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RESUMEN

La filogeografia estudia los procesos y principios que gobiernan la distribucion espacial de los
linajes, estableciendo una relacion entre la genealogia y la geografia. Bursera microphylla es
una especie arborea que se distribuye casi en su totalidad en la extension del Desierto
Sonorense. Estudios de tipo reloj molecular indican que esta especie se origind antes de la
formacion del Golfo de California y las oscilaciones climaticas del Cuaternario (De Nova et
al., 2012); por lo que el presente estudio tiene como objetivo describir la filogeografia de B.
microphylla en el Desierto Sonorense, partiendo de la hipétesis de que las secuencias
generadas de una regiéon de ADNcp de B. microphylla, aportaran informacién sobre el origen y
posibles eventos de fragmentacion o expansion de la especie. Se analizaron 40 secuencias de
ADNcp de la region intergénica trnL - ndhj (670 pb) de B. microphylla, pertenecientes a
cuatro poblaciones de la Peninsula de Baja California, tres poblaciones de Sonora y una
poblacién de las Islas del Golfo. Se estimaron los niveles de diversidad nucleotidica (7=
0.00208+ 0.00046) y haplotipica (Hd= 0.375 +0.080), los cuales caen dentro del rango
encontrado para otras especies del Desierto Sonorense. La red de haplotipos construida detectd
tres haplotipos en B. microphylla e identifico el haplotipo A como ancestral, el cual estd
presente en seis poblaciones (Baja California, Sonora y la Isla San Esteban). La ubicacion
geografica de los haplotipos y el patron de variabilidad sugieren que la especie se origind en
Sonora y posteriormente migré hacia la peninsula. Los bajos niveles de variacion genética y la
presencia de un haplotipo en seis de las ocho poblaciones pueden sugerir expansiones
postglaciales en el rango de distribucion de la especie hacia el norte y a lo largo de la
peninsula de Baja California a partir de refugios localizados en Sonora.



I. INTRODUCCION

La biogeografia es un campo interdisciplinario que explora el papel que juegan la geografia e
historia para explicar la distribucidon de las especies en un espacio geografico y un tiempo
(Zimmer y Emlen, 2012). Darwin y Wallace propusieron que los procesos de vicarianza y
dispersion son los factores mas importantes que rigen la distribucion de las especies en la
naturaleza. La dispersion consiste en el movimiento de los individuos de una region geografica
a otra, mientras que la vicarianza es un proceso que restringe o impide la dispersion o flujo
génico entre los individuos y por lo tanto resulta en la separacion de las poblaciones por
barreras geograficas (Futuyma, 2013). Para conocer mas acerca de la influencia de estos
procesos en las poblaciones y como éstos pueden influir en la variacion genética entre y dentro
de las poblaciones, John Avise propuso una disciplina llamada “filogeografia” (Avise et al.,
1987).

La filogeografia es una rama que logra conciliar las disciplinas microevolutivas
(etologia y genética de poblaciones) y macroevolutivas (paleontologia, geografia historica y
sistematica filogenética) mediante una herramienta muy util en la actualidad, como lo es la
biologia molecular. El objetivo principal de la filogeografia es estudiar los principios y
procesos que gobiernan la distribucion actual de los linajes con base en su genealogia,
principalmente a nivel intraespecifico o de un conjunto de especies relacionadas
filogenéticamente (Avise, 2000).

Se ha propuesto que el cambio climatico es el principal responsable de los cambios en
la distribucion de las especies y comunidades (Comes y Kadereit, 1998). Muchos de los
estudios filogeograficos en plantas se han llevado a cabo bajo un contexto de las oscilaciones
climaticas del Cuaternario, en el que se incluyen contracciones del rango de distribucion,
fragmentacion de las poblaciones, asi como expansion del rango de distribucion y migraciones
postglaciales a partir de refugios. Lamentablemente, existen pocos estudios filogeograficos
sobre la influencia de las ultimas glaciaciones del Pleistoceno en la estructura genética de

especies de plantas del Desierto Sonorense (Fehlberg y Ranker 2009).
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El Desierto Sonorense se localiza en el noroeste de México y suroeste de Estados
Unidos; cuenta con aproximadamente 2600 especies de plantas (Shreve y Wiggins, 1975) y se
ha propuesto que la distribucion historica de su flora ha sido influenciada por periodos de
cambio climatico. Varios estudios sobre macrofésiles de plantas encontrados en nidos de
roedores del género Neotoma, han proporcionado evidencia de los cambios en la vegetacion en
los desiertos de Norteamérica. El Desierto Sonorense es el resultado de fuertes cambios
climaticos y una tendencia general hacia un ambiente cada vez mas arido, lo cual inici6 a
finales del Mioceno, cuando los bordes de las selvas secas se convirtieron en matorrales
espinosos (Scarborough, 2000). En este desierto, gran parte de la flora es de origen tropical y
es muy sensible a cambios ambientales como las temperaturas bajas (Shreve y Wiggins,
1975). Durante los periodos calidos de las oscilaciones climaticas del Pleistoceno, los bosques
o comunidades vegetales con més requerimientos de agua sufrieron consecuentes reducciones
de su distribucion por una tendencia a la sequia y por lo tanto, estos lugares fueron ocupados
por comunidades desérticas, proceso que alcanzd su mdas grande expansion durante el
Holoceno tardio (Van Devender, 1987; 1990).

Ademés de estos cambios ambientales, se han propuesto eventos geoldgicos que
pueden explicar la diversificacion de la biota en el Desierto Sonorense en esta region
geoldgicamente activa, tales como la formacion del Golfo de California (hace 5-6 millones de
afios), la formacion del istmo de La Paz (hace tres millones de afios) (Riddle et al., 2000;
2008) y por ultimo, una transgresion marina hacia la mitad de la peninsula (hace un millén de
afios) (Upton y Murphy, 1997).

Bursera microphylla, conocida comiinmente como “torote”, es una especie de arbol
dioica que restringe su distribucion casi en su totalidad a la extension del Desierto Sonorense.
Las principales caracteristicas de esta planta son la presencia de hojas y tallos aromaticos
debido a la resina que secretan, ademds de un tronco principal de corteza exfoliante (Turner et
al., 1995). Los datos obtenidos mediante métodos de reloj molecular proponen que la especie
se origind durante el Mioceno tardio (hace aproximadamente 7.72 millones de afios) (De Nova
et al,, 2012) en ambientes de tipo matorral xerdfilo, lo cual sugiere que posiblemente la
especie ya se encontraba establecida en la region del Desierto Sonorense cuando iniciaron los

fuertes cambios climaticos y geoldgicos en la region.



Este trabajo tiene como objetivo principal describir la filogeografia de Bursera
microphylla en el Desierto Sonorense, con base en secuencias de nucleétidos de una region de

ADN del cloroplasto, y de esta manera contribuir a la historia evolutiva de esta especie.



II. ANTECEDENTES

La gran diversidad bioldgica es producto de la evolucion (Dobzhansky, 1964). El concepto de
evolucion en términos bioldgicos ha tenido diversas modificaciones a lo largo de la historia.
Actualmente, la evolucion se puede definir como un cambio acumulativo en la composicion
genética de grupos de organismos (poblaciones) a través de las generaciones. Este proceso de
constante cambio por largos periodos de tiempo, ha producido la divergencia de especies y
originado muchas formas de vida, las cuales han descendido de un ancestro comtn universal
(Futuyma, 2013).

Para que las especies evolucionen, es necesario que exista variacion genética. Asi pues,
se ha descrito que la variabilidad genética es el nivel mas basico de diversidad, pues todos los
procesos evolutivos se derivan de estas variaciones en la informacion genética de los
individuos dentro de una poblacién (Pifiero et al., 2008). La expresion de la variacion genética
depende béasicamente de las condiciones ambientales presentes, la expresion de genes
nucleares, el grado de endogamia, los genes de herencia citoplasmatica y la composicion
genética de individuos con los que interacttia la especie (Mazer y Damuth, 2001).

La variacién genética de una poblacion estd determinada por diversos factores. Sin
embargo, se sabe que las fuerzas evolutivas juegan un papel muy importante. Las fuerzas
evolutivas son procesos que modifican la composicidon genética de las poblaciones al cambiar
las frecuencias de los alelos, provocando el rompimiento del equilibrio de Hardy — Weinberg
y, por lo tanto, causando evolucion. Estos cambios en las frecuencias alélicas son producidos
basicamente por cuatro fuerzas evolutivas que son: la mutacion, deriva génica, migracion y

seleccion natural (Hedrick, 2005).



II. 1. Fuerzas Evolutivas

II. 1. 1. Mutacion

La mutacién es un proceso particularmente importante en genética de poblaciones y
evolucion; esto se debe a que es la fuente original de variaciéon genética a distintos niveles
como: poblacion, especie o ecosistema. La mutacion consiste en cambios en un nucleotido,
varios nucleétidos, partes de un gen, partes de un cromosoma o hasta varios cromosomas.
(Hedrick, 2005). Los procesos de mutacion pueden ser determinados por errores durante la
replicacion del ADN, inserciones de elementos transponibles, rompimiento fisico de un
cromosoma o errores en la meiosis (Hedrick, 2005).

