto respecto a una talla de poblacion constante o tasas de mutacion de los loci y las
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magnitudes resultantes no son proporcionales al tiempo evolutivo, pero es generalmente usada para
obtener la topologia correcta de arboles entre poblaciones estrechamente relacionadas con datos de
marcadores microsatélites (Takezaki y Nei, 1996). El dendograma consenso fue reconstruido por el
método del vecino mas cercano Neighbor-Joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987) y la robustez de las
ramas fue probada por un bootstrap de 50,000 permutaciones, empleando el software PHYLYP
(Felsenstein, 2005). Finalmente, el arbol consenso fue proyectado y editado con el software

Dendroscope 1.4 (Huson et al., 2007).

e. Indices de Fijacion de Wright. De entre los tres niveles jerarquicos de los indices F
de Wright, se utilizoé el que toma en cuenta las subdivisiones poblacionales, Fsr segin Weir y
Cockerham (1984) para cada par de localidades, mas un valor de significancia p calculado por 1000
permutaciones de las frecuencias originales ante la hipotesis nula de no diferencia entre localidades,
ambos calculados por el software Genetix 4.05 (Belkhir et al., 2004). Para ajustar el valor critico de
significancia, dado que cada comparacion pareada de Fgr implico una prueba de hipdtesis
independiente, se ajustaron los valores de p por el método de Benjamini y Hotchberg (1995) con la

funcién p.adjust() del software R (R Development Core Team, 2008).

/- Forma tedrica de la estructura genética. A partir de la teoria de graficos, es posible
conjuntar informaciéon de marcadores genéticos para generar un grafico cuya topologia es resultante
de las interacciones historicas y contemporaneas entre las entidades en cuestion (Dyer y Nason,
2004), llamado Population Graph. Estos graficos poblacionales se componen de nodos y vértices
entrelazados, donde cada nodo representa a una entidad de analisis (localidades, en este caso) con
un tamafio proporcional a la varianza genética intrapoblacional, cada vértice indica conectividad o
cercania genética y su longitud es proporcional a la varianza genética interpoblacional entre los
nodos conectados; asi el conjunto de interconexiones permite analizar como se distribuye la
variacion genética entre las entidades analizadas, proyectando el grafico en un dibujo de espacio
tridimensional. A partir de informacién genotipica, se calcula un estadistico D, equivalente al @
utilizado en AMOVA (Excoffier et al., 1992), que describe una distancia estadistica entre las
poblaciones en una espacio genético de m dimensiones como el ntimero de variables genéticas
independientes (alelos). Los valores D permiten generar un grafico saturado de conexiones que
posteriormente es transformado en un grafico con topologia informativa obtenido de la matriz de la
incidencia minima, que es el nimero minimo de conexiones con distancia D, que describan
suficientemente la covarianza genética entre los nodos, por analisis de independencia condicional

(Magwene, 2001). El analisis de la informacion y la construccion del grafico fueron llevados a cabo
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con el paquete GeneticStudio (Dyer, 2009) implementado en el software R (R Development Core

Team, 2008).

g Analisis de clusters. Para determinar el nimero mas probable de poblaciones, se
utilizo el software STRUCTURE 2.2 (Pritchard et al., 2000), con el cual se estima un valor de
probabilidad de pertenencia para cada individuo a cada grupo genéticamente homogéneo de entre K
grupos, esto a través de simulacion por el método de Montecarlo y Cadenas de Markov (MCMC,
por sus siglas en inglés) calculando la probabilidad de cada valor de K en exploracion, dada la
informacion de los genotipos multilocus, en este caso, 6 loci microsatélite. Se empled el modelo de
mezcla de poblaciones con 10,000 réplicas o cadenas de pre-simulacion, para posteriormente
calcular valores de probabilidad hasta las 100,000 réplicas, efectuando 10 repeticiones para cada
valor K, que fue de 1 hasta 15. Finalmente se evalud la probabilidad acumulada y la probabilidad
posterior para cada valor de K, introduciendo los resultados de la simulacion al servicio en linea
Structure Harvester (Earl y vonHoldt, 2011), el cual permite detectar el nimero de grupos reales
para datos simulados bajo modelos de intercambio genético, empleando el estadistico 4K de
Evanno (Evanno et al., 2005). Se tomaron los graficos generados por el mismo software

STRUCTURE.



30

7. RESULTADOS
7.1. Estandarizacion

7.1.1. Extraccion de ADN

En funcién de la cantidad de ADN total cuantificado en cada muestra, se eligieron las 542

con mayor cantidad disponible para proceder con la amplificacion de los loci polimorficos.

7.1.2.  Secuenciacion y disefio de iniciadores

La pirosecuenciacion arrojé un total de 42,554 lecturas con un promedio de longitud de
311.11 nucleétidos y desviacion estdndar de 128.27 (29 y 839 nucleoétidos como longitudes minima
y maxima, Figura 4), entra las cuales en 1,539 (3.62%) se detectaron repeticiones microsatélite. Una
vez filtradas las lecturas con loci potencialmente tiles, se logré disefiar 179 pares de iniciadores de
PCR que cumplieran los criterios establecidos anteriormente (ver 6.3.2), correspondiente a un

11.63% de los loci microsatélite encontrados originalmente.
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Figura 4. Distribucion de frecuencias de lecturas de pirosecuenciacion Titanium GS-FLX, por intervalos de
longitud de 5 nucledtidos.
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7.1.3. Pruebas de amplificacion y polimorfismo

De los 40 loci trabajados, 6 tuvieron un éxito de amplificacion menor al 50%, 2 mostraron
polimorfismo pero con dificultad de amplificacion (alrededor de 50%) e inconsistencia en los
tamafos alélicos. De los 32 restantes (Tabla VI), 23 presentaron so6lo una talla alélica con las

muestras amplificadas y 9 exhibieron al menos 2 alelos distintos.

Tabla VI. Condiciones de amplificacion para loci microsatélite con éxito mayor a 50%. Se enlistan por dos
criterios de orden: nimero de alelos encontrados (4) y por nombre. Se detallan las condiciones determinadas
como Optimas para amplificacién: concentracion de cloruro de magnesio (MgCl,), temperatura de alineamiento
de los iniciadores (7m) y unidades de enzima Taq-Polimerasa (TaqPol). * Loci polimoérficos.

o TaqPol Tipo de
Nombre MgCl, [mM] Tm (°C) (U/Rx) Motivo A
SgumO01 2.5 65 0.2 Dinucleétido 1
Sgum04 2.0 61 0.3 Tetranucledtido 1
Sgum07 1.5 65 0.2 Dinucleétido 1
Sgum08 2.0 68 0.2 Dinucleétido 1
Sgum09 2.0 56 0.2 Dinucledtido 1
Sgum10 2.5 64 0.2 Dinucleétido 1
Sguml 1 2.0 63 0.2 Dinucleétido 1
Sguml5 2.0 64 0.2 Dinucleétido 1
Sgum17 2.0 65 0.2 Dinucleétido 1
Sgum19 2.0 65 0.2 Dinucleétido 1
Sgum21 1.5 58 0.2 Dinucleétido 1
Sgum22 2.0 68 0.2 Tetranucledtido 1
Sgum26 2.5 60 0.4 Dinucledtido 1
Sgum27 2.0 57 0.4 Dinucleétido 1
Sgum?28 2.5 58 0.2 Dinucleétido 1
Sgum30 1.5 68 0.2 Dinucleétido 1
Sgum32 2.5 64 0.2 Dinucleétido 1
Sgum33 2.0 58 0.4 Dinucleétido 1
Sgum34 2.0 58 0.4 Dinucleétido 1
Sgum35 2.0 61 0.4 Dinucleétido 1
Sgum37 1.5 62 0.2 Dinucleétido 1
Sgum38 2.0 58 0.4 Dinucleétido 1
Sgum40 2.0 63 0.2 Tetranucledtido 1
Sgum05* 1.5 58 0.2 Tetranucledtido 3
Sgum06* 2.0 61 0.3 Dinucledtido 4
Sguml12* 2.0 58 0.2 Dinucleétido 2
Sgum24* 2.0 55 0.3 Dinucleotido 6
Sgum25* 2.5 55 0.3 Dinucleotido 4
Sgum29* 2.5 64 0.3 Pentanucledtido 4
Sgum31* 2.0 64 0.4 Tetranucledtido 2
Sgum36* 2.0 58 0.2 Dinucleotido 7
Sgum39* 2.5 55 0.4 Dinucleétido 3

Ppril3* 2.0 58 0.4 Dinucleétido 1

(=
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7.2. Genotipificacion

De los 10 loci polimdrficos seleccionados para amplificacion, Sgum24 y Ppril3 tuvieron un
éxito de amplificacion menor al 15% de las muestras incorporadas al primer ensayo, por lo que
fueron excluidos para el segundo ensayo (ver 6.4.1) y para el resto del analisis. Sgum31 tuvo un
incremento en muestras genotipificadas con el segundo ensayo similar al del resto de loci (Tabla
VII, Figura 5), pero no alcanzé el 50% de datos acumulados, por lo tanto, también fue excluido de

los analisis posteriores.

Tabla VII. Exito de amplificacion en porcentaje del total de muestras genotipificadas por ensayo.

