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RESUMEN

Talinopsis frutescens es una especie que ha sido escasamente estudiada. Sus
flores abren unas horas y después se cierran para siempre, intrigando sobre el nivel
de variacidon e intercambio genético entre sus poblaciones. Habita en ambientes
aridos y se asocia con otras plantas o con rocas. Su rango de distribucion es
discontinuo, desde el sur de E.U.A. hasta el centro de México (Valle de Tehuacan-
Cuicatlan; VTC), solamente interrumpido por la Faja Volcanica Trans-Mexicana
(FVTM). Los objetivos de este trabajo consistieron en saber si existe flujo genético
entre las poblaciones de T. frutescens, si éstas estan diferenciadas y si la aparicion
de la FVTM tuvo algun efecto en su distribucion actual. Se recolectaron muestras
de hojas a lo largo de su distribucién, se extrajo ADN y se amplificaron tres regiones
moleculares, una de nucleo y dos de cloroplasto. Los resultados mostraron
diferenciacion de las poblaciones del VTC, resultado de la aparicion de la FVTM,
pues el tiempo de divergencia de éstas coincide con el periodo de vulcanismo
silicico (Mioceno tardio). Los valores de Hd y = indican una reciente expansion, la
cual es apoyada por otros resultados obtenidos en este trabajo; T. frutescens se
habria originado en el Altiplano sur y pudiera haber tenido dos episodios principales
de expansién, uno durante el Mioceno, que coincide con la diversificacion de grupos
de suculentas en ambientes aridos y otro hace menos de 0.5 Ma en el Pleistoceno,
probablemente relacionado con los periodos glaciales e interglaciales. Se encontré
estructura filogeografica en las regiones de cloroplasto, posiblemente relacionada
con una dispersién limitada de las semillas. Este estudio es el primer trabajo de este
tipo enfocado en T. frutescens. Se espera que la informacién proporcionada sea Uutil
para entender la historia evolutiva de las plantas de ambientes aridos y con ello
apoyar estrategias de conservacion de este tipo de habitats, que en su mayoria,
carecen de criterios de proteccion.

Palabras clave: ambientes aridos, filogeografia, modelado de nicho ecoldgico,

Norteamérica, suculenta endémica, tiempos de divergencia.



ABSTRACT

Talinopsis frutescens is a species that has been poorly studied, its flowers open just
during few hours and then closes forever, intriguing about the variation level and
genetic exchange among their populations. The species inhabits arid environments
and is associated with other plants or rocks. Its distribution range is discontinuous,
from the southern USA to the central part of Mexico (Tehuacan-Cuicatlan Valley;
TCV), only interrupted by the Trans Mexican Volcanic Belt (TMVB). The objectives
of this work consisted of: know if there is gene flow among T. frutescens populations,
if these are differentiated and if the emergence of the TMVB influenced the current
species distribution. Leaves samples were collected throughout its distribution range,
DNA was extracted, and three molecular regions were amplified, one from nucleus
and two from chloroplast. Results shown differentiation of the TCV populations,
result of the TMVB emerge, since its divergence times coincides with the silicic
vulcanism period (late Miocene). Hd and = values indicates a recent expansion,
which is supported by other results obtained in this work; T. frutescens would have
originated in the Altiplano sur and could have had two main expansion episodes,
one during the Miocene, that coincides with the diversification of other groups of
succulents in arid environments, and other would have happened less than 0.5 Ma
ago, during the Pleistocene, probably related with the glacial and interglacial periods.
Structure phylogeographic was detected in chloroplast regions, likely related with the
seeds limited dispersion. This is the first work of this type focused on T. frutescens.
It is expected that the information provided will be helpful to understand the evolutive
history of arid environments plants and with this support conservation strategies of
this type of habits; which mostly does not have protection criteria.

Keywords: arid environments, divergence times, ecological niche modelling,

endemic succulent, North America, phylogeography.



INTRODUCCION

Filogeografia

El término filogeografia fue introducido formalmente por Avise et al. en 1987 y
la publicacion original tenia por objetivo unificar a los bidlogos evolutivos en los
campos dispares de la filogenética y la genética de poblaciones (Hickerson et al.
2010). Por definicion, la filogeografia es el estudio relacionado con los principios y
procedimientos que rigen la distribucién geografica de linajes de genes (Avise,
2000). En otras palabras, la filogeografia intenta explicar como taxa individuales
llegaron a distribuirse en la forma en que se encuentran actualmente (Ebach vy
Humphires, 2003). La filogeografia usa arboles de genes para inferir las fuerzas
historicas y contemporaneas que han producido la arquitectura genealdgica de
poblaciones y especies cercanamente relacionadas (Avise, 2009). Los analisis
filogeograficos consisten en “sobreponer” al espacio geografico filogenias de linajes
moleculares (o genealogias génicas) para buscar patrones que permitan inferir los
procesos historicos y demograficos que les dieron lugar. Esta superposicion puede
ser literalmente grafica, o bien, puede representarse mediante la codificacion de
linajes en un arbol filogenético de acuerdo con su origen geografico (Pifero et al.,
2008).

La filogeografia incorpora un conjunto de teorias, métodos e inferencias
procedentes de la genética de poblaciones clasica y de la teoria de la coalescencia
(Salas-Lizana, 2013). A lo largo del tiempo, la filogeografia ha aumentado el rigor
estadistico de sus métodos; esto se debe en gran parte a los avances en la teoria
de coalescencia, la cual permitio la estimacion de parametros basados en modelos
y pruebas de hipétesis (Hickerson et al. 2010). En esta disciplina es fundamental
contar con informacién sobre los cambios en la estructura o composicion genética,
ya sea entre generaciones a lo largo del tiempo o espacialmente entre individuos,
poblaciones o especies (Vazquez-Dominguez, 2007a). La filogeografia permite y
refuerza la interaccion entre la micro y la macroevolucion, donde la genética
molecular juega un papel primordial como herramienta indispensable (Avise et al.,
1987).



En filogeografia se aplican los mismos algoritmos que se emplean para
reconstruir arboles de especies o taxa superiores, obteniendo como resultado un
filograma que representa las relaciones genealdgicas entre haplotipos y donde las
ramas de diferentes longitudes expresan la cantidad de cambio evolutivo; por
ejemplo, este cambio evolutivo puede expresarse en numero de pasos
mutacionales o numero de sustituciones por sitio. Al comparar secuencias
homodlogas, el numero de diferencias en las bases es un estimador del tiempo de
divergencia entre linajes, por lo que la filogeografia emplea estimaciones del reloj
molecular (Vazquez-Dominguez, 2007b) provenientes de analisis del acido
desoxirribonucléico (ADN) nuclear, mitocondrial y/o de cloroplasto. La filogeografia
es uno de los campos mas integrativos en la biologia evolutiva, ya que se han
desarrollado diversas herramientas a medida que ha aumentado la complejidad de
las hipdtesis que se abordan; ejemplo de ello son la estimacion de los parametros
filogeograficos combinados con el modelado de nicho ecoldgico, estudios de
especiacion ecologica y radiacién, pruebas de modelos de ensamblaje de
comunidades, asi como analisis espaciales de rasgos cuantitativos y seleccién
natural (Hickerson et al. 2010).

Tomando en cuenta el caracter integrativo de la filogeografia, son diversas las
preguntas biolégicas que ha ayudado a esclarecer; cuestiones complejas como la
identificacion de eventos histéricos de hibridacion (Gonzalez-Rodriguez et al., 2004)
y el efecto de sucesos climaticos y topograficos sobre las poblaciones de diversos
taxa (Moreno-Letelier et al., 2014; Loera et al., 2017; Scheinvar et al., 2017) son

ejemplo de los temas que han sido abordados a través de la filogeografia.

Teoria de coalescencia

La teoria de coalescencia es la que describe las relaciones histéricas entre
linajes de genes como una funcién de los parametros demograficos; es también el
nombre que actualmente se le da al analisis matematico y estadistico formal de las
genealogias de genes (Avise, 2000; Cruzan y Templeton, 2000; Templeton, 2004).
Dicha teoria se basa en que, bajo neutralidad, en una poblacién y a lo largo de las

generaciones, surgen de forma permanente nuevos alelos por mutacién y se



pierden otros por deriva génica, de tal forma que todos los alelos de un gen en una
generacion derivan de —o coalescen hacia— un unico alelo ancestral. Los procesos
de coalescencia en poblaciones naturales “garantizan” las conexiones filogenéticas
entre genotipos dentro de una especie a través de descendencia. De esta forma, al
ver hacia atras en el tiempo, los haplotipos eventualmente coalescen en lo que se
denomina el ancestro comun mas reciente (MRCA, por sus siglas en inglés)
(Vazquez-Dominguez, 2007b), mientras que el tiempo que los alelos de una
muestra tardan en encontrar a su MRCA es el tiempo al ancestro comun mas
reciente (TMRCA, por sus siglas en inglés) (Salas-Lizana, 2013) (Figura 1). La teoria
de coalescencia formalizd elegantemente una poderosa forma de usar solo la
muestra de alelos, de modo que las genealogias genéticas se modelan en el tiempo
virtualmente bajo cualquier historia demografica compleja para estimar parametros
filogeograficos, como son tamanos poblacionales histéricos, tiempos de divergencia
y tasas de migracion dado el tiempo estocastico de los eventos coalescentes
(Wakeley, 2008). De igual forma, esta teoria se volvié relevante y necesaria para
los analisis filogeograficos para estimar filogenias a nivel de especie, a niveles bajos
de divergencia, con datos de multiples loci y multiples individuos de subespecies o
poblaciones (Kubatko et al., 2009).