Existen tres tipos de mutaciones en el ADN: substitucion, que consiste en cambiar un
nucleodtido por otro, insercion o delecion de nucledtidos (indeles) e inversion de nucledtidos
(Nei, 1987). Aunque las mutaciones ocurren de manera azarosa, diferentes regiones del ADN
estdn expuestas a distintas tasas de mutacion, siendo las inserciones o deleciones las que
ocurren de manera mas frecuente en regiones no codificantes del ADN o intrones. Ademas
durante el proceso de replicacion del ADN, la polimerasa presenta un mecanismo de
correccion de errores que intenta disminuir la tasa de mutacidon, asi como eliminar las

mutaciones deletéreas (Aris y Excoffier, 1996).

II. 1. 2. Deriva génica

La deriva génica consiste en cambios aleatorios en las frecuencias alélicas causados
principalmente por el tamafio pequefio de las poblaciones, y a su vez es producto de un
muestreo aleatorio de gametos, que permite a una porcion de los genotipos presentes en la
poblacion pasar de generacion a generacion (Hedrick, 2005). Como resultado de este proceso,

el cambio de las frecuencias alélicas en el tiempo se da de manera azarosa. Cuando el flujo
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génico entre las poblaciones es bajo y las poblaciones son pequefias, es probable que la deriva
génica sea la principal fuerza que modifique la variabilidad en la poblacion (Hedrick, 2005).
La deriva génica tiene efectos en todos los loci del genoma y afecta tanto a las
poblaciones pequeiias como grandes. En poblaciones grandes solo una pequefia parte del
cambio en las frecuencias alélicas puede ser originada por la deriva génica; por otro lado,
cuando las poblaciones son pequefias, las frecuencias alélicas pueden presentar grandes
fluctuaciones en diferentes generaciones y por lo tanto, pueden resultar en la fijacion o pérdida

de un alelo (Hedrick, 2005).

II. 1. 3. Migracion

Dentro de una poblacion o una especie pueden existir pequefias subpoblaciones que se
encuentran divididas por varios factores, ya sea geograficos, ecologicos o conductuales.
Ademas, cuando una poblacion estd dividida en pequenas “unidades”, las conexiones
genéticas entre los individuos difieren. La migracion o flujo génico consiste en el movimiento
de individuos o grupos dentro y entre las poblaciones, lo cual origina que haya intercambio
genético entre ellos y por lo tanto exista un cambio en las frecuencias alélicas y en la dinamica
de las poblaciones (Hedrick, 2005). Cuando la migracién entre las poblaciones es alta, las
poblaciones tienden a homogeneizarse genéticamente, mientras que cuando la migracion es

baja, las poblaciones pueden diferenciarse genéticamente.

1I. 1. 4. Seleccion natural

Darwin y Wallace de manera independiente llegaron a la idea de la seleccion natural.
Se define como un mecanismo que puede cambiar las frecuencias alélicas debido a diferencias
en la habilidad de los genotipos para sobrevivir y reproducirse (Zimmer y Emlen, 2012). A su
vez, la seleccion natural es conocida como el tinico mecanismo que produce adaptaciones, las
cuales, son caracteristicas heredables que le confieren a un individuo ventajas de competencia,

en relacion a aspectos de sobrevivencia y reproduccion, respecto a otros miembros de su
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poblacion (Futuyma, 2013). Es decir, los fenotipos que confieren a las especies mayor
capacidad de sobrevivencia y reproduccion incrementaran su frecuencia a través de las
generaciones, dejando maés descendientes, siempre y cuando tengan una base genética
(Hamilton, 2009).

Aunque diferentes partes del genoma evolucionan de manera diferente o presentan
distinta variabilidad genética, en general, existen tres modos de seleccion fenotipica que
cambian la frecuencia de genotipos dentro de las poblaciones: seleccion diversificadora,
direccional y estabilizadora (Futuyma, 2013). Respecto a la seleccion genotipica, existen tres
casos posibles para el caso de un locus con dos alelos. El primer caso se presenta cuando los
heterdcigos tienen mayor adecuacion que los dos homocigos. En este caso, los heterdcigos
mantienen a los dos alelos y por tanto sus frecuencias son estables a lo largo de sucesivas
generaciones. La superioridad del heterocigoto o sobredominancia suele ser uno de los
mecanismos que mantiene los polimorfismos en poblaciones naturales (Hartl y Clark, 2007).
Sin embargo, cuando la adecuacion de los heterocigotos es menor que cualquiera de los dos
homocigotos (ya sean recesivos o dominantes), la frecuencia alélica es inestable y dependera
de la frecuencia inicial (si se encuentra por arriba o debajo de los valores de equilibrio). El
tercer caso se presenta cuando los homocigotos tiene mayor adecuacion que los heterocigotos,
es decir, que el genotipo seleccionado serda el que permanecera a lo largo de sucesivas
generaciones, mientras que los restantes tendran una tendencia a la desaparicion (Hartl y

Clark, 2007).

1I. 2. Teoria Neutra

En los afios 50s y 60s se pensaba que la mayor parte de la variacion genética era mantenida
por seleccion natural. En 1968, Motoo Kimura propuso la teoria neutra, la cual establece que
la mutacion y la deriva génica son las principales fuerzas responsables de los patrones de
variacion y evolucion de las secuencias de ADN en poblaciones bioldgicas. Actualmente esta

teoria forma la base del modelo nulo mas utilizado en evolucién molecular donde establece



que la gran mayoria de los cambios evolutivos a nivel molecular son causados por la deriva
genética de mutantes selectivamente neutros (Hamilton, 2009).

El modelo neutro postula que la tasa de reemplazo de un nucledtido dentro de una
poblacion es igual a la tasa de mutacion, sin importar el tamafio de la poblacion. EI modelo
neutro hace predicciones acerca de los patrones de polimorfismo esperados dentro de las
secuencias de las mismas especies. Es decir, utiliza un modelo matematico para calcular la
probabilidad de que dos poblaciones tomadas al azar difieran en una posicion dentro del
genoma completo, siendo las poblaciones mas grandes las que muestren mayor diversidad

genética (Eguiarte et al. 2007).

II. 2. 1. Teoria de la coalescencia

En una poblacion y a lo largo de sucesivas generaciones surgen nuevos alelos por mutacion,
mientras que otros se pierden por deriva génica o por otras causas. De esta manera y en un
sentido retrospectivo, los alelos de un gen coalescen hacia un alelo ancestral. Mediante el
ADN no recombinante, como de cloroplasto en plantas o mitocondrial en animales, se puede
“ver” hacia atréds en el tiempo y de esta manera establecer conexiones filogenéticas entre los
alelos de una especie. El ‘tiempo de coalescencia’ (tiempo en el que dos individuos se unen en
un ancestro comun) puede verse afectado por diversos procesos que operan a nivel
poblacional, como por ejemplo fluctuaciones en el tamafio de las poblaciones, existencia de
seleccion natural o variaciones en el flujo génico (Harding, 1996).

La teoria de la coalescencia, la cual esta basada en la teoria matematica de Kingman
(1982), se usa para describir la genealogia de genes neutrales y se realiza identificando
secuencias de multiples alelos y el punto en que estos alelos se “unen retrospectivamente” o
coalescen. Actualmente, los métodos matematicos y estadisticos con base en la teoria de la
coalescencia son amplios y capaces de adaptarse a numerosos parametros evolutivos,
demograficos y ecologicos. Esos modelos se han utilizado para analizar diferentes aspectos de
evolucion y genética de poblaciones como el tamafio efectivo de la poblacion, cuellos de
botella, procesos de seleccion, tiempos de divergencia entre las poblaciones o especies, tasas

de migracion y mutacion (Freeland, 2011).



I1I. 3. Filogeografia

1I. 3. 1. Generalidades

La filogeografia consiste en el estudio de los principios y procesos que gobiernan la
distribucion geografica de los linajes con base en su historia evolutiva y se encuentra dentro de
un area mas amplia denominada biogeografia. Asi pues, el estudio de las relaciones entre la
genealogia y geografia constituye una disciplina conocida como “filogeografia” (Avise et al.,
1987). La filogeografia se puede entender como un punto de unién entre los procesos
microevolutivos y macroevolutivos (Figura 1). El andlisis e interpretacion de la distribucion
espacial de los linajes requiere de un estudio multidisciplinario en que intervienen varios
campos como la genética de poblaciones, demografia, etologia, filogenia, paleontologia,
geologia, geografia histdrica, siendo la genética molecular la herramienta base para este tipo

de estudios.



Disciplinas microevolutivas

Etologia = > Demografia = > @Genéticade
poblaciones
Filogeografia Genética molecular
4 e - V .
Geografia = >  Paleontologia < > Biologia
historica filogenética

Disciplinas macroevolutivas

Figura 1. Diagrama que muestra la filogeografia como punto de unién entre disciplinas micro
y macroevolutivas, asi como las principales areas que la componen y definen (Modificado de
Avise, 2000)

La filogeografia ha hecho posible comprender como se distribuyen y estructuran las
especies actualmente, y puede ser explicada mediante procesos de vicarianza o dispersion a
través del tiempo y espacio. Estos estudios se realizan mediante el analisis de informacién
obtenida a partir de moléculas de ADN, es decir, tratan de interpretar la extension y el modo
en que los procesos demogréficos histéricos han dejado marcas evolutivas en la distribucion
geogréfica actual de la variacion genética de las especies (Avise, 2000).

