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ARTICLE INFO ABSTRACT

Blue grama grass (Bouteloua gracilis) populations are found in widely variable environments, tolerating drought,
alkaline soils and different levels of grazing. Many ploidy levels have been reported for this species that is also
considered to be phenotypically plastic and morphologically variable. Recently a decline in its cover and fre-
quency in the North American shortgrass steppe and central Mexico has been reported although much about the
biology of the species is unknown, including genetic diversity throughout its distribution. Genetic and phylo-
geographic structure and phylogenetic relationships among B. gracilis were estimated employing next generation
sequencing of a high number of SNPs and loci. Population genetics and Structure analyses were performed. We
compared the marginal likelihoods of different migration models using MIGRATE and obtained the best popu-
lation model of migration for our data. Demographic expansion of B. gracilis was observed graphically with a
mismatch distribution obtained in DNAsp. Bayesian and Maximum Likelihood methods were used to resolve
phylogenetic relationships among B. gracilis and its closely related species as well as within B. gracilis popula-
tions. B. gracilis is sister to the B. chasei and B. herrera arrietae clade. Among the populations of the species two
highly supported clades were resolved, grouping samples from Mexico and USA respectively. Allele frequencies
determined three population clusters: CUSA from the Great Plains, MEX from central and southern Mexico, and
WUSA-NMEX from northern Mexico and the western mountainous region of USA, the latter of which contains an
allele admixture of the other two clusters. The haplotype network revealed an ancestral haplotype originating in
Mexico, from which the rest of the haplotypes diversified to the north. Both evidence of gene flow and isolation
among populations was observed. Genetic clusters are not genetically structured and variation is higher among
populations. The genetic and morphological data do not support recognition of ecotypes or infraespecific taxa.
However, the Great Plains populations are least diverse, making them most vulnerable to environmental change.
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1. Introduction structuring of taxa occurred in the Chihuahuan Desert (Vasquez-Cruz

and Sosa, 2016). In this context, the glacial-interglacial cycles of the

The North America grassland vegetation extends from central
Saskatchewan and Alberta to the highlands of central Mexico and from
Ilinois-Indiana to California (Anderson, 2006; Lauenroth et al., 1999;
Rzedowski, 2006). The evolutionary and phylogeographic processes of
many North American taxa have been associated with historical oro-
genic and climate events (Angulo et al., 2017; Gugger et al., 2013;
Loera et al., 2017). While the expanse of the Rocky Mountain cordillera
running south of the Pleistocene continental ice sheets has been a major
influence on the evolution of plants in North America, harboring high
levels of genetic variation (DeChaine and Martin, 2005), during the
Pleistocene demographic expansions and strong phylogeographical

Pleistocene suggest that areas possessing greater habitat stability would
be characterized by high levels of genetic diversity; in contrast, areas
with low habitat stability are expected to represent recently colonized
areas and exhibit low levels of genetic diversity (Loera et al., 2017).
Bouteloua is a grass genus thought to be one of the youngest ele-
ments in the North American desert grassland formation (Gould, 1980)
although population genetics, demographic expansion or phylogeo-
graphic patterns have never been studied in any Bouteloua species. One
of the most common species of the North American grasslands is blue
grama grass Bouteloua gracilis (Kunth) Lag. ex Griffiths which is domi-
nant or co-dominant in the northern semiarid grasslands of Mexico and
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Resumen

El pasto navajita azul (Bouteloua gracilis) se encuentra en ambientes muy variables,
tolerando sequias, suelos alcalinos y diferentes niveles de pastoreo; es una especie
poliploide, plastica y morfol6gicamente variable. Recientemente se reportd reduccion de la
cobertura y frecuencia de esta especie en los pastizales cortos de Norteamérica y en el
centro de México, lo que resalta la importancia de evaluar la diversidad genética, entre
otros aspectos, dentro de las poblaciones de B. gracilis en todo su rango para asi poder
determinar la vulnerabilidad de las comunidades donde esta especie es clave. Para este
trabajo se muestrearon poblaciones de B. gracilis desde Dakota del Sur-EUA hasta Puebla-
México para estimar las relaciones filogenéticas, la diversidad genética y la genética de
poblaciones mediante secuenciacion de nueva generacién de un alto numero de
polimorfismos de nucle6tido simple (SNPs) y loci. Las inferencias filogenéticas resolvieron
que 1) B. gracilis es hermana del clado B. herrera-arrietae-B. chasei y 2) las poblaciones
de México y EUA se agrupan en dos clados respectivos. Las frecuencias alélicas
resolvieron tres agrupaciones: 1) CUSA incluye muestras de la planicie central de EUA, 2)
MEX del centro y sur de México, y 3) WUSA-NMEX de la region montafiosa el oeste de
EUA y el norte de México; esta Gltima agrupacion presentd mezcla de alelos con las otras
dos agrupaciones. Los grupos no tienen estructura genética y la variacion genética es mas
alta entre las poblaciones que entre los grupos. La red de haplotipos revel6 un haplotipo
ancestral con origen en México, del cual se diversificaron el resto de los haplotipos hacia el
norte por dos rutas de migracion. Se observo evidencia tanto de flujo génico como de
aislamiento poblacional y no se encontré correlacion entre la distancia genética y
geogréfica de las poblaciones. Las poblaciones de la planicie central de Norteamérica son
menos diversas por lo que se sugiere que son méas vulnerables. No se encontrd fundamento
genético para la variacion morfoldgica ni tampoco evidencia para determinar la existencia
de diferentes ecotipos o0 subespecies de B. gracilis.

Palabras clave: Filogeografia, Genética de poblaciones, Bouteloua gracilis, Pastizales de
Norteamérica, SNPs, Diversidad geneética



Abstract

Blue grama grass (Bouteloua gracilis) is found in very variable environments, tolerating
droughts, alkaline soils and different levels of grazing; it is a polyploid, plastic and
morphologically variable species. A reduction in the coverage and frequency of this species
has recently been reported in the short grasslands of North America and central Mexico,
which highlights the importance of evaluating genetic diversity, among other aspects,
within B. gracilis populations throughout its rank in order to determine the vulnerability of
the communities where this is a key species. For this work, populations of B. gracilis were
sampled from South Dakota-USA to Puebla-México to estimate phylogenetic relationships,
genetic diversity and population genetics by next generation sequencing of a high number
of single nucleotide polymorphisms (SNPs) and loci. Phylogenetic inferences resolved that
1) B. gracilis is sister to the B. herrera-arrieta-B. chasei clade and 2) B. gracilis
populations from Mexico and USA are grouped in two respective clades. The allele
frequencies resolved three groups: 1) CUSA includes samples from the central plain of
USA, 2) MEX with samples from central and southern Mexico and 3) WUSA-NMEX with
samples from the mountainous region of western USA and northern Mexico, this last group
exhibited allele admixture with the other two groups. The groups are not structured
genetically and the genetic variation is higher among populations than between groups. The
haplotype network revealed an ancestral haplotype originating in Mexico, from which the
rest of the haplotypes diversified to the north by two migration routes. Evidence of both
gene flow and isolation among populations was observed and no correlation was found
between genetic and geographic distance of the populations. The populations of the central
plain of North America are less diverse, which suggests that they are more vulnerable. No
genetic basis was found for morphological variation nor was there evidence to determine

the existence of different ecotypes or subspecies of B. gracilis.

Keywords: Phylogeography, Population genetics, Bouteloua gracilis, North American

grassland, SNPs, genetic diversity



Introduccion

En la actualidad las transformaciones antropogénicas, principalmente el cambio de uso del
suelo para la obtencion de bienes y servicios representa la principal causa de la pérdida de
biodiversidad a nivel mundial (Vitousek et al., 1997). El uso de los pastizales naturales y
los matorrales para el pastoreo de ganado representa actualmente la modificacion mas
extensiva de los ecosistemas naturales, amenazando la estabilidad, servicios, biodiversidad
y conservacion de estos ecosistemas (Chapin Il et al., 2011). Desde el punto de vista
bioldgico, los pastizales poseen comunidades muy productivas, sin embargo son altamente
vulnerables a disturbios antropogénicos y a pesar de que muchas gramineas, por su
importancia econdmica estan bien preservadas, los ecosistemas naturales que habitan estan
cada vez mas restringidos (Yanoff and Muldavin, 2008) y bajo amenaza global (Jones,
1997).

La mayoria de las comunidades de pastizales nativas del continente Americano se
encuentran en América del Norte, ocupando 15% del territorio de Estados Unidos (Mac et
al., 1998) e historicamente 10-12% del territorio de México (Rzedowski, 1975). Estas
comunidades se pueden encontrar desde el centro de Saskatchewan y Alberta en Canada,
hasta las zonas altas del centro de México, y desde lllinois-Indiana hasta California en
Estados Unidos (Anderson, 2006). Las ecorregiones terrestres que las delimitan son La
Gran Planicie (EUA/MX), Los Desiertos de Norte América (Sonora y Chihuahuense-
MX/EUA), Las tierras altas semiaridas surefias (MX), Las Montafias Boscosas del Noroeste
(Montafias Rocallosas-EUA) y Las Sierras Templadas (Sierras Madre Oriental vy
Occidental-MX; Figura 1; (EPA, 2017; Olson and Dinerstein, 1998).
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Figura 1. Pastizales y las ecorregiones terrestres de Norte América. Mapa elaborado
empleando informacion de la Comision para la Cooperacion Ambiental y el
programa QGIS 2.18.4.



A lo largo de este gradiente, los pastizales se conforman de acuerdo a una gran variacion de
ambientes que influencian significativamente la composicion y distribucion de las
comunidades de pastos (Steinauer and Collins, 1996; Weaver et al., 1996). Por ejemplo, en
la gran planicie de Estados Unidos se pueden encontrar tres grandes regiones, una de ellas
dominada por pastos bajos de 0.3-0.5 m albergando especies como Bouteloua dactyloides,
Bouteloua gracilis, B. curtipendula y B. hirsuta. La pradera alta en cambio, se encuentra
dominada por Andropogon gerardii, Sorghastrum nutans, Panicum virgatum vy
Schzachyrium scoparium, todas con alturas de 1.8-2.4 m y la pradera mixta est4d dominada
por especies de 0.8-1.2 m de altura, incluyendo Pascopyrum smithii y Nassella viridula
(Anderson, 2006). Por otro lado, en México (Altiplano Mexicano) los pastos de las
comunidades del Desierto Chihuahuense son bajos o de tamafio mediano, generalmente
asociados con arbustos bajos y algunas veces con arboles bajos del género Prosopis,
Acacia, Opuntia, Juniperus, Quercus, y algunos otros. Algunos pastos comunes son del
género Muhlenbergia, Andropogon, Aristida, Erioneuron asi como las especies Lycurus
phleoides, Hilaria cenchroides, entre otras. Los pastos mas caracteristicos son del género
Bouteloua y frecuentemente sus especies son dominantes en las comunidades (Rzedowski,
1975).

El género Bouteloua Lagasca (Gramineae: Chloridoideae) ha sido desde hace tiempo
reconocido como uno de los géneros de pastos mas importantes de las planicies y praderas
centrales y surefias de Norte América (Gould, 1980). En México, es uno de los géneros de
gramineas nativas mas importantes de los pastizales por su alto valor forrajero y su amplia
distribucion (Rzedowski, 2006; Rzedowski, 1975). Bouteloua es un grupo monofilético que
comprende 57 especies sensu Columbus (1999), distribuidas en el continente Americano.
Su centro de origen estuvo en lo que ahora es el suroeste de Estados Unidos y México, de
donde se disperso de forma natural hacia todo América (Gould, 1980; Rzedowski, 1975).
Actualmente, la mayoria de las especies se distribuyen exclusivamente en México y el resto
se extiende al suroeste de los Estados Unidos, seis especies se extienden a América del Sur
y tres a las Indias Occidentales. Las cuatro especies mas ampliamente distribuidas B.

curtipendula, B. gracilis, B. hirsuta, B. repens y B. barbata se encuentran en América del
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Norte y Ameérica del Sur en tierras de pastoreo; s6lo B. megapotamica limita su distribucion
a Ameérica del Sur; dos especies, B. juncea y B. vaneedenii sélo se distribuyen en las Indias
Occidentales; y B. kayi y B. pectinata se conocen solo en Texas (Arrieta et al., 2008;
Gould, 1980; Herrera Arrieta et al., 2004). Las especies de Bouteloua aunque son mas
frecuentes en pastizales aridos, se encuentran también en otros tipos de vegetacion como
selvas tropicales, matorrales, bosques templados, pastizales gypsofilos y areas agricolas,
como tambien formando parte de la vegetacion introducida (Herrera Arrieta et al., 2004),
incluso algunas especies como B. aristidoides, B. barbata o B. simplex pueden comportarse

como malezas estrictas (Gould, 1980).

Los pastizales del norte de México asi como del centro de EUA, especificamente la pradera
de pastos bajos, estan codominados por especies el género Bouteloua, siendo B. gracilis la
especie mas comun (Rzedowski 1978, Gould, 1980). La mayoria de los pastizales de
Norteamérica han reducido sustancialmente su productividad a lo largo de las ultimas
décadas por el desarrollo agricola, el establecimiento y dispersion de especies no nativas y
el desplazamiento de las especies nativas (Masters et al., 1996; Samson et al., 2004) asi
como los cambios climaticos regionales y la fragmentacion del paisaje de la pradera
(DeKeyser et al., 2013). La reduccion en abundancia de una de las especies clave como B.
gracilis puede generar que estos sistemas sean mas vulnerables a la invasion por especies
exoticas y menos tolerantes a la sequia y el pastoreo (Alward et al., 1999). Asi mismo, se
sabe que B. gracilis constituye una importante reserva de carbdn en el suelo (Derner and
Schuman, 2007) por lo que la pérdida de cobertura del pasto navajita azul podria impactar
en la secuestracion de carbono, asi como reducir la capacidad de pastoreo de las areas
donde se distribuye (Balleza Gallardo, 2017; Rondeau et al., 2018).

Predecir el futuro de los ecosistemas y los servicios que proveen requiere conocimiento
acerca de sus especies clave. Un mejor entendimiento de la variacion genética y fenotipica
a través del rango de dichas especies es necesario para investigar sus tasas de adaptacién ya
que si las poblaciones de las especies de plantas dominantes no pueden mantener el ritmo
del cambio antropogénico la vulnerabilidad de los ecosistemas aumenta (Eckert et al., 2008;
Moser and Dilling, 2011).
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Por otro lado, un aspecto fundamental para el conocimiento de B. gracilis, es el
entendimiento de sus relaciones filogenéticas. El uso de datos moleculares para
reconstrucciones filogenéticas ha sido muy importante por permitir generar hipotesis
detalladas y comprobables de las relaciones entre las especies (Doyle, 1992). Dentro de la
filogenia molecular, es comdn el uso de multiples marcadores para reconstruir la historia
evolutiva de un grupo. Primordialmente el genoma del cloroplasto se comenz6 a usar para
sistematica molecular de plantas, posteriormente se fue cambiando el enfoque hacia genes
nucleares (ej. 18S rDNA), con el objetivo de realizar comparaciones entre topologias

basadas en marcadores nucleares y de cloroplasto (Soltis and Soltis, 1998).

Para el estudio de la filogenia de Bouteloua y otros Chloridoideae, los espaciadores
transcritos internos (ITS1-1TS2) del ADN ribosomal del genoma nuclear se han empleado
consistentemente (Columbus et al., 1998; Columbus et al., 2007; Columbus et al., 2000;
Columbus et al., 2010; Peterson et al., 2015; Peterson et al., 2010; Siqueiros-Delgado et al.,
2013; Siqueiros-Delgado et al., 2017). En cuanto a los genes o regiones del genoma de
cloroplasto, en especifico para Bouteloua y otros Chloridoideaes se han empleado, con
varios resultados, la region trnL-trnF (Columbus, 1999), el intron trnL, exon trnL3’, ITS
trnL-trnF (Columbus et al., 2000, Columbus et al., 2007, Columbus et al., 2010), intron
ndhA, ndhF, rpsl6-trnK, intron rpsl6, rps3, rpl32-trnL (Peterson et al., 2010), trnT-L-F
(Siqueiros-Delgado et al., 2013) y més recientemente los espaciadores del rpl32-trnL y del
rps16-trnK (Peterson et al., 2015).

Desde hace algunos afios el uso de los polimorfismos de nucledtido simple (SNPs) se
propuso como una buena opcién para muchas aplicaciones como en ecologia de
poblaciones, evolucidn y genética de la conservacion, esto por su potencial eficiencia para
obtener genotipos, datos de calidad, amplia cobertura del genoma y su simplicidad analitica
(Morin et al., 2004). Asi mismo, la secuenciacion de nueva generacion ha logrado
incrementar el muestreo de marcadores a lo largo del genoma. En especifico la
secuenciacion RAD  (Restriction Site Associated DNA) permite secuenciar
simultaneamente de 10 a 100 mil polimorfismos de nucle6tido simple (SNPs) de varios

individuos, todo por una minima inversion de recursos (Etter et al., 2011). Ademas permite
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responde una gran variedad de preguntas ecoldgicas, evolutivas y de conservacion sobre
todo tipo de organismos (Andrews et al., 2016).

A pesar de que diversos estudios han permitido la inferencia filogenética del género
Bouteloua (Chloridoideae) (Columbus et al., 1998; Columbus et al., 2000; Peterson et al.,
2015) asi como para algunos grupos y especies del género en particular (Gould and
Kapadia, 1964; Gould and Kapadia, 1962; Siqueiros-Delgado et al., 2013; Siqueiros-
Delgado et al., 2017); desde el punto de vista filogenético es muy poco lo que se conoce
acerca de las relaciones entre y dentro de las especies de cada clado y a su vez las
relaciones entre clados, por ello, es necesario explorar este campo tan importante, asi como
algunos otros aspectos que en conjunto nos permitan entender los procesos evolutivos que
han conducido a la diversificacion y surgimiento de las especies, lo que proporcionaria mas
herramientas para determinar el valor biolégico de cada especie y de sus especies

hermanas.

Justificacion

Debido a la condicién actual de los pastizales de Norteamérica y las recientes reducciones
en abundancia de una de sus especies clave, resulta importante conocer la variacion
genética, tasas de migracion, variacion fenotipica de B. gracilis en todo su rango, asi como
sus relaciones filogenéticas. EI conocimiento de estos aspectos proporcionara las bases para
predecir la vulnerabilidad actual de sus poblaciones y su capacidad de mantener el ritmo
actual de transformaciones antropogénicas. Asi mismo, dicha informacion sobre B. gracilis
permitira predecir si la vulnerabilidad el ecosistema de pastizal de Norteamérica continuara
aumentando y con ello la amenaza de pérdida de los servicios que provee. De la evaluacion
y preservacion de estas especies depende la conservacion de estas comunidades, lo que

representa uno de los mayores retos del hombre en el siglo XXI (Chapin Il et al., 2011).
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Hipdtesis

El empleo de polimorfismos de nucledtido simple proporcionaran suficiente variacion a
nivel intraespecifico y especifico que permitira resolver que Bouteloua gracilis es una
especie monofilética que comparte ancestria con las también entidades monofiléticas B.
chasei, B. scorpioides, B. simplex y B. herrera-arrietae. Las relaciones filogenéticas entre
estas especies coincidiran con una de las hipdtesis previas reportadas siendo entonces que
B. scorpioides y B. simplex descienden del mismo ancestro comun conformando un clado,
el més tempranamente divergente, este clado sera a su vez hermano del clado conformado
por B. herrera-arrietae, B. chasei y B. gracilis. Dentro de éste ultimo, Bouteloua gracilis

comparte ancestria con B. chasei y B. herrera-arrietae que son especies hermanas.

Respecto a la especie Bouteloua gracilis, el uso de un alto nimero de polimorfismos de
nucleétido simple permitira resolver que las poblaciones més cercanas geograficamente
estan mas cercanamente emparentadas, que la variacion genética dentro de la especie es alta
y que ademas, la tasa de migracion entre poblaciones es alta mientras estén cercanas
geograficamente. La reconstruccién de haplotipos evidenciard que los haplotipos son
compartidos entre poblaciones cercanas, y entonces las poblaciones del norte de Estados
Unidos y las del centro de México no comparten haplotipos. Por esto, el flujo genético y la

migracién dentro de la especie ocurre entre las poblaciones mas cercanas.