Genética de poblaciones

La teoria de la genética de poblaciones tradicional fue basada tipicamente en
ecuaciones con miras a que ellas permitieran predecir frecuencias de alelos en
generaciones futuras y considerando el modelado de poblaciones enteras (Ewens,
1979). La genética de poblaciones se refiere al estudio de los genes en las
poblaciones, explora los niveles de variacion genética dentro y entre las poblaciones
que forman a las especies y explica sus patrones en términos de las fuerzas
evolutivas (Eguiarte et al., 2013). Esta disciplina proporciona las bases tedricas y
experimentales de como dicha variacion genética de las poblaciones cambia en
tiempo y espacio. La genética de poblaciones investiga tanto el origen de la
diversidad genética a través de mutaciones y variabilidad cromosdmica, asi como

el modo de distribucion de la diversidad genética por la via de seleccién, deriva y



migracion (Singh, 2015). Esta disciplina utiliza modelos matematicos, los cuales
pueden o no corresponder estrechamente con la naturaleza; si se observa la
de un modelo, es posible evaluar

conformidad con la situacion natural

numeéricamente los cambios en las poblaciones y predecir las posibles

consecuencias (Altukhov, 2006). Por lo anterior, esta disciplina ha demostrado ser

una herramienta muy poderosa para el estudio de la evolucion (Eguiarte et al., 2013).
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Figura 1. Arbol hipotético de genes con 20 generaciones. Los cuadros representan
machos, los circulos hembras, las lineas conectan su descendencia y la linea negra
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a través de 20 generaciones. El cuadro anaranjado indica el ancestro comun mas
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reciente (TMRCA) (modificado de Avise, 2009).
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Talinopsis frutescens A. Gray

Anacampaserotaceae es una familia de plantas suculentas y es uno de los
linajes mas cercanamente emparentados con Cactaceae; ambos taxa son
miembros del orden Caryophyllales (Hernandez-Ledesma et al., 2015; Walker et al.,
2018) (Figura 2). Ancampserotaceae comprende 36 especies distribuidas en los
geéneros Anacampseros, Grahamia y Talinopsis; el primero tiene 34 especies y los
dos ultimos cuentan con una especie respectivamente (Hernandez-Ledesma et al.,
2015). La unica especie dentro del género Talinopsis es T. frutescens A. Gray, la
cual es endémica del continente americano y se distribuye desde el sur de los
Estados Unidos hasta el Valle de Tehuacan-Cuicatlan, en Puebla, México (Ocampo,
2011).

Las plantas de T. frutescens son arbustos o subarbustos de 25-60 cm de alto
(Figura 3A), glabras, con raices fibrosas y tuberosas (Figura 3B). Los tallos jévenes
y ramas delgadas estan ligeramente comprimidos lateralmente. Las hojas son
opuestas o fasciculadas, deciduas en la temporada de sequia, los nudos tienen
mechones de tricomas de 0.5- 0.7 mm largo, blancos o pardo-amarillentos; las
laminas miden de 0.6-1.5 cm de largo y 0.1-0.2 cm ancho, son teretes, tienen la
base cuneada y el apice es agudo, son carnosas y glabras. Las inflorescencias son
cimas sésiles, generalmente con pocas flores (Figura 3C). Las flores tienen sépalos
de 5-8 mm de largo y 3-4 mm ancho, ovados a eliptico-ovados, obtusos y son
persistentes en el fruto; los pétalos estan imbricados, miden de 0.7-1.0 cm largo y
0.4-0.5 cm ancho, son elipticos a oblongo-elipticos, con el apice redondeado y de
color amairillo o rosa; el numero de estambres va de 20-25, los filamentos miden 3-
4 mm largo, las anteras son oblongas a elipticas, de 0.6-0.7 mm largo y 0.4-0.5 mm
de ancho, son 2-loculares; el ovario mide cerca de 2 mm largo y el estilo cerca de 1
mm de largo, columnar, con 3 estigmas de 1-1.3 mm de largo y oblongos (Figura
3D). Los frutos son capsulas de 1-1.2 cm de largo y 0.3-0.4 cm de ancho en la parte
media, fusiformes y dehiscentes longitudinalmente desde el apice, las valvas del
exocarpo son de color pardo oscuras, recurvadas, mientras que el endocarpo es 6-
valvado, blanco a pardo-amarillento, papiraceo y recto (Figura 3E); a menudo se

encuentran frutos de la temporada anterior en las ramas viejas; las semillas miden
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1.9-2.4 mm largo y 1- 1.3 mm de ancho, son arqueadas a cimbiformes, pardas y con
la superficie granulosa (Ocampo, 2011) (Figura 3E). La floracién y fructificacién se
ha registrado de mayo a octubre (Ocampo, 2010; 2011).

«se — Agdestidaceae
Sarcobataceae
Phytolaccaceae p.p.
Nyctaginaceae

coe Phytolaccaceae s.str.

--< Aizoaceae

Gisekiaceae
Barbeiuaceae

oe Kewaceae
Lophiocarpaceae
Limeaceae
Cactaceae
[Anacampserotaceae]
Portulacaceae
Talinaceae

eoe Didiereaceae
—'—E Basellaceae
b Halophytaceae

Montiaceae

Molluginaceae

Stegnospermataceae

«es ~4 Amaranthaceae
Chenopodiaceae

i Achatocarpaceae

sas ~< Caryophyllaceae

eoe — Asteropeiaceae
 Physenaceae
Microteaceae
Macarthuriaceae
Simmondsiaceae
Rhabdodendraceae
«ss — Dioncophyllaceae
e Ancistrocladaceae
Drosophyllaceae
Droseraceae
Nepenthaceae
««« @ Polygonaceae
eoe Plumbaginaceae
.o Frankeniaceae
Tamaricaceae

Caryophyllids

Polygonids

Figura 2. Filogenia de Caryophyllales. En el recuadro naranja se resalta la posicion
de Anacampserotaceae como linaje hermano de Cactaceae (Modificado de
Hernandez-Ledesma et al., 2015). Los triangulos indican ramas colapsadas vy el
ancho de estas va en proporcion de la riqueza de cada clado. eee= apoyo alto, ee=
apoyo intermedio, e= apoyo bajo.

12



Talinopsis frutescens se distribuye en el bosque tropical caducifolio y en
matorral xerofilo, aunque se le ha encontrado en terrenos de cultivo, pastizales y

vegetacion secundaria derivada de bosque de coniferas y de bosque de pino-encino

(Ocampo, 2010) (Figura 4), en altitudes que van de 1100 a 2500 m s.n.m (Ocampo,
2010; 2011).

Figura 3. Talinopsis frutescens. A) Forma de vida; B) Raices (flechas rojas); C)
Inflorescencia; D) Botdn florar y flor abierta; E) Frutos y detalle de las semillas.
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Figura 4. Tipos de vegetacion donde habita Talinopsis frutescens A. Gray. A)
Bosque tropical caducifolio; B) Matorral xerdfilo; C) Vegetacion secundaria asociada
a zona de cultivo; D) Ecotono de bosque de encino con pastizal.

ANTECEDENTES

Estudios moleculares recientes han aportado informacion sobre las relaciones
evolutivas del suborden Cactineae, el cual incluye a las familias
Anacampserotaceae, Basellaceae, Cactaceae, Didiereaceae, Halophytaceae,
Montiaceae, Portulacaceae, Talinaceae (Ocampo y Columbus, 2010) y han
evidenciado que Portulacaceae, como se circunscribe tradicionalmente
(Portulacaceae s.1.), no es un grupo monofilético (Hershkovitz y Zimmer, 1997, 2000;
Applequist y Wallace, 2001; Nyffeler y Eggli, 2010; Ocampo y Columbus, 2010;
Arakaki et al., 2011). Resulta interesante que algunos de los linajes previamente

mencionados estan mas cercanamente emparentados con las cactaceas
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(Cactaceae) que con otros géneros de Portulacaceae s.I. (Applequist y Wallace,
2001; Nyffeler y Eggli, 2010). Basados en esta evidencia y en caracteristicas
morfoldgicas, Nyffeler y Eggli (2010) desintegraron Portulacaceae s... en cuatro
familias, Anacampserotaceae, Montiaceae, Portulacaeae (s.s.) y Talinaceae.