Los conocimientos obtenidos sobre estudios de filogeografia tienen diversas
aplicaciones tanto en sistematica como en conservacion. Actualmente, se combina la
taxonomia tradicional con estudios filogeograficos para determinar los limites entre las
especies o poblaciones, y ha sido tan desarrollado este campo que existe un concepto
filogenético de especie, donde se agrupan individuos que presentan caracteres similares y un
marcado patron de ancestria — descendencia. En relacion a la biologia de la conservacion,
gracias a la filogeografia se han podido establecer areas que reflejen importancia evolutiva

para las especies, y de esta manera proponer politicas de conservacion (Dominguez y
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Dominguez, 2009). Debido a la dificultad para estimar areas de proteccion a un nivel
intraespecifico, la filogeografia nos proporciona informacion para delinear unidades de
conservacion a nivel de poblaciones dentro de un contexto evolutivo. Ademas, los estudios
filogeograficos son importantes para evaluar la capacidad de respuesta de las especies frente a
los diferentes cambios que se puedan dar en el ambiente natural, ya sean provocados por
factores naturales o antropogénicos, y asi planear estrategias para el aprovechamiento y

conservacion tanto de las poblaciones, como de sus recursos genéticos (Pifiero et al., 2008).

I1. 3. 2. Marcadores moleculares en estudios filogeograficos

Los marcadores moleculares son una herramienta importante en diversos campos de la
biologia. Los diferentes tipos de marcadores son utilizados basicamente para detectar
polimorfismos en loci Unicos o multiples y son de tipo dominante o co-dominante.
Actualmente los marcadores més utilizados son las secuencias de ADN, pues el andlisis de las
sustituciones de las secuencias permite hacer inferencias sobre el orden histérico de los
cambios y por lo tanto se pueden hacer inferencias filogenéticas (Eguiarte et al., 2007).

Las secuencias de ADN constituyen la informacién heredable del nucleo celular,
plasmidos, mitocondrias o cloroplastos. Las plantas son organismos que poseen ADN nuclear,
y, ademas, ADN de cloroplasto (ADNcp) y mitocondria (ADNmt). Sin embargo, el ADN
nuclear no se emplea porque estd sujeto a recombinacion y esto dificulta su uso en
filogeografia. Tampoco se usa ADNmt de las plantas, ya que tiene una tasa de mutacion de
nucledtidos muy baja; ademas de que el genoma es muy grande, varia mucho entre las
especies de este reino y esta sujeto a rearreglos que dificultan su uso para hacer inferencias
filogeograficas (Palmer y Herbon, 1988). En cambio, el genoma del cloroplasto tiene un
tamaino aproximado de 135 kilobases y se encuentran muchas copias en cada cloroplasto, tiene
una herencia uniparental, y una organizacion muy conservada que lo hace mas informativo

para estudios filogeograficos (Hartl y Clark, 2007).
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IL. 4. Area de Estudio

1I. 4. 1. El Desierto Sonorense

El Desierto Sonorense es uno de los cuatro principales desiertos mas extensos y aridos de
Norte América, actualmente se extiende por aproximadamente 320,000 km® y se localiza en el
sur de Arizona y sureste de California, en EUA y una seccion de la peninsula de Baja
California, las islas del Golfo de California y gran parte del Estado de Sonora en México
(Nabhan, 2000).

El Desierto Sonorense es reciente en términos de tiempo geologico; reconstrucciones
paleoambientales obtenidas a través de estudios de restos fosiles, encontrados en nidos de
especies de roedores del género Neotoma (conocidos como packrat middens), han evidenciado
cambios en la vegetacion durante el Cuaternario. Sin embargo, las adaptaciones de las plantas
y animales a ambientes cada vez mas aridos iniciaron en el Mioceno tardio, aproximadamente
ocho millones de afios atrds. Durante el Mioceno tardio en los bordes de las selvas secas
caducifolias se desarrollaron los matorrales espinosos como un estado de transicion entre la
selva seca caducifolia y el desierto, por lo tanto las comunidades vegetales del Desierto
Sonorense como tales, se produjeron durante una tendencia a la sequia (entre 15 — 8 millones
de afos) (Van Devender, 2000).

El proceso de formacion del Desierto Sonorense como lo conocemos actualmente
inicié durante el Pleistoceno (hace 2 millones de afios aproximadamente); este periodo es
conocido por las oscilaciones climaticas y glaciaciones en todo el mundo y estos cambios
climaticos han dejado huellas en el Desierto Sonorense, a pesar de que los hielos no cubrieron
esta region. Los glaciares que se encontraban confinados a altitudes superiores a 2700 msnm,
comenzaron a descongelarse ocasionando fuerte escorrentia y erosion, lo que origind la
formacion de las grandes planicies modernas.

Por otra parte, los patrones de circulaciéon atmosférica también juegan un papel muy

importante en la determinacioén de las condiciones climaticas de una region. Este proceso, de
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circulacion atmosférica es impulsado por el calentamiento desigual entre el ecuador y los
polos; y consiste en el movimiento de aire atmosférico a gran escala y el mecanismo por el
cual se distribuye el calor en el mundo. La radiacion solar es mayor cerca del ecuador, lo que
induce a la formacion de una vaguada térmica que se conoce como Zona Intertropical de
Convergencia (ZITC) y ésta se mueve continuamente hacia el norte o el sur en funcion de los
cambios angulares del sol. El aire atmosférico se eleva desde la ZITC hacia los polos
alcanzando una altitud de 20,000 m, posteriormente desciende como aire seco a los 30° latitud
aproximadamente, lo que forma un sistema de alta presion. Es por eso que las principales
regiones aridas del mundo se encuentran confinadas aproximadamente a 30° de latitud norte y
sur (Brito-Castillo et al., 2010). Actualmente, el Desierto Sonorense se encuentra bajo la
influencia de dos sistemas de alta presion: Pacifico Oriental y de las Bermudas (Schmidt,
1989). Sin embargo, durante el Pleistoceno, estos sistemas de alta presion se desplazaron hacia
el sur, lo que origind un cambio climético en todo el mundo, siendo el Desierto Sonorense una
region con un clima maés templado y hiimedo y posteriormente la region comenzo6 a ser mas
seca hace 12,000 anos; este ultimo cambio climatico marca el desarrollo del ecosistema
moderno del Desierto Sonorense (Scarborough, 2000).

Actualmente, este desierto cuenta con aproximadamente 2600 especies de plantas
(Shreve y Wiggins, 1975), de las cuales se pueden distinguir dos formas de vida
predominantes: los arboles de la familia Fabaceae y las cactiaceas columnares. En relacion a
las caracteristicas climaticas, este presenta un patréon de lluvias biestacional: de diciembre a
marzo ocurren tormentas provenientes del norte del Océano Pacifico, mientras que de julio a
septiembre el monzon de verano ocasiona oleadas de aire himedo y tormentas frecuentes pero
localizadas. Los inviernos en este desierto son mas suaves en comparacion con otros desiertos
de Norte América, pues rara vez se presentan heladas, por lo tanto, la mayor parte de la biota
presente tiene un origen tropical. Las plantas perenes adaptaron su ciclo de vida en sintonia
con las lluvias intensas de verano y las lluvias de invierno mantienen grandes poblaciones de
plantas anuales, es decir, muchas de las plantas son oportunistas pues aprovechan la lluvia en
cualquier estacion para crecer y reproducirse (Dimmitt, 2000).

Se han propuesto tres eventos geologicos que explican los posibles eventos de
diversificacion biotica en la region. El primero fue la separacion de la peninsula de Baja

California y la formacion de Golfo de California hace aproximadamente 5-6 millones de afios.
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El segundo evento fue la formacion del Istmo de La Paz, provocando el aislamiento de las
poblaciones del sur de la peninsula, debido a la inundaciéon oceanica por el Istmo hace tres
millones de afios (Riddle et al., 2000; 2008). Finalmente, el ultimo evento consistio en la
transgresion marina hacia la mitad de la peninsula hace un millon de afios (Upton y Murphy,

1997).

I1. 4. 2. Estudios filogeograficos con especies de plantas del Desierto Sonorense

Actualmente existen pocos estudios sobre filogeografia de plantas del Desierto Sonorense. Los
trabajos mas importantes en esta area de estudio se han realizado para determinar el efecto de
vicarianza y eventos de expansion o colonizacidon postglacial en la estructura genética,
basicamente de tres especies de plantas. Nason et al. (2002) publicaron un estudio sobre la
cinita Lophocereus schotti utilizando aloenzimas, en el cual encontraron una correlacion entre
el aumento de la latitud y la disminucioén de la variabilidad genética. Garrick et al. (2009)
utilizaron secuencias de dos regiones de cloroplasto (matK y ndhF) de la candelilla Euphorbia
lomelii para determinar la influencia de los cambios climaticos y geologicos pasados en el
Desierto Sonorense y en el de Mojave. Ademas se ha estudiado la filogeografia de la rama
blanca Encelia farinosa, una especie muy comun del Desierto Sonorense, utilizando la region
intergénica psbA-trnH (Fehlberg y Ranker, 2009), donde se encontr6é evidencia de que los
cambios en la variabilidad genética de esta especie, fueron producto de las oscilaciones
climaticas del Cuaternario, y expansiones postglaciales a partir de refugios ubicados al sur en

el centro de la peninsula de Baja California y sur del Estado de Sonora.