En cuanto a la morfologia dentro de las poblaciones de B. gracilis, si existe variacion y esta
se correlaciona tanto con caracteristicas fisicas o climaticas del habitat donde se encuentran
como con la variacion genética y filogenética. Ni la variacion genética, a pesar de ser alta,
ni la variacién morfoldgica de las poblaciones son suficiente para determinar subespecies o
variedades dentro de B. gracilis. Las poblaciones de B. gracilis se encuentran en ambientes

muy variables a lo largo de su rango y no se encuentran en un estado vulnerable.
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Objetivos

General
Estimar las relaciones filogenéticas de las especies del clado Bouteloua gracilis.

Particulares
Estimar las relaciones filogenéticas entre las especies del clado Bouteloua gracilis,

asi como determinar la monofila de las especies del clado reconocidas hasta el momento.

Estimar las relaciones entre las poblaciones de B. gracilis a lo largo de su
distribucion y describir los patrones de variacion genética y morfologica a nivel

poblacional.

Examinar la morfologia de las poblaciones de B. gracilis en un contexto

filogenético.
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Capitulo I. Filogenia del clado Bouteloua gracilis

I.1. Introduccion

El clado Bouteloua gracilis, inicialmente descrito por Columbus et al. (1998) esta formado
por las especies Bouteloua gracilis (Kunth) Lag. ex Griffiths, Bouteloua chasei Swallen,
Bouteloua scorpioides Lag., y Bouteloua simplex Lag. De acuerdo con la inferencia de
Maéaxima Parsimonia de Columbus et al. (1998) basada en secuencias de ITS, B. chasei es la
especie hermana de B. gracilis y B. simplex es hermana de B. scorpioides. El soporte del
clado de B. chasei-B. gracilis no es tan fuerte como el del clado B. scorpioides-B. simplex
(Fig. 1.1; Columbus et al., 1998). Por otro lado, recientemente la clasificacién subgnérica de
Bouteloua presentada por Peterson et al. (2015) basada en una inferencia de Méaxima
Verosimilitud empleando secuencias de cloroplasto (rpl32-trnL y rps16-trnK) e ITS, muestra
este clado fuertemente soportado. Sin embargo, la topologia difiere a la presentada por
Columbus et al. (1998) pues en esta inferencia se soporta la existencia de la nueva especie B.
herrera-arrietae incluida en el clado B. gracilis como hermana de B. chasei, modificando las
relaciones dentro del clado de la siguiente manera: el clado B. simplex-B.scorpioides es
hermano de B. gracilis y el clado B. chasei—B. herrera-arrietae, hermano de las anteriores
(Fig. 1.2).

Las especies de este clado se caracterizan por tener las lemas fértiles densamente pilosas (de
3.5-5.5mm de largo) con pelos a lo largo de los margenes y las venas (por lo menos de la
mitad para abajo), y 3 apices aristados (aristas 1-3 mm largo) (Herrera Arrieta et al., 2004).
Es destacable que B. scorpioides y B. simplex son las Unicas en Bouteloua que desarrollan
solo una rama por inflorescencia (Columbus, 1996) aunque se ha reportado que algunos
ejemplares de B. simplex, principalmente de Sudamérica, pueden llegar a presentar dos
espiguillas por rama (Peterson et al. 2015) y por otro lado, individuos de B. gracilis pueden
presentar una sola espiga por rama. B. chasei y B. scorpioides presentan las laminas foliares
cilindricas enrolladas las cuales de acuerdo con Columbus (1996) difieren poco y comparten

una combinacién Unica de caracteristicas anatomicas.
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Figural.1l. Inferencia filogenética de Bouteloua y géneros relacionados, obtenida de
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Figura l. 2. Inferencia filogenética del género Bouteloua obtenida por Peterson et. al.
(2016), obtenida con el método de Méaxima Verosimilitud a partir de secuencias de plastidio
(rp132-trnL y rps16-trnK) e ITS. Los numeros sobre las ramas son los valores de bootstrap y
los numeros debajo de las ramas son probabilidades posteriores.

Bouteloua gracilis es un pasto perenne con distribucion amplia en Norteamérica, desde el sur
de Canada hasta el centro de México (Fig. 1.3). Es considerada elemento principal de los
pastizales naturales de Norteamérica (Gould, 1980). Se ha reportado que presenta variacion
morfoldgica en poblaciones del oeste de Estados Unidos y en México y es una especie
poliploide con varios niveles de ploidia (2n: 20, 21, 28, 35, 40, 42, 60, 61, 77, 84) (Gould,
1980; McGinnies et al., 1988). Bouteloua chasei es un pasto perenne con distribucion
restringida a los suelos yesosos del noreste de México (Fig. 1.4). Bouteloua herrera-arrietae

es un pasto perenne con distribucion conocida solo en la localidad tipo en Galeana, Nuevo
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Ledn (Fig. 1.5). Bouteloua scorpioides es un pasto perenne endémico del centro de México y
B. simplex es el unico anual de este grupo y el que presenta la distribucion mas amplia,
encontrdndose en Norte y Sudamérica (Gould, 1980; Herrera-Arrieta et al. 2004; Fig. 1.6,
1.7).

Hasta ahora la metodologia que se ha empleado para resolver la filogenia de este clado ha
sido la secuenciacion simple (Sanger) de marcadores moleculares, ya sea de nucleo (ITS,
Columbus et al., 1998) o la combinacion de marcadores de cloroplasto y nucleo (Peterson et
al. 2015). Sin embargo estas aproximaciones han generado inferencias incongruentes entre si,
por lo que no quedan claras las relaciones dentro del clado. Por otro lado, especificamente
para la especie B. gracilis, los marcadores empleados no han permitido resolver sus
relaciones intraespecificas (Fig.l.2) Es por ello que en este trabajo se empled una
metodologia que permite secuenciar simultineamente centenas a miles de millones de
polimorfismos de nucleétido simple de varios individuos mediante la Ilamada secuenciacion
de fragmentos asociados a sitios de restriccion (restriction site-associated sequencing-
RADseq; (Etter et al., 2011) empleando Secuenciacion de Nueva Generacion (SNG). Esta
metodologia permite responder una variedad de preguntas ecoldgicas, evolutivas y de

conservacion sobre cualquier organismo (Andrews et al., 2016).

Figural. 3. Habito y espigas de Bouteloua gracilis en un pastizal natural en Montana,

Estados Unidos.

©
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Figural. 4. Bouteloua chasei en pastizal gipsofilo de Matehuala, San Luis Potosi, México.

Figural.5. Habito y espigas de Bouteloua herrera-arrietae en su localidad tipo en
Galeana Nuevo Ledn, México.
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Figural. 6. Habito y espiga de Bouteloua scorpioides creciendo en un matorral abierto del
centro de México.

Figural. 7. Habito y espiga de Bouteloua simplex en Asientos, Aguascalientes.
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1.2. Métodos

Colectas en campo. Se colectaron hojas frescas de plantas de Bouteloua gracilis, B. herrera-
arrietae, B. chasei, B. scorpioides, B. simplex, B. ramosa, B. trifida, B. dimorpha y B.
stolonifera (Cuadro 1.1). En cada localidad se colectaron de uno a cinco individuos de cada
poblacion, de los cuales se tomaron muestras de hojas en fresco y se colocaron en bolsas con
silica gel para su deshidratacion y conservacion. De cada colecta se obtuvo un ejemplar para
ser depositado en el herbario de la Universidad Auténoma de Aguascalientes (HUAA),
Aguascalientes, México y en el herbario Rancho Santa Ana Botanic Garden (RSA),
California, EUA.

Extraccién de ADN. Se peso entre 0.1 y 0.4 g de tejido de hoja deshidratada y se colocé en
un tubo de 1.5 ml. El tejido se homogenizé en el Tissue Lyser I1- QIAGEN usando perlas de
acero inoxidable. Se aplicé un ciclo de disrupcion a 30/s por 2 a 3 minutos; en caso de ser
necesario se aplicaron dos ciclos. Al tejido homogeneizado se le extrajo el ADN siguiendo el
protocolo CTAB 2X (Doyle, 1987) seguido de un paso de purificacion que consistio en
duplicar el volumen de resuspension del ADN con agua destilada estéril (vol. total max. 200
pL) y agregar 2 pL de RNasa e incubar a 37°C por una hora. Posterior a la incubacion, se
realizd una extraccion (cloroformol:24 isoamilalcohol) con el fin de eliminar sales de la
enzima y el ADN se resuspendié en un volumen final de 50 puL con agua destilada esteéril.
Cada muestra fue cuantificada usando el fluorémetro Qbit (kit dSDNA Assay) de Invitrogen
y en caso de ser necesario se realizaron diluciones de las muestras para tener todas las

muestras a la misma concentracion molar (20 ng/pL).

Preparacion de la biblioteca gendémica y secuenciacion

Las bibliotecas gendmicas se prepararon siguiendo el protocolo de Etter et al. (2011) con
algunas modificaciones (Anexo A). Para cada muestra 300 ng de ADN fueron digeridos con
la enzima de alta fidelidad Sbfl (New England Biolabs). Se procesaron 94 muestras
simultaneamente (Cuadro 1.1). Los cddigos de identificacion empleados para cada una de las
muestras fueron de 6 a 10 pb de longitud difiriendo por lo menos en dos bases (Anexo B).
Después de restringir el ADN de cada muestra, se juntaron para formar la biblioteca
gendmica la cual se sometié a sonicacion en un Covaris S220 para producir fragmentos de

aproximadamente 400 pb, posteriormente se seleccionaron los fragmentos de entre 360 y 600
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pb empleando cartuchos de agarosa al 1.5% (Pippin Prep; Sage Science, Beverly, MA). La
amplificacion final para el enriquecimiento de la biblioteca gendémica se dividio en
reacciones multiples de 25pl, realizando 18 ciclos para cada amplificacién (Anexo F). El
tamario, calidad y cantidad de la biblioteca gendmica se evalué con el Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies) empleando el DNA 1000 Kit. La secuenciacion de la
biblioteca se obtuvo mediante lecturas sencillas de 150 pb de longitud en una linea de la
plataforma Illumina NextSeg500 en el 11IGB Genomic Core de la Universidad de California,
Riverside (California, EUA).

Filtrado de calidad y recuperacion de Polimorfismos de Nucleotido Simple (SNP).

Las secuencias crudas se procesaron empleando el software ipyrad v.0.7.17 (Eaton, 2014). El
alineamiento se realiz6 de novo. A cada lectura se le cortaron 6 pb al inicio para eliminar el
remanente del sitio de restriccion de la enzima y se establecio que las lecturas quedaran a una
longitud maxima de 145 pb. Los pardmetros de alineamiento se establecieron segun indica el
Cuadro 1.2. Aunque no todas las especies del clado son diploides, se determind que dos fuera
el nimero maximo de alelos unicos permitidos para generar el consenso de las lecturas ya
que la recuperacion de loci se realiza bajo el supuesto de diploidia ademas no se observaron
diferencias en la heterocigosidad al variar el numero de alelos de 2 (diploide) a 8
(poliploide). Algunas muestras (seis) se eliminaron de los analisis posteriores, debido a que
tenian muy pocas o demasiadas lecturas o porque no tenian suficiente cobertura para las
mismas.

En total se realizaron dos alineamientos, uno creado para inferir la filogenia del clado B.
gracilis, el cual incluyé 10 muestras de B. gracilis, dos de B. chasei y B. herrera-arrietae,
tres de B. scorpioides y B. simplex. Asi mismo se incluyé una muestra de B. dimorpha, B.
ramosa, B. stolonifera y B. trifida para formar el grupo externo. El otro alineamiento,
Ilamado al se realiz6 solo con las 74 muestras de las poblaciones de B. gracilis y las

muestras de las especies hermanas de B. gracilis para formar el grupo externo.
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Cuadro I.1. Muestras incluidas en la biblioteca genémica. Abreviaciones de los colectores= JM: Julio Martinez, JTC: J. Travis Columbus, MAG: Marcela

Avendafo-Gonzalez, MES: Maria Elena Siqueiros-Delgado.

Especie Latitud Longitud Localidad Pais n ID
B. chasei 24.948 -100.242 Mpio. Galeana, Nuevo Ledn México 1 70-MAG
B. chasei 23.757 -100.902 Mpio. Villa de Guadalupe, San Luis Potosi México 1 48-MAG
B. dimorpha 19.186 -104.533 Mpio. Cihuatlan, Jalisco México 1 3739-JTC
B. gracilis 18.971 -97.795 Mpio. Acticpan de Morelos, Puebla México 2 8a,b-MAG
B. gracilis 28.922 -105.764 Mpio. Aldama, Chihuahua México 2 5435, 5436-MES
B. gracilis 22.328 -100.793 Mpio. Armadillo de los Infante, San Luis Potosi México 2 38,39-MAG
B. gracilis 36.932 -109.144 Apache Co., Arizona EUA 2 144a, b-MAG
B. gracilis 28.610 -105.841 Mpio. Aquiles Serdan, Chihuahua México 2 5423,5427-MES
B. gracilis 24.298 -100.008 Mpio. Aramberri, Nuevo Leon México 2 2946, 2947-IM
B. gracilis 35.317 -99.633 Beckham Co, Oklahoma EUA 1 3361-JTC
B. gracilis 29.883 -106.927 Mpio. Buenaventura, Chihuahua México 2 5149, 5150-MES
B. gracilis 44.050 -105.133 Campbell Co., Wyoming EUA 1 3223JTC
B. gracilis 33.333 -108.783 Catron Co., New México EUA 1 3958-JTC
B. gracilis 38.814 -106.270 Chaffee Co., Colorado EUA 2 147a, b-MAG
B. gracilis 42.274 -100.537 Cherry Co., Nebraska EUA 2 1533, b-MAG
B. gracilis 32.215 -109.784 Cochise Co., Arizona EUA 2 160a, b-MAG
B. gracilis 35.950 -112.183 Coconino Co., Arizona EUA 1 3875-JTC
B. gracilis 36.730 -111.585 Coconino Co., Arizona EUA 2 143a, b-MAG
B. gracilis 24.765 -103.612 Mpio. Cuencamé, Durango México 2 91, 92-MAG
B. gracilis 30.943 -104.812 Culberson Co., Texas EUA 2 157a, b-MAG
B. gracilis 23.935 -105.113 Mpio. Durango, Durango México 2 5317,5318-MES
B. gracilis 21.586 -102.262 Mpio. Encarnacion de Diaz, Jalisco México 2 5345, 5346-MES
B. gracilis 23.143 -102.840 Mpio. Fresnillo, Zacatecas México 2 107, 108-MAG
B. gracilis 30.194 -107.662 Mpio. Galeana, Chihuahua México 2 E&éga, S157a-
B. gracilis 24.690 -100.187 Mpio. Galeana, Nuevo Ledn México 1 75-MAG
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Cuadro I.1. Muestras incluidas en la biblioteca genémica. Abreviaciones de los colectores= JM: Julio Martinez, JTC: J. Travis Columbus, MAG: Marcela

Avendafo-Gonzalez, MES: Maria Elena Siqueiros-Delgado.

Especie Latitud Longitud Localidad Pais n ID
B. gracilis 32.842 -108.144 Grant Co., New México EUA 2 158a, 158b-MAG
B. gracilis 44.455 -100.160 Huges Co., South Dakota EUA 2 152a, b-MAG
B. gracilis 34.464 -99.308 Jackson Co., Oklahoma EUA 2 156a, b-MAG
B. gracilis 43.616 -106.559 Johnson Co., Wyoming EUA 2 149, b-MAG
B. gracilis 21.761 -101.848 Mpio. Lagos de Moreno, Jalisco México 2 19, 20-MAG
B. gracilis 41.352 -104.831 Laramie Co., Wyoming EUA 2 148a, b-MAG
B. gracilis 37.771 -104.414 Las Animas Co., Colorado EUA 2 146a, b-MAG
B. gracilis 37.389 -99.628 Liberty Co., Kansas EUA 2 1553, b-MAG
B. gracilis 46.816 -100.965 Morton Co., North Dakota EUA 2 151a, b-MAG
B. gracilis 39.796 -99.923 Norton Co., Kansas EUA 2 1543, b-MAG
B. gracilis 36.681 -106.118 Rio Arriba Co., New México EUA 2 1453, b-MAG
B. gracilis 23.879 -103.092 Mpio. Rio Grande, Zacatecas México 1 5107-MES
B. gracilis 22.616 -101.737 Mpio. Salinas de Hidalgo, San Luis Potosi México 2 116, 120-MAG
B. gracilis 25.229 -101.026 Mpio. Saltillo, Coahuila México 2 79, 81-MAG
B. gracilis 34.157 -116.784 San Bernardino Co., California EUA 2 162a, b-MAG
B. gracilis 21.555 -101.298 Mpio. San Felipe, Guanajuato México 2 132,133-MAG
B. gracilis 35.917 -107.050 Sandoval Co., New México EUA 1 3886-JTC
B. gracilis 31.418 -110.697 Santa Cruz Co., Arizona EUA 2 161a, b-MAG
B. gracilis 45.678 -108.900 Stillwater Co., Montana EUA 2 150a, b-MAG
B. gracilis 37.401 -113.510 Washington Co., Utah EUA 2 141a,b-MAG
B. gracilis 28.392 -108.733 Mpio. Yécora, Sonora México 2 5448, 5449-MES
B. herrera-arrietae 24.687 -100.217 Mpio. Galeana, Nuevo Ledn México 1 55-MAG
B. herrera-arrietae 25.310 -101.070 Mpio. Saltillo, Coahuila México 1 4818a-MES
B. ramosa 28.922 -105.764 Mpio. Aldama, Chihuahua México 1 5442-MES
B. scorpioides 25.858 -103.795 Mpio. Cuencamé, Durango México 1 5114-MES
B. scorpioides 23.688 -103.212 Mpio. Fresnillo, Zacatecas México 1 96-MAG
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Cuadro I.1. Muestras incluidas en la biblioteca genémica. Abreviaciones de los colectores= JM: Julio Martinez, JTC: J. Travis Columbus, MAG: Marcela

Avendafo-Gonzalez, MES: Maria Elena Siqueiros-Delgado.

Especie Latitud Longitud Localidad Pais n ID
B. scorpioides 23.540 -101.922 Mpio. Salinas de Hidalgo, San Luis Potosi México 1 121-MAG
B. scorpioides 20.968 -100.768 Mpio. San Miguel de Allende, Guanajuato México 1 136-MAG
B. simplex 35.895 -104.875 Mora Co., Nuevo México México 1 3893-JTC
B. simplex 22.267 -102.273 Mpio. Ojuelos, Jalisco México 1 30-MAG
B. simplex -26.742 -65.758 Dpto. Tafi del Valle, Tucuman Argentina 1 3178-JTC
B. stolonifera 22.615 -101.736 Mpio. Salinas de Hidalgo, San Luis Potosi México 1 4130-JTC
B. trifida 32.055 -110.656 Pima, Arizona EUA 1 2465-JTC
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Cuadro 1.2. Valores de los parametros para alineamiento en ipyrad (v.0.7.11)

[0] [assembly_name]: Assembly name. Used to hame output directories for

Bgr_clade
assembly steps
~/bigdata | [1] [project_dir]: Project dir (made in current direction if not present)
[2] [raw_fastg_path]: Location of raw non-demultiplexed fastq files
[3] [barcodes_path]: Location of barcodes file
~/* fastg.gz | [4] [sorted_fastg_path]: Loc.ofdemultiplexed/sortedfastq files
[5] [assembly_method]: Assembly method (denovo, reference, denovo+reference,
denovo denovo-reference)
[6] [reference_sequence]: Location of reference sequence file
rad [7] [datatype]: Datatype (see docs): rad, gbs, ddrad, etc.
TGCAGG | [8] [restriction_overhang]: Restriction overhang (cutl,) or (cutl, cut2)
5 [9] [max_low_qual_bases]: Max low quality base calls (Q<20) in a read
33 [10] [phred_Qscore_offset]: phred Q score offset (33 is default and very standard)
6 [11] [mindepth_statistical]: Min depth for statistical base calling
6 [12] [mindepth_majrule]: Min depth for majority-rule base calling
15000 [13] [maxdepth]: Max cluster depth within samples
0.90 [14] [clust_threshold]: Clustering threshold for de novo assembly
1 [15] [max_barcode_mismatch]: Max number of allowable mismatches in barcodes
2 [16] [filter_adapters]: Filter for adapters/primers (1 or 2=stricter)
50 [17] [filter_min_trim_len]: Min length of reads after adapter trim
2 [18] [max_alleles_consens]: Max alleles per site in consensus sequences
5 [19] [max_Ns_consens]: Max N's (uncalled bases) in consensus (R1, R2)
8 [20] [max_Hs_consens]: Max Hs (heterozygotes) in consensus (R1, R2)
4 [21] [min_samples_locus]: Min # samples per locus for output
20 [22] [max_SNPs_locus]: Max # SNPs per locus (R1, R2)
8 [23] [max_Indels_locus]: Max # of indels per locus (R1, R2)
05 [24] [max_shared_Hs_locus]: Max # heterozygous sites per locus (R1, R2)
6, 145, 0,0 | [25] [trim_reads]: Trim raw read edges (R1>, <R1, R2>, <R2) (see docs)
0,0,0,0 [26] [trim_loci]: Trim locus edges (see docs) (R1>, <R1, R2>, <R2)
*all [27] [output_formats]: Output formats (see docs)

[28] [pop_assign_file]: Path to population assignment file
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Filogenética

Las inferencias de maxima verosimilitud (ML) se obtuvieron empleando la herramienta
RAXML (Stamatakis, 2006) desde la plataforma CIPRES (Miller et al., 2015) y con el
programa IQTREE (Nguyen et al., 2015). Para todas las inferencias se realizaron 1000
réplicas de bootstrap. Los andlisis de inferencia bayesiana se realizaron con el programa
MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al., 2012) empleando 10000000 generaciones y muestreando
cada 1000 arboles, el 25% se descarto (burnin). Para todos los andlisis se empled el modelo
de evolucion molecular GTR+gamma ya que es el modelo predeterminado en RAXML y ha
sido empleado para estudios de RAD-seq anteriormente (Eaton et al., 2017). Los arboles
resultantes se enraizaron y visualizaron wusando el programa FigTree v1.4
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

1.3. Resultados

Calidad de filtrado y recuperacion de SNPs

El total de lecturas de 151 pb obtenidas fueron 185,369585 equivalente a 6,952 Mb
secuenciadas con mas del 85% de buena calidad (Q30 phred quality score) y una calidad
promedio de 32.84 lo que significa que la exactitud de secuenciacion de cada base fue del
99.9% (llumina Q-scores). Las secuencias presentaron un porcentaje de GC de 52. EI nimero
de lecturas promedio por muestra fue 1,538912 mientras que el minimo de lecturas en una
muestra fue de 263,321 y el maximo de 4,353014. Cada lectura comenzaba con la secuencia
de identificacion de la muestra (barcode de 10 pb de longitud), el residuo del sitio de
restriccion de 6 pb (oveghang) y 134 pb de datos de secuenciacion del fragmento.