Anacampserotaceae, es uno de los linajes que estan mas cercanamente
relacionados con Cactaceae (Nyffeler y Eggli, 2010; Ocampo y Columbus, 2010;
Arakaki et al., 2011; Hernandez-Ledesma et al., 2015; Walker et al., 2018).
Anacampserotaceae se caracteriza por tener capsulas con dehiscencia loculicida,
en donde las valvas del endocarpo provienen de una estructura en forma de canasta,
y la testa exterior de las semillas esta separada de la capa interna (Nyffeler y Eggli,
2010). La familia consiste de tres géneros (Anacampseros, Grahamia 'y Talinopsis)
y 36 especies, de las cuales 30 se distribuyen en Africa, cinco en América y una en
Australia. Anacampseros es un grupo de herbaceas enanas con hojas dispuestas
en roseta; Grahamia y Talinopsis, son subarbustos lefiosos con distintos internudos
(Nyffeler y Eggli, 2010), Grahamia presenta flores blancas y a diferencia de
Talinopsis y Anacampseros, en el fruto maduro el exocarpo no se separa del
endocarpo (Ocampo, 2011); Talinopsis puede presentar flores amarillas o rosas
(Miguel-Vazquez y Ocampo, 2017).

Analisis de secuencias de ADN han mostraron que los linajes mas
tempranamente divergentes de la familia corresponden a dos géneros monotipicos
americanos: Grahamia bracteata Gillies ex Hook. (Argentina) y Talinopsis
frutescens A. Gray (E.U.A. y México) (Nyffeler y Eggli, 2010). Este ultimo taxon es
el miembro mas tempranamente divergente de la familia, lo que constituye un
problema muy interesante desde el punto de vista biogeografico, puesto que T.
frutescens es endémico de Norteamérica, mientras que la mayoria de las especies
restantes de la familia (86%) se distribuyen en otros continentes (83% en Africa y
3% en Australia). Ocampo y Columbus (2010) estimaron que Anacampserotaceae
aparecié hace 12-30 millones de afios (Ma); posteriormente, Arakaki et al. (2011)
asignaron a la familia una edad de 31.2 Ma y poco tiempo después Ocampo y

Columbus (2012) reestimaron la edad de la familia en 30 Ma. Aunque los origenes
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de la familia no son claros, parece que se origind en el continente americano
(Ocampo y Columbus, 2010).

Talinopsis frutescens es una especie que ha sido poco estudiada, de la cual
se desconocen aspectos como polinizacion, dispersién, reproduccion, anatomia e
interacciones con otros organismos, entre otros. Tampoco existen estudios que
aborden la filogeografia de la especie o de algun taxén incluido dentro de
Anacampserotaceae, caso contrario a lo que ocurre en Cactaceae (e.g., Bonatelli et
al., 2014; Pérez et al., 2015; Cornejo-Romero et al., 2017). La distribucion conocida
de T. frutescens se extiende desde la parte sur de Estados Unidos hasta el Valle de
Tehuacan-Cuicatlan, en Puebla, México (Figura 5). Los individuos de T. frutescens
se desarrollan preferentemente en sitios con vegetacion de matorral xerofilo y
bosque tropical caducifolio (Ocampo, 2011). La floracion se registra de mayo a
octubre (Ocampo, 2010) y las flores abren solamente una vez durante pocas horas
(Miguel-Vazquez y Ocampo, 2018), lo cual podria estar reduciendo las
probabilidades de que lleven a cabo polinizacién cruzada. Este comportamiento
podria ser un limitante importante para el flujo génico intra e interpoblacional.

La distribucion conocida de T. frutescens se extiende a través de cinco
diferentes provincias biogeograficas (CONABIO, 1997), el Altiplano norte, el
Altiplano sur, la Sierra Madre Occidental (SMO), la Sierra Madre Oriental y la Faja
Volcanica Trans-Mexicana (FVTM). La provincia de la FVTM es de particular
importancia para la distribucién de la especie en estudio, ya que se tiene registro de
poblaciones en los extremos norte y sur de ésta, mas no asi en su parte media. La
FVTM esta constituida por una zona de montafas y volcanes; se estima que su
formacion comenzo en el Mioceno medio, hace aproximadamente 7.5-21 Ma y cuyo
ultimo episodio volcanico se dio desde el Plioceno tardia hasta el Holoceno (Gémez-
Truena et al., 2007; Cohen et al., 2013). Las poblaciones de T. frutescens mas
meridionales se ubican en la zona del Valle de Tehuacan-Cuicatlan (VTC; Puebla-
Oaxaca), en el extremo sureste de la provincia de la FVTM, mientras que el resto
de las poblaciones de las que se tiene conocimiento se ubican al norte la FVTM,

principalmente en el Altiplano Mexicano (Figura 5).
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Las zonas en las que se puede encontrar a T. frutescens corresponden a
regiones aridas; la mayoria de las areas donde se ha registrado su presencia se
ubican en el Altiplano Mexicano, el cual incluye las provincias biogeograficas del
Altiplano sur (Zacatecano-Potosino) y el Altiplano norte (Chihuahuense), este ultimo
incluye la mayor parte del desierto Chihuahuense (DC) en territorio mexicano. Estas
regiones resultan de gran interés debido a su compleja historia geoldgica y climatica,
la cual han sido factor importante para dar como resultado la diversidad actual de
flora y fauna que ahi se encuentra (Morafka, 1977; Wilson y Pitts, 2010). Otra zona
donde se sabe que se distribuye la especie es el VTC, que pertenece a la region
xerofitica de México (Rzedowski, 2006) y posee una biodiversidad excepcional, lo
que la convierte en la zona arida y semiarida de Norteamérica con mayor riqueza
bioldgica (Davila et al., 2002).

El DC es el desierto de mayor extension en Norteamérica con 647500 km?y
se considera como una de las regiones secas con mayor riqueza de especies del
mundo (Morafka, 1977; Hoyt, 2002). El DC va desde el sur de Nuevo México
(E.U.A.) a través de la cuenca del Rio Grande y se extiende hacia el sur sobre el
Altiplano Mexicano en los estados de Chihuahua, Coahuila, Durando, Nuevo Ledn
y San Luis Potosi. El DC esta limitado al oeste y al este por las SMO y Oriental,
respectivamente, mientras que sus limites al norte y al sur son mas dificiles de
definir, por lo que generalmente se basan en indicadores diagndstico como clima o
comunidades animales y/o vegetales (Hoyt, 2002). Se presume que la formacion de
los desiertos occidentales pudo haber empezado en el Mioceno (23.03-5.33 Ma).
Aunque en el Paledgeno-Nedgeno (66-2.5 Ma) el DC era poco arido, al menos en
algunos lugares no habria alcanzado su estado de aridez hasta el Pleistoceno
temprano (2.58-0.78 Ma) con la conformacién final de las SMO, la Sierra Madre
Oriental y la formacion de las condiciones aridas sobre las grandes planicies. Las
presentes condiciones de aridez probablemente existieron en la mayor parte del
Pleistoceno (2.58-0.01 Ma), pero es de comun acuerdo que ocasionalmente hubo
periodos pluviales (Martin y Harrell, 1957). El grado en que estos periodos de

incremento de humedad se extendieron sobre el DC, asi como sus efectos sobre la
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fauna y flora, ha sido objeto de considerable debate (Milstead, 1960; Willson y Pitts,
2010).
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Figura 5. Distribucién conocida de Talinopsis frutescens. Se muestran provincias biogeograficas (CONABIO, 1997) y
otras regiones relevantes en este estudio. Como base se empled una cobertura de elevacion (Jarvis et al., 2008).
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Otra region arida de gran relevancia para este estudio es el VTC, la cual es
considerada parte de la region xerofitica de México (Rzedowski, 2006). Esta
provincia floristica se ubica en la parte sureste de Puebla y en el area adyacente de
Oaxaca. El VTC cubre un area de 10000 km? y representa un mosaico fisiografico
complejo con valles internos, separados por numerosas cadenas montafosas. La
diversidad de plantas de esta region representa el 10-11.4% de la diversidad
nacional, con aproximadamente 180 familias, 891 géneros y 2650 especies de
plantas vasculares (Valiente-Banuet et al., 2009) con un numero alto de
endemismos (Davila et al., 2002). Si estas cifras se comparan con las de otras
regiones aridas de Meéxico, serian similares a las registradas en el Desierto
Sonorense y aproximadamente 1000 especies menos que las del DC; sin embargo,
comparativamente, la extension del VTC es mucho menor que las otras dos
regiones (Valiente-Banuet et al., 2009).