Ensayo Sgum05 Sgum06 Sguml2 Sgum24 Sgum25 Sgum29 Sgum3l Sgum36 Sgum39 Ppril3

1 (%) 53.9 69.6 46.1 14.6 52.4 45.0 20.3 393 62.2 14.8
2(%) 135 5.5 12.7 - 13.8 17.5 13.1 14.4 7.9 -
o Total 67.3 75.1 58.9 14.6 66.2 62.5 334 53.7 70.1 14.8
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Figura 5. Exito de amplificacion acumulado entre los dos ensayos de amplificacion (Tabla VII).

Para validar el trabajo de genotipificacion se amplificaron por duplicado 341 genotipos
(20% de los datos totales), entre los cuales el 7% tuvo alguna discordancia de tamarios alélicos. 30
casos difirieron en un alelo, poniendo en duda la condicion de heterocigocidad (4.4% de los datos
duplicados), 9 genotipos mas tuvieron una asignacion discordante en ambos alelos (2.6% del total

de duplicados). Dado que fueron menos muestras manipuladas durante el segundo ensayo de
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amplificacidn, se optd por conservar las lecturas alélicas correspondientes a este, disminuyendo asi
la probabilidad de errores por contaminacion cruzada.

Finalmente se identificaron las muestras con un maximo de 1 genotipo faltante para los 7
loci con mayor éxito de amplificacion, conjuntando 277 muestras (51% del total inicial) para los

analisis posteriores (Tabla VIII).

Tabla VIII. Total de muestras por poblacion incorporadas al analisis con genotipos de los loci 7 loci
microsatélite (Sgum05, Sgum06, Sgum12, Sgum25, Sgum29, Sgum36 y Sgum39).
<1 genotipos faltantes

Clave Localidad (% del total)
L05 Cabo San Lucas 22 (58%)
L10 Caduafio 14 (35%)
L13 Todos Santos 16 (47%)
Lol El Comitan 16 (46%)
L03 El Cien 17 (47%)
L04 Puente Querétaro 21 (50%)
L26 El Cuarenta 17 (46%)
L20 Sta. Agueda 17 (41%)
L24 Piedra Blanca 31 (74%)
L22 Punta Prieta 16 (48%)
L29 San Fernando Velicata 27 (61%)
L30 San Pedro 14 (39%)
L36 Isla Tiburén 20 (51%)
L41 Bahia Sargento 29 (64%)

Total 277 (51%)

7.3. Calidad y utilidad de los marcadores genotipificados

7.3.1. Deteccion de alelos nulos

La estimacion de frecuencia de alelos nulos se muestra en el Tabla IX. Los resultados se
muestras catalogados por clases, en color gris oscuro para frecuencias excesivas, en gris intermedio
para altas, gris claro para moderadas y sin color las frecuencias bajas o iguales a cero. Los limites
fueron tomados del estudio de Chapuis y Stoup (2007) donde valores menores a 0.2 fueron

determinados como tolerables para identificar estructura genética a partir de Fsry Dc.
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Tabla IX. Frecuencia de alelos nulos por loci, por localidad, calculada por el algoritmo de Dempster (1977).
Los valores entre 0.00-0.049 se muestran con fondo blanco, entre 0.05-0.19 en gris claro, entre 0.20-0.249 en
gris medio y los >0.25 en gris oscuro.

Localidad  Sgum05 Sgum06 Sguml2 Sgum25 Sgum29 Sgum36 Sgum39

0.000 0.000 0.105 0.091 - 0.001

LO5
L10 0.001 0.000 0.083 0.112 0.000 0.000
L13 0.000 0.073 0000 | 0238 0176 0.120
LO1 0.000 0.000 0.134 0.086 0.001
LO03 0.000 0.100 0138 | 0240 0.000
L04 0.000 0.105 0.000 0.181 0.087 0.000
L26 0.005 0.124 0.099 0.134 0.185 0.001
L20 0.000 0.134 0.000 0.190 0.085 0.001
L24 0.000 0.001 0.025 0.196 0.000
L22 0.000 0.000 0.000 0.165 0.225 0.000
L29 0.000 0.174 0.001 0.109 - 0.000
L30 0.000 0.123 0.001 0.055 0.001
L36 0.039 0.168 0.000 0.132 0.179 0.000
L41 0.000 0.053 0.000 0.011 0.164 0.101

Debido a la alta frecuencia de alelos nulos estimada para el locus Sgum05 y a la prevalencia
de estos en todas las localidades, se realiz6 una comparacion de su efecto en la heterocigocidad. En
la Figura 6 se observa como en todas las localidades la Hyaumenta al excluir el locus Sgum05. En

consecuencia, se decidio proceder en los analisis sin dicho locus.

0.40 - ™ 7loci M 6loci
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0.25 -
Ho 0.20 -
0.15 -
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LO5 110 13 L01 03 104 L26 L20 L24 122 129 L30 L36 L41
Figura 6. Comparacion de Heterocigocidad observada (Hy) calculada con 7 loci (Sgum05, Sgum06, Sgum12,
Sgum?25, Sgum29, Sgum36 y Sgum39) en gris claro y con 6 loci excluyendo el locus Sgum05 en gris oscuro.
Las lineas grises al centro de las columnas indican la desviacion estandar debida al célculo de Ho de cada
locus.
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7.3.2. Pruebas de desequilibrio de ligamiento

Para esta prueba por pares de loci, ninguna de las comparaciones exhibio valores
significativos (Tabla X), es decir que los loci empleados en este trabajo, presuntamente, se segregan

de manera independiente y, por lo tanto esto no seria un agente causante del desajuste al EHW.

Tabla X. Valores p para la segregacion independiente por par de loci calculados en GenePop (Rousset, 2008).

Par de loci valor p Par de loci valor p
Sgum06 y Sgum12 0.96696 Sgum25 y Sgum36 0.99636
Sgum06 y Sgum25 0.82271 Sgum29 y Sgum36 0.71581
Sgum12 y Sgum25 0.99954 Sgum06 y Sgum39 0.52422
Sgum06 y Sgum29 0.82274 Sguml2 y Sgum39 0.47597
Sguml12 y Sgum29 0.09477 Sgum?25 y Sgum39 0.92079
Sgum?25 y Sgum29 0.99913 Sgum29 y Sgum39 1.00000
Sgum06 y Sgum36 0.95357 Sgum36 y Sgum39 0.97589

Sguml12 y Sgum36 0.46887

7.4. Diversidad por localidad

En la Tabla XI se muestran los valores de diversidad calculados para cada localidad por
locus, asi como los resultados de la prueba de desviacion de desviacion del EHW. El niimero de
alelos por locus (4) vario de 1 hasta 7, con un promedio de 2.76; el nimero efectivo de alelos, es
decir, la cantidad equivalentemente frecuente, tomo valores desde 1 hasta 2.86, con una media de
1.61. El indice de informacion, equivalente al indice ecoldgico de Shannon-Weaver, tomo valores
de 0.0 en los loci que dentro de una localidad fueron monomorficos y alcanzd hasta 1.23,
reportando los valores mas altos en los loci Sgum06 y Sgum36, con una media global de 0.56. La
heterocigocidad observada (Hy) registro valores entre 0 y 0.75 con un promedio de 0.237, la
heterocigocidad esperada no sesgada (Hg) se encontro entre 0 y 0.67 con un promedio de 0.329 y
los valores del indice de fijacion (F) variaron entre -0.432 y 1.0 con un promedio global de 0.242.

Se encontro desviacion significativa del Equilibrio Hardy-Weinberg (Hg - Hp # 0.0) en 2 de
las comparaciones usando la correccion de los dos métodos (Bonferroni y FDR): las localidades de
LO05, L24 y L29 en el locus Sgum36 y la localidad LO3 en el locus Sgum?25; este Gltimo tuvo un F
de 1.0, que podria deberse a endogamia, alelos nulos o a desventaja selectiva de heterocigotos. Con
el método de FDR, se encontraron 11 comparaciones de loci dentro de localidades con desviacion

significativa del EHW (pgy < 0.05, Tabla XI), siendo 8 comparaciones correspondientes al locus
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Sgum36, y una para los loci Sgum12, Sgum25 y Sgum?29 respectivamente. Las localidades LO3 y

L24 mostraron dos loci con desviacion significativa del EHW cada una.

Tabla XI. Indices de diversidad genética por locus, por localidad. Se especifica el tamafio de muestra (1), el
numero de alelos totales encontrados (A4), el nimero efectivo de alelos (4,), el indice informativo (/), la
heterocigocidad observada (Hy) y esperada insesgada (Hg), los valores de p para desviacion del EHW (puwe) ¥
con el ajuste FDR (pgy), en negritas ppwe < 6.58 x107 y peu < 0.05; ademas del indice de Fijacion (F).