El nimero de loci retenidos en el alineamiento para la inferencia de la filogenia del clado fue
de 7126 con 134360 SNPs mientras que para el alineamiento al (para inferencia genealogica
de B. gracilis) se retuvieron 33807 loci con 164045 SNPs.

Filogenia del clado B. gracilis, B. chasei, B. herrera arrietae, B. scorpioides, B. simplex

Tanto la inferencia obtenida con el Método Bayesiano, como la obtenida con Méaxima
Verosimilitud coincidieron en las relaciones entre las cinco especies del clado. El clado mas

tempranamente divergente incluye a las muestras de B. scorpioides y B. simplex. Este clado
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es hermano del clado formado por B. gracilis — B. herrera-arrietae, B. chasei con alto valor
de soporte (1.0 PP y 100% BS; Figura 1.8). A su vez el clado B. gracilis — B. herrera-
arrietae, B. chasei obtuvo 0.84 PP en la inferencia Bayesiana, mientras que en la de méaxima
verosimilitud el soporte fue de 69% (BS). La monofilia se corrobord para cada una de las

entidades evolutivas.

Bgracilis_132_SanFelipe-GTO _MX
Bgracilis_8a_Acatzingo-PUE_MX
Bgracilis 81 Saltillo-COA_MX
Bgracilis_157a_Culberson-TX_USA
Bgracilis_5155a_Janos-CHH _MX
Bgracilis_161a_SantaCruz-AZ_USA
_E Bgracilis_144a_Apache-AZ_USA
- Bgracilis_160b_Cochise-AZ_USA

i P = Bgracilis_146a_LasAnimas-CO_USA
Bgracilis_156b_Jackson-OK_USA

Em" Bchasei_48 Villade Guadalupe-SLP_MX
Bchasei_70_Galeana-NL_MX

: Bherrera-arrietae_55_Galeana-NL_MX
1" = Bherrera-arrietae_4818a_Saltillo-COA_MX
o0 Bscorpioides_96_Fresnillo-ZAC _MX
10 Bscorpioides_121 Salinas-SLP_MX

Bscorpioides_136_SanMigueldeA-GTO _MX
_— o - Bsimplex _30_Qjuelos-JAL_MX
100 Bsimplex_3893_Mora-NM_USA
Bsimplex_3178_TafidelValle-TUC_ARG
‘I = Bramosa_5442

Bdimorpha_3739

I P Bstolonifera_4130
- Btrifida_2465

0.006
Figural. 8. Arbol de Méaxima Verosimilitud empleando 7126 loci de especies del clado B.

gracilis y especies hermanas como grupo externo. Los numeros en cada nodo indican el
soporte obtenido con 1000 replicas de bootstrap.
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Bgracilis 132 SanFelipe GTO MX
Bgracilis 8a_Acatzingo PUE MX
Bgracilis 81 Saltillo COA_MX
Bgracilis 157a_Culberson_TX USA
Bgracilis 5155a Janos CHH MX
Bgracilis 161a_SantaCruz AZ USA

I—E Bgracilis 144a_Apache AZ USA
L Bgracilis 160b_Cochise AZ USA
1 08426 _E Bgracifi:v_146a_La&4nimas_CO_ USA

Bgracilis 156b0 Jackson OK USA
Bhlierrera_arrietae_4818a_Saltillo COA_MX
Bherrera_arrietae_55_Galeana NL MX
Bchasei 48 VilladeGnadalupe SLP MX
Bchasei_70 Galeana_NL MX
_|1——Bscarpioides_1 21 Salinas SLP MX

Bscorpioides 96 Fresnillo ZAC MX

Bscorpioides 136 _SanMigueldeA GTO MX

—
-

1

_E' Bsimplex 30 Ojuelos JAL MX
Bsimplex 3893 Mora NM USA
Bsimplex 3178 TafidelValle TUC ARG
Bstolonifera 4130
—I 0.5343
Btrifida 2465
1 Bramosa_5442

1

Bdimorpha 3739

0.004

Figural.9. Arbol de Inferencia Bayesiana empleando 7126 loci de especies del clado B.
gracilis y especies hermanas como grupo externo. Los nimeros en cada nodo indican la
probabilidad posterior (PP).

Las muestras de B. herrera-arrietae se colectaron en la localidad tipo en Galeana, Nuevo
Leon (Fig. 1.10), ademas, en este trabajo se reporta un nuevo registro de la especie en
Saltillo, Coahuila, México, donde fue encontrada creciendo en matorral xeréfilo con suelo

calcéareo-rocoso, asociada a Mimosa zigophylla Benth. y Larrea tridentata (DC.) Coville.
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Figura . 10. Vegetacion y habitat de la localidad tipo de Bouteloua herrera-arrietae en
Galeana, Nuevo Leon.

Genealogia de Bouteloua gracilis

La inferencia de maxima verosimilitud muestra una topologia bien resuelta, en la que las
muestras de México y EUA comparten ancestria (Fig. 1.11). El clado que incluye a todas las
muestras de México (A, 99% BS) se divide en dos clados altamente soportados (Al& A2,
93% cada uno); el clado A2 contiene muestras del centro y norte de México incluyendo a la
poblacion de Sonora como la poblacion mas tempranamente divergente. El clado hermano
Al incluye muestras de Chihuahua y Texas. En la otra rama, el clado de EUA (B, 100% BS)
se separa en dos grupos que coinciden con su origen geografico: la gran planicie (B1) y la

regién montafiosa del oeste (B2, 100% BS).
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Bgracilis_8a_ActicpandeMorelos-PUE_MX
Bgracilis_8b_ActicpandeMorelos-PUE_MX
Bgraci 18 _Durango-DGO_MX
Bgracilis_133 SanFelipe-GTO_MX
Bgracilis_132 SanFelipe-GTO_MX
Bgracilis 20 LagosdeMoreno-JAL MX
Bgracilis_19_LagosdeMoreno-JAL MX
Bgracilis_5345_Encarnacion-JAL_MX
Bgracilis_5346_Enc uum:trm—JAL MX
Bgracilis 107 _Fresnillo-Z.
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Bgracilis_120 Su.fnzmdd—.’gu-.SLP MX

A [eU)-ynog

091Xd
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Bgracilis_ 79 Saltillo-COA_MX
Bgracilis_81 Saltillo-COA M\

Bgracilis_5107_ RioGrande-ZAC_MX
Bgracilis_91 Cuencame-DGO . MX
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Figura I. 11. Inferencia filogenética molecular de maxima verosimilitud empleando 33807
loci y 164045 SNPs de B. gracilis y sus especies hermanas (grupo externo). Generado
empleando IQTREE con 1000 réplicas de bootstrap ultrarrapido, los valores de soporte se
muestran en los nodos; Log-likelihood: -7270163.539, longitud total del arbol: 0.296
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Figura I. 12. Mapa de la ubicacion geografica de los clados filogenéticos de B. gracilis. Los
clados de Meéxico delimitados con lineas azules (Al y A2) y los clados de EUA
delimitados con lineas rojas (B1 y B2). En amarillo se muestra el Desierto Chihuahuense.

1.4. Discusion

Filogenia del clado B. gracilis-B. simplex

La filogenia del clado B. gracilis-B. simplex habia sido inferida anteriormente dando soporte
a la monofilia del clado y dejando claro que el uso de marcadores moleculares proporcionan
suficiente variacion para inferir relaciones a nivel de especies (Columbus et al., 1998;

Peterson et al., 2015). Sin embargo el numero limitado de muestras incluidas y las
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diferencias en el numero de especies consideradas en las dos inferencias filogenéticas
anteriores, asi como las historias evolutivas contrastantes entre el ADN de nucleo y
cloroplasto, son variables que influyeron en generar incertidumbre con respecto a las

relaciones dentro del clado B. gracilis-B. simplex.

En este estudio se empled un método diferente a los anteriormente empleados para inferir
filogenias dentro del género Bouteloua, lo que resultd en topologias bien resueltas. La
relacion entre B. chasei y B. gracilis fue establecida primero por Columbus et al (1998), sin
embargo cuando Peterson et al. (2015) incluy6 a B. herrera-arrietae, dicha relacion no se vio
representada en la filogenia. La inferencia presentada en este estudio confirma la relacion
entre Bouteloua chasei-B. herrera-arrietae con un ato soporte (100 BS, 1.0 PP), asi como la
relacion de estas con B. gracilis. La relacion de Bouteloua scorpioides y B. simplex también
fue confirmada asi como la relacion de hermandad de este clado con B. gracilis, B. herrera-
arrietae y B. chasei.

La relacion (B. gracilis (B. chasei-B. herrera-arrietae)) se presenta con soportes de 0.84 PP y
69% BS los cuales se consideran bajos y sorprendentemente son mas bajos que los obtenidos
por Columbus et al. (1998). Es importante mencionar que dicha inferencia empled solo un
marcador molecular de nucleo ITS con una longitud de 705 pb, mientras que la inferencia
presentada aqui considera 33807 loci y una matriz final de secuencias con una longitud de
4413111 pb. Aumentar el nimero de loci incrementa la sefial filogenética de las relaciones
entre las especies (Eaton et al., 2017; Knowles and Kubatko, 2010), este argumento explica
la obtencién de valores de 100% de bootstrap para las relaciones entre B. gracilis y el grupo
externo en la Figura I1.11. Sin embargo una desventaja, ya sea de emplear un mayor nimero
de loci o incrementar la longitud de las secuencias en la matriz de datos empleada para
realizar las inferencias, es que la cantidad de datos faltantes también aumenta y estos a su vez
disminuyen los valores de soporte/robustez del arbol. En este caso el alineamiento al
presenta una alta cantidad de datos faltantes por la ausencia de loci completos ya que las 24
muestras solo tuvieron en comdn 4 de los 7126 loci empleados. Independientemente de la
precisién con la que se pueda estimar un arbol genético, la realidad es que los arboles
genéticos difieren entre los loci y es posible que no coincidan con el arbol de especies

subyacentes, ante esto, se sugiere que las metodologias actuales son insuficientes e ineficaces
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en el manejo de las secuencias de ADN que ahora se recopilan de mdltiples loci (Knowles
and Kubatko, 2010). Por lo anterior, a pesar de que los valores de soporte son bajos para
algunas relaciones interespecificas, éstas fueron constantes en todos los arboles obtenidos lo

que nos indica que las relaciones inferidas pueden estar reflejando relaciones verdaderas.

Por otro lado, para todas las inferencias se empled el modelo de evolucion GTR+T" por ser el
predeterminado en el programa RAXML que se empled para realizar inferencias de ML. Sin
embargo, cada uno de los locus tiene genes con su propia historia y tasa de cambios, por lo
que se recomienda sean modelados bajo su propio modelo evolutivo. Dada la gran cantidad
de loci empleados en este estudio, esto resultdé computacional y analiticamente desafiante. Es
por ello que las inferencias presentadas aqui representan hipdtesis con cierto grado de error

gue nos proporcionan una idea general del arbol de las especies.

Las especies hermanas de B. gracilis han sido muy poco estudiadas hasta el momento. En
este estudio se confirma que Bouteloua herrera-arrietae es hermana de B. chasei a pesar de
su similitud morfoldgica con B. gracilis. Dado que B. herrera-arrietae solo ha sido reportada
en la localidad tipo, aqui confirmamos su presencia en Saltillo, Coahuila, México (1.1) en
donde crece sobre suelos rocosos de matorral xerdfilo con Mimosa zigophylla y Larrea
tridentata. Este tipo de héabitat coincide con el de la localidad tipo por lo que revisando la
distribucion de los tipos de vegetacion, se sugiere que el habitat de esta especie se extiende
hacia el limite norte del Desierto Chihuahuense con la Sierra Madre Occidental, donde este

tipo de vegetacion y tipo de suelo se distribuyen (Anexo G).

Por otro lado, B. scorpioides ha sido sefialada como una especie codominante en los
pastizales del centro de México. Esta especie se caracteriza por presentar una distribucién
limitada a dicha region del pais por lo que se considera endémica del centro de México
(Davila-Aranda et al., 2004). Durante el desarrollo de este proyecto se resaltd el hecho de que
B. scorpioides no ha sido reportada para Aguascalientes a pesar de encontrarse en los estados
circundantes: Jalisco, Zacatecas, Guanajuato y San Luis Potosi (Herrera-Arrieta, et al 2004).
Al revisar los ejemplares depositados en el HUAA se localizé un ejemplar de B. scorpioides
mal identificado como B. gracilis, sorprendentemente éste se reportaba como colectado en El
Maguey, Calvillo, Aguascalientes con fecha del 16 de octubre de 1980. Por tal motivo se

realizaron busquedas de la planta en dicha localidad, que desafortunadamente no era muy
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especifica. En el sitio, se busco el habitat adecuado donde pudiera encontrarse la planta sin
éxito, se les preguntd a algunos locatarios pero no reportaron haberla visto en el area. Cabe
resaltar que la localidad el Maguey se caracteriza por presentar un matorral tropical mientras
que la especie B. scorpioides ha sido reportada en matorral y pastizal xerofilo, estos tipos de
vegetacion si se encuentran en Aguascalientes, pero en la zona central y este del estado
(Siqueiros-Delgado et al., 2016). Se realizaron otras visitas de busqueda a los municipios de
Tepezald, Asientos y Cosio sin ningin éxito. Los estudios de la flora del estado de
Aguascalientes comenzaron hace més de 20 afios y hasta ahora esta especie no ha sido
encontrada, incluso el estudio mas reciente de la familia Poaceae en Aguascalientes no
registrd su presencia en el estado (Sierra-Mufioz, 2018; tesis en proceso de publicacion). Por
todo lo anterior, seria interesante investigar los requerimientos ambientales que esta especie
presenta pues es posible que algun factor este limitando su distribucién hacia el interior del

estado.

Genealogia B. gracilis

En relacion a la genealogia de la especie B. gracilis, la suficiente variacion genética obtenida
de los mdltiples loci empleados permitié la formacion de cuatro clados principales que nos
permiten conocer un poco mas sobre la historia evolutiva de la especie. Se cree que el centro
de origen y diversificacion de las especies del género Bouteloua Lag. ocurri6 en las areas
abiertas del norte de México, ademas existe evidencia de que algunas especies incluyendo a
B. gracilis, migraron hacia el norte desde México (Beard, 2012; Rzedowski, 1975). De
acuerdo con la genealogia aqui presentada, el origen de la especie no es claro dado que las
muestras de México y EUA comparten ancestria. Sin embargo al observar dentro del clado
de Meéxico (A, Fig. 3) las relaciones revelan que las muestras del centro de México son las
ultimas en divergir (Actipan de Morelos, Puebla in A5) y se originan de ancestros que
debieron estar en el Norte de México (clados Al, A3. A4 y el clado tempranamente
divergente A5), indicando que el origen de las poblaciones mexicanas ancestrales fue en el
desierto Chihuahuense (Fig. 1.12).

En contraste, el origen de las muestras de EUA es dificil de declarar (Fig. 3) sin embargo se
observa que el clado B2 divergié mas tempranamente que el B1l. Estos clados se dividen

geograficamente por las Montafias Rocallosas del Sur, una posible barrera al flujo génico
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entre las poblaciones del clado B1 y B2, lo que puede observarse claramente en las
poblaciones de las localidades de Colorado, pues la que se localiza sobre las montafas
(Chaffe Co.) pertenece al clado B2 y la que se localiza en la planicie, al este de las montafias
(Las Animas), pertenece al clado B1. Evidencia de esta premisa se discute con mayor detalle

en el capitulo siguiente.
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Capitulo I1.Diversidad genética y estructura poblacional de Bouteloua
gracilis

11.1. Introduccion

Bouteloua gracilis (Kunth) Lag. ex Griffiths, comunmente llamado pasto navajita
azul es un pasto perenne con metabolismo C4. Es nativo de los pastizales de Norteamérica,
donde se distribuye desde el sur de Canadé, centro y oeste de Estados Unidos hasta México
(Gould, 1980). Bouteloua gracilis ha sido muy estudiada debido a su amplia distribucion, su
importancia en el pastoreo histdrico y su rol ecoldgico clave en las comunidades de pastizales
de Norteamérica. A lo largo de su distribucion ha sido reportado como ecoldgica,
morfoldgica y genéticamente variable. Se puede encontrar en climas aridos y semiaridos, es

tolerante al frio y a la sequia, asi como a los suelos alcalinos (Salas-Luévano et al., 2017).

Hasta el momento solo un estudio se ha enfocado en investigar la variacion genética
poblacional de la especie B. gracilis, limitado a cuatro poblaciones de “Los Llanos de
Ojuelos” en el centro de México, Sitio que representa la distribucion surefia de la especie.
Este estudio revel6 variacion genética significativa entre las poblaciones, siendo mayor la
variacion intrapoblacional que la interpoblacional. A partir de los estudios filogenéticos
previos, lo que se puede inferir sobre la variacion genética de esta especie es muy poco dado
que los marcadores empleados (ITS, rpL32-trnL and rpsl6-trnK) en los dos estudios
publicados (Columbus et al., 1998; Peterson et al., 2015) resultaron invariantes a nivel

infraespecifico.

La variacion cromosomica en B. gracilis ha sido evidenciada en varios estudios. La especie
es poliploide (méas de un par de cromosomas), especificamente, autopoliploide (Tsuchiya et
al., 1992) lo que significa que posee genomas (homologos y estructuralmente similares)
duplicados (Parisod et al., 2010). Los multiples conteos de cromosomas gue se han realizado
en individuos del pasto navajita azul en diferentes localidades (Fults, 1942; Gould, 1968;
Gould, 1966, 2016; Nielsen and Humphrey, 1937; Reeder, 1977; Snyder and Harlan, 1953,
Tsuchiya et al., 1992), han reportando valores que van de los 20 a los 84 cromosomas (Fig.
[1.1). En uno de los primeros estudios se propone que las formas poliploides de B. gracilis se
encuentran en un rango geografico mas amplio y en cambio, las formas diploides ocupan
habitats mas severos en Texas y Nuevo México (Snyder and Harlan, 1953).
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Figura Il. 1. Ploidia de poblaciones de B. gracilis en todo su rango de distribucion de
acuerdo a los estudios realizados hasta el momento (Fults, 1942; Gould, 1966; Reeder,
1977; Snyder and Harlan, 1953; Tsuchiya et al., 1992).