Se sabe que una buena porcion de la flora endémica de México se localiza en
regiones aridas (Rzedowski, 1993), por lo que es posible encontrar diversos
estudios enfocados en taxa que se distribuyen en estas zonas, como cactaceas y
otras suculentas. Se han realizado diversos trabajos enfocados en aspectos
ecolégicos de la vegetacion actual (Milstead, 1960; Silva-Montellano y Eguiarte,
2003; Granados-Sanchez et al., 2011) y de la vegetacion historica (Wells, 1966), asi
como estudios filogeograficos. Un ejemplo de estos ultimos es el realizado por
Nason et al. (2002), el cual se enfocod en las cactaceas columnares de la zona
desértica de Sonora, Baja California y Baja California Sur. En 2009 Sosa et al.
estudiaron la historia evolutiva de las poblaciones de Hunnemannia fumariifolia
Sweet (Papaveraceae), especie endémica de México. Posteriormente, Rebernig et
al. (2010) investigaron el efecto que tuvo la aridificacion de la zona suroeste de
Norteamérica sobre la filogeografia y evolucion de Melampodium leucanthum Torr.
& A. Gray (Asteraceae), una especie de amplia distribucion y de las mejor adaptada
a las condiciones de sequia. En 2017 Scheinvar et al. reconstruyeron la historia de
Agave lechuguilla Torr. (Asparagaceae), un elemento caracteristico e importante del
DC. En el mismo afo, Angulo et al. identificaron los rasgos genéticos y modelaron
el nicho ecologico de Berberis trifoliolata (Berberidaceae), un arbusto endémico del
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DC, con proyecciones a los periodos del ultimo maximo glacial y del ultimo periodo
interglaciar. Este ultimo aspecto también fue abordado por Loera et al. (2017),
quienes investigaron la posible influencia de la actividad orogénica del Neogeno
tardio y de los ciclos glaciales e inter glaciales del Pleistoceno sobre la divergencia
intraespecifica y la historia demografica de una especie de gimnosperma, Ephedra
compacta (Ephedraceae). El trabajo de Loera et al., 2017, junto con el estudio
realizado por Vasquez-Cruz y Sosa (2016), enfocado en el género monotipico
Lindleya (Rosaceae), representan un antecedente relevante para la presente
investigacion, ya que al igual que T. frutescens, estos dos taxa son endémicos de
Norteamérica y sus rangos de distribucion son discontinuos, desde el Altiplano
Mexicano hasta el Valle de Tehuacan-Cuicatlan. La distribucién peculiar de la
especie en estudio es un factor importante que permite especular acerca del flujo
genico entre sus poblaciones ubicadas en el extremo sur y aquellas localizadas en
el resto de la distribucion conocida. Algunas de las preguntas que surgen son las
siguientes: ¢ existe flujo génico entre ambos grupos de poblaciones? De ser asi,
¢qué tan elevado es? o de lo contrario, si no lo hay, ¢hace cuanto tiempo se
interrumpid?, ;qué tan diferenciadas se encuentran las poblaciones? ;es esto un
resultado de la aparicion de la FVTM? ;qué tanta variacién genética hay en las

poblaciones meridionales?

JUSTIFICACION

El presente trabajo aportara informacién al conocimiento de T. frutescens. Esta
especie ha sido poco estudiada y tiene importancia evolutiva para
Anacampserotaceae y para otros linajes de plantas suculentas, como las cactaceas,
grupo con el cual esta cercanamente emparentada y cuyas poblaciones han sido
considerablemente mermadas, debido a factores como la fragmentacion y la
extraccion ilegal de ejemplares, entre otros. De igual forma, los resultados que arroje
esta investigacion permitiran saber mas acerca de los procesos de evolucion y
diversificacion de las suculentas en los ambientes aridos de México y podrian

emplearse en un futuro con fines de conservacion.
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OBJETIVOS

General

Estimar si existe flujo génico entre las poblaciones de T. frutescens, determinar
si existe diferenciacion entre ellas y definir si la diferenciacion (en caso de existir)
esta influenciada por la distribucidn geografica de la especie. Ademas, estimar los
patrones de distribucién historica que contribuyeron a que T. frutescens alcanzara

su distribucion actual conocida.

Particulares

Determinar si existe variacion genética entre las poblaciones de T. frutescens.

En el caso que se detecte variacion genética entre las poblaciones de T.

frutescens:

e Determinar si hay flujo génico entre las poblaciones.

e Estimar los procesos historicos que han influenciado los patrones
geograficos de variacion genética.

e Analizar los posibles patrones de distribucion histérica de T. frutescens.

e Estimar los tiempos de divergencia de las poblaciones de T. frutescens.

HIPOTESIS

1. Debido a la distribucién geografica de T. frutescens, que va desde el sur
de Estados Unidos hasta el VTC, se espera que exista variacion genética
entre sus poblaciones.

2. La FVTM divide a las poblaciones que se encuentran al norte y sur de la
misma, por lo que el flujo génico podria ser limitado.

3. Los tiempos de divergencia de las poblaciones ubicadas al norte y sur de
la FVTM de T. frutescens coincidiran con los eventos orogénicos ocurridos

en la misma.
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METODOS

Revisién de herbario y bases de datos

Se examinaron los ejemplares de herbario correspondientes a T. frutescens
depositados en diferentes colecciones del pais (HUAA, IEB, MEXU, XAL) y una en
el extranjero (RSA), asi como bases de datos en linea (GBIF.org (2017), REMIB,
SERNEC PORTAL), con la finalidad de obtener datos acerca de su distribucion,
fenologia y otros que pudieran servir para el proyecto (e.g., coloracion de las flores,

asociaciones con otros organismos).

Muestreo

Se recolectaron hojas en silica gel de 9-16 individuos por poblacion,
dependiendo de la disponibilidad de material, a lo largo de la distribucion conocida
de T. frutescens, la cual se obtuvo a partir de la consulta de bases de datos y de
ejemplares de herbario.

Por cada poblacion se recolectaron hasta tres ejemplares de herbario,
dependiendo de la disposicidon de material, los cuales seran depositados en los
herbarios HUAA (Universidad Autonoma de Aguascalientes), |IEB (Instituto de
Ecologia, A.C.) y MEXU (Instituto de Biologia, Universidad Nacional Autonoma de

México).

Analisis moleculares

Se extrajo material gendmico de muestras individuales utilizando el kit de
extraccion Blood-Animal-Plant DNA Preparation Kit (Jena Bioscience, Jena,
Alemania) y el método de CTAB 2X modificado de Doyle y Doyle (1987). A este
ultimo se le hicieron modificaciones y se emplearon al menos cuatro diferentes
variantes en el protocolo con la finalidad de obtener ADN de buena calidad (Anexo
A). Las muestras de ADN se cuantificaron en un espectrémetro de microvolumen
Colibri® (Titertek-Berthold, Pforzheim, Alemania).

Se realizé una revision de literatura (Taberlet et al., 1991; Oxelman, et al.,
1997; Strand et al., 1997; Klak et al., 2003; Shaw et al., 2005; 2007; 2014; Byrne y
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Hankinson, 2012; Prince, 2015; Romero-Brito et al., 2016) para seleccionar
marcadores moleculares que hayan mostrado variacién en grupos afines a la
especie en estudio (Caryophyllales; e.g., Cactaceae y Portulacaceae). Se
seleccionaron y evaluaron diez marcadores moleculares, tres de nucleo (G3PDH,
ITS y Tpi) y siete de cloroplasto (intron rpL16, ndhF-rpL32, petL-psbE, psbJ-petA,
rpL32-trnL, trnL-trnF y trnS-trnG). Con base en la facilidad para amplificar cada
region, la calidad de las secuencias obtenidas y la variacion ofrecida, se
seleccionaron tres marcadores moleculares, uno de nucleo (ITS) y dos de
cloroplasto (intrén rpl16'y el espaciador intergénico trnS-trnG), con los cuales fueron
procesadas el total de muestras empleadas en este estudio.

Los productos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fueron
enviados a un sitio externo (Macrogen, Corea del Sur) para su purificacion y
secuenciacion en una sola direccion.

Las secuencias resultantes fueron editadas (GeneStudio™ Professional
Edition V. 2.2.0.0 © 1999-2000) y alineadas utilizando el programa MUSCLE (Edgar,
2004) y la plataforma en linea MAFFT (Katoh et al., 2017), seguido de una
correccién manual en Phyde® v. 0.9971 (Muller et al., 2010).