Localidad Estimador Sgum06 Sguml2 Sgum25 Sgum29 Sgum36 Sgumr39

n 22 22 21 22 19 20
L05 A 4 2 3 2 4 1
San Lucas A, 2.225 1.252 1.561 1.482 2.063 1.000

I 1.005 0.354 0.667 0.507 0.950 0.000
H, 0.6818  0.2273 0.2381 02273  0.1579  0.0000
H; 0.5634  0.2061 0.3682  0.3330  0.5292 -
PHWE 0.5802  1.0000  0.0843  0.1794  0.0000 -
Pei 0.8819  1.0000 02613 04011  0.0000 -
F -0.2383  -0.1282 03375 03016  0.6935 -
n 14 14 13 13 13 14
L10 A 4 2 3 2 2 2
Caduafio A, 2.579 1.153 1.617 1352 1.166 1.153
I 1.091 0.257 0.700 0.429 0.271 0.257
H, 0.5714  0.1429 03077  0.1539  0.1539  0.1429
Hy 0.6349  0.1376 03969 02708  0.1477  0.1376
PHWE 0.5345  1.0000 02538 02340  1.0000  1.0000
Pen 0.8291 1.0000  0.4705  0.4605  1.0000  1.0000
F 0.0667  -0.0769  0.1938  0.4091  -0.0833  -0.0769
n 16 16 16 14 14 16
L13 A 4 2 3 2 5 3
Todos Santos A, 2.681 1.679 1.796 1.600 1.719 1.290
I 1.118 0.594 0.787 0.562 0.882 0.447
H, 0.7500 03125  0.4375  0.0714 02143  0.1250
H; 0.6472  0.4173 04577 03889 04339  0.2319
PHWE 0.7202  0.5306 03984  0.0068  0.0325  0.1902
Pii 1.0000  0.8291 0.6442  0.0468  0.1193  0.4130
F -0.1963  0.2271 0.0132  0.8095 04878  0.4435
n 16 14 16 16 14 16
L0l A 3 2 3 2 5 1
El comitén A, 2.179 1.690 1.471 1.519 1.832 1.000
I 0.895 0.598 0.602 0.525 0.905 0.000
H, 0.6250  0.1429  0.3750  0.1875  0.2857  0.0000
H; 0.5585  0.4233 03307  0.3528  0.4709 -

PHWE 1.0000 0.0255 1.0000 0.1086 0.0123 -
PBH 1.0000 0.1078 1.0000 0.2751 0.0640 -
F -0.1552 0.6500 -0.1707 0.4514 0.3708 -




Continuacion Tabla XI.

Localidad Estimador Sgum06 Sguml2 Sgum25 Sgum29 Sgum36 Sgumr39

n 17 15 17 16 16 17
L03 A 5 2 3 2 5 2
El cien A, 1.895 1.642 1.615 1.205 2.599 1.125
I 0.957 0.580 0.678 0.311 1.198 0.224
H, 04706 02667  0.0000  0.0625 02500  0.1177
Hy 0.4866 04046 03922  0.1754  0.6351  0.1141
PHWE 03918 02260  0.0001  0.0963  0.0013  1.0000
Pei 0.6442 04605  0.0013 02711  0.0160  1.0000
F 0.0037 03182  1.0000  0.6322  0.5937  -0.0625
n 21 21 21 20 19 20
L04 A 5 2 2 2 4 2
Puente A, 1.793 1.208 1.049 1.280 1.847 1.051
Querétaro I 0.837 0.314 0.113 0.377 0.867 0.117
H, 0.5714  0.0952  0.0476  0.0500  0.3684  0.0500
Hy 04530  0.1765  0.0476 02244 04708  0.0500
PHWE 0.8003  0.1447 1.0000  0.0104 03147  1.0000
Pei 1.0000  0.3333 1.0000  0.0606  0.5694  1.0000
F 202923 0.4474  -0.0244 07714  0.1964  -0.0256
n 17 17 17 17 14 17
L26 A 3 2 2 2 3 1
El cuarenta A4, 1.973 1.486 1.335 1.335 1.562 1.000
I 0.769 0.508 0.418 0.418 0.668 0.000
i 0.5294 02941 02353  0.1875  0.3529  0.0000
Hy 0.5865 04866 03191 03528  0.6702 -
PHWE 0.8986  0.1386  0.0678  0.1077  0.0068 -
Pen 1.0000  0.3291 02239 02751  0.0468 -
F 04316  0.4603  -0.1724  0.7655  0.2057 -
n 17 17 17 16 17 17
L20 A 4 2 4 2 5 1
Santa Agueda A, 2.321 1.895 1.449 1519  2.861 1.000
I 0.975 0.665 0.644 0.525 1.220 0.000
Hp 0.7059  0.1765 02941  0.0588  0.2857  0.0000
Hy 0.5080 03369  0.2585  0.2585  0.3730 -
PHWE 0.0584  0.0960 1.0000  0.0148  0.2355 -
Pei 02017  0.2711 1.0000  0.0663  0.4605 -
F 0.0699 03773 02402 04514  0.4574 -
n 31 26 29 29 30 31
124 A 5 2 1 3 5 2
Piedra Blanca A, 2.397 1.899 1.000 1.736  2.707 1.033
I 1.023 0.666 0.000 0.670 1.232 0.083
Hp 0.5807  0.1539  0.0000 03793  0.3000  0.0323
H: 0.5923  0.4827 - 04313 0.6412  0.0323
PHWE 0.9026  0.0007 - 0.7419  0.0000  1.0000
Pen 1.0000  0.0109 - 1.0000  0.0000  1.0000

F 0.0036 0.6750 - 0.1052 0.5242 -0.0164




Continuacion Tabla XI.

Localidad Estimador Sgum06 Sguml2 Sgum25 Sgum29 Sgum36 Sgumr39

n 16 16 16 16 13 16
L22 A 4 2 2 2 3 2
Punta Prieta A, 2.276 1.205 1.064 1.133 1.489 1.133
1 0.972 0.311 0.139 0.234 0.619 0.234
Hy 0.5000 0.1875 0.0625 0.0000 0.0769 0.1250
Hyg 0.5786 0.1754 0.0625 0.1210 0.3415 0.1210
PHWE 0.6372 1.0000 1.0000 0.0330 0.0052 1.0000
PBH 0.9495 1.0000 1.0000 0.1193 0.0441 1.0000
F 0.1080 -0.1034 -0.0323 1.0000 0.7658 -0.0667
n 27 26 26 27 22 27
L29 A 5 2 1 3 5 2
San Fernando A, 2.202 1.954 1.000 1.668 2.588 1.038
Velicata 1 0.982 0.681 0.000 0.679 1.197 0.092
Hy 0.6296 0.2308 0.0000 0.2963 0.2273 0.0370
Hy 0.5563 0.4977 - 0.4081 0.6279 0.0370
PHWE 0.3585 0.0131 - 0.0135 0.0002 1.0000
PBH 0.6055 0.0640 - 0.0640 0.0038 1.0000
F -0.1533 0.5273 - 0.2603 0.6296 -0.0189
n 14 14 14 14 11 13
L30 A 2 2 1 2 4 1
San Pedro A, 1.849 1.849 1.000 1.415 2.200 1.000
1 0.652 0.652 0.000 0.469 0.956 0.000
Hy 0.4286 0.2857 0.0000 0.2143 0.1818 0.0000
Hg 0.4762 0.4762 - 0.3042 0.5714 -
PHWE 1.0000 0.2382 - 0.3466 0.0028 -
PBH 1.0000 0.4605 - 0.6000 0.0269 -
F 0.0667 0.3778 - 0.2696 0.6667 -
n 20 19 20 18 18 19
L36 A 4 2 2 2 3 2
Isla Tiburén A, 2.694 1.566 1.051 1.180 1.889 1.296
I 1.136 0.547 0.117 0.287 0.826 0.389
H, 0.6000 0.1579 0.0500 0.0556 0.2222 0.2632
Hg 0.6449 0.3713 0.0500 0.1571 0.4841 0.2347
PHWE 0.1202 0.0275 1.0000 0.0860 0.0094 1.0000
PBH 0.2948 0.1100 1.0000 0.2613 0.0597 1.0000
F 0.0457 0.5632 -0.0256 0.6364 0.5279 -0.1515
n 29 28 28 29 29 29
L41 A 5 2 2 2 7 3
Bahia Sargento A, 2.240 1.280 1.074 1.399 2.182 1.364
1 1.031 0.377 0.154 0.460 1.185 0.486
Hy 0.5517 0.1786 0.0714 0.2759 0.3448 0.1724
Hg 0.5632 0.2227 0.0701 0.2904 0.5511 0.2716

PHWE 0.2424 0.3474 1.0000 1.0000 0.0020 0.1046
DPBH 0.4605 0.6000 1.0000 1.0000 0.0212 0.2751
F 0.0032 0.1837 -0.0370  0.0333 0.3633 0.3541
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Continuacion Tabla XI

Localidad Estimador Sgum06 Sguml2 Sgum25 Sgum29 Sgum36 Sgumr39

n 277 265 271 267 249 272
Todas las A 9 2 5 3 10 3
localidades 1 0.960 0.508 0.358 0.461 0.927 0.166
F -0.079 0.321 0.120 0.493 0.457 0.042

Aunque no se encontr6 desviacion del EHW en la mayoria de loci hacia adentro de cada
localidad, el efecto del promedio de loci para cada localidad resultd en déficit de heterocigotos
significativo para 10 localidades (Tabla XII). Los Fs resultaron mayores a cero en todos los casos,
alcanzando un valor maximo de 0.449 para L0O3 y un minimo de 0.026 para L26, con un valor

global para todos los loci de 0.284 (p = 0.0000).

Tabla XII. Promedio para todos los loci por localidad de los indices de diversidad genética; tamafio de muestra
(n), riqueza alélica (R), mimero efectivo de alelos (4,), riqueza alélica S = 18 (R 18), la heterocigocidad
esperada insesgada (Hf), heterocigocidad observada (Hy) y el coeficiente de endogamia (Fjg). El tamafio de las
barras en la ultima columna es proporcional a los valores de Figentre 0 - 1.