El nimero de cromosomas asi como la variacion en morfologia han sido motivos para sugerir
que B. gracilis comprende biotipos, variedades o especies (Morales Nieto et al., 2009;
Riegel, 1941) diferentes. Sin embargo, recientemente se ha encontrado que para la especie, la
variacion de caracteres funcionales no estd determinada por la ploidia de sus poblaciones
(Butterfield and Wood, 2015). Por otro lado, se ha sugerido que la variacion citoldgica de la

especie es menor que la variacion genética (Tsuchiya et al., 1992).

En cuanto a la variacion morfoldgica, se han realizado diversos estudios tratando de dilucidar
su origen y relacion principalmente con los factores ambientales. Después de la sequia
ocurrida en los pastizales de Norteameérica a partir de 1933, los esfuerzos se enfocaron en
evaluar la ecologia de B. gracilis (Albertson et al., 1966). Mediante algunos experimentos de
jardin comudn incluyendo muestras tomadas desde Montana hasta Arizona, se reportaron

patrones de crecimiento y fenologia que sugirieron que las plantas de las poblaciones mas
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nortefias son mas pequefias y con maduracion mas temprana y en las poblaciones surefias las
plantas son maés altas y con mayor profundidad de raiz (Riegel, 1940). Asi mismo, existen
reportes de que el numero de tallos producidos en una temporada va a depender de la
cantidad de agua en el suelo (Albertson et al., 1966), al igual que la cantidad de biomasa de
una planta de B. gracilis depende de la adaptacion a la temperatura local y no a la aridez del
sitio (Bushey, 2018). Finalmente, el estudio mas reciente sobre la plasticidad de B. gracilis
concluye que las poblaciones estan adaptadas localmente, pudiendo ser ésta lo maés
importante para el exito de la especie (Bushey, 2018). Hasta el momento no se ha evaluado la
correlacion entre la variacion morfologica y genética de la especie pues es poco lo que se

conoce acerca de ésta ultima.

Es por lo anterior que resulta necesario integrar aspectos como la variacion genética y
morfolégica de cada poblacién de B. gracilis, una de las especies mas importantes en los
pastizales nativos de Norteamérica. Mas aln debido a la reciente disminucion en cobertura y
frecuencia en la pradera de pastos cortos de Norteamérica y en el centro de México (Rondeau
et al., 2018), lo que muestra la evidente vulnerabilidad que sus comunidades enfrentan en la
actualidad.

I1.2.  Métodos
Colectas en campo. En cada localidad se colectaron de uno a cinco individuos por poblacién
(Cuadro 11.1), de los cuales se obtuvieron muestras de hoja en fresco que se colocaron en
bolsas con silica gel para su deshidratacion y conservacion. De cada colecta se obtuvo un
ejemplar para ser depositado en el herbario de la Universidad Autonoma de Aguascalientes
(HUAA), Aguascalientes, México y en el herbario Rancho Santa Ana Botanic Garden
(RSA), California, EUA.

Las muestras colectadas se procesaron como se indica en el capitulo anterior, extrayendo el
ADN Yy secuenciando los fragmentos de ADN asociados a sitios de restriccion de la enzima
Sbfl.
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Cuadro 11.1.

Poblaciones de B. gracilis muestreadas. Ho es el valor de heterocigosidad

observada.
ID Especie  Latitud Longitud Localidad Pais Ho
8a B.gracilis 18.971  -97.795 Acticpan de Morelos, Puebla México 0.00485
8b  B.gracilis 18971  -97.795 Acticpan de Morelos, Puebla México 0.00540
5435 B.gracilis 28.922 -105.764 Aldama, Chihuahua México 0.00505
5436 B.gracilis 28.922 -105.764 Aldama, Chihuahua México 0.00463
38 B.gracilis 22328 -100.793 Armadillo de los Infante, San Luis Potosi México 0.00642
39 B.gracilis 22.328 -100.793 Armadillo de los Infante, San Luis Potosi México 0.00761
144a B.gracilis 36.932 -109.144 Apache, Arizona EUA  0.00750
144b B.gracilis 36.932 -109.144 Apache, Arizona EUA  0.00744
5423 B.gracilis 28.610 -105.841 Aquiles Serdan, Chihuahua México 0.00794
5427 B.gracilis 28.610 -105.841 Agquiles Serdan, Chihuahua México 0.00762
2946 B.gracilis 24.298 -100.008 Aramberri, Nuevo Leon México 0.00810
2947 B.gracilis 24.298 -100.008 Aramberri, Nuevo Le6n México 0.00729
3361 B.gracilis 35.317  -99.633 Beckham, Oklahoma EUA 0.00760
5149 B.gracilis 29.883 -106.927 Buenaventura, Chihuahua México 0.00541
5150 B.gracilis 29.883 -106.927 Buenaventura, Chihuahua México 0.00485
3223 B.gracilis  44.050 -105.133 Campbell, Wyoming EUA 0.00762
3958 B.gracilis 33.333 -108.783 Catron, New México EUA  0.00785
147a B.gracilis 38.814 -106.270 Chaffee, Colorado EUA  0.00511
147b B.gracilis  38.814 -106.270 Chaffee, Colorado EUA  0.00480
153a B.gracilis 42.274 -100.537 Cherry, Nebraska EUA  0.00733
153b B.gracilis  42.274  -100.537 Cherry, Nebraska EUA  0.00630
160a B.gracilis 32.215 -109.784 Cochise, , Arizona EUA  0.00726
160b B.gracilis 32.215 -109.784 Cochise, Arizona EUA  0.00697
3875 B.gracilis 35.950 -112.183 Coconino, Arizona EUA  0.00757
143a B.gracilis 36.730 -111.585 Coconino, Arizona EUA  0.00703
143b  B.gracilis  36.730 -111.585 Coconino, Arizona EUA  0.00758
91 B.gracilis 24765 -103.612 Cuencamé, Durango México 0.00800
92 B.gracilis 24765 -103.612 Cuencamé, Durango México 0.00704
157a B.gracilis  30.943 -104.812 Culberson, Texas EUA  0.00457
157b B.gracilis  30.943 -104.812 Culberson, Texas EUA  0.00536
5317 B.gracilis 23.935 -105.113 Durango, Durango México -
5318 B.gracilis 23.935 -105.113 Durango, Durango México 0.00490
5345 B.gracilis 21586 -102.262 Encarnacion de Diaz, Jalisco México 0.00701
5346 B.gracilis 21586 -102.262 Encarnacion de Diaz, Jalisco México 0.00736
107 B.gracilis 23.143  -102.840 Fresnillo, Zacatecas México 0.00756
108 B.gracilis  23.143  -102.840 Fresnillo, Zacatecas México 0.00660
5155a B.gracilis 30.194 -107.662 Galeana, Chihuahua México 0.00476
5157b B. gracilis  30.194 -107.662 Galeana, Chihuahua México 0.00417

41




Cuadro 11.1.

Poblaciones de B. gracilis muestreadas. Ho es el valor de heterocigosidad

observada.

ID Especie  Latitud Longitud Localidad Pais Ho

75 B.gracilis 24.690 -100.187 Galeana, Nuevo Le6n México 0.00758
158a B.gracilis 32.842 -108.144 Grant, New México EUA -
158b B.gracilis 32.842 -108.144 Grant, New México EUA 0.00734
152a B.gracilis  44.455 -100.160 Huges, South Dakota EUA 0.00364
152b B.gracilis  44.455 -100.160 Huges, South Dakota EUA  0.00671
156a B.gracilis 34.464  -99.308 Jackson, Oklahoma EUA  0.00664
156b B.gracilis 34.464  -99.308 Jackson, Oklahoma EUA  0.00667
149a B.gracilis 43.616 -106.559 Johnson, Wyoming EUA  0.00754
149b B.gracilis 43.616 -106.559 Johnson, Wyoming EUA  0.00757

19 B.gracilis 21.761 -101.848 Lagos de Moreno, Jalisco México 0.00808

20 B.gracilis 21.761 -101.848 Lagos de Moreno, Jalisco México 0.00748
148a B.gracilis 41.352 -104.831 Laramie, Wyoming EUA  0.00774
148b B.gracilis  41.352 -104.831 Laramie, Wyoming EUA -
146a B.gracilis 37.771 -104.414 Las Animas, Colorado EUA  0.00737
146b B.gracilis 37.771 -104.414 Las Animas, Colorado EUA  0.00736
155a B.gracilis 37.389  -99.628 Liberty, Kansas EUA  0.00687
155b B. gracilis  37.389 -99.628  Liberty, Kansas EUA  0.00695
151a B.gracilis 46.816 -100.965 Morton, North Dakota EUA  0.00686
151b B.gracilis 46.816 -100.965 Morton, North Dakota EUA -
154a B.gracilis  39.796 -99.923  Norton, Kansas EUA  0.00646
154b B.gracilis 39.796  -99.923  Norton, Kansas EUA  0.00619
145a B.gracilis 36.681 -106.118 Rio Arriba, New México EUA  0.00493
145b B.gracilis 36.681 -106.118 Rio Arriba, New México EUA  0.00495
5107 B.gracilis 23.879 -103.092 Rio Grande, Zacatecas México 0.00841
116 B.gracilis 22.616 -101.737 Salinas de Hidalgo, San Luis Potosi México 0.00817
120 B.gracilis 22.616 -101.737 Salinas de Hidalgo, San Luis Potosi México 0.00745

79  B.gracilis 25229 -101.026 Saltillo, Coahuila México 0.00819

81 B.gracilis 25229 -101.026 Saltillo, Coahuila México 0.00662
162a B.gracilis 34.157 -116.784 San Bernardino, California EUA  0.00553
162b B.gracilis  34.157 -116.784 San Bernardino, California EUA  0.00527
132 B.gracilis 21555 -101.298 San Felipe, Guanajuato México 0.00888
133 B.gracilis 21.555 -101.298 San Felipe, Guanajuato México 0.00920
3886 B.gracilis 35917 -107.050 Sandoval, New México EUA -
161la B.gracilis 31.418 -110.697 Santa Cruz, Arizona EUA  0.00479
161b B.gracilis  31.418 -110.697 Santa Cruz, Arizona EUA  0.00496
150a B.gracilis 45.678 -108.900 Stillwater, Montana EUA  0.00757
150b B.gracilis  45.678 -108.900 Stillwater, Montana EUA  0.00662
141a B.gracilis 37.401 -113.510 Washington, Utah EUA  0.00482
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Cuadro 11.1. Poblaciones de B. gracilis muestreadas. Ho es el valor de heterocigosidad

observada.

ID Especie  Latitud Longitud Localidad Pais Ho
141b B.gracilis  37.401 -113.510 Washington, Utah EUA  0.00520
5448 B.gracilis 28.392 -108.733 Yécora, Sonora México 0.00336
5449 B.gracilis 28.392 -108.733 Yécora, Sonora México 0.00432

Recuperacion de Polimorfismos de Nucleétido Simple (PNS).

El alineamiento de loci para realizar los anélisis de diversidad y estructura genética se realizo
solo con las 74 muestras de las poblaciones de B. gracilis (Cuadro I1.1) y las muestras de las
especies hermanas (Cuadro 1.1) para formar el grupo externo. Las secuencias se procesaron
con los parametros de alineamiento anteriormente descritos en el Cuadro 1.2; sin embargo, se
realizaron dos alineamientos que variaron en el nimero minimo de las muestras que debian
contener un locus. Los alineamientos se nombraron al y a2, donde al recupero todos los loci
que estuvieran presentes en por lo menos 4 muestras mientras que a2 solo recuperé los loci
que estuvieran presentes en todas las muestras con el objetivo de disminuir el nimero de loci

y poder manejar los archivos en los software para los analisis poblacionales.

Diversidad y estructura genética

Para obtener la estructura genética, se analiz6 el alineamiento al con el programa
STRUCTURE v 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) empleando un burn-in de 200000, un modelo
de mezcla y frecuencias alélicas correlacionadas, ademas no se incluy6 informacién previa
sobre la identidad de los taxones. El nimero de grupos (K) que se probaron fue 2 a 6 con 20
réplicas independientes para cada uno. ElI nimero de agrupaciones mas probable fue
estimado mediante el algoritmo natural de verosimilitud (log-likelihood) y el estadistico AK

fue estimado usando el Structure Harvester (Earl and VVonholdt, 2012).

El alineamiento a2 se empled para calcular los estadisticos poblacionales y la red de
haplotipos. La red se cre6 usando el paquete PEGAS (Paradis, 2010) en R. La reconstruccion
de haplotipos para los andlisis poblacionales posteriores se gener6 usando DnaSP v5.10
(Librado and Rozas, 2009). La divergencia haplotipica entre poblaciones (FST) y las
matrices de diferenciacion genética pareada (AMOVA) se calcularon usando Arlequin v3.5
(Excoffier and Lischer, 2010).
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Los modelos de conectividad poblacional se evaluaron usando el enfoque coalescente de
maxima probabilidad implementado en MIGRATE (Beerli and Felsenstein, 2001). Se
evaluaron cinco modelos: fuente-sumidero, migracion completa, stepping stone, N-isla y
considerando los tres grupos como una sola poblacion. Se registraron 10,000 pasos en
cadena, el burn-in se establecié en 10,000 y se empled un esquema de calentamiento con las
siguientes temperaturas: 1.0, 1.5, 3.0, 100000. Los resultados de verosimilitud marginal se
basaron en la aproximacion de Bazier donde se compararon y el modelo con el valor mas alto

se selecciond como el mejor modelo de aproximacion a nuestros datos.

Con el fin de investigar la relacion entre la distancia genética y geografica, se realiz6 una
prueba de Mantel (Mantel, 1967). La matriz de distancia genética obtenida se import6 a
Barrier 2.2 (Manni and Guérard, 2004) para identificar las barreras al flujo génico mas
probables, entre los grupos genéticos y filogenéticos. Este software emplea el algoritmo de
Monmonier para identificar las barreras geograficas mediante la prueba de correlacién entre

distancia geogréafica y genética entre las localidades muestreadas.

Modelado de Distribucion

Para elaborar los modelos de distribucion potencial de B. gracilis, se compilaron los registros
de presencia de la especie registrados en las bases de datos de colecciones de herbario como:
HUAA, IEB, Canada National Herbarium, NYBG, Smithsonian Institute, INEGI; ademas se
incluyeron colectas personales y de M.E. Siqueiros-Delgado (HUAA) asi como datos de la

Red Mundial de Informacion de la Biodiversidad (http://www.conabio.gob.mx/remib) y del

Global Biodiversity Information Facility (http://www.gbif.org). La base de datos fue

depurada siguiendo los siguientes pasos: se corroboraron y geo-referenciaron las localidades
de todos los registros, se eliminaron aquellas localidades ambiguas, muy generales y poco
claras, se eliminaron los registros repetidos y por Gltimo, para evitar la sobre representacion
de registros en un area se dejé un solo registro por 1 km? EIl nimero final de datos de

presencia de la especie empleado para realizar el modelado fueron 275.

Las capas climaticas se obtuvieron del sitio WorldClim (http://www.worldclim.org), se

emplearon cuatro escalas de tiempo diferentes: pasado —UItimo Maximo Glacial (hace aprox.
22000 afios) y Mitad del Holoceno (hace aprox. 6000 afios) —, presente (1960-1990) y futuro

(2050, IPPC5-rcp85). Todas las capas se emplearon en resolucién de 2.5 minutos, para las
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capas de pasado y futuro se usaron las capas del Modelo de Sistema de Clima Comunitario
(CCSM4). EI area de interés fue determinado por la interseccion de los poligonos de las
Ecorregiones Terrestres (Nivel 2; (EPA, 2017) con los registros de presencia de la especie.
La manipulacion de los datos y las capas se realizo en el programa QGI1S2.18.4 y el modelo

de distribucion geografica se realizé con el software Maxent (Phillips et al., 2006).

La prueba de multi-colinearidad se realizé con el Coeficiente de Correlacion de Pearson (r).
Las variables con un valor de correlacion mayor a 0.8 se excluyeron de todos los modelos
para prevenir el sobreajuste (Cuadro 11.2). EI modelado de distribucion se realiz6 usando la
configuracién estandar y 20% de los datos de presencia se emplearon para la prueba del
modelo. EI modelo se validé calculando el area bajo la curva generada por la curva

caracteristica de operacion del receptor (AUROCC).

Para la visualizacion de los modelos, se asignaron en el mapa colores para las areas con
probabilidad de 50 a 80% (azul) y mayor a 80% (negro). Los cambios en la idoneidad del
area de distribucion prevista para cada uno de los periodos se compararon visualmente entre
ellos y ademas se elaboraron mapas contrastando el area de distribucion de los modelos del
pasado (ultimo maximo glacial y Mitad del Holoceno), de Mitad del Holoceno contra el area

del modelo Presente y el area del Presente contra la del Futuro.

Adicionalmente, se realiz6 una comparacion de variables climaticas con un Analisis de
Componentes Principales (APC) excepto la variable de estacionalidad de la temperatura
(BIO4) ya que el rango de valores que presenta es muy amplio y tendia a influenciar los APC
enmascarando las otras variables. El analisis estadistico (PERMANOVA) se realizd para
determinar si las variables ambientales en cada uno de los tiempos de modelado (grupos)

eran estadisticamente diferentes.
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Cuadro 11.2. Variables ambientales empleadas para el modelado de nicho y sus
correlaciones.

Variables Climéaticas (excluidas en gris) Correlacion > 0.8
BIO1 = Annual Mean Temperature BIO6, BIO9, BIO11
B102 = Mean Diurnal Range (Mean of monthly (max temp - min
temp))
BIO3 = Isothermality (BIO2/BIO7) (* 100) BIOS6, BIO7, BIO9, BIO11
BIO4 = Temperature Seasonality (standard deviation *100) BIOS6, BIO7, BIO11
BIO5 = Max Temperature of Warmest Month BIO10
BIO6 = Min Temperature of Coldest Month BIO7, BIOY, BIO11
BIO7 = Temperature Annual Range (BIO5-BIO6) BIO10

B108 = Mean Temperature of Wettest Quarter

BIO9 = Mean Temperature of Driest Quarter BIO11

B1010 = Mean Temperature of Warmest Quarter

B1011 = Mean Temperature of Coldest Quarter

B1012 = Annual Precipitation BI013, BIO16
BIO13 = Precipitation of Wettest Month BIO16, BIO18
BIO14 = Precipitation of Driest Month BIO17

B1015 = Precipitation Seasonality (Coefficient of Variation)

BlO16 = Precipitation of Wettest Quarter BIO18

B1017 = Precipitation of Driest Quarter

B1018 = Precipitation of Warmest Quarter

B1019 = Precipitation of Coldest Quarter

11.3. Resultados

Recuperacion de SNPs

El numero de loci retenidos en el alineamiento fue de 16 loci con 97933 SNPs. La
heterocigosidad de las secuencias consenso vario de 0.00336 a 0.00920, donde los valores
mas altos de heterocigosidad (>0.008) se encontraron en las muestras de México y los mas
bajos en las muestras de Yécora, Sonora y de Huges, Dakota del Sur (Cuadro 11.1).

Diversidad genética y estructura poblacional
Empleando la aproximacion deltak (AK), se encontré que un modelo con tres agrupaciones

(K=3) se ajusta mejor a los datos. Al examinar la gréafica de probabilidades posteriores (Fig.
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I1.2 izquierda), dos grupos estan bien definidos e incluyen poblaciones del Centro de EUA
(CUSA) y México (MEX) respectivamente. Sin embargo las muestras en el tercer grupo,
nombrado WUSA-NMEX muestran una importante mezcla de frecuencias alélicas con los

otros dos grupos.

La red de haplotipos recuper6 19 haplotipos para las 74 muestras de B. gracilis a partir de la
matriz de 16 loci combinados. Nueve de los 19 haplotipos fueron compartidos entre
poblaciones y diez fueron privados. Los haplotipos mas compartidos fueron el H1, H2 y H3.
El haplotipo H1 esta presente en los tres grupos genéticos, mientras que el haplotipo H2 y el
H3 se comparten exclusivamente entre los grupos CUSA y WUSA (Fig. 11.2). El grupo de

México (MEX) es el que muestra mas haplotipos privados.