Analisis filogenéticos

Como grupo externo se utilizaron secuencias obtenidas de GenBank de
Portulaca oleracea L. (Portulacaceae), Pereskia aculeata Mill. (Cactaceae) y
Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn. (Talinaceae) (los numeros de registro se
incluyen en el Anexo B). Cada uno de estos taxa pertenecen a las tres familias mas
cercanamente emparentadas con Anacampserotaceae (Hernandez-Ledesma et al.,
2015).

Los datos moleculares se analizaron a través de métodos de maxima
verosimilitud (Felsenstein, 1973) y Bayesianos (Yang y Rannala, 1997). Los analisis
de maxima verosimilitud se realizaron en el programa RaxML (Stamatakis, 2014) y
en IQ-Tree (Hoang et al., 2018). El motivo por el que se emplearon dos diferentes
programas basados en maxima verosimilitud fue para cotejar ambas estimaciones,

ya que, aunque ambos se basan en el mismo método, las opciones para llevar a
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cabo los analisis, asi como las pruebas de apoyo que ofrecen son variadas. Un
ejemplo de lo anterior es el modelo de sustitucion que se puede asignar a los datos,
ya que en RaxML se restringe al uso del modelo GTR (Tavaré,1986), mientras que
en IQ-TREE es posible utilizar particiones y asignar cualquier modelo a cada una
de ellas. Otra caracteristica relevante son las pruebas de apoyo que ofrecen cada
uno. Mientras que RaxML brinda la prueba de Bootstrap (Felsenstein, 1985), en IQ-
TREE es posible implementar una variante de ésta, el Ultra Fast Bootrap, la cual
tiene requerimientos computacionales menores por lo que es mas rapida y obtiene
valores de apoyo menos sesgados segun sus autores (Hoang et al., 2018); de
manera complementaria, también se puede aplicar a las ramas la prueba
aproximada de verosimilitud tipo SH (SH-aLRT, por sus siglas en inglés) (Guindon
et al., 2010). Para los analisis hechos en RaxML, se emplearon 1000 iteraciones de
Bootstrap, mientras que para las hechas en IQ-Tree se usaron dos pruebas,
Ultrafast Bootstrap y SH-aLRT, cada una con 1000 repeticiones.

Para el analisis Bayesiano se utilizé el programa MrBayes v. 3.2 (Ronquist et
al., 2012). Se emplearon 10000000 generaciones con un valor de burnin de 0.25 y
el apoyo de los clados se determiné por medio de probabilidades posteriores
Bayesianas (Rannala y Yang, 1996). Los modelos de evolucion del ADN fueron
estimados con el programa jModelTest 2 (Darriba et al., 2012) para cada uno de los
marcadores de forma individual, utilizando el modelo que mejor se ajusté para cada
uno.

Para todos los analisis se emplearon dos matrices, una incluyendo el marcador
de nucleo (ITS) y la otra en la que se combinaron los dos marcadores de cloroplasto
(intron rpL16 y trnS-trnG). Para esta ultima matriz, se utilizaron particiones para
aplicar el modelo correspondiente a cada uno de los marcadores. El analisis de los
datos se llevd a cabo de esta manera, tomando en cuenta que las caracteristicas
del ADN de nucleo y cloroplasto son distintas, siendo un factor relevante la via en
que se hereda cada uno; esta caracteristica puede influir en que las regiones
pertenecientes a uno y otro 6rgano proyecten historias distintas (Arnold y Ems,
1998). Para poder comparar estos resultados con los obtenidos en los analisis de
diversidad genética poblacional, en donde los estimadores se obtienen por cada tipo
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de marcador empleado (nucleo y cloroplasto, en este estudio), las secuencias de
las dos regiones de cloroplasto se analizaron en conjunto en una matriz y no de
manera individual. Ademas, se hicieron estimaciones filogenéticas con una matriz
combinada, incluyendo los tres marcadores empleados en este trabajo; el
respectivo modelo evolutivo de cada region fue asignado en aquellos programas
que permiten esta especificacion (IQ-Tree y MrBayes).

Los analisis de RaxML y de inferencia Bayesiana se efectuaron en el cluster

computacional CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010).

Diversidad genética poblacional

Se obtuvo una red de haplotipos para el ADN de nucleo (ITS) y una para el
ADN de cloroplasto (intron rpL16 y trnS-trnG) basada en parsimonia con el
programa PopART (Clement et al., 2002), usando el limite de 95% de probabilidad
de conexion y tratando los gaps como datos faltantes. ElI motivo por el que se
analizaron las secuencias de nucleo y las de cloroplasto en dos matrices por
separado, es el mismo que se menciond en la seccion de analisis filogenéticos.

Se utilizé el programa DnaSP v6 (Rozas et al., 2017) para calcular la diversidad
de nucledtidos (m; numero promedio de diferencias nucleotidicas por sitio entre dos
secuencias de ADN), el numero de haplotipos (h) y la diversidad de haplotipos (Hd;
medida de la frecuencia de variantes haplotipicas en una poblacion) (Nei, 1987).

Para saber si las poblaciones presentaban estructura genética, se obtuvieron
los valores Fst (indice de diferenciacion de las poblaciones) (Weir y Cockerham,
1984). También se efectudé un analisis de varianza molecular (AMOVA) en el
programa Arlequin v. 3.01 (Excoffier et al., 2005), empleando el método de
distancias pareadas, con 10000 generaciones, agrupando las poblaciones de la
siguiente manera: a) sin agrupar, b) dos grupos (Altiplano (Norte y Sur) + SMO) y
VTC), c) cuatro grupos (Altiplano Norte, Altiplano Sur, SMO y VTC). La
regionalizacion utilizada en este analisis se explica en la seccion de biogeografia
histérica. Este analisis se emple6 para determinar si existe diferenciaciéon genética

entre las poblaciones ubicadas en las distintas provincias biogeograficas.
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Se hizo un analisis espacial de la varianza molecular en el programa SAMOVA
ver. 1.0 (Dupanloup et al., 2002) para estimar los grupos de poblaciones que son
geograficamente homogéneos y genéticamente diferenciados entre ellos. La
eleccion del numero de grupos se define a través del indice Fcr, el cual representa
la proporcion de la varianza genética total debido a las diferencias entre grupos de
poblaciones (Dupanloup et al., 2002). El analisis se realizé con valores de Kde 2 a
20 y los indices de fijacion fueron probados usando 100 permutaciones.

Para saber si existia estructura filogeografica, se estimaron los parametros de
diferenciacion genética Gsr y Ns7, en donde el primero toma en cuenta las
frecuencias haplotipicas y el segundo ademas de las frecuencias considera las
similitudes entre haplotipos (Pons y Petit, 1996). Para esta estimacion se emplearon
1000 permutaciones y se uso el programa PERMUT 2.0 (Pons y Petit, 1996).

Todos los analisis antes mencionados, se llevaron a cabo empleando por
separado dos matrices, una con el marcador de nucleo (ITS) y la otra con los

marcadores de cloroplasto (intron rpL 16, trnS-trnG).

Analisis de coalescencia

Para obtener un panorama mas claro de las posibles relaciones entre las
poblaciones de T. frutescens, se realizé un analisis de coalescencia por el método
de inferencia Bayesiana con el programa *BEAST v2.4.7 (StarBeast) (Bouckaert et
al., 2014). Se emplearon los tres marcadores (nucleo y cloroplasto), los cuales se
analizaron al mismo tiempo en un analisis particionado y para el grupo externo se
usaron secuencias de GenBank de las especies Portulaca oleracea (Portulacaceae)
y Talinum paniculatum (Talinaceae) (Anexo B). Para las tres particiones se uso el
modelo GTR (Tavaré,1986) y se emplearon cadenas con longitud de 10000000
generaciones, guardando la informacion cada 5000 generaciones, con un preburnin
de 0 y numero de intentos de 10. La convergencia de las cadenas se verificé en
Tracer v1.6.0 (Rambaut et al., 2013) y se realizaron corridas hasta que el valor del
numero efectivo de muestras independientes (ESS) fue superior a 200. En
LogCombiner v2.4.7 (Rambaut y Drummond, 2002-2017) se hizo un remuestreo a

una frecuencia de 10000 generaciones, con un burnin de 10%. Los arboles
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resultantes fueron resumidos en un arbol consenso, usando el programa
TreeAnnotator v2.4.7 (Rambaut y Drummond, 2002-2017).