I1. 4. 3. Estudios de genética de poblaciones en especies del género Bursera

En México se han llevado a cabo estudios de diversidad genética de 97 plantas de las 23,522
estimadas y de esas 97 plantas dos estudios son en relacién al género Bursera utilizando
isoenzimas como marcador molecular (Pifiero et al., 2008). Uno de ellos es sobre el impacto

de la formacién de la Peninsula de Baja California sobre la estructura genética de Bursera
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hindsiana (Vargas-Garcia, 2000), donde encontraron poca diferenciacion genética entre las
poblaciones debido a flujo genético alto y complejo, con lo que proponen que Bursera
hindsiana ha experimentado expansiones recientes en su distribucion por efectos del ultimo
periodo glacial. El segundo trabajo fue sobre las consecuencias genéticas y evolutivas del
surgimiento del Golfo de California en las poblaciones de Bursera microphylla (Burseraceae)
en el Desierto Sonorense (Hernandez-Lopez, 1999), con lo cual encontraron niveles de
variacion genética similares a otras plantas del Desierto Sonorense, ademas de que no existe
un patron de aislamiento por distancia, por lo que sugieren un patréon de colonizacién de

Sonora hacia la peninsula de Baja California muy complejo.

I1. 5. Modelo de estudio

II. 5. 1. Familia Burseraceae

La familia Burseraceae cuenta con aproximadamente 540 especies distribuidas en 18 géneros,
de los cuales tres estan presentes en México: Beiselia, Bursera'y Protium (Rzedowski et al,,
2006). Burseraceae se compone de arboles y arbustos tipicos de la selva baja caducifolia
donde hay una marcada estacionalidad de lluvias, lo que ocasiona que las plantas pierdan sus
hojas durante un periodo de su ciclo vital. La mayoria de estas plantas habita en laderas
montafiosas y a una altitud menor de 1700 msnm. Ademds, una de las principales
caracteristicas de esta familia es la secrecion de resina que les proporciona un olor
caracteristico; estas resinas estan compuestas principalmente por triterpenoides que se
encuentran en el tejido de la planta o conductos de la corteza (Harley et al., 2005).

La calibracion de la filogenia molecular y la evidencia fosil disponible indican que los
origenes de esta familia Burseraceae se remontan al Paleoceno (~65 millones de afios) con la
divergencia de Beiselia mexicana, lo cual fue localizado en Norte América, México y el
Caribe. Posteriormente la familia continué su diversificacion, seguido de un evento de

dispersion hacia el este de Laurasia (Europa) y hacia los continentes del hemisferio sur durante
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el Eoceno (~53 millones de afos) (Weeks et al., 2005). Actualmente es conocida por tener un
amplio rango de distribucion geogréfica, ya que es nativa de regiones tropicales de Africa,

América y Asia (Rzedowski, 1978; Rzedowski et. al., 2006).

1I. 5. 2. Género Bursera

El género Bursera es uno de los més diversos y abundantes grupos de plantas de los bosques
secos mexicanos, pues este se encuentra representado por aproximadamente 105 especies, de
las cuales cerca del 85% son endémicas en México. Las plantas del género Bursera se
distribuyen principalmente en las zonas tropicales y subtropicales desde al extremo sur de los
Estados Unidos hasta Peru y el sur de Brasil, incluyendo las Islas del Caribe (Rzedowski,
1978; Rzedowski et al., 2006). Las podemos encontrar en un intervalo altitudinal entre 0 y
1800 metros sobre el nivel del mar, preferentemente en selvas bajas caducifolias y matorrales
xerofilos. Sin embargo, Bursera simaruba se puede encontrar en bosques de coniferas o selvas
altas perennifolias, por lo que su rango de distribucion altitudinal alcanza los 2400 metros
sobre el nivel del mar. Dadas estas afinidades ecologicas, la mayor diversidad de las especies
mexicanas de Bursera se establece en la vertiente pacifica de la Republica, con su maxima
concentracion en la cuenca del rio Balsas (Rzedowski y Kruse, 1979).

Estas plantas se encuentran como arbustos y arboles que pueden llegar a medir hasta 30
metros de altura, presenta hojas alternas, simples a bi-pinnadas, deciduas la mayor parte del
afio, variables en tamafio y forma aun en la misma planta. La floracién aparece generalmente
al inicio de la época de lluvias; la mayor parte de las especies son dioicas, otras poligamo-
dioicas y rara vez hermafroditas (Medina, 2008). El tronco también es muy caracteristico en
este género, ya que se pueden distinguir dos secciones dentro del género debido a esta
caracteristica: la seccion Bullockia de corteza no exfoliante y la seccion Bursera de corteza
exfoliante de coloracidn rojiza a amarillenta y en algunos casos grisacea. Estas plantas son
muy generalistas en cuanto a su polinizacion, sus frutos son dispersados por aves y
generalmente se encuentra una semilla por fruto (Turner et al., 1995).

El género Bursera se considera como un grupo de origen monofilético y estrechamente

relacionado con el género Commiphora (Becerra, 2003). En esta propuesta de reconstruccion
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filogenética se pueden identificar dos secciones o subgéneros: Bursera y Bullockia. Dentro de
la seccidn Bursera, existen cuatro grupos morfoldgicamente bien definidos: Simaruba,
Microphylla, Fragilis y Fagaroides.

Se ha propuesto que la distribucion de Bursera en el pasado se extendia a lo largo del
centro de Norte América, pues se han encontrado abundantes granos de polen fosiles de
Bursera y hojas de B. serrulata en estratos del Oligoceno temprano en Colorado, Estados
Unidos (Rzedowski, 1979), lo que sugiere que el género se ha diversificado durante al menos
45 millones de afios.

Bursera ha sido objeto de un gran numero de estudios sobre evolucion, ecologia y
quimica y, debido a la gran importancia fisiografica y las adaptaciones a ambientes secos, el
género ha sido muy util para estudiar la evolucion, diversificacion y expansion historica de la

flora de los bosques secos (Becerra et al., 2012).

I1. 5. 3. Bursera microphylla

Bursera microphylla es un arbusto o arbol pequefio que en ocasiones alcanza hasta los 10
metros de altura; una de las principales caracteristicas de esta planta es que tiene hojas y ramas
aromaticas, debido a la resina que secreta. Otra caracteristica distintiva de B. microphylla es
que la corteza del tronco principal (generalmente de color blanquecino a marrén) se desprende
en laminas delgadas, es decir, tiene corteza exfoliante. Sus hojas son imparipinadas, miden 3-8
cm de largo y presentan un peciolo de 0.5 — 2 cm. Tienen 7- 35 foliolos lineales (aunque en
ocasiones dentados) de 6 - 12 mm de largo y 1 - 2.5 mm de ancho, el foliolo terminal
generalmente es orbicular igual o mas corto que los foliolos laterales (Turner et al., 1995)
(Figura 2).

La mayor parte de las poblaciones son dioicas, es decir hay hembras y machos. Sin
embargo, en algunas poblaciones del extremo norte de su distribucion se han detectado solo
individuos hembras (Molina-Freaner, com. pers.). Las inflorescencias aparecen antes que las
hojas, generalmente en julio y estan conformadas por paniculas que miden 0.8-2 cm de largo
con flores pequenas, sépalos de color verde a levemente rojizo triangulares, y los pétalos

miden 1-2 mm de largo, de color blanco a crema. Las flores presentan pistilos de 1 mm de
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largo y anteras de 1.5-2 mm de largo (Turner et al., 1995). No se sabe mucho acerca de la
polinizacion en esta planta, pero se ha observado que las flores son visitadas principalmente
por avispas, abejas y pequefias moscas; los visitantes no presentan preferencia por el sexo, ya
que visitan de igual manera a hembras, machos y hermafroditas (Gerst et al., manuscrito no
publicado).

Los frutos presentan un arilo por carpelo de color purpura a verde que mide entre Sy 7
mm de largo y 5.6 mm de ancho. Las semillas en la madurez miden 5 — 6 mm de largo, son de
color anaranjado a rojo, y germinan aproximadamente en dos semanas (Newland, 1980). Los
frutos permanecen en la planta y son dispersados por unas aves del orden Passeriformes
llamadas vireos grises (Vireo vicinior) que se alimentan casi exclusivamente de estos frutos
durante los meses de invierno (Bates, 1992). Se ha propuesto que existe una relacion
mutualista entre los vireos grises y B. microphylla, lo cual puede explicar la sobreposicion
entre la distribucion invernal de esta ave y la distribucion geografica de la planta (Bates,
1992).