Los valores de las comparaciones pareadas de FST variaron de 0.0495 a 0.0748 y todos
fueron estadisticamente significativos (p<0.05; Cuadro I1.5), lo que indica una baja
diferenciacion entre los pares. Aun asi, la mayor distancia genética se presentd entre los
grupos MEX y WUSA-NMEX. Los valores GST fueron muy bajos para todos los grupos
indicando baja diferenciacion genética entre estos, la menor entre CUSA y MEX. Los valores

de NST fueron mas altos que los de GST indicando estructura filogeografica.

Los estadisticos poblacionales generados con el programa Arlequin se basaron en la
reconstruccion haplotipica obtenida en el programa DnaSP (Nh; Cuadro 11.5). DnaSP puede
leer automaticamente genotipos de individuos y separarlos de acuerdo a los codigos de
ambiguedad nucleotidica (IUPAC) para representar los sitios heterocigotos, generando dos
secuencias por individuo diploide. Los sitios polimorficos (S) fueron méas en el grupo
WUSA-NMEX y menos en el CUSA. La diversidad nucleotidica (pi) mas alta se presenté en
el grupo MEX y la més baja en el CUSA.

En cuanto a los estadisticos para evaluar la historia demografica de las agrupaciones
geneticas y de la especie (Cuadro 11.5), los valores de la D de Tajima fueron negativos y
significativos, lo que indica una desviacion de la neutralidad, es decir, que ha ocurrido
expansion, contraccién o migracion en los tres grupos. Por otro lado, los valores negativos de
la Fs de Fu muestran evidencia de un exceso de alelos, esto se espera en poblaciones con

expansion poblacional reciente o arrastre por ligamiento (genetic hitchhiking, genetic draft).
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Cuando las muestras fueron tratadas como una sola poblacidn la distribucion no coincidente
(Mismatch Distribution) fue bimodal, es decir que la poblacidn se encuentra en equilibrio
demografico. EI mismo resultado se observa, cuando las muestras se agrupan en los tres
grupos genéticos, para el grupo WUSA-NMEX y el MEX en el que la distribucion tiene
ondas (variaciones) mas profundas, sin embargo, para el grupo CUSA se muestra una
distribucion unimodal (Fig. 11.3), indicando que la poblacién ha pasado por una expansion
demografica reciente 0 una expansion de rango con altos niveles de migracion entre demes
vecinos (Excoffier, 2004; Hudson, 1990; Ray et al., 2003; Rogers and Harpending, 1992).
Los valores de SSD y el indice de irregularidad (raggedness index) no proveen evidencia de

expansion poblacional espacial (no significativos) para ninguno de los grupos.

48



T
-115.000 -100.000

Ba_AmopandeMorefos PU

8b_Acti lepandeMcveIos PU

5378_Durango-DGO_MX

133, SanFel-pe GTO §
al

20_Tagosdel: woreno-JA_ MX
1971 AL M

X
5375_Encarnacion- JAL WX
5341 ‘Enmmaaon JA)L(]MX

‘3

AU H10

XA

H6 ’—HZ

20, SallnasdeHgo-SLP'MX
107 RxoGlandS -ZAC_MIX

2449’Yeoora -SON"MX

2947
75 G'IeanaNL X

= /r”wu?\.Tm‘gx\

y

R
-3

3
173
233
aly
g)(
(o}

=

I

<

x

0
o
S
S
8
(o=t
1
>

1
fe]
&
S
2
8
5
7]
>

)
4

XANWN-VSOM

.,alron NM USA
Grant-NM_USA
hington-UT
_Samsemardmo CA USA
SanBernardi A‘USA

éumumlcm =)
N
@

B

= Sl
‘QZ S

(=

1%

>

200
NG = OR
9

S oo
>

3b”Coconino-
49”Buenaventura- CHH MX

0_Buenaventura-CHH_MX
a_Chaffee-CO_USA
b_Chaffee-CO_USA
a_RioArriba-NM_USA
5b_RioArriba-NM_USA
4 Apache-AZ_USA
4a_Apache-AZ_USA

6a_L. asAmma&'CO USA

6b_LasAnimas-CO_USA
-OK_USA |

6a_Jackson-OK“USA I

9a_,
9b_Joh

n.
dds
i5i
223
G50
>p>.

VSno

a
5Za_+uges- D_USA
Huges-SD_USA
Cherry-NE_USA
Cherry-| SA
4a_Norton- §'USA

55a_L ben{ S_USA

Figura Il. 2. 1zquierda: grafico del analisis Bayesiano de agrupamiento con Structure, se muestra la probabilidad (barras) de cada muestra de
ser asignada a uno de los tres grupos geneticos (K=3) de acuerdo a sus frecuencias alélicas. Centro: localizacion geografica de los grupos:
MEX- gris oscuro, CUSA- gris, WUSA-NMEX- gris claro. Los limites de los grupos se establecieron con base en las regiones ecoterrestres
(L2 y L3); ademas se muestran los gréaficos de pastel con la distribucion de haplotipos para cada grupo genético, los colores corresponden a
los observados en la red de haplotipos. Derecha: Red de haplotipos donde el tamafio del circulo corresponde a el nimero de muestras con el
haplotipo.
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Cuadro 11.3. Haplotipo de cada muestra de B. gracilis y agrupacion a la que corresponden
de acuerdo a los resultados de Structure.

Identificador Grupo | Haplotipo Identificador Grupo | Haplotipo
146a_LasAnimas-CO_EUA CUSA H1 75_Galeana-NL_MX MEX H1
146b_LasAnimas-CO_EUA CUSA H11 79_Saltillo-COA_MX MEX H8

148a_Laramie-WY_EUA CUSA H1 81_Saltillo-COA_MX MEX H1
149a_Johnson-WY_EUA CUSA H1 8a_Acatzingo-PUE_MX MEX H18
149b_Johnson-WY_EUA CUSA H1 8b_Acatzingo-PUE_MX MEX H19
150a_Stillwater-MT_EUA CUSA H1 91 Cuencame-DGO_MX MEX H1
150b_Stillwater-MT_EUA CUSA H1 92_Cuencame-DGO_MX MEX H1
151a Morton-ND_EUA CUSA H3 141a Washington-UT_EUA | WUSA H6
152a_Stanley-SD_EUA CUSA H3 141b Washington-UT_EUA | WUSA H6
152b_Stanley-SD_EUA CUSA H1 143a_Coconino-AZ_EUA WUSA H2
153a_Cherry-NE_EUA CUSA H1 143b_Coconino-AZ_EUA WUSA H2
153b_Cherry-NE_EUA CUSA H3 144a_Apache-AZ_EUA WUSA H2
154a_Norton-KS_EUA CUSA H1 144b_Apache-AZ EUA WUSA H2
154b_Norton-KS_EUA CUSA H3 145a_RioArriba-NM_EUA | WUSA H10
155a_Clark-KS_EUA CUSA H1 145b_RioArriba-NM_EUA | WUSA H5
155b_Clarkson-KS_EUA CUSA H1 147a_Chaffee-CO_EUA WUSA H5
156a_Jackson-OK_EUA CUSA H1 147b_Chaffee-CO_EUA WUSA H7
156b_Jackson-OK_EUA CUSA H3 160a_Cochise-AZ_EUA WUSA H1
3223 _Campbell-WY_EUA CUSA H1 162a_SanBernardino-CA_EUA | WUSA H5
3361_Beckham-OK_EUA CUSA H1 162b_SanBernardino-CA_EUA | WUSA H7
107_Fresnillo-ZAC_MX MEX H1 3875_CoconinoAZ_EUA WUSA H2
108_Fresnillo-ZAC_MX MEX H1 157a_Culberson-TX_EUA WUSA H3
116_Salinas-SLP_MX MEX H1 157b_Culberson-TX_EUA WUSA H4
120_Salinas-SLP_MX MEX H1 158b_Grant-NM_EUA WUSA H2
132_SanFelipe-GTO_MX MEX H1 160b_Cochise-AZ EUA WUSA H1
133_SanFelipe-GTO_MX MEX H1 161a_SantaCruz-AZ_EUA WUSA H8
19 LagosdeMoreno-JAL MX MEX H1l 161b_SantaCruz-AZ EUA WUSA H12
20 _LagosdeMoreno-JAL_MX MEX H1 3958 Catron-NM_EUA WUSA H2
2946_Aramberri-NL_MX MEX H13 5149 Buenaventura-CHH_MX | WUSA H3
2947_Aramberri-NL_MX MEX H14 5150 Buenaventura-CHH_MX | WUSA H15
38_Amadillo-SLP_MX MEX H1 5155a_Janos-CHH_MX WUSA H4
39 Amadillo-SLP_MX MEX H1 5157a_Janos-CHH_MX WUSA | H16
5107_RioGrande-ZAC_MX MEX H1 5423 _AquilesSerdan-CHH_MX | WUSA H1
5318 Durango-DGO_MX MEX H17 5427 AquilesSerdan-CHH_MX | WUSA H1
5345_Encarnacion-JAL_MX MEX H1 5435_Aldama-CHH_MX WUSA H4
5346_Encarnacion-JAL_MX MEX H1 5436 _Aldama-CHH_MX WUSA H4
5448 Yecora-SON_MX MEX H9
5449 Yecora-SON_MX MEX H9
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Cuadro 11.4. Expansién espacial estimada con parametros del supuesto de tamafio de deme constante (ARLEQUIN).

Parametros estimados CUSA WUSA-NMEX MEX
3.705 7.036 5.171
[0)
Tau (95% 1C) (1.807~10.543) (2.495~29.31) (3.027~21.303)
3.837 5.881 4.078
[0)
Theta (95% IC) (0.01~15.052) (0.008~21.952) (0.004~15.752)
Tasa de migracion 8332.627 167.334 317.288
) 0.0021 0.002 0.0043
Valor P 0.68 0.63 0.39
Indice de irregularidad 0.008 0.0016 0.0063
Valor P 0.42 0.99 0.77

Intervalos de confianza (IC), a = 0.05.

SSD: sum of squared deviations; suma de los cuadrados de las desviaciones.

Valores obtenidos de mismatch distribution bajo el modelo de expansion espacial.
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Figura Il. 3. Gréaficos de distribucion no coincidente (Mismatch Distribution), la linea gris
representa las diferencias pareadas esperadas y la linea negra representa las observadas.

La diferenciacion genética multilocus evaluada mediante AMOVA revel6 que la mayor proporcion de
la variacion genética ocurre a nivel intrapoblacional (97.31%), seguida de la observada entre las
poblaciones del mismo grupo (2.64%) y entre los grupos (0.04%). Los mismos resultados se
observaron al agrupar las muestras segun los resultados de agrupacién mediante frecuencias alélicas y
mediante clados filogenéticos (Cuadro 11.5, 11.6, 11.7). Los indices de fijacion también muestran que la
mayor diferenciacion genética ocurre entre poblaciones y no entre los grupos, los cuales tienen baja
estructura genética dada la poca diferenciacion entre alelos. A pesar de que todos los indices de fijacion
son significativos, los valores son muy bajos (<0.2) y entonces las diferencias entre individuos,

poblaciones y grupos son minimas.
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Cuadro 11.5. Comparaciones pareadas de estadisticos poblacionales.

FST (*nivel de significancia=0.05)
WUSA-NMEX MEX

MEX 0.0748*

CUSA 0.0495* 0.0585*
GST

MEX 0.00134

CUSA 0.00152 0.00018
NST

MEX 0.08221

CUSA 0.05964 0.05447

Cuadro 11.6. Estadisticos de genética de poblacionales para cada uno de los grupos genéticos.
N=tamafio de muestra; Nh= no. de haplotipos; Hd= diversidad haplotipica; S=sitios polimorficos;
Pi=diversidad nucleotidica; Nm=tasa de migracion.

Estadistico MEX WUSA-NMEX CUSA
N 18 34 22
No. de alelos 36 68 44
No. de alelos esperado 18.63728 25.76722 14.16303
Nh (haploNet) 36 (5) 60 (14) 40 (4)
Hd + sd 1.00 £ 0.00004 0.996 + 0.00001 0.995 + 0.00004
S 104 129 64
Pi + sd 0.007119 + 0.003624 0.007025 + 0.003529 0.003278 + 0.001747
Theta_pi 14.84921 14.65364 6.83827
Pruebas de Neutralidad
D de Tajima -1.51748 -1.57452 -1.90337
Valor de p 0.04 0.038 0.005
FS deFu -24.16611 -24.23665 -25.10042
Valor de p 0 0 0
SSD 0.00394 0.00153 0.0029
Valor de p 0.56 0.76 0.72
indice de irregularidad 0.00637 0.00161 0.00803
Valor de p 0.78 1 0.27
Nm 3.46
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Cuadro 11.7. Resultados de un AMOVA para las poblaciones sin agrupar. Significancia
estadistica (p<0.01%).

Fuente de variacion g.l. Suma de Varianza Porcentaje de variacion
cuadrados
Entre poblaciones 41 21.845 0.01334 Va 2.67
Dentro de las 106  51.500 0.48585 Vb 97.33
poblaciones
Total 147 79.345 0.49919 100
indice de fijacion
FST 0.02673*

Cuadro 11.8. Resultados de un AMOVA evaluando la particion de la variacion genética entre
los tres grupos genéticos. Significancia estadistica (p<0.01%*).

Fuente de variacion g.l. g2 de Varianza Porcentaje de variacion
cuadrados
Entre grupos 2 1.091 0.00022 Va* 0.04
Entre poblQURIES * 39 50,754 0.01320 Vb* 2.64
dentro de los grupos
Entre poblaciones 106  51.500 0.48585 Vc* 97.31
Total 147  79.345 0.49926 100
indices de fijacion
FSC (ind): 0.02645*
FST (pob): 0.02687*
FCT (gps): 0.00043*

Cuadro 11.9. Resultados de un AMOVA evaluando la particion de la variacion genetica entre
los cuatro grupos filogenéticos. Significancia estadistica (p<0.01%*).

Fuente de variacion g.l. . e Varianza Porcentaje de variacion
cuadrados
Entre grupos 3 1.773 0.00168 Va* 0.34
dE”tre poblaciones 20.072 0.01211 Vb* 2.42
entro de los grupos
Entre poblaciones 106 51.500 0.48585 Vc* 97.24
Total 147 73.345 0.49964 100
indices de fijacion
FSC (ind): 0.02431*
FST (pop): 0.02760*
FCT (gps): 0.00337*
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El valor estadistico de correlacion entre las matrices de distancia genética y geogréafica de las 42
poblaciones de B. gracilis fue baja y significativa (r = 0.1044317, p = 0.045; Fig. 11.4). El anélisis de
barreras geogréficas empleando Barrier sugiere que las rupturas genéticas concuerdan con las dos
aereas montafiosas mas grandes incluidas en el area de distribucion de B. gracilis: La Sierra Madre
Oriental y las Montafias Rocallosas del Sur, es decir las que abarcan: Wyoming, Colorado y Nuevo
México (Fig. 11.5). EI modelo de migracion que mejor representd nuestros datos fue el modelo de N-
isla (-3235.47 log ML) en el cual todas las poblaciones estan conectadas a través de una migracion
constante. El valor del nimero efectivo de individuos multiplicado por la tasa de migracion (Nm),
indica que hay flujo génico entre las poblaciones.

genetic distances (Fst)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

geographic distances (km)

Figura Il. 4. Prueba de Mantel, correlacion entre las matrices geograficas y genéticas de 42
poblaciones (circulos vacios) de B. gracilis (r=0.1044317, p=0.045).
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Figura Il. 5. Mapas mostrando las barreras geograficas segun el analisis de Barrier basado en los
valores pareados de FST de las poblaciones de B. gracilis. A. En negro se resaltan las regiones
terrestres que coinciden geograficamente con las barreras resultantes del analisis: Sierra Madre
Oriental en México, Montafias Rocallosas del sur en Wyoming, Colorado y Nuevo México, y
las Montafias Altas de Gila en Arizona y Nuevo México. B. Lineas representando barreras al
flujo génico entre las poblaciones (puntos). C. Mapeo de las cinco barreras resultantes del
andlisis en Barrier.
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Modelado de Distribucion

Los modelos finales mostraron alta precision con valores de area bajo la curva (AUC) mayores de 0.7
cuando se prob6 el modelo con los datos de prueba. Los resultados del Jacknife indican que la
precipitacion del mes méas seco (Bio 14) es la variable que més informacion da por si sola para el
modelo la distribucion de B. gracilis en los cuatro tiempos (Cuadro 11.10). Por otro lado, la variable que
aporta informacién anica para los modelos del dltimo méximo glacial, holoceno medio y tiempo
presente fue la precipitacion del mes mas seco; mientras que para el modelo del futuro fue la
temperatura media del cuarto méas himedo. El porcentaje de contribucion se determina heuristicamente

y depende del patrén particular que el cddigo de Maxent emplea para obtener la mejor solucion.

Cuadro 11.10. Variables que influyen en el modelado de distribucién de B. gracilis en cuatro
tiempos diferentes.
Variable con Jacknife AUC
Tiempo del mayor La més Gtil por si La variable que aporta datos de
modelo contribucion al sola P informacién que no entrenamiento/datos
modelo proporciona en otra variable de prueba
Ultimo Bigkley Bio 14: Precipitacion del mes
Maximo Bio 14 (47.2%) Precipitacion del ' P 0.811/0.747
. ; mas seco
Glaciar mes mas seco
Holoceno EIGH Bio 14: Precipitacion del mes
. Bio 14 (31.4%) | Precipitacion del - Frecip 0.826/0.764
medio . mas seco
mes mas seco
Presente Bio 14} Bio 14: Precipitacion del mes
. 0 L :
(1960-1999) Bio 14 (36.7%) PreC|p|ta}0|on del mAs s 0.822/0.0.764
mes mas seco
Futuro (2041- Ei0 14: Bio 8: Temperatura media
Bio 14 (24.3%) Precipitacion del ) Peresls 0.829/0.763
2060) . del cuarto mas humedo
mes mas seco

La prediccién de distribucion mayor al 50% vari6 entre todos los modelos (Fig. 11.6). La distribucion
de la especie durante el ultimo maximo glaciar es menor hacia el Norte, donde 50% de la probabilidad
de encontrar a la especie apenas cruza el limite entre EUA y Canadéa y abarca un area homogenea en el
centro de EUA y México. Asi mismo, para el modelo del ultimo maximo glacial el 80% de
probabilidad se limita exclusivamente a Meéxico, especificamente al centro del pais y al estado de
Chihuahua. EI modelo para la el Holoceno medio muestra un aumento del area con probabilidad >80%

en el lado este de las Montafias Rocallosas, es decir en la planicie central de EUA y hacia el sur de las
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montafias de Gila en Nuevo México y Arizona. Asi mismo, se observa una contraccion del area de
probabilidad >80% de distribucién en el norte y centro de México y de manera general una contraccion
del area de distribucién con probabilidad del 50% en el oeste de EUA contrastando con un aumento

hacia el norte y el este (Fig. 11.6).

Al comparar la prediccion de la distribucién actual con la prediccion hacia el futuro bajo el escenario
RCP8.5 (Representativa Concentracion Pathways) se observan cambios minimos en las areas con
>80% de probabilidad. La mayor expansién de area de distribucion de B. gracilis se proyectd entre el
periodo del ultimo maximo glacial y el holoceno medio (Fig. 11.7, 1zq.), en donde se aprecia una ligera
contraccion de area en el centro y norte de México y la expansion de la especie hacia el este de las
Montafias Rocallosas y hacia el suroeste de las montafias de Gila en Nuevo México y Arizona. Al
comparar la distribucion entre el Holoceno medio y el presente, los cambios son minimos (Fig. 11.7,
Der.)

El ACP de las variables climaticas de los cuatro tiempos de modelado de distribucion requirié dos
componentes para explicar mas del 90% de la variacién (CP1 80.5, CP2 11.52). Los porcentajes de
variacion del CP1 y CP2 indican que la variacion climética entre los puntos de muestreo es baja. Las
variables que mas informacion aportaron para el acomodo de los datos en el CP2 -para el LGM- y el
CP1 para los tiempos restantes fueron: Precipitacion Anual (BIO12), Precipitacién del cuarto mas
hdimedo (BIO16), Precipitacion del cuarto més calido (BIO 18), Precipitacion del mes mas humedo
(B1013). El andlisis estadistico para comparar los grupos (diferentes tiempos) indica que las variables
climaticas de los sitios de muestreo de B. gracilis no son estadisticamente diferentes entre los tiempos
empleados para los modelos de distribucion (Fig. 11.9). Asi mismo, al evaluar por separado cada uno de
los tiempos, la variacion climatica entre México, EUA y Canada no es suficiente para separar los

grupos geograficos (Fig. 11: 10).