Localidad nx R A, R 18 H H, F
LO05 21.0 2.67 1.597 2.46 0.333 0.255 0.211
L10 13.5 2.50 1.503 2.40 0.288 0.245 0.091
L13* 153 3.17 1.794 2.89 0.429 0.318 0.233
Lol 153 2.67 1.615 2.44 0.356 0.269 0.213
LO3* 16.3 3.17 1.680 2.80 0.368 0.195 0.449
L0o4* 203 2.83 1.371 224 0.237 0.197 0.138
L26* 16.5 3.00 1.841 2.60 0.403 0.267 0.347
L20 16.8 2.17 1.448 2.07 0.289 0.254 0.064
L24%* 203 3.00 1.795 2.36 0.363 0.241 0.317
L22* 155 2.50 1.383 2.23 0.233 0.159 0.315
L29* 258 3.00 1.742 2.42 0.355 0.237 0.311
L30* 13.3 2.00 1.552 1.94 0.305 0.185 0.383
L36* 19.0 2.50 1.613 2.34 0.324 0.225 0.286
L41* 28.7 3.50 1.590 2.68 0.328 0.266 0.172

* Déficit de heterocigotos significativo, después de correccion Bonferroni (o = 0.05).

En cuanto a la rarefaccion de la riqueza alélica (R), en la Figura 7a se observa como se
alcanza en muchas ocasiones el limite que el tamafio de muestra permite, describiendo curvas que
alcanzan su valor maximo de R antes de alcanzar la forma asintética, por lo tanto se tomaron los
valores para la muestra balanceada (S) de 18. Los resultados de la regresion lineal para estos valores

de R de las localidades de la Peninsula, confirmaron una tendencia decreciente de la diversidad en
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funcion de la latitud (R’ = 0.383, p = 0.032) (Figura 10). Cuando se utilizaron valores de R|S > 22,

se perdio la significancia estadistica de la regresion (a = 0.05) (Datos no mostrados). Para la prueba

;. . .. . . .y . 2
con Hy no se encontrd ninguna tendencia ni significancia con la regresion lineal (R° = 0.055, p =

0.464).
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Figura 7. a) Rarefaccion de la riqueza alélica (R) por localidad obtenido tomando en cuenta los loci Sgum06,
Sguml2, Sgum25, Sgum29, Sgum36 y Sgum39. El aumento en n corresponde al numero de alelos. b)
Gradiente latitudinal en R | S = 18 a lo largo de la Peninsula de Baja California (circulos rellenos), y dos
muestras correspondientes a la Isla Tiburén y a Sonora (circulos vacios); el modelo de la regresion lineal se
muestra en color rojo con la linea punteada.
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7.5. Analisis de estructura poblacional

7.5.1. Anadlisis Factorial de Correspondencia (AFC) y Andlisis Discriminante de

Componentes Principales (ADCP)

El AFC efectuado para la totalidad de las muestras, logré explicar el 58.55% de la varianza
genética con los primeros 3 factores o ejes (24.67% 19.24% 14.63%, ejes 1, 2 y 3,
respectivamente), pero al graficar la ubicacion tridimensional de cada muestra con los valores de las
cargas correspondientes a esos primeros 3 factores (Figura 8a), no se logr6 detectar una separacion
que refleje a las localidades como grupos diferenciados genéticamente. Sin embargo, se aprecia
cierta orientacion o tendencia de agrupacion, la dispersion de puntos sobre el eje 1 permite detectar
que las muestras de las localidades mas nortefias se ubican hacia los valores mas negativos (L30,
L29, L22, L24), mezcladas con las localidades de la Isla Tiburén y de Sonora (L36 y L41) que se
encuentran en un rango de valores mas amplio; las de la region central de la Peninsula (L26, L20,
L04 y L03), quedan mezcladas con todas las demas localidades, LO3 ocupa un rango mas disperso
que el resto; finalmente las localidades mas surefias (LLO1, L13, L10 y LO5) quedaron orientadas
hacia los valores mas altos del eje 1 y notablemente con menos cohesion espacial como grupo. Esta
tendencia de organizacion regional, se logra identificar con mayor facilidad al analizar las
localidades en grupos (Sur, Centro, Norte de la Peninsula y Sonora-Isla Tiburén) posterior al ADCP
(Figura 8b), aunque los elipses de varianza de las cargas a partir de los centroides de cada grupo
quedan ampliamente traslapados, siendo muy cercana la probabilidad de pertenencia a cualquiera de

los grupos para todas la muestras (datos de probabilidad no mostrados).

Posteriormente se repitié el AFC incorporando solamente las muestras de la Peninsula de
Baja California. Aunque el porcentaje de la varianza explicada con los primeros 3 factores fue
ligeramente mayor (60.48%), al graficar las cargas por muestra, no se observd mejor nivel de
separacion entre las localidades como grupos genéticos (no se incluye figura), en comparacioén con

la Figura 8a.
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Figura 8. a) Grafico de dispersion de los valores de las cargas de cada una de las muestras diferenciadas por el
color de la localidad de origen, resultado de los primeros 3 ejes o factores calculados por el AFC. b) Valores de
las cargas de cada muestra después del ADCP, con las regiones como agrupacion, desplegando elipses
proyectados a partir de los centroides con la varianza de las cargas de cada grupo.
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7.5.2.  Anadlisis de varianza molecular (AMOVA)

Al efectuar el AMOVA con el modelo donde cada localidad es un grupo, el 95.38% de la
varianza genética se encontrd repartida entre los individuos (Fsr = 0.0462, p = 0.000) y el restante
4.62% entre las localidades. Para el modelo equivalente con sdlo las localidades de la Peninsula fue
practicamente el mismo resultado con 95.15% de la varianza entre los individuos (Fsr = 0.0485, p =

0.000). En la Tabla XIII se resumen los resultados de los distintos modelos sometidos a AMOVA.

Tabla XIII. Resultados de AMOVAS para distintas formas de agrupacién, tomando en cuenta eventos
histéricos (ver 6.5.3.b y Figura 3). Los porcentajes en las columnas 3, 4 y 5 corresponden al total de la varianza
explicada por el nivel jerarquico especificado; los valores F¢r corresponden al nivel Entre grupos, Fsc a Entre
subpoblaciones dentro de grupos y Fisy a Dentro de subpoblaciones.

Entre

Entre subpobs Dentro
Modelo Nivel grupos PODS. subpobs. F¢r DFet Fyc PFsc Fgr DFst
(%) dentro de‘ (%)
grupos (%

Localidades Peninsula 4.85 - 95.15 - - - - 0.0485 0.000
CVi Peninsula 3.03 3.21 93.76  0.0303 0.000 0.0331 0.002 0.0624 0.000
CTP Peninsula 2.44 3.05 94.51 0.0244 0.008 0.0312 0.003 0.0549 0.000

I1p Peninsula 1.67 4.04 9428 0.0167 0.046 0.0411 0.000 0.0572 0.000

Localidades Total 4.62 - 95.38 - - - - 0.0462 0.000
ViG Total 2.08 3.21 9471 0.0208 0.008 0.0328 0.000 0.0529 0.000
CsG Total 1.94 3.05 95.01 0.0194 0.009 0.0311 0.002 0.0499 0.000

NJ Total 3.82 1.82 9436 0.0382 0.000 0.0190 0.044 0.0564 0.000

Al realizar la comparacion de los resultados para los 8 modelos probados (Figura 9)
podemos ver como en todos los casos la mayor parte de la varianza se encontré dentro de
subpoblaciones (localidades) entre un 93.76% y hasta un 95.01%. Al probar una estructuracion
concordante con la agrupacion de los canales propuestos en la PBC, el modelo CVi fue el que
detectd6 menor variacion dentro de las subpoblaciones (93.76%) y mayor variacion entre grupos
(3.03%), con estadisticos /' muy bajos pero en todos los casos significativos (Tabla XIII). Al
incorporar las agrupaciones que toman en cuenta la separacion del Golfo de California (G) el
porcentaje de la varianza detectado al interior de las subpoblaciones fue de 3.21% y 3.05%, pero en
ambos casos la varianza entre grupos se vio reducida, hasta 1.94% tomando en cuenta los dos
canales y el Golfo (CsG). Finalmente, cuando se evalud el modelo de agrupacion inferido con el
resultado del cladograma NJ, la varianza genética entre las subpoblaciones dentro de los grupos fue
de 1.82%, el valor menor encontrado en este nivel de jerarquia, y entre grupos de 3.82%, pero la

varianza hacia adentro de las subpoblaciones se mantuvo sin variacion.
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Figura 9. Porcentaje de la varianza por jerarquia, explicada por el AMOVA para cada modelo planteado (ver
Tabla V): los primeros cuatro son solo para las localidades de la Peninsula, los siguientes para la totalidad de
las muestrsa, donde los primeros modelos corresponden a las localidades como jerarquia de agrupacion (Plocs
y Tlocs). El resto de modelos contemplan las separaciones que hubieran generado los canales transpeninsulares
atravesando el Desierto del Vizcaino (CVi), el Istmo de la Paz (IIP) o ambos (CTP) (Figura 3), considerando la
separacion del CVi y la del Golfo de California (ViG) y considerando CTP y el Golfo (CsG). Finalmente, un
modelo de agrupacion conformado a partir de los resultados del cladograma de distancias genéticas (Figura
11). El eje x muestra el porcentaje cortando el grafico a partir de 60, para ilustrar los cambios a la varianza
entre y dentro de grupos.
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Figura 10. Correlacion entre distancia genética y distancia geografica por pares de localidades (» = 0.62; p =
0.0002) evaluada por test de Mantel.
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7.5.1.Aislamiento por distancia

La prueba de Mantel para las 14 localidades, result6 positiva (p = 0.0002) con una valor de
r =0.62 y una Z = 2418.45, confirmando la existencia del patron de aislamiento por distancia.
Cuando se realizé el mismo analisis s6lo para las muestras de la peninsula, los parametros del test
de Mantel fueron muy similares (» = 0.60, Z = 1889.66, p = 0.0002). En la Figura 10 se observa

graficamente la relacion entre la distancia geografica y la distancia genética.