Becerra et al. (2012) realizaron un estudio sobre la filogenia del género Bursera basado
en herramientas moleculares, en el que utilizaron varias regiones nucleares: ITS1, ITS2 y la
region 5.8S, con lo cual se confirm6 la monofilia del género. Las filogenias reconstruidas bajo
los criterios de Parsimonia, Méxima Verosimilitud e inferencia Bayesiana indican que Bursera
microphylla se encuentra dentro de la subgénero Bursera, subtribu Burserinae, ademas de

estar estrechamente relacionada con Bursera moralensis.
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Figura 2. Individuo de Bursera microphylla en el Caiidon de
Nacapule, Guaymas, Sonora
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I1. 5. 4. Distribucion y origen de Bursera microphylla

El género Bursera generalmente se encuentra en los tropicos o subtropicos, particularmente en
selvas secas. Bursera microphylla es una de las especies que se encuentra en ambientes aridos,
encontrandose generalmente en sustrato rocoso compuesto principalmente de grava o calizas o
en laderas de montafias. Su distribucion geografica se limita al noroeste de México y Sur de
California y Arizona (Figura 3). Se encuentra a lo largo de toda la peninsula de Baja
California, incluyendo las islas del Golfo de California, excepto las regiones montafiosas. En
Sonora, su distribucion es desde el extremo noroeste y sus limites con Arizona hasta su limite
sur en el municipio de Guaymas. El extremo norte de su distribucion se encuentra restringido a
cafiones, pendientes, y grietas aprovechando las condiciones de microclima (ambientes mas
calidos) que les proporciona. El extremo este de su rango de distribucion estd determinado por
la competencia con B. fagaroides y B. laxiflora (Turner et al., 1995). Benson y Darrow (1981)
reportaron B. microphylla en los estados de Zacatecas, Morelos y Puebla pero trabajos de
Rzedowski han confirmado que esas plantas pertenecen a las especies B. morelensis y B.
multiflora. Datos de Van Devender (1987) obtenidos a través de nidos de roedores del género
Neotoma fosiles, sugieren que los granos de polen que se han encontrado de B. microphylla
indican que la planta apareci6 hace aproximadamente 5, 800 afios en Arizona, tras su ausencia
en el ultimo periodo glaciar, mientras que Holmgren et al. (2014) registran polen de la misma
especie hace 14,680 afios y macrofésiles hace 9, 450 afios al pie de la Sierra Juarez, en el
noreste de Baja California.

De Nova et al. (2012) estimaron el origen y diversificaciéon del género Bursera,
utilizando secuencias de las regiones de ADN de las regiones del cloroplasto, rbcL y atpB, y la
datacion de los linajes se realizé con métodos de tipo reloj molecular mediante una calibracion
con fosiles de granos de polen de Bursericarpum aldwickense. El arbol filogenético arrojado
en el estudio indica que Bursera microphylla se origind y comenzd su diversificacion en el
Mioceno tardio hace 7.72 millones de afios aproximadamente. En el mismo estudio se realizd
una reconstruccion de habitat, la cual indica que B. microphylla se origind en ambientes de

tipo matorral xerdfilo con una tendencia de habitat ancestral a la selva seca.
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Figura 3. Mapa de la distribucion geografica de Bursera microphylla (Modificado de Turner et
al., 1995)
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II1. JUSTIFICACION

Inferir los procesos histdoricos o demograficos que contribuyeron a la distribucion actual de las
especies a partir de evidencia ambiental, geoldgica o morfologica tiene limitaciones serias. El
complementar estos estudios con un enfoque filogeografico usando secuencias de nucleo6tidos
permite abordar hipdtesis sobre los eventos que influyeron en la distribucion de los seres vivos
de una region. Existen varios estudios recientes que han explorado hipotesis biogeograficas en
vertebrados del Desierto Sonorense (Riddle et al., 2000; Upton and Murphy, 1997; Pfeiler et
al., 2008). Sin embargo, son muy pocos con estudios filogeograficos sobre plantas de la
region.

Bursera microphylla es una especie que posee un rango de distribucion que casi
coincide en su totalidad con la extension del Desierto Sonorense; por lo cual, es un buen
modelo de estudio para conocer mas acerca de los posibles eventos de vicarianza o expansion

que influyeron en la distribucién de esta especie.
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IV. HIPOTESIS

Las secuencias de nucledtidos generadas de una region de ADNcp de Bursera microphylla
obtenidas a partir de poblaciones distribuidas a lo largo del Desierto Sonorense, aportaran
informacion sobre el origen y posibles eventos de fragmentacion o expansion de la especie. Se
espera encontrar que la distribucion de Bursera microphylla, estuvo mayormente influenciada
por eventos de cambio climético y secundariamente por vicarianza. Ademads, se esperan
mayores niveles de variacion genética en poblaciones ubicadas hacia el sur, donde la especie
se pudo haber resguardado en refugios ante condiciones ambientales menos frias; y bajos
niveles de variacion genética en poblaciones hacia el norte, asociadas a eventos de cuellos de

botella durante la expansion postglacial.
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V. OBJETIVOS

V. 1. Objetivo General

Describir la filogeografia de Bursera microphylla (Burseraceae) en el Desierto Sonorense

V. 2. Objetivos Especificos

Identificar fragmentos del genoma de ADN del cloroplasto que muestren variabilidad en B.
microphylla.

Estimar los niveles de variacion de los marcadores de cloroplastos usados.

Construir una red de haplotipos para el fragmento de ADN de cloroplasto utilizado y

establecer su historia evolutiva.
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VI. METODOLOGIA

VI. 1. Muestreo

Se colecto tejido foliar de cinco individuos de ocho poblaciones diferentes para un total de 40
individuos repartidos en todo el area de distribucion de esta especie (Figura 4). La colecta
incluy6 cuatro poblaciones de la peninsula de Baja California, tres poblaciones de Sonora y
una poblacion de las Islas del Golfo de California (Isla San Esteban) (Tabla I). Las hojas se
guardaron en bolsas de plastico y fueron congeladas en nitrogeno liquido para conservar el
tejido. El material fue guardado en un ultracongelador a -80°C hasta su utilizacion para el
proceso de extraccion de ADN, en el Laboratorio de Ecologia, ubicado en la Estacion

Regional Noroeste del Instituto de Ecologia de la UNAM, en Hermosillo, Sonora, México.

Tabla I. Poblaciones muestreadas de Bursera microphylla en el Desierto Sonorense.

Localidad/Poblacion Latitud (°N) Longitud ("W) Altitud (msnm)

A- La Rumorosa, BC 32°32'06" 116°03'00" 1278
B- Bahia de los Angeles, BC 29°09'15" 113°5822" 8

C- El Abulén, BCS 27°17'34" 113°01'54" 216
D- San Bartolo, BCS 23°43'13" 109°46'39" 380
E- Isla San Esteban, Son 28°40'34" 112°35'50" 200
F- Quitovac, Son 31°30'59" 112°45'06" 420
G- Hermosillo, Son 29°05'44" 110°57'03" 210
H- San Carlos, Guaymas, Son 27°57'37" 111°0223" 40
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Figura 4. Mapa que muestra los sitios de muestreo de Bursera microphylla en el Desierto
Sonorense. A.- La Rumorosa, BC, B.- Bahia de los Angeles, BC, C.- Abulén, BCS, D.- San
Bartolo, BCS, E.- Isla San Esteban, Son, F.- Quitovac, Son, G.- Hermosillo, Son, H.- San
Carlos, Guaymas, Son.
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VI. 2. Extraccion de ADN

Se extrajo ADN total de los individuos colectados siguiendo el protocolo de extraccion
miniprep (Doyle y Doyle, 1987) modificado por Gutiérrez-Ozuna (2006) (Apéndice I),
utilizando los buffers de extraccion segun Scheinvar-Gottdiener (2008). El producto de
extraccion se guard6 en un tubo eppendorf y se conservd en una ultrancongeladora a -20°C

para su posterior amplificacion.

VI. 3. Amplificacion y secuenciacion de ADNcp

Se amplificaron nueve regiones de ADN de cloroplasto (ADNcp), las cuales se encuentran
representadas en la Tabla II. Se utilizaron los primers propuestos por Taberlet et al. (1991)
para los espacios intergénicos trnT-L, trnL-F'y el intron trnL. Se probo el espacio intergénico
psbA —trnH, el cual ha sido utilizado en estudios sobre filogenia y diversificacion del género
Bursera (De Nova et al., 2012); ademas esta region ha sido exitosa en estudios filogeograficos
con otras especies del género (Poelchau y Hamrick, 2013). También se utilizaron los primers
atpB — rbcL (Chiang et al., 1998), trnh — psba (Tate y Simpson, 2003 y Sang et al., 1997),
rpl20 — rpsi12, psbB — psbH, psbB — psbF (Hamilton, 1999) y ndhj — trnF’ (Shaw et al., 2007 y
Taberlet et al., 1991), los cuales estan disponibles en el laboratorio, esto para verificar si

mostraban variacion y viabilidad para un estudio filogeografico.
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Tabla II. Regiones de ADN de cloroplasto utilizadas en pruebas de amplificacion y evaluacion
de la variacion genética

Region de ADNcp Primers (forward-reverse) y Secuencia 5°- 3’

Referencia

trnT-L

Intron TrnL

trnL-F

trnh-psbha

atpB-rbcL

rpl20-rps12

psbB-psbH

psbB-psbF

ndhj-trnF

TabA: CAT TAC AAA TGC GAT GCT CT
TabB: TCT ACC GAT TTC GCC ATA TC
TabC: CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG
TabD: GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC

TabE: GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC
TabF: ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG

trnh: CGC GCA TGG TGG ATT CAC ATT CC
psba: GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT C

atpB: ACA TCK ART ACK GGA CCA ATA A
rbcL: AAC ACC AGC TTT RAA TCC AA

pl20: CGY YAY CGA GCT ATA TAT CC

rps12: ATT AGA AAN RCA AGA CAG CCA AT

psbB: TCC AAA AAN KKG GAG ATC CAAC
psbH: TCA AYR GTY TGT GTA GCC AT

psbB: GTT TAC TTT TGG GCA TGC TTC G
psbF: CGC AGT TCG TCT TGG ACC AG

ndhj: ATG CCY GAA AGT TGG GG
TabE: GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC

Taberlet et al.,
1991
Taberlet et al.,
1991

Taberlet et al.,
1991

Tate y Simpson
2003 y

Sang et al., 1997
Chiang et al.,
1998

Hamilton, 1999

Hamilton, 1999

Hamilton, 1999

Shaw, 2007 vy
Taberlet, 1991

28



La amplificacion de las nueve regiones de cloroplasto se realizo siguiendo el protocolo
propuesto por Trewick et al. (2002). La reaccion de PCR para cada muestra se realiz6 de la
siguiente manera: a un tubo eppendorf se agregaron 2.5 uL de buffer PCR 10X, 1.5 uL de
MgCl2, 1 uL de BSA (albtimina de suero bovino), 2.5 uL cada primer (forward y reverse), 2.5
uL de la solucion de ADN total, 0.2 uL de la solucion de dNTPs, 0.2 uLL de Tag polimerasa y
12.1 uL de agua ultrapura, obteniendo un volumen final de 25 uL para cada reaccion. Los
tubos se colocaron en un termociclador bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién
inicial a 80 grados centigrados por 5 minutos seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95
grados centigrados por 1 minuto, alineacion a 52 grados centigrados por 1 minuto y extension
a 65 grados centigrados por 4 minutos, finalmente una extension final a 65 grados centigrados
por 5 minutos.