58



Figura I1. 6. Modelado de Distribucion de Bouteloua gracilis en cuatro tiempos diferentes: Ultimo Maximo Glaciar (~20,000), Mitad

EU & MX

Ultimo Méx. Glacial
N 05-08
Il >08

EU & MX

(] Estados MX
[ Estados EU
Presente 1960-1990
W 05-08

N >os8

EU & MX

[ Estados MX
[ Estados EU
Mid-Holocene 6000
W 05-08
o8

EU & MX

[ Estados MX
[ Estados EU
Futuro2050rcp85
W 05-08
N >o0s8

-40.0

L
-120.0

del Holoceno (~ hace 6000), Presente (1960-1990) y Futuro (2041-2060; RCP8.5). La probabilidad de presencia de la especie mayor

a 0.5 se muestra en azul y >0.8 se muestra en negro.

59



-120.0 -100.0 -120.0 -100.0

\ ~ \ e
N - ' X '
40.0
: D, —ou ¥ aifi (o
’ . A l \ v
EU & MX EU & MX
[] Estados MX [] Canada_Provincias
[] Estados EU [] Estados MX
Ultimo Méx. Glacial 22000 [ Estados EU
200| mm>o08 20.0[  Mid-Holocene 6000
Mid-Holocene 6000 B >038
B >08 Presente 1960-1990
I >08
1 L 1

Figura I1. 7. Comparacion de areas con >80% de probabilidad de distribucion de la especie. Izquierda: Ultimo Méaximo Glaciar en rojo
comparado con Mitad del Holoceno en negro (con transparencia). Derecha: Mitad del Holoceno en verde comparado con el Presente
en negro (con transparencia).
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Figura 1. 8. Comparacion de areas con >80% de probabilidad de distribucion de la
especie en el Presente (1960-1999) en negro con transparencia, contra el Futuro

(2041-2060, rcp85) en naranja.
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Figura Il. 9. Analisis de Componentes Principales de las variables climaticas para cada punto empleado para realizar los
modelos en los cuatro tiempos: Ultimo méaximo glacial (LGM, ~22000), Holoceno medio (Mid-Holocene, ~6000), Presente

(1960-1999) vy el Futuro (2041-2060, rcp85). Cuadro con los resultados del PERMANOVA (p 0.05) y las comparaciones
pareadas.
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Figura I1. 10. ACP de las caracteristicas climaticas en cada punto para cada tiempo: Ultimo maximo glacial (LGM, ~22000), Mitad

del Holoceno (Mid-Holocene, ~6000), Presente (1960-1999) y el Futuro (2041-2060). En los graficos los CP 1y 2, asi como la
ubicacion de las muestras: México (elipse verde), EEUU (elipse negra) y Canada (elipse azul), las elipses representan la

concentracion del 95% de los datos. En el texto se muestra el porcentaje de variacion para cada PC.
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11.4. Discusion

Los estudios sobre el pasto navajita azul se volvieron relevantes desde 1941 después de
que Andrew Riegel resalté su importancia como un pasto nativo para resiembra de tierras
abandonadas y pastizales sobre pastoreados en la Gran Planicie de Norte América (Riegel,
1941). Ademaés de su importancia y dominancia en el bioma de pastizal, la respuesta de B.
gracilis a la sequia (Arredondo et al., 2018; Bushey, 2018; Cherwin and Knapp, 2012;
Joern and Mole, 2005; Rondeau et al., 2018); y el pastoreo (Augustine et al., 2018;
Espinoza et al., 2017) ha atraido la atencion de investigadores. Sin embargo, a pesar de
que esta especie ha sido ampliamente estudiada, el estado de sus poblaciones en todo su
rango se desconocia hasta la realizacion de este estudio.

Como se presentd en el capitulo I, las relaciones filogenéticas mostraron suficiente
resolucion debido a la variacion genética dentro de la especie B. gracilis. En cuanto a la
estructura genética, esta variacion fue suficiente para determinar grupos genéticos. El
numero de clados en la inferencia filogenética (Fig. 1.11) y los clister en el analisis de
estructura poblacional (Fig. 11.2) no fueron completamente concordantes, especialmente
por las muestras del norte de México y las del oeste de EUA, las cuales gquedaron
incluidas en un sélo cluster mientras que en la filogenia estas muestras se dividieron en
dos clados que no comparten ancestria inmediata (clado A y B2, Fig. 1.11). Todas las
muestras pertenecientes al grupo WUSA-NMEX mostraron diferentes proporciones de
probabilidad de pertenecer al grupo MEX sin observarse ninguna relacion con su cercania
geografica a las muestras de este grupo; en contraste, las muestras que comparten
frecuencias alélicas con el grupo del CUSA estan cercanas geograficamente a las muestras
de este grupo. Este patron de mezcla de alelos sugiere que los alelos provenientes del
grupo de MEX estan conservados en los otros grupos y por lo tanto presentan una amplia
distribucion, indicando que, bajo la teoria de coalescencia, estos alelos son los mas
antiguos (Hudson, 1990). Por otro lado, la red haplotipica revela que el haplotipo H1 es el
haplotipo mas frecuente, estando presente en 47% de las muestras, y el que tiene mas
haplotipos descendientes sugiriendo que es el haplotipo ancestral (Castelloe and

Templeton, 1994) que claramente se origind en México (Fig. 11.2).
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Los grupos de EUA (Centro y Oeste) incluyen, entre sus haplotipos mas abundantes el H3
asi como sus derivados H2 y H4, todos estos a su vez son derivados del H1 (red de
haplotipos, Fig. 11.2). Como se mencion6 anteriormente, la distribucion de haplotipos
muestra evidencia de la migracién de B. gracilis desde México hacia el norte mediante
dos rutas migratorias que probablemente ocurrieron a diferente tiempo: el haplotipo H1
migro desde el norte de México al noroeste a través de Texas, Arizona y Nuevo México y,
al norte-centro a través de Nuevo México hacia el pastizal central de Norteamérica en la
gran planicie. Reportes previos han confirmado la existencia de afinidades floristicas entre
el norte de México y el suroeste de EUA (McLaughlin, 1989; Rzedowski, 1975), lo que
apoya la existencia de las rutas geograficas sugeridas para la especie. Asi mismo, la flora
del Desierto Chihuahuense muestra afinidades con el sureste de Arizona y la parte sur de
la Meseta de Colorado (McLaughlin, 1989), y los pastizales semiaridos del Altiplano
Mexicano son considerados una extension de la amplia regién continua de pastizales del

oeste y suroeste de Norteamérica (Rzedowski, 1975).

A pesar de que la prueba de Evanno resolvid tres grupos genéticos con base en los
estadisticos F y las comparaciones pareadas de FST, estos grupos no muestran estructura
genética y la proporcion de variabilidad genética es mayor entre poblaciones que entre y
dentro de los grupos. La falta de estructura genética en los grupos también se confirma
con la mezcla de alelos observada en los analisis de Structure y con el sorteo de haplotipos
en donde es evidente que las poblaciones del pastizal central de Norteamérica y de la
region montafiosa del sureste de EUA no estdn completamente diferenciadas

genéticamente.

Por otro lado, valores mas altos de NST que de GST son interpretados cominmente como
evidencia de que haplotipos cercanamente relacionados se encuentran en las mismas
poblaciones, sin embargo estas diferencias entre estos valores pueden también deberse a
artefactos de muestreo o indices de mutacion desiguales entre linajes, mas que la
existencia de estructura filogeografica (Lowe et al., 2009). En este caso, hemos visto que
los haplotipos cercanamente emparentados se encuentran en poblaciones diferentes y
distantes y que las distancias genética y geografica no estan correlacionadas lo que apoya

la baja estructura filogeografica entre los grupos de B. gracilis.
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Los factores que determinan la diferenciacion entre las poblaciones naturales incluyen su
sistema de reproduccién cruzada, el grado de aislamiento (que afecta la tasa de flujo
génico interpoblacional), y su tamafio poblacional efectivo. EI nUmero de migrantes (Nm)
como una medida indirecta de flujo génico, reveld que las poblaciones tienen “alto flujo
génico” dado que un valor mayor a uno, indica que el efecto de flujo génico es mayor que
el efecto de deriva (Lowe et al., 2009). Aungue las mediciones de Nm no se consideran
apropiadas para determinar el movimiento de genes (Bossart and Prowell, 1998; Sork et
al., 1999), el tamafio de muestra y el alto nimero de loci proporcionan estimaciones de
Nm mas confiables (Whitlock and Mccauley, 1999). Ademas la migracién entre las
poblaciones de B. gracilis se explica mejor con el modelo de N-island que apoya la
existencia de diferentes demes que estan conectados por una tasa de migracion constante
(Slatkin and Voelm, 1991). Estudios previos que describen caracteres demograficos de B.
gracilis han encontrado intercambio de migrantes exitoso y flujo génico asi como banco
de semillas renovado en poblaciones de B. gracilis (Fair et al., 1999; Minnick and Coffin,
1999). Las semillas y el polen de B. gracilis se dispersan principalmente por el viento
(Coffin and Lauenroth, 1989) y las espiguillas (la unidad de dispersion) puede volar 25
millas (40 km) o mas sin caer (Cheplick, 1998). En este contexto, incluso medidas directas
de dispersion no necesariamente reflejan al movimiento de genes, pero la presencia de
plantulas con diferentes genotipos reemplazando plantas muertas en las poblaciones de B.
gracilis, sugiere la presencia de variabilidad genética a través del tiempo (Fair et al.,
1999). Entonces entre las poblaciones de esta especie, la diferenciacion genética puede
estarse impidiendo por el intercambio de polen y semillas, facilitando el flujo de genes

entre las poblaciones (Loveless and Hamrick, 1984).

Contrastando los resultados obtenidos sobre migracion y flujo génico, se observd
aislamiento genético en algunas poblaciones. Las poblaciones de Yécora-Sonora, San
Bernardino-California, Rio Arriba-Arizona y Chaffe-Colorado fueron genéticamente las
mas distintas (FST>0.5) de todas las del rango muestreado. Resulta interesante que todas
estas poblaciones se encuentran dentro o en la cima de areas montafiosas, sin embargo la
altitud no es el factor que estd influyendo en la diferenciacion genetica de estas
poblaciones dado que algunas localidades en el centro de México como Fresnillo-

Zacatecas y San Felipe-Guanajuato se encuentran también en altitudes mayores a 2100 m
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y no se encontrd aislamiento genético de las mismas. Es asi que, la fisiografia de las areas
montafiosas parece ser el principal aspecto que interfiere con el intercambio genético entre
estas poblaciones. Las cadenas montafiosas de Norteamérica corren en direccion norte-sur
por largas distancias, sirven como buenas barreras al flujo génico entre poblaciones que se
encuentren en ambos lados, especialmente durante periodos de glaciacion (Swenson and
Howard, 2005), conformando islas ecoldgicas como se ha sefialado para la Sierra Madre
Occidental en Meéxico (Rzedowski, 1991). EI aislamiento de estas poblaciones,
principalmente la de Yécora-Sonora, fue confirmada también por los valores de
heterocigosidad observada (0.00336 y 0.00432).

La genealogia de B. gracilis, las pruebas de neutralidad y la distribucién no coincidente
son evidencia de expansion demografica o probablemente, en este caso, expansion de
distribucion con altos niveles de migracion entre grupos vecinos (Rogers and Harpending,
1992). Cuando las muestras se agruparon en los tres grupos genéticos, la distribucion no
coincidente confirma expansion demografica de los grupos MEX y WUSA-NMEX, sin
embargo en el grupo de MEX las diferencias pareadas muestran fluctuaciones a lo largo
de la distribucion de campana que pudieran ser interpretados como signos de estabilidad
demografica pasada seguida de una expansion. Resulta interesante que de las dos
formaciones geoldgicas del Desierto Chihuahuense, el altiplano mexicano ha sido
geoldgicamente y climaticamente estable desde la mitad del Mioceno (Morafka, 1977),
mientras que las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno en las regiones aridas del norte,
ha llevado a cambios en el nimero de poblaciones, el tamafio y la variacion genética de
algunos taxa de estas areas desérticas (Angulo et al., 2017; Loera et al., 2017). En este
contexto estos resultados proporcionan evidencia del establecimiento de poblaciones
estables en el altiplano mexicano y su expansion hacia la zona montafiosa del oeste de de
EUA y aparentemente mas recientemente a las grandes planicies de Norteamérica dado
que, de acuerdo con Anderson (2006) los pastizales centrales de EUA son de origen
reciente. Esto coincide también con la edad reciente de expansién obtenida para el grupo
de CUSA (menor edad de expansion, 1=3.705) y con los resultados del modelado de

distribucién.
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El pasto navajita azul es considerado muy plastico en respuesta a la sequia, falta de
nutrientes y pastoreo (Alward and Joern, 1993; Derner and Briske, 1999; Johnson and
Biondini, 2001) ademé&s sus poblaciones muestran baja vulnerabilidad a diferentes
presiones selectivas por lo que se ha concluido que la presencia de condiciones climaticas
extremas son importantes para la dindmica de sus poblaciones (Fair et al., 1999; Kotanen
and Bergelson, 2000). El rango geografico actual de B. gracilis es amplio y la especie
definitivamente esta adaptada a una gama amplia de condiciones climéticas, sin embargo
especificamente los pastizales de Norteamérica se caracterizan por una complejidad
topografica baja y gradientes climaticos suaves (Lauenroth et al., 1999), en particular la
pradera de pastos bajos se caracteriza por un bajo indice de perturbaciones (Coffin and
Lauenroth, 1989). Estas caracteristicas pueden estar influenciando la baja diversidad
nucleotidica, nimero de sitios polimorficos y diversidad haplotipica en las poblaciones del
grupo CUSA. En general la variacion genética observada no es suficiente para pensar que

la especie B. gracilis presenta diferentes ecotipos o subespecies.

Aunque en este estudio no se realizd cuantificacion de cromosomas para conocer los
diferentes niveles de ploidia de las poblaciones estudiadas, lo reportado en la literatura
hasta el momento para la especie sugiere que en México solo se encuentran poblaciones
diploides y tetraploides mientras que en Estados Unidos se localizan poblaciones con
niveles superiores de ploidia (Fig. 11.1). Lo anterior, asi como los resultados del modelado
de distribucién, coinciden con el antecedente de que la duplicacién del genoma esta
asociada a cambios del ambiente y que los diploides se encuentran tipicamente en areas
refugio, mientras que los poliploides son mas frecuentes en areas de glaciacion previa
(Ehrendorfer, 1980). Esta evidencia sumada a los resultados de este trabajo, coincide con
la hipotesis de que las poblaciones de México son las mas ancestrales y que
climaticamente, han soportado por menos variacion en comparacion con las poblaciones

del norte.
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Modelado de Distribucion

Los ciclos de glaciacion-interglaciacion del Pleistoceno sugieren que las areas que tienen
mayor estabilidad estarian caracterizados por altos niveles de diversidad genética; en
contraste, se espera que las areas con poca estabilidad representan &reas recientemente
colonizadas y exhiben bajos niveles de diversidad genética (Loera et al., 2017). De
acuerdo a lo encontrado con el modelado de distribucion las zonas que han mantenido
caracteristicas climaticas aptas y estables para la distribucién de la especie en todos los
tiempos corresponden al centro de México y Chihuahua, esto coincide perfectamente con
la variacion genética de las poblaciones, pues estas zonas presentaron los mayores niveles
de diversidad genética (pi, S; cuadro 11.6). Por el contrario, las areas con mayores cambios
de distribucion, por lo menos entre el pleistoceno y la mitad del holoceno, fueron el centro
y este de Estados Unidos, en donde de acuerdo a lo mencionado por Loera et al (2017), se
esperaria encontrar menor diversidad genética y ser las areas recientemente colonizadas
Como ya se menciond, efectivamente las poblaciones del centro de Estados Unidos
presentaron menor diversidad genética y un tiempo de expansidbn méas reciente en

comparacion con los otros dos grupos MEX y NMEX-WUSA.

Actualmente el pastizal de Norteamérica se extiende desde el centro de Saskatchewan y
Alberta hasta las areas altas del centro de México y desde lllinois-Indiana a California
(Anderson, 2006; Lauenroth et al., 1999; Rzedowski, 2006). El estudio de micro y macro
fésiles han evidenciado diversos aspectos del surgimiento de los pastizales en
Norteamérica, entre estos, que su aparicién no es mayor al periodo postglacial (post-
Pleistoceno) es decir menor a 10,000 afios 0 un poco mas tarde en el Holoceno (Anexo H).
La evidencia sugiere que los pastizales de la Gran Planicie no existian hace 18000 afios
(Wright, 1981) y en el Pleistoceno temprano y mediano (~12,000 afios) la presencia de
planicies abiertas se redujeron en area mientras que los bosques y zonas arboladas se
extendian gracias a los climas himedos del periodo fluvio-glacial. Durante el Holoceno
temprano y medio, el area actual de pastizales era un gran bosque semiabierto asi como
zonas boscosas con parches de pasto aislados. El periodo postglacial favorecié el
establecimiento de la vegetacion actual en Nuevo Meéxico, el Desierto Chihuahuense, el
centro de Texas (encino-pastizal), mientras que la pradera mixta del sur de Canada y de

lowa se desarrollo més recientemente (Axelrod, 1985).
69



De acuerdo con la historia de la formacién de los pastizales de la gran planicie, no pudo
haber sido si no hasta hace 10000 u 8000 afios que los elementos de Bouteloua se
movieron a la zona central de la Gran Planicie de Estados Unidos (Cain 1951). Los
resultados obtenidos en este trabajo apoyan esta hipotesis pues de acuerdo con el
modelado de distribucion, B. gracilis encontré las condiciones climaticas adecuadas para
expandirse hacia el norte hasta la mitad del Holoceno (Fig. I1.6). Por otro lado, de acuerdo
a los resultados de la red haplotipica, en parrafos anteriores se sugerian dos rutas de
migracion que coinciden con lo observado en el mapa del modelado de distribucion

durante el Holoceno medio (Fig. 11.6).

Las condiciones climaticas en México durante el Ultimo Maximo Glacial (LGM) (23,000
a 10,000 afios) fueron secas y frias, mientras que la etapa temprana de la mitad del
Holoceno (~6000) fue probablemente mas caliente y himeda que en la actualidad y en el
Holoceno tardio mas caliente y secandose hacia las condiciones actuales. Las condiciones
desérticas se presentaron hasta hace 4000 afios (Metcalfe et al., 2000). Como se ha
evidenciado, la cantidad de humedad fue un factor climatico variable durante la
conformacion de los pastizales de México y Estados Unidos, en relacion a esto, los
resultados del ACP (Fig. 11.10) mostraron que son principalmente las variables de
precipitacion las que difieren entre el ultimo maximo glacial y los subsecuentes tiempos
(precipitacion anual-B1012, precipitacion del cuarto mas humedo-BIO16, precipitacion

del cuarto mas calido-BIO 18, precipitacion del mes mas himedo-B1013).

Los procesos evolutivos y filogeograficos de algunos taxa de Norteamérica se han
asociado a los eventos climaticos y orogénicos historicos (Angulo et al., 2017; Gugger et
al., 2013; Loera et al., 2017). Asi mismo durante el Pleistoceno, ocurrieron expansiones
demogréficas y estructuracion filogeografica de los taxa del Desierto Chihuahuense
(Vésquez-Cruz and Sosa, 2016). En este caso, es evidente que los procesos climaticos
permitieron la expansion de B. gracilis hacia el norte después de la glaciacion. Por otro
lado, se ha sugerido que la expansion de la cordillera de las Montafias Rocallosas que
corre hacia el sur desde las placas continentales de hielo del Pleistoceno ha sido la mayor
influencia en la evolucion de las plantas que albergan altos niveles de variacidon en

Norteamérica (DeChaine and Martin, 2005). En este estudio se encontrd evidencia de que
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las montafias rocallosas del sur pueden estar representando una barrera al flujo genético
entre las poblaciones que se encuentran de un lado y del otro. En este punto, resulta
importante mencionar que el levantamiento de las Montafias Rocallosas ocurrio en el
Mioceno tardio y una de sus consecuencias climaticas importantes fue que interceptd
parcialmente la humedad de las tormentas invernales provenientes del pacifico (Axelrod,
1985). Ahora que esta claro que durante el Mioceno B. gracilis no se encontraba en dicha
zona, se corrobora que la variacion genética de B. gracilis no se vio influenciada
directamente por el levantamiento de las Rocallosas del sur si no que la diferencia
genética observada entre las poblaciones del este y oeste de las montafias se deriva
inicialmente de las dos rutas de expansion que siguio la especie desde el norte de México

y posteriormente del aislamiento.