L36
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Figura 11. Cladograma no enraizado reconstruido por el método del vecino mas cercano. Los niimeros en las
ramas representan el soporte de remuestred (bootsprap, 50,000 permutaciones); la longitud de las ramas no
representa la distancia genética. Para el significado de los acronicos ver Tabla II.

7.5.2. Dendograma de distancia genética



46

En la Figura 11 se muestra el dendograma consenso reconstruido por el método del vecino
mas cercano, aunque con bajo soporte de bootstrap (menor a 50%), se observa un patréon de clados
anidados a nivel regional, del sur hacia el centro de la Peninsula, pero estas localidades no se
ordenan ascendentemente con la latitud (L13, L10, LOS, LO1, L03, L.20). Las localidades del norte
(sin contar a L22) se separan en dos clados reciprocos, en uno se incluye a L26 del centro de la PBC
con L30, localidad del extremo norte de la distribucion. La localidad L0O4 quedd agrupada en la
misma rama que L22, .36 y L41, siendo las ultimas dos de la Isla Tiburén y Sonora. El valor mas
alto de bootstrap fue para el clado L24-L29 con 84.4%, seguido por la rama que integra a las

localidades del sur de la Peninsula (incluyendo a L03) con un 64.6%.

7.5.3. Indices de Fijacion de Wright (Fs;)

Los resultados de la prueba de diferenciacion genética mediante el calculo de Fgr pareados
por sitios de muestro, detectaron diferencias genéticas significativas en un tercio de las
comparaciones (Tabla XIV), exhibiendo valores desde 0.04 hasta 0.192, diferenciacion baja y
moderada (Freeland, 2005).

No se logré detectar diferencia significativa de las localidades LO1 ni L26 con ninguna de
las demas. Las senales de diferenciacion mas notables son ambas correspondientes a la localidad
mas nortefia (L30) diferenciandose con un Fsr=0.192 (p = 0.009) de L10, la segunda localidad mas
surefia, y Fsr = 0.16 (p = 0.000) en comparacioén con L.22, que se encuentra en la misma region
norte que L30. Entre las localidades del sur no se detect6 diferencia significativa al compararlas
entre si. Sin embargo algunas de las localidades del sur si mostraron diferencia con respecto a otras
localidades, por ejemplo LOS5 presentd valores desde Fgr =0.052 hasta Fgr =0.091 (p < 0.049) con
respecto a las localidades mas al norte de la Peninsula y con la Isla Tiburéon (L36); L10, con valores
ligeramente mas elevados, se diferencid con un patron similar de las mismas que LO5 y L13, solo se
diferencio significativamente de L.30; L10 y L13, se distinguieron moderadamente de L0O3 y L04.
La localidad L20 del centro de la Peninsula, se diferencié moderadamente de L04 en la misma
region con un Fgr = 0.055 (p = 0.047). Entre las localidades del norte de la Peninsula, L22 se
diferencid del resto con indices de fijacion moderados de 0.069 y 0.06 (p < 0.05) en comparacion
con L24 y L29 respectivamente, y de L30 con Fgr =0.16 (p = 0.00), el segundo valor mas alto
encontrado, por el contrario no se diferencio significativamente de las localidades no peninsulares
(L36 y L41). L36 a mitad del Golfo de California, tiene mayor similitud con las localidades del
norte de la PBC, y L41 en Sonora no mostr6 ninguna diferencia significativa con localidades del sur

de la Peninsula.
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Tabla XIV. Bajo la diagonal central se encuentran los valores de Fgr (Weir & Cockerham, 1984) para cada par de
localidades y en la parte superior se muestran sus correspondientes valore de p posterior a la correccion de FDR (Benjamini
y Hochberg, 1995); en color negro se muestran los valores de Fr significativos (p < 0.05, en negritas), clasificados por su
magnitud (Freeland, 2005), con fondo gris claro los valores bajos (Fsr < 0.05), con gris intermedio los valores moderados
menores a 0.15 y con gris oscuro los moderados mayores de 0.15.

L05
L10
L13
LO1
L03
L04
L26
L20
L24
L22
L29
L30
L36
L41

105 L0 LI3 L0l L03 L04 L26 120 L24 L22 129 L30 L36 L4l
0.026 0.047 0.000 0.050 0.040
0.047 0.030 0.009 0.000 0.009
0.047 0.047
0.062 0.047 0.009 0.009 0.047
0.051 0.047 0.034 0.047 0.000 0.017 0.026
0.074 0.055 0.047 0.047
0.052 0.088 0.050 0.059 0.026 0.037
0.055 0.101 0.062 0.070 0.069 0,050 0.000
0.091 0.111 0.094 0.118 0.060 0.009
0.083 [0.192" 0.087 0.123 10160 0.047  0.009
0.054 0.066 0.057 0.097
0.041 0.040 0.079 0.109

7.5.4. Forma tedrica de la estructura genética

En la Figura 12 se muestra el grafico poblacional resultante de la varianza genética

encontrada. La topologia esta construida por los 14 nodos correspondientes cada uno a las

localidades en analisis y 17 vértices. La localidad L10 queda en un extremo conectada solamente

con L13, seguida por el resto de localidades pertenecientes a la region del sur. En cuanto a las

localidades no peninsulares que quedaron conectadas entre si, L36 se encontrdé también conectada

con L22 en la Peninsula a una latitud cercana, y L41 comparte un vértice con L04 que se ubica en la

region centro de la PBC, relacion que implicaria conectividad a larga distancia a través del Golfo de

California. Los vértices que conectan a L30 con L03 y L26 respectivamente, representan las

conexiones de mayor distancia geografica a lo largo de la PBC sugiriendo una relacion de las

localidades encontradas a lo largo de la costa Pacifico. La topografia del grafico en general

representa una organizacion similar a la encontrada con el arbol de distancia genéticas (Figura 11),
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con la ventaja de tener resueltos los valores bajos de bootstrap al detectar conectividad o relacion

con un alfa bajo (o = 0.01) entre los nodos ubicados en clados poco soportados en el arbol.

® 50

126 B sonora
B isla Tiburén

B Peninsula Norte
B Peninsula Centro
B Peninsula Sur

Figura 12. Population Graph (o = 0.01). Se muestran las leyendas con coloracion clasificada a priori por
latitud con cortes de agrupacion correspondientes a los sitios de los canales transpeninsulares y al Golfo de
California (Figura 3), el tamafio de los nodos es proporcional a la varianza intra-localidad.

7.5.5. Anadlisis de clusters

En las pruebas de estructura por probabilidad bayesiana, STRUCTURE no identifico

separacion de grupos genéticamente homogéneos. A pesar de encontrar 2 grupos genéticos como el
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valor con la mayor probabilidad posterior (Figura 13b), los coeficientes de identidad (Figura 14a)

muestran un alto porcentaje de mezcla genética entre ellos.
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Figura 13. a) Representacion del logaritmo natural de la probabilidad posterior promedio para 10 repeticiones
probando distintos nimeros de poblaciones (K) de Stenocereus gummosus. b) Numero de grupos
genéticamente homogéneos (K) calculado a partir de la tasa de cambio de la funcién de verosimilitud o 4K
(Evanno et al., 2005).
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Figura 14. Coeficientes de identidad para a) K =2 y b) K = 5 como numero de grupos genéticos homogéneos,
donde cada barra vertical corresponde a un individuo y cada color corresponde a la proporcion de probabilidad

de pertenecer a cada grupo. Los numeros en la parte inferior corresponden a las localidades de origen, para su
correspondencia ver Tabla VIII.

14

STRUCTURE también indico una posible subestructura, observandose asimismo una fuerte
senal de que existan 5 grupos (Figura 13a y b), sin embargo la grafica de los coeficientes de

identidad (Figura 14b) arroja los mismos resultados de mezcla entre los grupos genéticos; estos
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mismos analisis se realizaron excluyendo las localidades no peninsulares tanto incluyendo como

ignorando el locus Sgum05, sin encontrar diferencias en los resultado (datos no mostrados).



51

8. DISCUSION

8.1. Desarrollo y calidad de los marcadores

Las librerias enriquecidas para obtener microsatélites encontraron loci polimorficos en
porcentajes de 53%, 70% y 91%, por encima de librerias genémicas (15% y 21%), en ambos casos
con especies de la subfamilia Cactoideae (Tabla I). En este estudio, la pirosecuenciacion con la
quimica de titanium GS-FLX (Life Technologies) produjo un porcentaje de loci polimérficos de
30%; esta técnica permite elegir un mayor numero de loci identificando el tipo de repeticion y el
numero de repeticiones (Abdelkrim et al., 2009), por lo que se esperaba obtener mayor proporcion
de loci polimorficos. Esta discordancia podria deberse a una calidad baja del ADN utilizado para
secuenciar o a que probablemente el sistema de reproduccion que emplea S. gummosus afecte la
riqueza alélica. Sin embargo, el nimero medio de alelos por locus en S. gummosus (5.33) estuvo

muy cercano al promedio de los antecedentes revisados (5.48) (Tabla I).