Se corrobor6 la amplificacion de los fragmentos mediante una electroforesis con gel de
agarosa (Img de agarosa/ ImL de buffer TAE 1X) con 0.3 pL de bromuro de etidio (Img/
ImL de agua). Se agregaron a cada pozo 3 pL de buffer de carga y 5 uL del producto de PCR.
En un pozo del gel se agregaron 3 pL de buffer de carga y 3 pL. de Low Mass DNA Ladder,
esto se realizo para identificar el tamafio de las bandas. Se verifico la amplificacion de los
fragmentos de ADN mediante la observacion de las bandas en el gel en un transiluminador
ultravioleta.

La purificacion del producto de PCR y secuenciacion se llevo a cabo en Universidad de
Arizona (University of Arizona Genetics Core; http://uagc.arl.arizona.edu) en Tucson,
Arizona, Estados Unidos. La secuenciacion se realizd en ambos sentidos, 5 — 3’ y 3” — 57,

utilizando los primers que se utilizaron para la amplificacion.

VI. 4. Edicion de secuencias

Una vez obtenidos los cromatogramas de secuenciacion para cada uno de los amplificados de

ADNCcp, se cred una secuencia consenso de los fragmentos tomando en cuenta la secuencia

forward y reverse para cada individuo. También se acotaron los extremos para evitar sitios

variables como producto del proceso de secuenciacion, pues suelen presentar variabilidad
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poco confiable en los extremos. Las secuencias fueron agrupadas y alineadas automaticamente

con ClustalW multiple aligment con el software Bioedit v.7.2.5 (Hall, 1999).

VI. 5. Analisis de variabilidad

El andlisis de variabilidad de las secuencias se llevd a cabo usando el programa DnaSP
v.5.10.1 (Rozas, 2010), con el cual se calcularon: el indice de diversidad nucleotidica () y el
indice de diversidad haplotipica (Hd).

Para calcular el indice de diversidad nucleotidica (r), el cual estima el promedio del nimero
de diferencias nucleotidicas por sitio entre dos secuencias tomadas al azar, se siguid la

siguiente formula (Nei, 1987):
n

m = inx]' T[ij

n—1
en donde 7 es el numero total de alelos, x; y x; son la frecuencia del alelo i y j en la poblacion,
respectivamente, y 7; es la proporcion de la diferencia nucleotidica entre las secuencias i y j.
Para calcular el indice de diversidad haplotipica (Hd) se utiliz6 la siguiente ecuacion (Nei,
1987):

Hi=2n(1-2x?)/(2n—-1)

Donde 7 es el nimero de individuos muestreados adaptado a organismos haploides y xi es la

frecuencia del haplotipo dado.
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VL. 6. Red de haplotipos

Se construy6 una red de haplotipos usando el programa TCS 1.21 (Clement et al., 2000). Este
programa utiliza el criterio de parsimonia estadistica para crear una red o filograma que
indique todos los pasos mutacionales que diferencian entre cada uno de los haplotipos de las
diferentes poblaciones. El anélisis se realizd con la opcion de indeles como quinto estado del
cardcter y una probabilidad de parsimonia de 0.95, es decir, que establece conexiones entre los
haplotipos cuya probabilidad supere el limite establecido. Los haplotipos obtenidos se

ubicaron geograficamente en un mapa de distribucion de Bursera microphylla.
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VII. RESULTADOS

VIIL.1. Amplificacion y secuenciacion de ADNcp

Para el anélisis preliminar se amplificaron y secuenciaron nueve regiones de ADNcp con
nueve individuos de toda la distribucion de B. microphylla; del total de secuencias analizadas
se detectd que la region trnL-ndhj (670 pb) presentd polimorfismos en varios sitios (Figura 5),

por lo que se secuenciaron todas las muestras por localidad para este fragmento.

rTRRY PRy FERE [ FE R RAAT TR AR TRTA [ TRET ¥
220 440 560 a7l S50
W A il CARATATACTTTTTTT -kttt T T T AT
AMATATACTTTTTTIT -

3an Bartolo B -
San Esteban 508

E. Angeles 11 AAATATACTTTTTTT A T
San Carlos 37 : S AAATATACTTTTTTT S
Quitovas 50 *TTTTT S AAATA SAC

Rumorosa 28 *pprrT - ARST SAAATA SACT

AAATATACTTT TTTT - gl
s AN T AT A TT TP

Abulon 4%
Hermo=1illo Z&6
BE. fagaroides

B.laxiflora

Figura 5. Puntos criticos de la secuencia de la region del ADNcp trnl- ndhj. Las flechas
muestran los sitios de sustitucion e indeles encontrados en la region de ADNcp #rnL —
ndhj de Bursera microphylla. Para fines ilustrativos se presenta un individuo de cada
poblacion muestreada y Bursera fagaroides y Bursera laxiflora como grupos externos.
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VII. 2. Analisis de la variabilidad

Después de alinear y analizar las secuencias del fragmento amplificado, se encontraron un
total de tres haplotipos para la region de ADNcp trnL — ndhj en las ocho localidades de
Bursera micropylla muestreadas. Todas las localidades analizadas resultaron ser
monomorficas (es decir, con un haplotipo), a excepcion de las poblaciones de San Carlos y
Quitovac, ambas en el Estado de Sonora, pues presentaron dos haplotipos, es decir, son
polimérficas. Todas las poblaciones mostraron bajos niveles de variacion genética, siendo
Quitovac, Sonora, la localidad que presentdé la mayor diversidad genética. La diversidad
haplotipica (Hd) de la mayoria de las poblaciones fue 0, excepto San Carlos con 0.4 y
Quitovac con 0.6; la diversidad haplotipica total sin considerar indeles (Hd) fue de 0.375
+0.080, mientras que la diversidad haplotipica total considerando indeles (Hdi) fue de 0.335.
La diversidad nucleotica () total fue de 0.00208+ 0.00046 (Tabla III).

Tabla III. Valores de diversidad haplotipica y nucleotidica de Bursera microphylla calculados
a partir de las secuencias de la region de ADNcp trnL-ndhj. h= nimero de haplotipos, Hd=
diversidad haplotipica sin considerar indeles, hi= nimero de haplotipos considerando indeles,
Hdi= diversidad haplotipica sin considerar indeles, 7= diversidad nucleotidica.

Localidad h Hd hi Hdi 4
San Bartolo, BCS 1 0 1 0 0
El Abulon, BCS 1 0 1 0 0
Bahia de los Angeles, 1 0 1 0 0
BC
San Carlos, Son 2 04 2 0 0.00060
Hermosillo, Son 1 0 1 0 0
Quitovac, Son 2 0.6 2 0 0.00354
La Rumorosa, BC 1 0 1 0 0
Isla San Esteban 1 0 1 0 0
Total 3 0.375 +0.080 3 0.335 0.00208+
0.00046
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VIL. 3. Red de haplotipos

Los tres haplotipos identificados para la region de ADNcp trnL-ndhj de Bursera microphylla,
fueron conectados en una red mediante el criterio de maxima parsimonia (Figura 6). El
haplotipo A que se encuentra representado en un cuadro fue el mas frecuente y resultd ser el
haplotipo ancestral, mientras que los haplotipos B y C separados por lineas, como los
haplotipos derivados. El haplotipo B difiere del ancestral por cuatro pasos mutacionales,
mientras que el haplotipo C difirid en un unico paso. En relacion al grupo externo, para este
caso: Bursera laxiflora. B. fagaroides se agrupd dentro del haplotipo A ya que presentd la

secuencia idéntica a B. microphylla.
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Haplotipo A

Haplotipo C

Figura 6. Red de haplotipos construida bajo el criterio de parsimonia de la region de
ADNcp trnL-ndhj de las poblaciones muestreadas de Bursera microphylla, obtenida
mediante el software TCS 1.21. El haplotipo ubicado dentro de un cuadro indica el
reconocido como ancestral y en circulos estan los haplotipos derivados, los circulos
rojos representan el nimero de mutaciones.