Como menciona Cain (1951), los cambios en el pastizal de Norteamérica desde mediados
del Holoceno hasta el presente han sido minimas, siendo principalmente contracciones y
expansiones de area. Esto mismo se observa en los modelos de distribucién potencial
obtenidos y también en los graficos de ACP (Fig. 11.10), donde la variacion climatica entre
el Holoceno medio, el presente y el futuro son imperceptibles. En cuanto al modelado de
distribucion hacia el futuro se representan cambios menores de contraccion general del
area con probabilidad >50% y aumentos de probabilidad de ocurrencia >80%, tanto en el
centro como en el oeste de Estados Unidos. De acuerdo a las predicciones de
calentamiento continuo y el aumento en cantidades y regimenes de precipitacion en la
Gran Planicie (Solomon, 2007), autores sugieren que la envoltura climatica que define la
distribucion actual del ecosistema de la pradera de pasto corto (dominada por B. gracilis,
navajita azul) se puede extender al este (L. Giuliani et al., 2014), sin embargo los
resultados aqui presentados no reflejan esta prediccion. Lo anterior no significa que las
poblaciones de B. gracilis y el ecosistema de pastizal estén exentos de sufrir alteraciones
como consecuencia del cambio climéatico pues diversas situaciones de cambio deben
seguir atendiéndose, por ejemplo la disponibilidad y cantidad de agua, los riesgos
asociados a las especies invasoras y los impactos en las comunidades rurales y la

agricultura (Romsdahl et al., 2013)
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Capitulo I11. Variacion morfolégica de Bouteloua gracilis

I11.1. Introduccion

La morfologia de Bouteloua gracilis ha sido descrita como una planta amacollada perene,
frecuentemente con rizomas cortos y fuertes, sus tallos generalmente 25-60 (-70) cm de
largo pero ocasionalmente mas cortos, erectos o de alguna forma geniculados en la base;
nodos glabros o minuciosamente pilosos. Vainas glabras o esparcidamente largo-hirsutas.
La ligula es una franja de pelos cortos, a veces con mechones de pelos largos marginales.
Las laminas son cortas, planas en la base, 1-2.5 mm de ancho, generalmente escabrosa o
corta-pubescente en la superficie axial y con frecuencia esparcido hirsuta. Inflorescencia
con 1-3 (-4) ramas; ramas de 1.5-5 (-7) cm de largo, gruesas y densamente floreadas; el
raquis escabroso en la espalda, terminado en una espiguilla apical generalmente reducida
y en ocasiones semejando una continuacion del raquis. Las espiguillas pectinadas
comunmente 40-90 o mas por rama, estrechamente colocadas. Glumas glabras o
escabrosas a hirsutas en el nervio central con pelos papilosos en la base. Lema de 4-5.5
mm de largo, pubescentes al menos en la base, con tres aristas de las hendiduras apical y
lateral, las aristas de 1-3 mm de largo. Raquilla con mechones de pelo en la base de la flor
perfecta y en la base del rudimento aristado. Rudimento secundario (sin aristas) presente
en ocasiones. Cariopside angostamente obovada, 2.5-3 mm de largo y aprox. 0.5 mm de
ancho (Gould, 1980).

Ademas se reporta que la espiga porta de 40 a 100 espiguillas de color verde, cambiando a
purpura oscuro en la madurez. Las glumas son desiguales, la primera de 2 a 3 mm de
longitud, glabra, la segunda gluma de 5 a 6.5 mm de longitud, apiculada, no mucronada
usualmente esparcido pilosa o hispida, a menudo papiloso-pubescente, pelos de 2 a 3 mm
de longitud en ocasiones no pilosa pero con pubescencia corta y densa en los extremos,
ocasionalmente con tubérculos purpureos en la madurez. Las anteras de 2.2 a 2.5 mm de

longitud, color amarillo. Florece de julio a noviembre (Herrera Arrieta et al., 2004).

Como se demuestra en las descripciones de la especie citadas, los ejemplares examinados
muestran variacion morfologica. Entre los caracteres mas variables dentro de la especie

resaltan el niamero de espiguillas en la espiga (de 40 a 100), la variacion de color de las
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espiguillas de verde a purpura, la longitud de las glumas, la presencia de pelos en las
glumas, el tipo de pelos en las glumas, la longitud de las anteras, la longitud de los tallos,
y la longitud y el nimero de ramas en la inflorescencia. Una evidencia de la gran
variacion que se puede llegar a encontrar en las poblaciones de esta especie es un estudio
realizado con caracteres morfoldgicos de poblaciones de Chihuahua, México, en el cual se

llegaron a determinar 173 ecotipos (Morales Nieto et al., 2009).

La variacion morfologica de B. gracilis se ha reportado a lo largo de su area de
distribucion (Aguado-Santacruz et al., 2004; Gould, 1980; McGinnies et al., 1988), donde
esta sometida a climas aridos y semiaridos y es tolerante al frio, a la sequia y a los suelos
alcalinos (Salas-Luévano et al., 2017). En relacién a esto, un estudio reciente encontro que
el tamafio de la hoja en B. gracilis esta correlacionado con aspectos climaticos del habitat
de origen de cada planta, por esto se ha sefialado que la variacion morfoldgica substancial
que existe entre las poblaciones de B. gracilis demuestra que la adaptacion local, a
diferentes climas, intensidades de pastoreo y ambientes competitivos, es importante para
la especie (Butterfield and Wood, 2015). Algunos otros autores han concluido que la
variacion morfoldgica entre las poblaciones de B. gracilis reflejan y responden a la
variacion espaciotemporal de factores ambientales como las caracteristicas del suelo, la
cobertura de las plantas y la precipitacién, pero no el pastoreo (Kotanen and Bergelson,
2000; McGinnies et al., 1988). Ademas se ha sugerido que la plasticidad observada en las
raices de algunos pastos, entre ellos B. gracilis (Schizachyrium scoparium (Michx.) Nash,
Andropogon gerardii Vitman, Pascopyrum smithii (Rydb.) Barkworth & D.R. Dewey), de
comunidades mésicas y semiaridas esta influenciada por las variables abidticas que
prevalecen, ademas de las respuestas especificas de cada especie (Derner and Briske,
1999).

Algunas investigaciones han abordado el estudio de caracteres de la especie empleando
experimentos de jardin comun (Butterfield and Wood, 2015; Riegel, 1940) y algunos otros
con observaciones directas en campo (Kotanen and Bergelson, 2000). EI primer estudio
sobre la variacion del crecimiento del pasto navajita azul lo realizdé Riegel en 1940 con
plantas a partir de semillas obtenidas de diferentes estados del centro de EEUU dentro de

la Gran Planicie. En este estudio se reporta que las plantas del sur son mas altas, presentan
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hojas y tallos mas largos y en general producen mas follaje y raices méas anchas y largas
que las del norte. Ademas en este estudio se encontro que las plantas del sur florecen mas
tarde que las del norte pero producen un nimero promedio mayor de espigas y éstas son
maés largas sin embargo el nimero de caridpsides por espiga es menor que las que se
producen en el centro y en el norte. A pesar de gque este estudio atribuye a la herencia las
variaciones observadas, hasta el momento no existe ningun estudio que haya contrastado
la variacion en morfologia con la variacion genética de la especie. En este contexto, el
origen (genético y/o ambiental) de las diferencias morfoldgicas entre las poblaciones de

esta especie no esta claro.

111.2. Métodos

Anélisis morfométrico

Después de identificar las muestras colectadas, a cada individuo de B. gracilis se le
midieron 55 caracteres elegidos a partir de las descripciones de la especie (Arrieta et al.,
2004; Gould, 1980; Herrera Arrieta et al., 2004). De estos, se seleccionaron solo los
caracteres informativos, es decir aquellos que presentaban variacion, para realizar los
analisis morfométricos. De estos 35 caracteres nueve son vegetativos y 26 no vegetativos
(inflorescencia; Cuadro 11.10). Los caracteres se midieron en cada planta usando papel
milimétrico, microscopio estereoscopio y regla. La captura de datos se realizé en el
programa Excel 2007. ElI Analisis de Componentes Principales (ACP) se realiz6 en el
programa PAST (PAleontological STatistics)(Hammer et al., 2009). La agrupacién de los
datos se basd en los resultados del andlisis de los datos genéticos. La evaluacion
estadistica de los puntajes de los componentes principales (CP) se realizd6 en PAST
midiendo la distribucion normal y homogeneidad de la varianza para posteriormente
realizar el andlisis d varianza (PERMANOVA) para probar la igualdad de las medias
multivariadas con un valor de significancia del 0.05. A partir de las comparaciones
pareadas se definieron las diferencias entre los grupos.

Los andlisis de correlacion entre caracteres morfologicos y los datos geograficos y
ambientales se realizaron en R (Team, 2013). Los datos de latitud, longitud y altitud se

obtuvieron de los datos de colecta de muestras mientras que los datos ambientales se
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obtuvieron de las 19 capas bioclimaticas del WorldClim (http://www.worldclim.org),
empleando la herramienta Point Sampling Tool de QGIS 2.18.4.

Cuadro I11.1  Caracteres morfolégicos medidos en las muestras B. gracilis.
Caracteres vegetativos
Altura
Ancho de nodo
NUmero de nodos
Longitud del internodo
Pelos en el margen de la ligula
Longitud maxima de la hoja
Ancho de la lamina
Numero de ramas por inflorescencia
Longitud entre la primer y la segunda espiga de la rama mas larga
Caracteres no vegetativos
Longitud de la espiga terminal
Ancho de la espiga
Longitud del raquis
NUmero de escamas basales de la espiga
Longitud de las escamas basales de la espiga
Longitud de la escama terminal/espiguilla vestigial de la espiga
Numero de espiguillas
Caracteres de la espiguilla
Longitud de la primer gluma
Longitud de la segunda gluma
Tipo de pelos en la segunda gluma
NUmero de pelos en la segunda gluma
Longitud de pelos en la segunda gluma
NUmero de pelos en la primer gluma
Longitud de pelos en la primer gluma
Longitud de la lema
Ancho de la lema
Longitud de la arista central de la lema
Longitud de las aristas laterales de la lema
Longitud de los pelos de la lema
Longitud de la palea
Ancho de la palea
Longitud de la flor rudimentaria
Longitud de la base de la flor rudimentaria
Longitud de la arista central de la flor rudimentaria
Longitud de la arista lateral de la flor rudimentaria
Longitud de los pelos basales de la flor rudimentaria
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111.3. Resultados

La variabilidad morfométrica entre las poblaciones y grupos de B. gracilis no es evidente.
Cuando todos los caracteres se analizaron, los primeros dos componentes del ACP
explicaron 96.3968% de la varianza (CP1 93.121%, CP2 3.2758%). El caracter mas
informativo para el CP1 fue la altura de la planta y para el CP2 la longitud del primer
internodo, la longitud entre la primera y segunda espiguilla, el nimero de espiguillas y el
namero de pelos en las glumas. El grafico del ACP muestra el grupo CUSA delimitado
dentro de un grupo mayor donde las muestras de MEX y WUSA-NMEX estan incluidas
(Fig. Ill. 1), las diferencias en morfologia del grupo CUSA contra los otros fue
estadisticamente significativa (MEX: F=7.048, P=0.0075 y WUSA-NMEX: F=10.69,
P=0.0015). Cuando los datos se agruparon de acuerdo a los clados filogenéticos (Fig.
[11.2), la prueba estadistica PERMANOVA proporcioné soporte estadistico de las
diferencias en morfologia entre CUSA y NMEX (F=14.71, P=0.0005) asi como WUSA
(F=7.754, P=0.0057), sin embargo los clados CUSA y SCMEX (Sur-Centro de México)

no fueron diferentes morfoldgicamente.

El Unico caracter floral que exhibid correlaciones significativas y mayores a 0.4 con
variables ambientales fue la longitud de la segunda gluma. La longitud de la gluma se
correlacion6 con las variables de temperatura y con la latitud (Fig. 111. 2). Por otro lado, la
precipitacion parece tener un efecto principalmente en caracteres vegetativos dado que la
altura de la planta y la longitud maxima de la hoja mostraron altos valores de correlacion

(0.34042 y 0.38819 respectivamente) con la temporalidad de la precipitacion (Fig. 1. 2).
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Figura Il1. 1. Grafico del analisis de componentes principales de 35 caracteres morfoldgicos de B. gracilis. Los grupos se

asignaron con base en la K verdadera obtenida en el analisis Structure correspondiendo a: MEX (verde), CUSA (azul) y
WUSA-NMEX (amarillo). Los circulos representan elipses de confianza de 95%.
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Figura I11. 2. Gréfico del andlisis de componentes principales de 35 caracteres morfoldgicos de B. gracilis. Los grupos se
asignaron de acuerdo a los cuatro clados filogenéticos obtenidos correspondiendo a: CUSA (azul), NMEX (morado),
SCMEX (verde) and WUSA (amarillo).
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111.4. Discusion

La plasticidad de la especie ha sido reportada en multiples estudios (Alward and Joern,
1993; Derner and Briske, 1999; Johnson and Biondini, 2001), asi como la tolerancia que
tiene a climas aridos y semiaridos, temporadas de frio extremo, sequias y suelos alcalinos
(Salas-Luévano et al., 2017). Las observaciones realizadas durante la colecta nos
permitieron corroborar que B. gracilis se encuentra en ambientes con caracteristicas del
habitat muy diferentes (Butterfield and Wood, 2015; Kotanen and Bergelson, 2000;
McGinnies et al., 1988; Riegel, 1940), incluidos en 11 ecorregiones y muchos tipos de
vegetacion diferentes como matorral xerofilo (conservado y degradado), pastizal natural
(conservado y degradado), pradera de pastos cortos, areas abiertas rodeadas de bosque de

coniferas, bosque de pino, bosque de junipero, cerros arenosos y orillas de carretera.

En relacion a lo anterior y como ya se mencioné en el capitulo anterior, B. gracilis es
autopoliploide caracteristica que permite la diversificacion intralinaje y la adaptacion a la
heterogeneidad ambiental local (Levin, 2002). Los linajes autopoliploides pueden
dispersarse de la periferia de la distribucion de los diploides, establecerse en sitios donde
los progenitores estan ausentes y formar fuentes de expansion (Parisod et al., 2010). Por
todo lo anterior resulta facil sugerir que el amplio rango de distribucion que presenta B.
gracilis, asi como la plasticidad y tolerancia a diferentes habitats estan relacionados con
las duplicaciones de su genoma. Por otro lado, se ha sugerido que la diferenciacion
ecologica entre diploides y autopoliploides es comdn, aunque resulta dificil identificar los
mecanismos Yy los tiempos de divergencia ecoldgica (Parisod et al., 2010). Sin embargo, ni
en este estudio ni en estudios previos (Butterfield and Wood, 2015) se ha encontrado
evidencia que sugiera divergencia ecoldgica en relacion a la ploidia para B. gracilis,
aunque por los resultados obtenidos de la genética de poblaciones, es probable que en el

futuro la divergencia intraespecifica sea mayor y resulte en una divergencia ecoldgica.

Generalmente las evaluaciones de respuesta morfoldgica ante alguna variable ambiental se
realizan con el método de jardin comdn en el que se controlan todas las variables
ambientales excepto la que se esta evaluando para obtener la respuesta especifica de la
planta en estudio. El analisis morfométrico presentado aqui no se basa en mediciones de

individuos sometidos a ambientes controlados, la morfologia exhibida por las plantas
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refleja su respuesta al ambiente en donde se encuentra. Uno de los resultados mas
destacables fue que todas las muestras que pertenecen al grupo CUSA exhiben alturas
menores constantes. El pastoreo ha jugado un rol importante en la evolucion de los
pastizales nativos de la Gran Planicie de EUA, ademas se sabe que B. gracilis ha
evolucionado por milenios en presencia del pastoreo del bisonte, y por mas de una centena
con el pastoreo de ganado por lo que es altamente resistente a la defoliacion por ungulados
(Kotanen and Bergelson, 2000). Una de las respuestas de B. gracilis a esta presion
ambiental ha sido la reduccion en altura en poblaciones de B. gracilis (Painter et al., 1993)
y aungue algunos estudios no han podido demostrar este efecto a nivel local (Kotanen and
Bergelson, 2000), nuestros resultados sugieren que es necesario abordarlo desde una

perspectiva global.

Los resultados de este estudio pueden estar mostrando evidencia del efecto local que el
pastoreo de la Gran Planicie tiene sobre la morfologia de la especie, sin embargo los
resultados del analisis de correlacion sugieren que la variacion en altura y longitud de
hojas de B. gracilis en todo su rango se relacionan con variables climaticas como la
estacionalidad de la precipitacion. Este resultado coincide con lo encontrado por otros
autores que sugieren que especialmente en la pradera de pastos cortos de Norteamérica, la
produccidn de follaje asi como el tamafio de las hojas se relacionan significativamente con

la precipitacion anual y estacional (Butterfield and Wood, 2015; Lauenroth et al., 1994).

De los 35 caracteres evaluados, solo la longitud de la segunda gluma se correlacion6 con
la latitud y con cinco variables de temperatura. De esas cinco, la mayor correlacion se
observo para la temperatura media del cuarto mas seco (0.5779) es decir, las plantas con
glumas més largas se encuentran en sitios con temperaturas medias altas. Esto coincide
con lo reportado en uno de los primeros estudios de B. gracilis donde se comprueba que
esta especie tiene requerimientos de temperaturas altas para su crecimiento y floracion
(Benedict, 1940). Por otro lado, la correlacion entre la latitud y la longitud de la segunda
gluma podria estar expresando la ya conocida relacion entre latitud y longitud del
fotoperiodo. En este caso se encontrd que a latitudes menores (México) con fotoperiodos
mas largos, B. gracilis presenta longitudes de la segunda gluma mayores que a latitudes

mayores (Norte de EUA) con fotoperiodos méas cortos. Respecto a esto, existe un reporte
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de que el vigor de las inflorescencias de algunas especies de Bouteloua, entre estas B.
gracilis, se correlaciona positivamente con la longitud del fotoperiodo (Olmsted, 1943).
Resulta interesante haber encontrado estos resultados ya que en general dentro de
Poaceae, la morfologia de las glumas es considerada informativa taxonémicamente porque
suelen ser muy variables en tamarfio y textura. Las glumas al encontrarse envolviendo las
estructuras florales reproductivas tienen la funcion de protegerlas, ademas se ha
encontrado evidencia de que contribuyen en la asignacion de recursos, como el N, durante
la formacion de los granos (Lopes et al., 2006). Ademas, una vez formada la caridpside,
las glumas junto con la lemma y palea parecen limitar el acceso a agua y luz a la semilla,
contribuyendo a la dormancia de la misma (Kellogg, 2015). Es asi que, los resultados
obtenidos, junto con los reportes previos revelan que las glumas son una estructura
sensible a multiples condiciones ambientales que pudieran afectar tanto la reproduccion

como la propagacion de la especie.
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Conclusiones

La relacion filogenética entre B. gracilis y el clado B. chasei-B. herrera-arrietae fueron
confirmadas. Se confirmo la presencia de B. herrera-arrietae en dos sitios con vegetacion
de matorral desértico del Desierto Chihuahuense, en su limite norte con la Sierra Madre
Occidental.

Las poblaciones de Bouteloua gracilis localizadas en México y en EUA comparten
ancestria. Las relaciones filogenéticas dentro del clado de México revelan que las
poblaciones de la distribucion méas surefia de la especie son las ultimas en divergir
mientras que las primeras en divergir son las localizadas en el norte del pais. Las
relaciones filogenéticas de las poblaciones de B. gracilis en EUA revelan una separacion
filética que corresponde con la ubicacion geografica de las Montafias Rocallosas.

La diversidad genética de las poblaciones de B. gracilis permite separarlas en tres grupos,
que comparten haplotipos y no tienen estructura genética. Los alelos y haplotipos
ancestrales tienen origen en las poblaciones del norte de México. La distribucién de
haplotipos y los modelos de distribucién potencial sugieren dos rutas de migracion de la
especie desde el norte de México hacia el noreste y el centro-norte de EUA. La variacion
genética es mayor entre poblaciones que entre y dentro de los grupos. El flujo genético
entre las poblaciones es alto y la migracion entre demes conectados ocurre de una manera
constante. Las poblaciones localizadas en la Sierra Madre Oriental y las Montafias
Rocallosas del Sur presentan bajos niveles de heterocigosidad sugiriendo aislamiento
genético. B. gracilis presenta signos de expansion demogréafica, la mas reciente a los

pastizales centrales de EUA.