Lamentablemente no hubo datos suficientes a lo largo de todas las localidades como para
precisar la identidad clonal a través del analisis de los genotipos multilocus de las muestras, no
obstante los resultados reportados por Molina Freaner y Clark Tapia (2005) fueron tomados en
cuenta para disefiar un muestreo que evitara recolectar indidivuos clonales. Con esta certeza se
estudio la estructura genética de la pitahaya agria con 6 loci microsatélite polimorficos para 12
localidades peninsulares, una insular y una continental, utilizando 7 metodologias distintas. Los
coeficientes de endogamia fueron menores (global Fjs = 0.284) a los determinados con loci
aloenzimaticos (global F5 = 0.608), y la heterocigocidad resulté mayor (0.159 < Hp > 0.318, 0.233
< Hg > 0.429) que anteriormente (0.063 < Hp > 0.175, 0.207 < Hg > 0.351) (Clark-Tapia y Molina-

Freaner, 2003), permitiendo una mejor resolucion para estudios de genética poblacional.

El éxito de amplificacion obtenido por locus fue muy bajo para los loci Ppril3, Sgum24 y
Sgum31; particularmente para Ppril3 se registraron 16 tamafios alélicos que, junto con el bajo éxito
de amplificacion, sugieren inespecificidad de los iniciadores de PCR. Sgum31, aunque también
problematico por falta de amplificacion, exhibié solamente 4 alelos y la mayoria de genotipos
homocigotos. La falta de rendimiento en general se puede atribuir a una variabilidad muy elevada
en los sitios de alineamiento de los iniciadores de PCR (Chapuis y Estoup, 2007), pues ademas se
observo que los genotipos que se lograron amplificar para estos tres loci fueron siempre en algunas
pocas localidades, sugiriendo un patron de alelos fijados por mutaciones en los sitios de

alineamiento de los iniciadores. Para determinar esta condiciébn se requiere secuenciar los
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fragmentos amplificados (Shaw et al., 1999), no obsatnte esto no fue realizado, por lo que los loci

no fueron usados para los analisis posteriores.

Un locus que presenta alta frecuencia de alelos nulos puede causar subestimacion en la
heterocigocidad esperada y sobrestimacion de Fsr y D¢ (Chapuis y Estoup, 2007; Carlsson, 2008).
Sgum05 present6 una alta prevalencia entre localidades y una alta frecuencia de alelos nulos (20%-—
36%), como los analisis preliminares fueron muy similares al tomarlo y al no tomarlo en cuenta, se
opto por excluirlo de los analisis subsecuentes. Sgum36 si fue considerado en el resto de andlisis a
pesar de presentar 5 localidades con estimaciones de alelos nulos con proporciones cercanas a 25%,

pues las 9 localidades restantes mostraron valores moderados.

Varios de los modelos de andlisis poblacional utilizados en este estudio asumen que las
poblaciones en cuestion se encuentran en Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) (a excepcion del
AFC, el ADCP, el dendograma de distancia genéticas y el grafico poblacional). Encontrar
desviacion del EHW se vuelve trascendentes no s6lo por estos modelos que lo asumen, sino porque
es posible identificar algunas de las fuerzas evolutivas que lo producen, siempre y cuando se
consideren los mismos datos genéticos y otros datos biologicos. De las estimaciones con desviacion
significativa del EHW por locus para cada localidad (Tabla XI), ninguno podria ser atribuido a la
segregacion, pues todos los pares de loci tuvieron valores de p mayores a 0.09 para la prueba de
desequilibrio de ligamiento (Tabla X). De los 11 casos en desviacion, 8 correspondieron a las
estimaciones de alelos nulos mas altas (22%-29%), 5 del locus Sgum36 y una de Sgum12, Sgum?25
y Sgum29 respectivamente, por lo tanto su cuenta de homocigotos debe estar sobreestimada
alejando artificialmente la estimacion de Hp y Hg. La localidad de El Cien (L03) cont6é con el
coeficiente de endogamia mas alto (F;s = 0.4488) y dos de sus loci (Sgum25 y Sgum36) con 29% y

24% de estimacion de alelos nulos, a lo que se podria atribuir el desequilibrio.

Sin embargo, al analizar cada localidad utilizando la informacion de los 6 loci (Tabla XII)
podemos encontrar que 10 localidades muestran un déficit de heterocigotos significativo. Una
hipotesis alternativa para explicar este déficit, es considerar la reproduccion vegetativa de esta
especie; en efecto los coeficientes de endogamia (Fs) siempre fueron mayores a 0. Entre mas
agregada sea la arquitectura clonal en una planta de polinizacion mediada por insectos, mas
aumenta la proporcion de geintonogamia (polinizacion entre flores del mismo individuo genético),
incluso en plantas autoincompatibles como S. gummosus (Charpentier, 2002). Con la intension de

discernir si la clonalidad pudo haber influido en los valores Hy y Fis, durante la estandarizacion de
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los marcadores se realizaron estimaciones de genotipos multilocus idénticos y su probabilidad de
ser clones, para la localidad de Bahia Sargento, Sonora (L41), para la cual se lograron obtener los
genotipos completos de 9 loci polimorficos; tras comparar los genotipos de 38 individuos separados
por mas de 30 metros, se encontraron 33 individuos genéticos distintos, indicando que en esa
localidad la dispersion de rametos puede llegar al menos hasta 30-35 m. Estos resultados son
congruentes con la explicacion de Parker y Hamrick (1992) sobre la arquitectura clonal de
Lophocereus schottii, una cactdcea columnar codisitribuida con S. gummosus, que aunque es
agregada cuenta con cierto grado de dispersion de los rametos atribuida a arroyos intermitentes. De
tal forma que para las poblaciones de S. gummosus, el impacto de la endogamia por geintonogamia

asociada a la arquitectura clonal no habria de ser tan elevado.

Otra explicacion alternativa sobre los niveles de Fjs encontrados y la desviacion del EHW
en 10 localidades podria ser la seleccion a favor de los homocigotos. Esto podria ser una sefial
resultante de un proceso de colonizacidon reciente con eventos fundaciones seguidos por rapido
crecimiento poblacional (Nei et al., 1975), como el que tendria que haber sucedido a partir de un
unico refugio pleistocénico, o a partir de multiples refugios locales a lo largo de la Peninsula donde
la reproduccion vegetativa tendria mayor €xito ante el estrés ambiental, particularmente de la
temperatura y la humedad (Carrillo-Angeles y Del Carmen Mandujano, 2011), que implicarian
menos eventos fundacionales necesarios para alcanzar la actual distribucion, permitiendo la

persistencia de la diversidad genética pero aumentando el coeficiente de endogamia.

8.2. Estructuracion genética, expansion poblacional y colonizacién sur-norte

En el Analisis Factorial de Correspondencia (AFC), todas las localidades quedaron
traslapadas en el espacio tridimensional de las variables artificiales (Figura 8a) explicando el 60%
de la varianza, pero también se pudo detectar una aparente organizacion regional, la cual fue
identificable con el Andlisis Discriminante de Componentes Principales (ADCP), que a pesar de
asignar probabilidades de pertenencia similares a cada grupo para todas la muestras, revelo que las
localidades del centro y del norte de la PBC quedaron completamente mezcladas al graficar las
cargas de las variables artificiales, por lo que estas dos regiones se tomaron como un solo grupo,
mientras que las localidades del grupo sur y las no peninsulares convergen con el centroide tienden
a organizarse hacia distintas zonas en el area conformada por los ejes 1 y 2 (Figura 8b), permitiendo

asi detectar una tendencia regional en la diferenciacion entre las muestras analizadas.
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Si la estructura genética poblacional de S. gummosus es resultado de una expansion
poblacional, es decir donde las limitaciones al flujo genético serian principalmente determinadas
por la capacidad de dispersion de sus propagulos sexuales, la tendencia de organizacion regional
observada no seria el resultado de estructuracion abrupta debido a un evento vicariante o una
barrera ecologica y, para el caso de procesos selectivos locales generalizados es 1til aprovechar
medidas de distancia genética como D (Cavalli-Sforza y Edwards, 1967) que resulta menos
sensible a procesos demograficos como cuellos de botella (Takezaki y Nei, 1996). Los resultados de
AMOVA evaluando los 8 modelos, donde 5 de los cuales fueron explicitamente planteados a partir
de las hipotesis de eventos viacariantes que fueron previamente sugeridos para explicar la
arquitectura genética de animales codistribuidos en la Baja California (Riddle et al., 2000),
mostraron en todos los casos la mayoria de los componentes de la varianza atribuida a la diferencia
hacia adentro de las subpoblaciones (= 93.7%) vy, el indice de fijacion mas bajo (Fsr = 0.0485) se
encontrd6 cuando se compararon todas las localidades como grupos independientes, contando
ademas con el mayor porcentaje de varianza hacia adentro de las subpoblaciones (95.38%). Esto
podria indicar que la diversidad genética se encuentra heterogéneamente distribuida a lo largo de
toda la distribucion. Aun asi, todos los modelos presentados tuvieron indices significativos, pero
explicaron muy pocos componentes de la varianza al descomponerla en los grupos en cuestion. El
modelo sobre El Canal transpeninsular del Vizcaino como evento vicariante, fue el que logrd la
mejor combinacion de porcentaje entre poblaciones dentro de grupos (3.21%) y entre grupos
(3.03%), reduciendo el explicado por la varianza hacia adentro de las subpoblaciones al nivel mas
bajo detectado de 93.76%. Las diferencias genéticas entre los grupos analizados existen, pero son
muy pequefias y podrian deberse a limitaciones muy recientes o incluso contemporaneas al flujo
genético, tanto de indole fisiografico como ambiental o ecoldgico, por lo que deberian de analizarse
por separado. El uso de marcadores mitocondriales y/o cloroplasticos podrian ayudar a dilucidar
estas sefiales de estructuracion genética con mejor resolucion, pensando en factores geoldgicos mas
antiguos, como fue encontrado para E. lomelii precisamente a mitad de la PBC, concordante con el

canal hace 1 M afios en el Vizcaino (Garrick et al., 2009).