Estimacion de tiempos de divergencia

Los tiempos de divergencia se obtuvieron con el programa PATHA8 (Britton et
al., 2007). Este programa requiere una topologia estimada previamente, por lo cual
se utilizé la obtenida por el método de coalescencia antes mencionado. Dicha
topologia se modific6 forzando uno de los dos grupos externos (Talinum
paniculatum) como raiz, de modo que (Portulaca oleracea) se consideré como grupo
hermano de Talinopsis frutescens; esto se hizo para obtener el clado Talinopsis +
Portulaca, al cual se le asign6 un punto de calibracion. Se empleé una calibracién
secundaria de edad fija, utilizando la edad obtenida por Ocampo y Columbus (2012)

para el clado Talinopsis + Portulaca, la cual es de 29.7616 Ma.

Biogeografia histérica

Se utilizaron tres provincias biogeograficas, Altiplano norte, Altiplano sur y
SMO, tomando en cuenta la regionalizaciéon hecha por CONABIO (1997), la cual
esta basada en el sistema de clasificacion de provincias bidticas (con énfasis en
criterios morfotectonicos; Ferrusquia-Villafranca, 1990), el de regiones y provincias
mastogeograficas (Ramirez-Pulido y Castro-Campillo, 1990), el de divisiones
floristicas (Rzedowski y Reyna-Trujillo, 1990) y el de provincias herpetonfaunisticas
(Casas-Andreu y Reyna-Trujillo, 1990). Como cuarta region se empled el area
correspondiente al Valle de Tehuacan-Cuicatlan (VTC), que no corresponde a una
provincia biogeografica, sino a un area natural protegida ubicada en el extremo
sureste de la provincia biogeografica de la FVTM. Se decidié emplear el VTC debido
a que las caracteristicas de la FVTM son muy heterogéneas, siendo el VTC la region
mas conspicua dentro de dicha provincia que cuenta con las caracteristicas de
habitat para T. frutescens y de la cual se obtuvieron muestras para este estudio
(Figura 5). Para los grupos externos, Portulaca oleracea y Talinum paniculatum, se
utilizé una distribucién a nivel continental para Africa, el Caribe y Centroamérica, ya
que estos dos taxa son ampliamente distribuidos alrededor del mundo.
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Para la reconstruccion de la biogeografia histérica se utilizé el programa RASP
(Yu et al., 2015), con el cual se efectud el analisis de dispersion y vicarianza (S-
DIVA) (Yu et al., 2010) y el de método de maxima verosimilitud con el modelo DEC
(Lagrange) (Ree y Smith, 2008). Para ambos analisis se utilizaron un maximo de
cuatro areas por nodo. El archivo de entrada contiene los ultimos 1000 arboles de
la fase estacionaria de un archivo que originalmente contenia 36941 arboles,
producto del analisis de coalescencia realizado en *BEAST (StarBeast); como arbol
condensado se empled la topologia modificada (incluyendo longitudes de ramas)

usada para la estimacion de tiempos de divergencia.

Modelado de nicho ecolégico

Se realizé el modelado de nicho ecolégico (MNE) de T. frutescens con
proyecciones al pasado, presente y futuro. Para la proyeccion al pasado, se
consideraron el ultimo periodo interglaciar (LIG; 140,000-120,000 afos atras; Otto-

Bliesner et al., 2008) y ultimo maximo glacial (LGM; 22 000 afos atras). Para la

proyeccion al futuro, se considerd el afo 2070 y se tomaron en cuenta cuatro
escenarios con un gradiente de valor de Representative Concentration Pathways
(RCP; 2.6, 4.5, 6.0 y 8.5). Se emplearon las 19 variables climaticas de Worldclim
1.4 (Hijmans et al., 2005) a una resoluciéon de ~1 x 1 km, excepto por las del LGM
que se usaron a ~5 x 5 km. Las simulaciones se llevaron a cabo con el programa
MaxEnt v3.4.0 (Phillips et al., 2018), usando el Community Climate System Model
(CCSM4; Gent et al., 2011), con un umbral de convergencia de 107°, con 1000
iteraciones maximas y un valor de multiplicador de regularizacion de 1, asi como los
valores predeterminados para el resto de los parametros de modelo. Para evaluar
la calidad del modelo, se particionaron los datos en 75% de entrenamiento y 25 %
de prueba.

Para confirmar que las variables con los porcentajes mas altos de contribucion
para cada uno de los siete modelos no estuvieran altamente correlacionadas (r>0.9),
se realiz6 un analisis de correlacion de Pearson entre las 19 variables, empleando
el programa ENMTools (Warren et al., 2008). Adicionalmente, se empled el mismo

programa para comparar estadisticamente la amplitud del nicho (Nakazato et al.,
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2010) de los siete modelos obtenidos, haciendo uso las métricas B1 y B2 (Levins,
1968).

Los registros de presencia de la especie se obtuvieron de la consulta de bases
de datos, herbarios y colectas propias (Anexo C). Las bases de datos consultadas
fueron la Global Biodiversity Information Facility (GBIF; http://www.gbif.org/species),
la= Red Mundial de Informacion sobre  Biodiversidad (REMIB;
http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/remib_esp.html), el Sernec Portal
(http://sernecportal.org/portal/), TROPICOS (http://www.tropicos.org) y UNIBIO

(Unidad de Informatica para la Biodiversidad). Se revisaron especimenes de los

herbarios ANSM (Universidad Autébnoma Agraria Antonio Narro, México), CIIDIR
(Instituto  Politécnico Nacional, CIIDIR Unidad Durango, México), HUAA
(Universidad Autbnoma de Aguascalientes, México), IEB (Instituto de Ecologia, A.C.,
Centro Regional del Bajio, México), INEGI (Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia, México), MEXU (Universidad Nacional Autonoma de México, México),
RSA (Rancho Santa Ana Botanic Garden, E.U.A.) y el de la Universidad Autonoma
de Zacatecas, México (coleccion no registrada en el Index Herbariorum;

http://sweetgum.nybg.org/sciencel/ih/).

RESULTADOS

Revisidn de herbario y bases de datos

Se examinaron un total de 72 ejemplares de T. frutescens depositados en las
colecciones mencionadas en la seccion de Métodos. Durante la revision, se tomaron
fotografias de los ejemplares y se capturaron los datos de las etiquetas. De igual
manera, se solicitd informacion (datos de colecta) sobre los ejemplares de la
especie depositados en otras colecciones que no fue posible visitar: ANSM, CIIDIR,
MEXU, UAZ y UNL. Ademas, se consultaron algunas bases de datos en linea, de
donde se obtuvo informacion de ejemplares depositados en otros herbarios.

Con la informacion obtenida de las fuentes antes mencionadas, ademas de la
adquirida de las recolecciones propias, se elabor6 una tabla de datos empleando el

programa Excel 2011, que incluye los siguientes campos: pais, estado, municipio,
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localidad, latitud, longitud, altitud, tipo de vegetacién, descripcion, fecha, colector,
numero de colecta, colectores asociados y observaciones. Esta tabla cuenta con
156 registros, los cuales han sido depurados, eliminando los duplicados
depositados en diferentes colecciones. Aquellos registros que no contaban con
coordenadas, pero incluian informacion suficiente para ubicar el sitio de colecta,

fueron georreferenciados empleando el programa Google Earth Pro.

Muestreo

Se llevaron a cabo dos viajes de recoleccion. El primero se realizé en el mes
de junio de 2016 y se muestrearon poblaciones de los estados de Guanajuato,
Hidalgo, Jalisco, Puebla y Querétaro. El segundo se realizé a finales de julio e inicios
de agosto del mismo afo y se visitaron los estados de Chihuahua, Durango, Nuevo
Ledn, San Luis Potosi y Zacatecas (Figura 6). Se obtuvieron 26 numeros de colecta,
cada uno con uno a tres individuos para ejemplares de herbario, asi como muestras
de material foliar de nueve a 16 individuos por poblacion; en total se obtuvieron
muestras de 339 individuos. Ademas, se conté con muestras de cuatro poblaciones
mas (41 individuos), producto de viajes de colecta realizados previamente por G.
Ocampo.

Como resultado adicional de la recolecciéon en campo, se obtuvo informacion
de la biologia de T. frutescens. Se observaron algunos posibles polinizadores, tales
como aranas, avispas, escarabajos y moscas visitando flores abiertas (Figura 7 A-
B). Otro tipo de asociacion que se identificé en campo fue el de las plantas de T.
frutescens con otras especies como Agave salmiana (Asparagaceae), Calliandra
eriophylla (Fabaceae), Larrea ftridentata (Zygophyllaceae), Opuntia spp.
(Cactaceae) y Parthenium sp. (Asteraceae) (Figura 7 C-E); también se observaron
plantas de la especie en estudio protegidas por rocas. Por otro lado, en muchos de
los sitios donde se recolectaron ejemplares, se observé ganado y los individuos de

T. frutescens eran de menor tamafo y/o con sefiales de ramoneo.
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Recolecciones

® M. Miguel-Vazquez

¢ G. Ocampo
Provincias Biogeogréficas

Altiplano norte (Chihuahuense)
Altiplano sur (Zacatecano-Potosino)
Faja Volcanica Trans-Mexicana (FVTM)
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Otras regiones relevantes en este estudio
Desierto Chihuahuense (DC)

[JValle de Tehuacéan-Cuicatlan (VTC)
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Figura 6. Sitios donde se recolectaron muestras y ejemplares de T. frutescens.
Sombreado en diferente color las provincias biogeograficas (CONABIO, 1997) y se
delimitan otras regiones relevantes para este estudio.