VILI. 4. Distribucion de los haplotipos

La distribucion geografica de los tres haplotipos de la region de ADNcp trnL-ndhj en las ocho
localidades muestreadas se presenta en la figura 7. En Sonora se detectaron tres haplotipos (A,
B y C), mientras que en el sur de la peninsula de Baja California Uinicamente se encontrd el

haplotipo A.
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Figura 7. Distribucion geografica de los haplotipos de la region de ADNcp trnl- ndhj en

las ocho localidades de muestreo de Bursera microphylla.
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VIII. DISCUSION

VIII. 1. Analisis de la variabilidad

Al realizar un analisis comparativo de los valores de diversidad haplotipica y nucleotidica de
Bursera microphylla, respecto a otros estudios con especies de plantas del Desierto Sonorense,
en los cuales utilizaron secuencias de distintas regiones de ADNcp, se encontrd que los
valores obtenidos para la especie a partir del fragmento de ADNcp #rnL- ndhj, se encuentran
dentro del rango promedio de diversidad tanto haplotipica como nucleotidica (por ejemplo:
Felghberg y Ranker, 2009 y Gutiérrez et al., en prensa ver Tabla IV).

El nimero de haplotipos encontrados en este estudio es relativamente bajo, comparado
con otros estudios con especies de plantas del Desierto Sonorense (Garrick et al., 2009;
Felghberg y Ranker, 2009). Cabe destacar, que los valores pueden variar dependiendo del
numero de individuos y/o poblaciones que se tomaron en cuenta para realizar el estudio, lo
cual pudo haber influido en el niumero de haplotipos y por lo tanto, en los indices de

diversidad mencionados.
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Tabla IV. Cuadro comparativo de la diversidad haplotipica y nucleotidica de Bursera
microphylla con diversas especies del Desierto Sonorense utilizando secuencias de diferentes
regiones de ADNcp; n= niimero de poblaciones, h= nimero de haplotipos, Hd= diversidad
haplotipica, 7= diversidad nucleotidica, * Datos no incluidos en el articulo

Especie n h Hd T Referencia
Encelia farinosa 21 10 0.6885+0.0190 0.00625 + Fehlberg y
0.00365 Ranker, 2009
Euphorbia lomelii 40 30 * * Garrick et al.,
2009
Dioon sonorense 9 2 0.363 £0.052 0.00077 + Gutiérrez et al.,
0.00011 en prensa
Bursera 8 3 0.375 +0.080 0.00208+ Este estudio
microphylla 0.00046

Los valores de diversidad nucleotidica se ven afectados por la frecuencia de haplotipos
comunes en las poblaciones, ya que el 75% de las poblaciones presento6 el haplotipo ancestral
(A), lo que resulta en un valor muy bajo de diversidad (st). Los indices bajos de diversidad
haplotipica y nucleotidica pueden deberse a eventos demograficos histéricos que pudieron
influir en su filogeografia, tales como: cuellos de botella debido a las oscilaciones climaticas o
un efecto fundador a partir de poblaciones ancestrales de bajo tamafio efectivo (Avise, 2000).

En poblaciones cuyos tamafos efectivos son bajos, usualmente la variabilidad genética
es baja, debido a que los tiempos de coalescencia de linajes maternos (en este caso ADN de
cloroplasto), son muy recientes para permitir que se acumulen mutaciones detectables en su
ADN (Avise, 2000). Ademads, un bajo tamafio efectivo de la poblacion se debe a que los
individuos experimentan contracciones demograficas que pueden deberse a cambios
climaticos u otros cambios en las condiciones del medio ambiente en el que se desarrollan (O’
Brien y Evermann, 1988).

Aunque en este estudio no se calculé la diferenciacion genética y flujo génico
utilizando secuencias, un estudio previo que utilizd isoenzimas, detectd bajos niveles de
diferenciacion entre poblaciones para esta especie (Herndndez - Lopez, 1999). El cloroplasto

se hereda via materna (Corriveau y Coleman, 1988) y los datos sobre la distribucion de
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haplotipos en B. microphylla sugieren flujo genético via dispersion de semillas. Existe
evidencia de que las semillas de B. microphylla son dispersadas por vireos grises (Vireo
vicinor), un ave migratoria que se alimenta casi exclusivamente de sus frutos durante el
invierno, los cuales pueden dispersar sus semillas a largas distancias (Bates, 1992). La amplia
distribucion del haplotipo A pudiera deberse a la dispersion de semillas debida a la movilidad
de esta ave. En contraste con la movilidad del dispersor de semillas, el flujo génico via polen
en B. microphylla parece ser mas limitado. Los polinizadores que se han documentado en esta
especie son abejas pequeias y moscas, las cuales tienen menor movilidad (Gerst et al.
Manuscrito no publicado). Bajo este escenario, se espera encontrar menor diferenciacion
genética en genes del citoplasma que en el nucleo debido a la movilidad del dispersor de

semillas.
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VIIL. 2. Origen de Bursera microphylla

Aunque el uso de herramientas moleculares para estimar tiempos de divergencia esta sujeto a
errores debido a problemas de sobreestimacion, actualmente este enfoque ha llegado a
proporcionar informacién aproximada sobre los tiempo de divergencia ente especies y
ubicarlas dentro de un contexto biogeografico (Hillis, 1991; Riddle et al. 2000).

La reconstruccion de habitat y el tiempo de diversificacion que se ha estimado para
Bursera microphylla, mediante estudios de tipo reloj molecular, concuerda con la historia de
la vegetacion del Desierto Sonorense que se ha realizado mediante evidencia obtenida a partir
de restos de nidos de la rata Neotoma spp. (packrat middens). Los datos moleculares indican
que la especie Bursera microphylla se diversificd junto con Bursera multifolia durante el
Mioceno tardio hace aproximadamente 7.72 millones de afios (Figura 8). Respecto a la
reconstruccion de su habitat, la estimacion sugiere que la especie presenta un habitat ancestral
de tipo selva baja caducifolia o bosque seco (Figura 9) y posteriormente se adaptd y
diversific6 en ambientes mas aridos de tipo matorral xerofilo (De Nova et al., 2012). Este dato
concuerda con estudios paleoambientales que han propuesto que la formacion de las
comunidades bioticas del Desierto Sonorense como lo conocemos actualmente, inicid por una
tendencia a la aridez en las regiones periféricas de selva baja caducifolia durante el Mioceno
(Van Devender, 2000). Ambos estudios proporcionan informacién para establecer una
hipotesis mas clara acerca del origen de la especie, por lo que es probable que Bursera

microphylla se haya originado bajo ese escenario durante ese periodo geologico.
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Mooney y Emboden (1968) realizaron un estudio sobre la composicion de terpenos y la
morfologia foliar a lo largo de la distribucion de Bursera microphylla. En el estudio
incluyeron siete poblaciones que abarcan la distribucion de la especie. Estos autores
encontraron que la localidad de Guaymas, Sonora presentd la mayor variabilidad de
compuestos, mientras que en La Paz, Baja California Sur, tenia una composiciéon mas
uniforme. La distribucion de la composicion de terpenos mostré mayor conexion espacial en
sentido norte — sur que este —oeste, lo que los llevo a postular que no habia conexiones entre
las poblaciones de la peninsula de Baja California y Sonora, debido a un largo periodo de
aislamiento de estas poblaciones debido a la formacion del Golfo de California.

Estos autores también propusieron que la especie probablemente se habia originado en
Sonora y después habia migrado hacia la peninsula por la conexion continental de la peninsula
al continente. Esta hipotesis de Mooney y Emboden (1968), es consistente con los datos
obtenidos en este estudio. La red de haplotipos y la ubicacién de los mismos en el mapa de
distribucion de la especie, sugieren que la especie se pudo haber originado en Sonora y
posteriormente extendid su rango de distribucion hacia la peninsula. El hecho de que la
diversidad de haplotipos sea mayor en Sonora que en Baja California es congruente con esa
hipotesis. Las poblaciones de Quitovac, Sonora y San Carlos, Sonora, son polimorficas,
presentaron un mayor nimero de haplotipos y por lo tanto mayor diversidad haplotipica,

mientras que todas las poblaciones de la peninsula fueron monomorficas.

VIII. 3. Reconstruccion filogeografica

La mayoria de los estudios filogeograficos de especies del Desierto Sonorense son
explicados en términos de procesos de vicarianza o cambios climaticos durante el Cuaternario
(i. e. Riddle et al, 2000; Nason et al., 2002; Garrick et al., 2009). En el caso de fauna se han
realizado estudios con pequefios mamiferos y lagartijas, con lo cual se han propuesto al menos
dos eventos de vicarianza que han influido en la estructura genética de las poblaciones. Tal es
el caso de la inundacion del Istmo de La Paz hace tres millones de afios y la transgresion

marina hacia la mitad de la peninsula hace un milléon de afos. Estos procesos de vicarianza
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han sido muy importantes y se ha propuesto que han influido fuertemente en la diversificacion
de la biota de este Desierto de Norte América (Riddle et al., 2002; Upton y Murphy, 1997).