En tltima instancia, los modelos sometidos a AMOVA, son muy pocos para el nimero de
combinaciones diferentes de grupos que podrian realizarse a partir de la misma informacion
genética, pero hacerlo seria un trabajo muy exhaustivo, complejo de sintetizar y que correria con el
riesgo de no contar con fundamentacion bioldgica para muchos de los posibles modelos de

agrupacion (Dyer y Nason, 2004). Por lo que se emplearon otros métodos que exploran las
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relaciones entre las muestras incorporadas a partir de los datos genotipicos, alélicos y las relaciones

geograficas para detectar modelos de estructuracion o diferenciacion.

A diferencia de los datos aloenzimaticos (Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003), los 6 loci
microsatélite analizados permitieron detectar un patron de aislamiento por distancia al evaluar la D¢
de Cavalli-Sforza y Edwards (1967) con la distancia geografica (Figura 10). A reserva de detectar
otros sefiales de estructuracion entre poblaciones atribuibles a barreras limitantes del flujo genético
y no a la limitacion de la dispersion (Meirmans, 2012), este patron es concordante con la estructura
genética de otras especies sujetas a historias ambientales similares (Hewitt, 1996) en la misma
region del Desierto Sonorense, como Lophocereus schottii, cacticea columnar, y la euforbiacea
Euphorbia lomelii (Nason et al., 2002; Garrick et al., 2009), que al igual que muchas plantas han
sufrido cambios recientes de su distribucion extendiendo sus limites en respuesta a los efectos de
los cambios climaticos ocurridos en las épocas glaciar e interglaciar (Hewitt, 2000; Petit et al.,

2001a).

Considerando las condiciones tropicales de la regiéon de Los Cabos, al sur de la PBC
(Gonzalez-Abraham et al., 2010) podemos explicar que la riqueza alélica (R) sea mayor en las
localidades del sur (Figura 7b), lo que es una evidencia concordante con la tendencia de expansion
y desplazamiento de las comunidades vegetales como respuesta al calentamiento postglacial
descrita por Hewitt (1996). Sin embargo, considerar que la actual distribucién se extendiod
unicamente desde esta region, implicaria necesariamente un proceso de colonizacidon mucho mas
veloz que si hubieran existido multiples refugios locales a lo largo de la PBC. En consecuencia,
entre mas rapido se haya logrado la colonizacién, mayor seria el nimero de eventos de dispersion a
larga distancia y, conforme estos aumenten, la diversidad genética resulta homogenizada por efecto
de reajuste (Bialozyt et al., 2006). Esto no fue lo observado con la R, por el contrario, se encontrd
una disminucion significativa con el aumento de la latitud a lo largo de la Peninsula (Figura 7b).
Estos resultados apoyan la nocion de la direccionalidad sur-norte de la expansion, concordante con
lo encontrado por Nason y colaboradores en L. schottii (2002). Pero la sefial de diferenciacion
medida en Fr pareados de Punta Prieta (L22) con respecto al resto de localidades nortefias (Tabla
XI), la agrupacion de Puente Querétaro (L04) con localidades distantes y separadas por el Golfo en
el cladograma de distancias genéticas y en el grafico poblacional (L22, L36 y L41 en Figura 11 y
Figura 12) y la nocion de seleccion de homocigotos en El Cien (L03) con el mas alto indice de
endogamia (Fjs = 0.449, Tabla XII), refuerzan la hipdtesis sobre la existencia de multiples refugios

a lo largo de la PBC con tamafio efectivo pequefio. A diferencia de L. schottii (Nason et al., 2002) S.
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gummosus mostrd valores de Hj relativamente constantes a lo largo de la Peninsula, lo cual puede
explicarse si durante el proceso de expansion poblacional se encontraron distintas rutas de
colonizaciéon (Konnert y Bergmann, 1995; Petit et al., 2001b), lo cual también concuerda con un
proceso de colonizacion a partir de multiples refugios. La evidencia palinologica indica la
existencia de semidesiertos locales durante la Gltima glaciacion, a bajas latitudes en los actuales
desiertos de Norteamérica (Van Devender et al., 1994; Thompson y Anderson, 2000); estas areas
pudieron funcionar como refugios que permitirian la expansion poblacional de S. gummosus a partir
de poblaciones no necesariamente surefias y con tamafios de poblacion efectiva (Ne) reducidos por
las condiciones ambientales. La sefial genética que debieran dejar estos eventos multiples de
expansion local —por efecto de la deriva génica previa a la expansion poblacional-, podrian
atenuarse con los eventos de dispersion a larga distancia provenientes de otros refugios, donde las
tallas de poblacion hayan sido mas grandes, a saber de aquellos que se encontraban en latitudes mas

surefias con condiciones mds Optimas (Hewitt, 1996).

Un modelo asi, con diversos refugios locales dispersos por la PBC, soporta la hipotesis de
diversificacion de Stenocereus eruca a partir de S. gummosus (Gibson, 1989) como respuesta
selectiva local de fenotipos exitosos con un aumento en la tasa de reproduccion clonal, que le
permitiera diferenciarse reciente y rapidamente; la distribucion de S. eruca se encuentra cercana a
las localidades de El Cien (L03) que reporto el coeficiente de endogamia mas alto (£;s=0.449) y a
Puente Querétaro (L04) que tuvo el segundo valor mas bajo de heterocigocidad esperada y en el

grafico poblacional es representado por el nodo mas pequefio junto con Santa Agueda (L20).

El cladograma de distancias genéticas mostrd las localidades analizadas en tres grupos
principales (Figura 11) que no concuerda con ninguno de los escenarios de vicarianza analizados.
Por el contrario, conjunta localidades que habrian sido separadas por los canales en la Peninsula y
por la formacion del Golfo de California, rechazando la idea de diferenciacion genética debido a
esos factores de barreras fisicas en el pasado lejano, al menos con los loci microsatélite estudiados.
Por otra parte, que la topologia del arbol no haya exhibido un patrén de clados anidados en serie
desde el sur hasta el norte de la Peninsula, puede sugerir que una colonizacion postglacial
(Holocénica) debio llevarse a cabo en varias direcciones. Al igual que con los analisis multivariados
(AFC y DACP, Figura 8) pero con mejor resolucion, se observo una agrupacion regional, en la que
las localidades del sur quedan en una rama junto con el extremo sur, después de la mitad de la PBC
surgen dos ramas, una agrupando a la localidad de EI Cuarenta (L26, centro-oeste de la PBC) con el

grupo peninsular norte y otra que incluye a Puente Querétaro (L04, centro de la PBC) con Punta
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Prieta (L22, norte de la PBC) y las dos localidades no peninsulares, estando ubicadas las tres
ultimas en latitudes muy cercanas. La ubicacion de Puente Querétaro (L04) en un clado distinto a
sus las localidades mas proximas, podria indicar un proceso selectivo particular en respuesta a
caracteristicas ambientales propias del sitio como el sustrato rocoso (observacion de campo). La
ubicacion de la localidad insular y la continental, podria estar estrechamente relacionado con su
origen, reforzando la hipotesis de Cody (1983) sobre el origen peninsular de las poblaciones
sonorenses. Debido a que la medicion de distancia genética empleada no asume ningin modelo
mutacional subyacente, ni hace inferencias evolutivas entre los alelos y sus tallas, no es posible
establecer el tiempo transcurrido desde cada divergencia descrita por la topologia: estas relaciones
son sélo descriptivas del estado, no de la historia. El bajo valor de bootstrap para la ubicacion de la
Santa Agueda (L20) en el arbol de distancias (Figura 11), queda resuelto en el grafico poblacional
(Figura 12) quedando s6lo conectada con Puente Querétaro (L04, centro peninsular), concordante
con el patrén de aislamiento por distancia explicando las relaciones a lo largo del eje latitudinal de

la PBC.

El analisis bayesiano, buscando el nimero mas probable de poblaciones, no detecto una
estructura genética de grupos homogéneos estructurados entre las localidades, mas bien se resolvio
con amplia cantidad de mezcla genética independientemente de si los datos se agrupan en 2 o 5
grupos (Figura 14a y b). Cuando los valores de Fgr son menores a 0.2, STRUCTURE muestra
dificultades para la identificacion de estructura, ademas de que el modelo asumido por el software

no es adecuado para datos con patrones de aislamiento por distancia (Pritchard et al., 2007).