Otro aspecto interesante que se observo fue la variacion en la coloracién de
las flores de algunas poblaciones de la zona noroeste del pais, especificamente las
de Durango. Las flores de las poblaciones muestreadas en los municipios de
Mezquital y Nuevo Ideal presentaban coloracion rosa (Figura 7F), mientras que las
que fue posible observar en el resto de los estados eran amarillas. No solo la
coloracién de las flores de dichas poblaciones diferia, también el tamafio de los
frutos, los cuales eran mas pequenos, asi como la superficie de los entrenudos
apicales caulinares y de las ramas de las inflorescencias, las cuales tenian
consistencia pegajosa (Figura 7G); esta ultima caracteristica de la superficie de
tallos y ramas, también se observé en otras poblaciones en las que no fue posible

observar flores abiertas ni su color.
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Las observaciones antes mencionadas fueron publicadas en un articulo de

divulgacién cientifica (Anexo D).

Figura 7. Asociaciones y caracteristicas relevantes de Talinopsis frutescens. A-B)
Flores con insectos visitadores; T. frutescens con otras plantas: C) Agave salmiana,
D) Calliandra eriophylla, E) Opuntia sp.; F) Flores rosas de la poblacién de Mezquital,
Durango; G) Acercamiento a un tallo con consistencia pegajosa.

Analisis moleculares
Extraccion de ADN
Se extrajo ADN de 210 individuos, correspondientes a siete individuos

provenientes de 30 poblaciones. La extraccion de ADN de algunas de estas
muestras se hizo con el kit de extraccién Jena Bioscience y la mayoria restante con

el método modificado de CTAB 2X. Debido a dificultades en la extraccion y
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amplificacion que a continuacién se detallaran, el numero de poblaciones
empleadas en este proyecto se redujo a 21, con dos a siete individuos por poblacion.

El proceso de estandarizacidén de los protocolos tanto de extraccién como de
amplificacion comprendié varias modificaciones para la obtencion de ADN vy
productos de PCR de buena calidad. Primero, la extraccion de ADN se llevo a cabo
con el kit Jena Bioscience, confiando en que el ADN que se obtendria contendria la
concentracion suficiente (minimo 5 ng/uL) para llevar a cabo los PCR y que estaria
limpio de sustancias que pudieran inhibir la funcién de la Taqg polimerasa. Sin
embargo, los resultados no fueron los esperados y después de hacer varias
modificaciones al protocolo de extraccion (Anexo A) y no obtener resultados, se optd
realizar las extracciones con el método modificado de CTAB 2X.

Se emplearon varios protocolos, como el modificado por L. M. Prince (inédito),
el cual habia sido efectivo en la obtencion de ADN de especies de Portulaca
(Portulacaceae) y para algunos ejemplares de T. frutescens; sin embargo, al
cuantificar el ADN obtenido, los valores de absorbancia 260/280 variaban mucho
(0.9 a 3.7). Incluso, hubo casos en que las muestras presentaban valores de
absorbancia optimos (1.8) y sin embargo no se obtenian resultados al intentar
amplificarlas. La situacion fue similar con la concentracion de las muestras, las
cuales iban desde 38 hasta 1580 ng/upl, por lo que se hicieron diversas
modificaciones al protocolo, como fueron multiples lavados, uso de RNAsa,
Proteinasa, PVP (polivinilpirrolidona), Viscozyme L y periodos de precipitacion de al
menos 12 horas. También se probd el protocolo modificado por Cota-Sanchez
(2006) para plantas con alto contenido de mucilago, entre otros; sin embargo, en la
mayoria de los casos, la calidad del ADN obtenido no mejoraba.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos con todos los protocolos
empleados, se retomé el modificado por L. M. Prince, y se emplearon tiempos de
precipitacion de al menos 12 horas; con este protocolo se procesaron todas las

muestras ya que fue el mas eficaz.
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Seleccién de marcadores moleculares y amplificacion de las regiones de interés

Como resultado de la revision de literatura realizada, se seleccionaron tres
marcadores de nucleo (G3PDH, ITS y Tpi) y siete de cloroplasto (intron rpl/16;
espaciadores intergénicos ndhF-rpL32, petL-psbE, psbJ-petA, rpL32-trnL, trnL-trnF
y trnS-trnG-trnG) (Cuadro 1). Se hicieron pruebas para optimizar la concentracion y
volumen de ADN a incluir en las reacciones de PCR, para lo cual se realizaron PCR
empleando diferentes concentraciones, variando desde 10 hasta 100 ng/ul. La
concentracion de 40 ng/ul tuvo mayor eficacia para amplificar las regiones de interés,
en tanto que los volumenes de ADN por reaccién que mayor eficacia mostraron
fueron el de 1 y 2 pl. Se estandarizaron las temperaturas de alineamiento para
adaptarlos al grupo de estudio, usando gradientes que oscilaran dentro del rango
sugerido en el protocolo de la publicacién original de los oligos (Anexo E). También
se probaron diferentes concentraciones de cada uno de los reactivos para optimizar
las reacciones de PCR. El Dimetilsulféxido (DMSO) y la albumina de suero bovino
(BSA) resultaron indispensables para lograr la amplificacién de las regiones (Anexo
F).

El primer filtro para descartar marcadores fue la facilidad para amplificar cada
una de las regiones, siendo los marcadores Tpi, ndhF-rpL32, rplL32-trnL los
descartados desde el inicio debido a que, a pesar de haber hecho numerosas
modificaciones a los protocolos, no se lograron amplificar. Los marcadores que
mostraron mayor eficacia para amplificar fueron G3PDH, ITS, petL-psbE y el intrén
rpL16. Sin embargo, al procesar mas muestras, para G3PDH no hubo éxito en la
mayoria de los casos y para petL-psbE se tuvieron problemas de dobles bandas y
poca eficacia de amplificacion, por lo que ambos marcadores se descartaron.

Durante la estancia realizada de julio-agosto de 2019, en la lowa State
University (E.U.A.) se probaron los marcadores psbJ-petA, trnL-trnF y trnS-trnG-
trnG. Se obtuvo buena eficacia de amplificacion, pero la calidad de las secuencias
de la region de trnL-trnF fue mala, por lo que se descarté este marcador. Se
obtuvieron secuencias de buena calidad para las otras dos regiones, aunque al
tratarse de fragmentos de mas de 1000 pares de bases (pb), a partir de las 700 pb

la calidad disminuia y la mayoria de las secuencias forward 'y reverse no alcanzaban
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a empalmarse; no obstante, las secuencias mostraron buen porcentaje de variacion
y se decidio trabajar con el marcador psbJ-petA. Los oligos con los que se contaba
para amplificar dicha region en las instalaciones de la UAA no dieron resultados
favorables, por lo que se decidio volver a solicitarlos junto con los de la regién trnS-
trnG; esta ultima, a diferencia de la regién trnS-trnG-trnG que se habia probado
previamente, unicamente incluye un espaciador intergénico, con una longitud
aproximada de 780 pb. Se probaron ambos pares de oligos correspondientes a los
dos marcadores antes mencionados y se encontré que la eficacia de amplificacion
fue buena para ambos; sin embargo, permanecia el problema en cuanto a la calidad
de las secuencias, ya que ésta decaia considerablemente después de las 700 pb.
Tomando en cuenta lo anterior, asi como la longitud de las dos regiones a prueba,
se opto por trabajar con el espaciador intergénico trnS-trnG, ya que la secuenciacion
recuperaba la mayor parte de la region con buena calidad y el empalme de las
secuencias se realizaba de mejor manera.

Se amplificaron todos los marcadores con los que se obtuvieron resultados
positivos, empleando al menos cinco muestras, cada una correspondiente a un
individuo, provenientes de diferentes poblaciones; los productos fueron enviados a
secuenciar y las secuencias obtenidas fueron analizadas para saber el nivel de
variacion que ofrecia cada uno de los marcadores, dentro y entre poblaciones.