Durante el Ultimo Maximo Glacial no se presentaban condiciones climéticas que
potencialmente favorecieran la distribucion de B. gracilis en el centro y oeste de EUA.
Los procesos climaticos permitieron la expansion de B. gracilis hacia el norte despues de
la glaciacion. Desde el Holoceno medio las condiciones ambientales del area potencial de
distribucion de B. gracilis han variado poco al igual que su area de distribucion. La

prediccién de distribucion potencial de la especie hacia el futuro bajo el modelo menos
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optimista de cambio climatico no refleja cambios importantes en la distribucién de la

misma.

La especie B. gracilis se encuentra en ambientes muy diferentes. La variacién morfologica
de B. gracilis no est4 claramente relacionada a la diversidad genética ni a la filogenia de
sus poblaciones. No se encontré algun caracter morfologico que sea exclusivo de un grupo
filogenético o genético. A su vez, dentro de la especie la variacion genética y morfoldgica

no son suficientes para determinar ecotipos o subespecies en B. gracilis.

La variacion en altura y longitud de hojas de B. gracilis en todo su rango se relacionan con
variables climéaticas como la estacionalidad de la precipitacion. La longitud de la segunda
gluma se correlaciona con cinco variables de temperatura y con la latitud o probablemente

la variacién del fotoperiodo a través de la misma.

Lo reportado en este estudio sobre una de las especies clave y dominantes de los pastizales
de Norteamérica nos da un panorama general que nos permite predecir que la
vulnerabilidad de las poblaciones de B. gracilis ante futuros cambios es baja por poseer
caracteristicas como la auto duplicacion del genoma, plasticidad fenotipica, diversidad
genética, flujo genético y migracion constante, asi como su adaptacion a diferentes tipos
de hébitats. Lo anterior no significa que las poblaciones de B. gracilis y el ecosistema de
pastizal estén exentos de sufrir alteraciones como consecuencia del cambio climatico y en
general del cambio global de origen antrépico, pues muchos aspectos contindan
amenazando este ecosistema y las comunidades de B. gracilis, por ejemplo alteraciones en
la disponibilidad y calidad de agua, el impacto de las especies invasoras 0 las

transformaciones de las comunidades.
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Anexo A. Protocolo Etter et al. 2011 modificado.

RADseq library preparation protocol
Modified from Etter et al. 2011

May 2017; edited LKW Aug. 2017

A detailed list of supplies is available on request.

Do not vortex enzymes, and set all reactions in the thermocycler — even those at ‘room
temperature’ — in order to maintain consistent temperature. Most reactions follow the
pattern incubate—heat-inactivate—hold at 4° C.

Materials

A. DNA extractions
a. Normalized DNA concentrations improve multiplexing.
b. 300 ng of plant DNA (with a minimum concentration 17 ng/ul) and H,O to
17.5 pl. This is easier if the samples are sorted by concentration.
B. Restriction endonuclease digestion
a. Restriction enzyme (make sure it can be heat inactivated).
b. Clean, high-molecular weight genomic DNA: min. 17.5 ul (17 ng/ul).
C. P1 Adapter ligation
a. NEB Buffer 2
b. ATP 10 mM (or 100mM) (NEB)
c. Barcoded adapters* : personal dilution set, diluted to 100 nM
d. T4 DNA Ligase (2,000,000 U/ml)
D. Purification steps
a. MinElute PCR Purification Kit (Qiagen)
E. DNA shearing
a. Covaris sonicator at UCR
F. Size selection
a. BluePippin at UCR
G. End repair
a. Quick Blunting Kit (NEB)
H. 3"-dA overhang addition
a. NEB Buffer 2
b. dATP (10 mM) (NEB)
c. Klenow Fragment (3" to 5" exo-) (5,000 U/ml) (NEB)
I. P2 Adapter ligation
a. Buffer NEB 2
b. ATP (10 mM) (NEB)
c. P2 Adapter (10 uM) (idt)
J. PCR enrichment
a. Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (NEB)
b. Amplification primers (10 uM)  (idt)



PROTOCOL:
Note need for appropriate handling of hazardous waste using the MinElute Kit

1. Restriction endonuclease digestion: Essentially, follow the manufacturer’s
instructions. If necessary, check digestion product on an agarose gel (0.6% agarose).

1) Load 300 ng of DNA extractions into clearly labeled plate or strip-tubes. Keep on ice.

ii.) If all your DNA extractions are the same concentration (20 ng/ul ), prepare a master
mix with the restriction enzyme as shown below, and add 5 pL of master mix into each
digest. Pipette up and down to mix thoroughly and keep on ice;

1x 100x
10X NEB Buffer 3.1 1.5 pl 250 pl
Sbfl 0.15 ul 50
ul
H.0 3.35 ul 33.5 ul
DNA 15 pl @ 20 ng/ul (300 ng)

iii.) If, however, you are adding different volumes of DNA, mix individually. Note:
mixing the enzyme and the 10x buffer could lead to enzyme inactivation.
iv.) Flick softly, and spin for 5 seconds.

v.) Incubate in the thermocycler at 37° C for 1 hour, then heat-inactivate the restriction
enzyme following manufacturer’s instructions**. Sbfl inactivates at 80° C for 20 minutes.

2. P1 Adapter ligation
i.) To each inactivated digest, add: 2.5 ul Barcoded P1 Adapter (100 nM). Keep on ice.

>> Make sure to add the P1 adapters before the T4 ligase to avoid re-ligation of genomic
DNA <<<

Note: T4 DNA Ligase is unstable on ice for long periods. Therefore, Invitrogen
recommends the enzyme be kept at -20°C until within 5-10 minutes of use and returned
IMMEDIATELY to -20°C after use.

ii.) Prepare a master mix with T4 enzyme as follow. Keep on ice:

1x 100x
10X NEB Buffer 2 0.5 ul 50 ul
T4 DNA Ligase (2,000,000 U/ml)  0.25 pl 25 ul
ATP (10 mM)* 3ul 300
ul

*|f using 100 mM ATP, add 0.3 ul and H,0 to 30 pl .



>>> Do not thaw ATP more than necessary or it will degrade quickly.<<<
iii.) To each digest mixed with P1 Adapter, add 3.75 pl of T4 master mix.
iv.) Incubate reaction in the thermocycler set to 23°C for 30 minutes
v.) Heat-inactivate T4 DNA Ligase for 20 minutes at 65° C.

3. Multiplexing

Keep ligation products on ice, while combining the barcoded samples into a single tube.
Use 100-300 pl aliquot of the mix containing 4-5 ug DNA to complete the library
preparation, and freeze the rest at -20° C.

4. DNA shearing

Shear DNA samples to an average size of 400 bp to create a library of P1/restriction-site-
ligated molecules. Use the standard settings on the Covaris sonicator. Load up to 5 ug of
DNA into a 130 ul Covaris tube. Two of these should be enough. Consider that before

loading the Sonicator it needs to degas a chamber which takes approximately 30 minutes.

5. Size selection

I.) This step removes free un-ligated or concatomerized P1 adapters and restricts the size
range of fragments that can be sequenced efficiently on an Illumina flow cell.

ii.) Following the standard protocol, use the BluePippin instrument to select fragments
300-500 bp in size. BluePippin cassettes have five lanes that can contain multiple
libraries. Each well can be loaded only with up to 30 ul of sonication product. This run
should take around 40 minutes. When it is done, pick up your size-selected library from
the elution chambers.

iii.) Clean up the product with a MinElute column. Elute in 20 ul of Solution EB.
HAZ MAT Disposal: Waste of solutions PB and PE are Haz Mat

6. End repair

i.) To the eluate from the previous step, add:

2.5 ul 10X Blunting Buffer (NEB Quick Blunting
Kit)

2.5 ul ANTP mix (ImM)

1.0 pl Blunt Enzyme Mix

ii.) Incubate in the thermocycler at room temperature for 30 minutes.



iii.) Purify with a MinElute column. Elute in 43 ul Solution EB.
HAZ MAT Disposal: Waste of solutions PB and PE are Haz Mat

7. 3’-dA overhang addition

i.) To the eluate from the previous step, add:

5.0 ul 10X NEB Buffer 2
1.0 ul dATP (10mM)
3.0 ul Klenow Fragment (3°->5" exo-)

ii.) Incubate at 37° C for 30 minutes in a thermocycler. Allow reaction to cool slowly to
ambient temperature (15 minutes).

iii.) Purify with a MinElute column. Elute in 40 ul EB.
HAZ MAT Disposal: Waste of solutions PB and PE are Haz Mat

8. P2 Adapter ligation

This step ligates the P2 adapter, a “Y”” adapter with divergent ends that contains a 3’-dT
overhang, onto the ends of blunt DNA fragments with 3’-dA overhangs.

i.) To the eluate from previous step, add:

5.0 ul 10X NEB Buffer 2

1.0 ul P2 Adapter (10 uM)

5ul ATP (10 mM)

0.5 ul concentrated T4 DNA Ligase.

Note: T4 DNA Ligase is unstable on ice for long periods. Therefore, Invitrogen
recommends the enzyme be kept at -20°C until within 5-10 minutes of use and returned
IMMEDIATELY to -20°C after use.

ii.) Incubate reaction at room temperature for 30 minutes in a thermocycler.

iii.) Purify with MinElute column. Elute in 52 ul EB.
HAZ MAT Disposal: Waste of solutions PB and PE are Haz Mat

9. PCR Enrichment

i.) Perform a test amplification to determine library quality. In a PCR tube, combine:

10.5 ul H,O

12.5 pl Phusion High-Fidelity Master Mix
0.5 ul primer P1 (10 uM)

0.5 ul primer P2 (10 uM)

1.0 ul RAD library template




ii.) Perform 18 cycles of amplification in a thermal cycler:

30sec @ 98°C

18 cycles of 10 sec @ 98° C,
30sec @ 65° C
30sec @ 72° C

5min@ 72°C

hold @ 4°C

iii.) Run 1 ul PCR product on a 1.0% agarose gel next to 1.0 ul RAD library template and
1 ul 100 bp DNA Ladder. If the amplified product is at least twice as bright as the
template, perform a larger volume amplification (2 X 50 pl ). If, however, the
amplification looks poor, try a second test PCR reaction using more library template. The
template should be dim, yet visible on the gel.

iv.) Purify the final large volume reaction with a MinElute column. Elute in 30 pl
Solution EB.
HAZ MAT Disposal: Waste of solutions PB and PE are Haz Mat

10. Size selection and sequencing

Following the standard protocol, use the BluePippin instrument to select fragments 360-
600 bp (targeting longer fragments due to ligation of P2 adapter). Pick up from the elution
chamber, and submit for QC and sequencing. Blue pippin buffer should be OK for
sequencing. An exemplary Bioanalyzer profile of a library prepared following this
method is shown below.

Reference: Etter, P.D., Bassham, S., Hohenlohe, P.A., Johnson, E.A., & Cresko, W.A.
(2011). SNP discovery and genotyping for evolutionary genetics using RAD
sequencing. Methods in Molecular Biology 772, 157-178. http://doi.org/10.1007/978-1-
61779-228-1 9



http://doi.org/10.1007/978-1-61779-228-1_9
http://doi.org/10.1007/978-1-61779-228-1_9

Anexo B. Cadigos empleados para cada una de las muestras incluidas en la bibiotéca

P1 Barcode

ATAGGCG
AGCAAGG
AGACCGC
ACGGTCT
ACGAATC
ACCGCAG
AATATAC
AAGTAAG
TCAGAAC
GCATTGC
CTCGATT
CTATGAT
CCTACGC
CAGCTCG
CAAGAGG
ATTAGTT
AATACTCT
AATAACTC
AAGTTCGG
AAGAGATT
AACTCGGT
AACTAACG
TGATTCT
TCGCCTG
CAGCTTCG
ATGATGGC
ATGAATAG
ATATCTGC
ATAAGCCT
AGACCAGT
ACCGTTAG
AATTGCAT
TGCGACGT

TCGAGCTG
CTTCTATG

Well
Position

Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
Al0
All
Al2
Bl
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
Cl
C2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
C9

C10
Cl1

genomica.
P1 Barcode WeI_I_
Position
CGATTGAT D1
CGATCATG D2
CCTTCCTC D3
CCTGAAGG D4
AGAACTAGT D5
ACTGCATCT D6
ACGAGCGTA D7
ACCATATAT D8
ACCAGGCCG D9
AACCATGGA D10
TTCAGGTT D11
TTAGGTAC D12
CAGTTGACG E1
ATGGTCCTA E2
ATATAGCAG E3
AGGTAGAGT E4
AGGCTGGCG E5
AGCCGCAGT E6
AGAGAATTG E7
AGACGGTTC E8
TCCGTCGAA E9
GCGTCCAGG E10
GCCGTAGGT E11
CTCGCCGAT E12
CTATATGCT F1
CGCCAAGGC F2
CCTGGAACG F3
CCAAGCCGG F4
CGTTATAACG F5
CGCCTGATAG F6
CGCAGAGACG F7
CCGCCTATGG F8
CAACCTTAAG F9
AGACGTTAGG F10
TTGGACGAG Fl11

P1 Barcode

GGTTCCAATG
GGATAAGAGG
GCGGTTACTG
GCCTAGTAAG
GATGGAATAG
GATGCTGACG
CTTGGCATTG
CTCCGTTATG
CTTACCATCT
CTCGCGCAGT
CTCATAGATT
CATGGCAACT
ATAAGAAGGT
ACTCCTAGGT
AATTGGAATT
TGGCTGAACG
TCTCTTCATT
TCGCCGTAGT
GTTCATATAT
GGCCGGTATT
GGATTGCAGT
GCCTGGAAGT
GCAGGTCAGT
GATCGTAGTT

Well
Position

Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12



Name
P101
P102
P103
P104
P105
P106
P107
P108
P109
P110
P111
P112
P113
P114
P115
P116
P117
P118
P119
P120
P121
P122
P123
P124
P125

Anexo C. Secuencias del Adaptador P1 con cddigo de indentificacion.

Sequence 1
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATAGGCGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGCAAGGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGACCGCTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGGTCTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGAATCTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACCGCAGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAATATACTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAAGTAAGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTCAGAACTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCATTGCTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTCGATTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTATGATTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCTACGCTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCAGCTCGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCAAGAGGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATTAGTTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAATACTCTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAATAACTCTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAAGTTCGGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAAGAGATTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAACTCGGTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAACTAACGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGATTCTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTCGCCTGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCAGCTTCGTGCA

Seguence 2
/5Phos/CGCCTATAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CCTTGCTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/GCGGTCTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/AGACCGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/GATTCGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ICTGCGGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/GTATATTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CTTACTTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/GTTCTGAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/GCAATGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/AATCGAGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ATCATAGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/GCGTAGGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CGAGCTGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CCTCTTGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/AACTAATAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5SPhos/AGAGTATTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/GAGTTATTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CCGAACTTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/AATCTCTTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ACCGAGTTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CGTTAGTTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/AGAATCAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CAGGCGAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CGAAGCTGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT



Name
P126
P127
P128
P129
P130
P131
P132
P133
P134
P135
P136
P137
P138
P139
P140
P141
P142
P143
P144
P145
P146
P147
P148
P149
P150
P151

Sequence 1
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATGATGGCTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATGAATAGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATATCTGCTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATAAGCCTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGACCAGTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACCGTTAGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAATTGCATTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGCGACGTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTCGAGCTGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTTCTATGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCGCAGGAGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCGATTGATTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCGATCATGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCTTCCTCTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCTGAAGGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGAACTAGTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACTGCATCTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGAGCGTATGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACCATATATTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACCAGGCCGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAACCATGGATGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTTCAGGTTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTTAGGTACTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCAGTTGACGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATGGTCCTATGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATATAGCAGTGCA

Sequence 2
/5Phos/GCCATCATAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CTATTCATAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/GCAGATATAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/AGGCTTATAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ACTGGTCTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CTAACGGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/SPhos/ATGCAATTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ACGTCGCAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CAGCTCGAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CATAGAAGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CTCCTGCGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/SPhos/ATCAATCGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CATGATCGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/GAGGAAGGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CCTTCAGGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ACTAGTTCTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/AGATGCAGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5SPhos/ TACGCTCGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ATATATGGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ICGGCCTGGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/TCCATGGTTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/AACCTGAAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/GTACCTAAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CGTCAACTGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ TAGGACCATAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CTGCTATATAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT



Name
P152
P153
P154
P155
P156
P157
P158
P159
P160
P161
P162
P163
P164
P165
P166
P167
P168
P169
P170
P171
P172
P173
P174
P175
P176
P177

Sequence 1
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGGTAGAGTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGGCTGGCGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGCCGCAGTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGAGAATTGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGACGGTTCTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTCCGTCGAATGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCGTCCAGGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCCGTAGGTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTCGCCGATTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTATATGCTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCGCCAAGGCTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCTGGAACGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCAAGCCGGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCGTTATAACGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCGCCTGATAGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCGCAGAGACGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCGCCTATGGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCAACCTTAAGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGACGTTAGGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTTGGACGAGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGAACCTTCTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGGTTCCAATGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGGATAAGAGGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCGGTTACTGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCCTAGTAAGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGATGGAATAGTGCA

Sequence 2
/5Phos/ACTCTACCTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CGCCAGCCTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ACTGCGGCTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CAATTCTCTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/GAACCGTCTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ TTCGACGGAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CCTGGACGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ACCTACGGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ATCGGCGAGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/AGCATATAGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/GCCTTGGCGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ICGTTCCAGGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CCGGCTTGGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CGTTATAACGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CTATCAGGCGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CGTCTCTGCGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CCATAGGCGGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/SPhos/CTTAAGGTTGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CCTAACGTCTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CTCGTCCAAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/GAAGGTTCAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CATTGGAACCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CCTCTTATCCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CAGTAACCGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CTTACTAGGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CTATTCCATCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT



Name
P178
P179
P180
P181
P182
P183
P184
P185
P186
P187
P188
P189
P190
P191
P192
P193
P194
P195
P196

Sequence 1
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGATGCTGACGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTTGGCATTGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTCCGTTATGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTTACCATCTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTCGCGCAGTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTCATAGATTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCATGGCAACTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATAAGAAGGTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACTCCTAGGTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAATTGGAATTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGGCTGAACGTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTCTCTTCATTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTCGCCGTAGTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTTCATATATTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGGCCGGTATTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGGATTGCAGTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCCTGGAAGTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCAGGTCAGTTGCA
CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGATCGTAGTTTGCA

Sequence 2
/5Phos/CGTCAGCATCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CAATGCCAAGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CATAACGGAGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/AGATGGTAAGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ACTGCGCGAGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/AATCTATGAGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5SPhos/AGTTGCCATGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ACCTTCTTATAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ACCTAGGAGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/AATTCCAATTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/CGTTCAGCCAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/AATGAAGAGAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ACTACGGCGAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ATATATGAACAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/AATACCGGCCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ACTGCAATCCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ACTTCCAGGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/ACTGACCTGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
/5Phos/AACTACGATCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT



Anexo D. Secuencias del Adaptador P2 "Y-shaped" (duplex oligo).

Sequence

1 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGATCGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATC*T
2 /5Phos/GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCAGAAGCA

Anexo E. Oligos de PCR de enriquecimiento de la biblioteca genémica.

OISR NN A*A*TGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T
MO IINE P C*A*AGCAGAAGACGGCATACG*A



Anexo F. Geles de agarosa con: A. ADN gendmico de seis muestras de B. gracilis; B. Resultado de los primeros tres pasos de la
elaboracion de la biblioteca gendmica (Multiplexing, Corte y seleccion de fragmentos de 400 pb) y C. Resultado del
enriquecimiento de la biblioteca gendmica y la biblioteca final que fue secuenciada.
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Ladder Library PCR enrichment Final library Ladder
3000-100 bp template 14 ng/ul 26.6 ng/ul 2.9 ng/ul 3000-100 bp




Anexo G. Mapa de ubicacion de las muestras de Bouteloua herrera-arrietae empleadas para los analisis (A ), mostrando las
ecorregiones terrestres con las que colindan: Sierra Madre Occidental (rojo) y Desierto Chihuahuense (naranja) y la
distribucion de los matorrales desértico microfilo y rosetofilo. Elaborado con capas vectoriales de uso de suelo y vegetacion de
INEGI (serie 4) y Ecorregiones Terrestres de Norteamérica, en el programa QGIS 2.18.4.
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