En contraste con las hipotesis filogeograficas que se han propuesto para la fauna del
Desierto Sonorense, las cuales muestran evidencia de vicarianza, las caracteristicas de la
historia de vida de las especies de flora del Desierto Sonorense y los patrones geograficos de
estructura genética de las poblaciones nos permiten predecir que las especies y comunidades
de plantas estdn mas influenciadas por cambio climéatico més que por vicarianza (Nason et al.,
2002). Los resultados de la distribucion espacial de los haplotipos de Bursera microphylla
utilizando la region de ADNcp #nL — ndhj sugieren que su distribucién estd mayormente
influenciada por las oscilaciones climaticas del Cuaternario. Este patrén se ha detectado
previamente en otros trabajos con plantas bajo este contexto (Felghberg y Ranker, 2009;
Garrick et al., 2009).

Las poblaciones peninsulares de Bahia de Angeles, Abulén, San Bartolo e Isla San
Esteban, comparten el haplotipo ancestral (haplotipo A) con todas las poblaciones de Sonora.
El compartir este haplotipo ancestral entre regiones indica que posiblemente existe una
conexion entre las poblaciones de la peninsula y Sonora, por lo que probablemente el proceso
de vicarianza asociado a la separacion peninsular no haya influido en la filogeografia de la
especie y por lo tanto, el Golfo de California no represente una barrera geografica para el flujo
génico de la especie.

Por otra parte, durante el Pleistoceno la Tierra sufrid sucesivos periodos glaciares e
interglaciares que afectaron a distintos continentes (Van Devender, 2000). En el ultimo
maximo glacial llamado “Wisconsin” en Norte América, los bosques boreales dominados por
pinos y encinos se desplazaron hacia el sur de tal manera que algunas especies pudieron haber
cohabitado con especies de selvas bajas caducifolias. La evidencia de plantas en nidos de la
rata Neotoma ha documentado una expansion de los arboles y arbustos de bosques en areas
que habian sido desérticas, asi como la presencia contempordnea de especies de zonas
templadas y tropicales. Durante este periodo geoldgico muchas especies de plantas tropicales
restringieron su distribucion a valles ubicados al sur en los desiertos Sonorense y
Chihuahuense y posteriormente, durante el Holoceno en los ultimos 11, 000 afios, ampliaron
su rango de distribucidon colonizando areas ocupadas previamente por bosques de pino —

encino (Van Devender, 2000).
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Independientemente de las diferentes historias de vida de diversas especies de Norte
América y Europa, la mayoria indican una contraccién en su rango de distribucion hacia el sur
durante el ultimo periodo glacial y posteriormente una expansion en su rango de distribucion
hacia el norte durante el Holoceno (Nason et al., 2002). Es probable que durante los cambios
climaticos del Pleistoceno Bursera microphylla haya restringido su distribucién a zonas mas
bajas en sitios de refugio. Aunque la mayoria de las poblaciones analizadas no presentaron
variabilidad genética entre los individuos, las poblaciones de Quitovac, Sonora y San Carlos,
Guaymas, Sonora presentaron los niveles mas altos de variacion genética, tanto para
diversidad haplotipica como nucleotidica; lo que sugiere que estos sitios pudieron haber
servido como refugios para la especie durante las oscilaciones climaticas del Cuaternario
(Comes y Kadereit, 1998).

Los datos paleobotanicos obtenidos a partir de microfésiles (polen) y macrofosiles
(restos de hojas, ramas o frutos) en varios sitios, principalmente al norte de la peninsula de
Baja California, indican que Bursera microphylla aparece como un elemento abundante en el
Desierto Sonorense durante al menos, los ultimos 14,000 afios (Holmgren et al,, 2011). En la
historia de la vegetacion de San Pedro Martir, Baja California los registros sugieren que
durante el Pleistoceno tardio y Holoceno temprano muchas de las especies de chaparrales de
California fueron reemplazadas por elementos del Desierto Sonorense como Bursera
microphylla, Hyptis emoryi, Simmondsia chinensis y algunos cactus y pastos (Holmgren et al.,
2011). Ademas se tienen registros de Bursera microphylla en la Sierra Bacha, al sur de Puerto
Libertad, Sonora de hace casi 10,000 afos junto con otras especies como: Fouquiera
columnaris, Encelia farinosa, Larrea divaricata, Cercidium microphyllum, Jatropha cuneata,
entre otras (Van Devender et al., 1994; Anderson y Van Devender, 1995). Los bajos niveles de
variacién genética y la presencia de un haplotipo (A o B) en seis de las ocho poblaciones
pueden sugerir expansiones postglaciales en el rango de distribucion de la especie hacia el

norte y a lo largo de la peninsula de Baja California a partir de refugios localizados en Sonora.
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IX. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se puede concluir que el fragmento de ADNcp trnl —
ndhj mostré6 mayor nimero de sitios polimorficos que otros fragmentos estudiados del
cloroplasto en Bursera microphylla. La variabilidad nucleotidica y haplotipica fue
relativamente baja (Hd= 0.375 £0.080 y 7= 0.00208+ 0.00046); sin embargo, los valores
obtenidos se encuentran dentro del rango de variabilidad genética registrada en varias regiones
de ADNcp de especies de plantas (Encelia farinosa, Euphorbia lomelii y Lophocereous

schotti) del Desierto Sonorense.

Se detectaron un total de tres haplotipos para la regiéon intergénica trnl — ndhj en
Bursera microphylla. De acuerdo con la distribucién geografica de los haplotipos, se sugiere
que el cambio climatico durante el Cuaternario influyd de mayor manera en la estructura
filogeografica de la especie que posibles procesos de vicarianza asociados a la separacion de la
peninsula de Baja California. Bajo este escenario, probablemente durante el tltimo periodo
glacial la especie sufri6 una contraccion en su rango de distribucion, refugiandose en el sur de
Sonora y posteriormente durante el Holoceno expandi6 su rango de distribucion hacia el norte

de Sonora y a lo largo de la peninsula de Baja California.
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X. RECOMENDACIONES

El presente estudio incluyd poblaciones que abarcan casi en su totalidad la distribucion de la
especie (Turner et al., 1995). Sin embargo, se han reportado poblaciones de Bursera
microphylla que se extienden mds alla del limite de distribuciéon reportado por Turner et al.
(1995). En el libro de plantas del Rio Mayo se tiene registrada al menos una poblacion de la
especie, localizada hacia el sur del Estado de Sonora cerca de Huatabampito (Martin et al.,
1998). Ademas existen varios registros de Bursera microphylla en el Estado de Arizona,
Estados Unidos, donde se ha reportado de acuerdo a la morfologia de las hojas, que la especie
se encuentra en un proceso de hibridacion con Bursera fagaroides (Van Devender y Felger,
Obs. pers.) Estas poblaciones no fueron estudiadas en el presente trabajo, por lo que se
recomienda colectarlas y realizar un estudio mucho mas detallado sobre la filogeografia de la
especie.

Es importante mencionar que en este estudio no se realizé un andlisis estadistico de los
datos usando el enfoque de clados anidados. En el futuro convendria realizar este tipo de
andlisis para inferir sobre los procesos de expansion o vicarianza que influyeron de mayor
manera en las poblaciones de la especie. Ademas seria interesante realizar un andlisis de
SAMOVA con la finalidad de determinar qué poblaciones son geograficamente mas
homogéneas o mas diferenciadas unas de otras y permitir identificar las barreras genéticas
para las poblaciones de esta especie.

Debido a la falta de evidencia fosil en sitios al sur del Desierto Sonorense, no fue
posible describir de manera mas detallada con datos paleobotanicos, una reconstruccion de
coémo fue el proceso de colonizacion de la especie en el Holoceno, la ultima fase climatica del
Cuaternario. Por esta razdn, se recomienda realizar estudios paleontoldgicos en el sur del
Desierto Sonorense ya que seria muy util encontrar restos de Bursera microphylla en los sitios
que se han propuesto como refugio en este estudio, y de esta manera conocer mas sobre la

historia evolutiva de la especie.
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Apéndice 1

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN TOTAL EN PLANTAS

. Moler en un mortero alrededor de 0.5g de tejido en nitrégeno liquido hasta obtener un

polvo fino.

Agregar 260 uL de buffer de extraccion CTAB y 975 uL de buffer STE con una
micropipeta. Seguir moliendo hasta eliminar los grumos. Recuperar el contenido en un
tubo eppendorf de 1.5 mL.

Centrifugar a 12000 rpm durante 8 minutos.

Eliminar el sobrenadante y resuspender en vortex con 250 uL de buffer CTAB y 750
uL de buffer STE.

Centrifugar a 12000 rpm durante 8 minutos.

Eliminar el sobrenadante y agregar 600 uL de buffer CTAB 2X.

Agregar 4 uL de RNAasa (soluciéon de 7000 u/ml) e incubar por 20 minutos a 37
grados centigrados en bafio maria.

Agregar 25 uL de proteinasa K (solucion de 20 mg/ml) e incubar durante 30 minutos a
65 grados centigrados.

Incubar en hielo durante 15 minutos.

Eliminar el sobrenadante y agregar 600 uL de cloroformo:octanol 24:1. Resuspender
en vortex.

Centrifugar a 9000 rpm durante 12 minutos.

Recuperar el sobrenadante en un tubo eppendorf nuevo con ayuda de una micropipeta.
Precipitar el ADN con 600 uL de isopropanol frio.

Dejar reposar por 24 horas a 4 grados centigrados en un refrigerador.

Centrifugar a 12500 rpm durante 7 minutos y eliminar el sobrenadante.

Lavar el pellet con 1 mL de etanol a 70% y agitar por 5 minutos.

Eliminar el sobrenadante, secar el pellet y agregar 100 uL de agua ultrapura.
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