En general, las diferencias genéticas significativas encontradas de F,; por pares de
localidades (Tabla XIV, a = 0.05) describen la agrupacion en las 3 ramas del arbol de distancias
genéticas (Figura 11) y la topologia obtenida para el grafico poblacional (Figura 12), que en analisis
conjunto coinciden también con un patréon de relaciones sur—centro—norte en la Peninsula y
Peninsula centro—Sonora. Entre las 4 localidades nortenias de la PBC, Punta Prieta (L22) se
diferencia de todo este grupo (Fy, = 0.06, 0.063 y 0.16; p < 0.049), siempre mostré menor diferencia
a otras localidades (en particular Sonora e Isla Tiburén). Esta diferencia local dentro de una region
particular, tiene coherencia con la existencia de refugios locales de tamafio efectivo pequefio y
aumento poblacional con heterocigocidad disminuida por cuello de botella (mostr6é la menor Hy =

0.159) (Nei et al., 1975; Petit et al., 2001a).
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Las débil senal de diferenciacion genética observada para la separacion de grupos debida a
la presencia del Golfo de California (Figura 9) y que el grafico poblacional no desplegara una sub-
estructuracion de redes desconectadas entre las poblaciones de la PBC y las no peninsulares en
ninguno de los casos (ANEXO III), hace pensar que el Golfo no ha representado una barrera al flujo
genético; esto es concordante con las conclusiones de Garrick y colaboradores (2009) que atribuyen
la conectividad genética entre estas dos regiones a una introduccion no necesariamente reiterativa,
argumentando la posibilidad de dispersion por aves a través del Golfo. De cualquier forma, es
importante considerar que solo se incorpord una localidad insular y una de continental contra 12

peninsulares, por lo que seria recomendable incluir mas informacion de esos sitios.

Por otra parte, es importante considerar la posibilidad de que las semillas o incluso ramas de
la pitaya agria hayan sido transportadas por los Seris entre la Peninsula, las islas del Golfo y
Sonora, pues se ha documentado el cultivo de pitaya agria a partir ramas en jardines caseros de esta
etnia y particularmente una alta movilidad entre Sonora y la Peninsula de este grupo, en donde estos
frutos formarian parte de la subsistencia durante los viajes (Felger y Moser, 1985), similar a lo que
sucede con otras especies de Stenocereus en el centro de México (Casas et al., 1999a), ademas del
uso que le dan a la corteza en técnicas de pesca (Anderson et al., 2001). Las localidades conocidas
con presencia de S. gummosus en vida silvestre en Sonora, se ubican alrededor y en medio de Punta
Chueca y Desemboque, las dos comunidades mas grandes habitadas por los actuales Seris. Las Islas
Tiburén y San Esteban, estuvieron ocupadas por agrupaciones de los Seris hasta el primer tercio del
siglo XX y se ha inferido ademas la presencia de un subgrupo en la Peninsula (Felger y Moser,
1985). Sin embargo, se reconoce que los Seris no se han caracterizado por desarrollo de técnicas

agricolas.
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9. CONCLUSIONES

a. El polimorfismo de los loci microsatélite reportados en este estudio fue bajo (nimero
de alelos por locus), sin embargo fue comparable a lo reportado en otros organismos relacionados
con S. gummosus; estos niveles son suficientes para indagar sobre procesos recientes en la historia

evolutiva de esta cactacea.

b.  Aunque es probable que la capacidad de reproduccion clonal aporta importantes
elementos para la estructuracion poblacional, sobre todo a nivel local o intrapoblacional (coeficiente
de endogamia), la presente investigacion no tiene los elementos suficientes para determinar los
efectos de esta propiedad bioldgica. Serd necesario un esquema de muestreo diferente para analizar
los efectos de la capacidad de reproduccion clonal a la distribucion de la diversidad genética intra e
interpoblacional, inclusive aumentar el numero de muestras genotipificadas por localidad y el

numero de loci registrados por muestra.

c. La informacion biolégica conocida sobre genética poblacional de otras plantas de la
PBC, la capacidad de dispersion de semillas en otras especies del mismo género y en la propia
especie y el patron generalizado de colonizaciones postglaciales de plantas, explican

satisfactoriamente la deteccion de baja diferenciacion y el aislamiento por distancia.

d. La disminucién de la riqueza alélica con el aumento de la latitud, el aislamiento por
distancia y la distancia genética descrita por clados anidados, confirman la importancia del proceso
de expansion poblacional post-glacial, como modelador de la estructura genética de Stenocereus

gummosus.

e. Para reforzar la hipotesis de multiples refugios pleistocénicos, sera de utilidad incluir a

Stenocereus eruca en el analisis de distancias genéticas y en el resto de analisis exploratorios de la
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estructura poblacional, ademas de analizar el mismo escenario en mas organismos codistribuidos,

especialmente polinizadores, dispersores y en otras plantas.

f. La conectividad de las localidades no peninsulares con algunos sitios en particular de
la Peninsula de Baja California, no permiten desechar la hipdtesis sobre que existan causas
antropogénicas implicadas en la dispersion de la pitaya agria hacia algunas de las islas del Golfo y

en Sonora.
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ANEXO 1. EXTRACCION DE ADN PARA Stenocereus gummosus

Basado en de la Cruz et al., (1997)

Tejido

Corteza interna almacenada en etanol 96°

Reactivos

Buffer CTAB de maceracion [100 mM tris-HCI pH 8, 20 mM EDTA pH 8, 4% CTAB, 1.5
M NaCl, 4% PVP-40, 2.0% 2-Mercaptoetanol, 5.0% Acido ascérbico y 5.0% DIECA]. Los
ultimos 4 reactivos (en italicas) se agregan en el momento de uso del buffer con las
muestras.

Buffer STE de extraccion [100 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM EDTA pH 8, 100 mM NacCl,
2.0% 2-Mercaptoetanol]. Gltimo reactivo (en italicas) se agrega al momento del uso del
buffer con las muestras.

Solucion SDS 20%

Clroruro de sodio 5 M

Acetato de sodio 3 M

Isopropanol frio

Solucion Etanol 80%

Material

Tubos Eppendorf 1.5 mL

Puntas de 1000 pL y 200 pL

Pipetas de 200-1000 uL, 50-200 uL, 20-100 uL y 2-20 uLL
Guantes

Incubadora (Termoblock)
Microcentrifuga
Campana extraccion
Balanza analitica
Congelador -4°y -20° C
Vortex

Protocolo

** Todos los pasos que impliquen manipulacion de soluciones con 2-Mercaptoetanol han de realizarse en

la campana de flujo laminar.
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Lisis
1. Después de presionarlo sobre papel kimwipe, secar ~15mg de tejido de corteza (~2 mm®)
cortado en 5-6 trozos, en un tubo eppendorf de 1.5 mL al termoblock a 55° C por 1 hora.
2. Una vez seco, agregar 180 pL de buffer CTAB y vortexear (cuidando que no se vierta el
contenido, el 2-Mercaptoetanol puede contaminar el area).
3. Agregar 675 pL de buffer STE.
4. Agregar 60 pL de solucion SDS 20%.
5. Vortexear de nuevo por 30 segundos e Incubar a 65°C toda la noche (~8 horas).
Precipitacion
6. Agregar 255 pL de NaCl 5M e incubar por 15 minutos a -4° C.
7. Centrifugar a 14 KRPM por 10 minutos.
8. Colectar con una pipeta la fase intermedia en un nuevo tubo de 1.5 mL, dejando los restos
del fondo y la capa sobrenadante para posterior eliminacion. Colectar al menos 250 uL y a
lo mucho 600 pL; esto dependera de la calidad del tejido inicial y la facilidad para tomar
solo la fase intermedia.
9. Agregar 60 pL de Acetato de sodio 3M en el tubo nuevo que contiene la fraccion recién
colectada.
10. Agregar 600 pL de isopropanol frio.
11. Agitar suavemente e incubar a -20° C por 3—4 horas para precipitar el ADN genomico. (de

preferencia toda la noche).

Lavado y Resuspension

12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.

Centrifugar a 14 KRPM por 10 minutos.

Eliminar el sobrenadante con cuidado de conservar el pellet al fondo del tubo.

Agregar 200 pL de etanol 80% y mezclar manualmente por 1 minuto. Dejar a -4°C por 10
min.

Centrifugar a 14 KRPM por 5 minutos.

Eliminar el etanol del tubo vertiéndolo con cuidado de no perder el pellet.

Dependiendo la calidad del pellet se pueden repetir pasos 14 al 16 para eliminar viscosidad.
Dejar secar por al menos 60 minutos a temperatura ambiente o a no mas de 40° C.
Resuspender el pellet en 100 0 150 uL de agua miliQ.



71

ANEXO II. EJEMPLOS DE ELECTROFEROGRAMAS CON TAMANOS ALELICOS ASIGNADOS
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ANEXO III. FORMA TEORICA DE LA ESTRUCTURA GENETICA (ALFA EN INCREMENTO)

En este grupo de graficos poblacionales se indica el valor de a utilizado para la prueba de
los vértices. Este cambio sistematico del valor a, significa ir eliminando vértices que explican la
varianza en todo el sistema analizado en comparacion con el analisis de Fgr con un a fijo en 0.05.
Los graficos a), ¢) y d) fueron reconstruidos con 277 muestras (Tabla VIII) y los 6 loci utilizados a
partir de los analisis poblacionales (ver 7.3.2). La diferencia entre a) y b) se debe a la incorporacion
de las muestras para las que faltaron hasta 2 genotipos, ( » = 288). Es importante denotar que al
incorporar esta informacion para el grafico b), desaparece el vértice entre L0O3 y L30, par de

localidades con una de las distancias geograficas mas largas entre todos los pares posibles.
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