Tomando en cuenta la facilidad con que cada una de las regiones amplifico, la
calidad de las secuencias y la variacion que éstas mostraban, se seleccionaron un
marcador de nucleo (ITS) y dos de cloroplasto (intrén rpL16 y el espaciador
intergénico trnS-trnG) para utilizarlos en este estudio. Todas las muestras extraidas
se amplificaron empleando las tres regiones antes mencionadas y se enviaron a

secuenciar en una direccién (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Oligos probados en el proyecto. En negritas se muestran los tres pares
de oligos empleados para obtener los productos de PCR en este proyecto. Los
oligos marcados con un asterisco (*) al inicio, se utilizaron para secuenciar en una
sola direccion el marcador molecular indicado.

Genoma de

Longitud

Nombre

Marcador . . Secuencia del oligo Referencia
origen |+/-(pb)| del oligo
, GPDX7F | GATAGATTTGGAATTGTTGAGG | Strand et
G3PDH | Ndcleo | 200 F5phyoR AAGCAATTCCAGCCTTGG al., 1997
TS (1) Nticleo 600 18SF CGATTGAATGGTCCGGTGAAG Prince,
26SR AGGACGCTTCTACAGACTACAA 2010
. ITS-An5 | CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG |Cheng et
ITS (2 Nucl 600
g Nicteo *ITS-An4 | CCGCTTATTGATATGCTTAAA | al., 2016
Toi ifees 1200 TPI-F ATGGSCMGWAAGTTCTTCG
P 855R GACAACCAAATTACATAACTC
N *rpL16F71|/GCTATGCTTAGTGTGTGACTCGTTG
Ll Cloroplasto 939 Shaw et
rpl16 al., 2005
rpL161516) CCCTTCATTCTTCCTCTATGTTG
ndhF- ndhF GAAAGGTATKATCCAYGMATATT | Shaw et
Cloroplasto| 959
rpL32 rpL32-R | CCAATATCCCTTYYTTTTCCAA | al., 2007
petL |AGTAGAAAACCGAAATAACTAGTTA
petL- Shaw et
psbE Cloroplasto| 1109 al. 2007
psbE TATCGAATACTGGTAATAATATCAGC|
psbJ- | psbJ ATAGGTACTGTARCYGGTATT Shaw et
petA P petA AACARTTYGARAAGGTTCAATT | al., 2007
rpL32- trnL(UAG) CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT Shaw et
tnl Cloroplasto| 1018 al. 2007
rpL32-F CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC ’
C CGAAATCGGTAGACGCTACG  [Taberlet ef
trnL-trnF | Cloroplasto| 1000 = ATTTGAACTGGTGACACGAG al.. 1991
trnGUUCr GAATCGAACCCGCATCGTTAG
trnS- Cloroplasto| 1472 , Shaw et
trnG-trnG trnS(CY)" | AACTCGTACAACGGATTAGCAATC | al., 2007
tmG2S | TTTTACCACTAAACTATACCCGC | onaw et
trnS- al., 2005
trnG Cloroplasto, 780 - Shaw ef
*trnS(€cV”" | AACTCGTACAACGGATTAGCAATC al.. 2007
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Analisis filogenéticos

La matriz empleada para los analisis de la regién de nucleo incluye 130
secuencias y tiene una longitud de 396 pb, mientras que la matriz combinada que
incluye los dos marcadores de cloroplasto esta compuesta por 86 secuencias y tiene
una longitud de 523 pb (Anexo G). Para los analisis hechos con RaxML se utilizo el
mismo modelo de evolucion (GTR) para ambas matrices. Para los analisis hechos
en IQ-TREE y por el método de inferencia Bayesiana, se emple6é el modelo de
evolucion estimado para cada una de las regiones, incluso en la matriz combinada
con los dos marcadores de cloroplasto; para ITS y para el espaciador intergénico
trnS-trnG se emple6 GTR+G y para el intron rpL16 se usé F81+G. A manera
comparativa, también se hicieron inferencias filogenéticas empleando ambos
metodos y utilizando una matriz combinada que incluye el marcador de nucleo y los
dos marcadores de cloroplasto. A pesar de haber secuenciado al menos siete
individuos por poblacion, muchas de las secuencias obtenidas no contaban con
buena calidad o no estaban completas, por lo que se recortaron hasta el punto de
conservar solo los fragmentos con buena calidad y se descartaron aquellas
secuencias que no tuvieran la extension completa del fragmento a emplear. Por lo
anterior, se redujo el numero de secuencias que se emplearon en este estudio, asi
como también se disminuy6 la extension de los fragmentos con el objeto de que
todas las muestras tuvieran la misma longitud en pb.

La mondfilia de la especie estuvo apoyada empleando ambos métodos, los
diferentes programas y los diferentes marcadores (Bootstrap =280%, SH_alLRT
>80%, UF_Boot >95% y probabilidades posteriores 20.95). Sin embargo, a nivel
infraespecifico no se observaron agrupamientos bien definidos de los individuos
empleados por poblaciones o por provincias biogeograficas y en la mayoria de los
clados no se obtuvieron valores de apoyo altos. Cabe resaltar que uno de los pocos
clados que se recuperd en varias de las filogenias es el conformado por las
poblaciones localizadas en el VTC (Fig. 8-13).
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individuos del resto de géneros de Anacampserotaceae. Los puntos negros en los nodos indican valores de
SH_alLRT y UF_Boot = 80% y 95%, respectivamente.
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Figura 9. Filogenia obtenida por el método de maxima verosimilitud con el programa
IQ-TREE, utilizando una matriz combinada que incluye los tres marcadores
empleados (ITS, intrén rpL 16, trnS-trnG). En rojo se indican los grupos externos y
en azul los individuos del resto de géneros de Anacampserotaceae. Los puntos
negros indican valores de SH_aLRT y UF_Boot = 80% y 95%, respectivamente.
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Figura 11. Filogenia obtenida por el método de maxima verosimilitud con el
programa RaxML, utilizando una matriz combinada que incluye los tres marcadores
empleados (ITS, intrén rpL 16, trnS-trnG). En rojo se indican los grupos externos y
en azul los individuos del resto de géneros de Anacampserotaceae. Los puntos
negros indican valores de Bootstrap =280%.
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Figura 12. Filogenias obtenidas por el método de inferencia Bayesiana para el marcador de nucleo y para los de
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Figura 13. Filogenia obtenida por el método de inferencia Bayesiana utilizando una
matriz combinada que incluye los tres marcadores empleados (ITS, intron rpL16,
trnS-trnG). En rojo se indican los grupos externos y en azul los individuos del resto
de géneros de Anacampserotaceae. Los puntos negros en los nodos indican
probabilidades posteriores =0.95.
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Redes de haplotipos y diversidad genética poblacional

Se obtuvieron dos redes de haplotipos, una empleando las secuencias de ADN
de nucleo y la otra empleando las secuencias de ADN de cloroplasto (Anexo G).

Para la region de nucleo se encontraron 36 haplotipos de las 122 secuencias
analizadas. El haplotipo mas frecuente fue el H1, presente en siete poblaciones
localizadas en el Altiplano Sur, mientras que el segundo haplotipo mas frecuente es
el H2, presente en cuatro poblaciones localizadas en el Altiplano norte. Los
haplotipos encontrados en las poblaciones localizadas en el VTC no se comparten
con ninguna otra poblacion. De los 36 haplotipos, 27 fueron haplotipos unicos (Figs.
14y 15).

Para los marcadores de cloroplasto, se encontraron un total de 44 haplotipos
en 83 secuencias analizadas. El haplotipo mas frecuente fue el H13, presente en el
Altiplano sur, mientras que el segundo mas frecuente fue el haplotipo H3,
compartido entre poblaciones localizadas en el Altiplano Norte y la SMO. Los
haplotipos encontrados en las dos poblaciones ubicadas en el VTC no se comparten
con ninguna de las otras poblaciones. De los 44 haplotipos, 34 resultaron haplotipos
unicos (Figs. 16y 17).

Para los indicadores de variacion genética, el valor total de Hd para ITS fue de
0.88823, el de n de 0.01455, mientras que para las regiones de cloroplasto fue de
0.95239 y 0.01827 respectivamente; los valores para cada una de las poblaciones

se pueden consultar en el Cuadro 2.
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Figura 14. Red de los haplotipos de nucleo elaborada en PopART. Cada circulo representa un haplotipo y el tamafo
de estos representa la proporcién de dicho haplotipo en las diferentes poblaciones. El codigo asignado a cada
haplotipo esta indicado dentro o a un costado de los circulos; las lineas cortas perpendiculares a las lineas conectoras

entre haplotipos representan pasos mutacionales.
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Figura 15. A) Distribucion geografica de los haplotipos de nucleo (ITS) de Talinopsis frutescens (ver Tabla 1 para
cédigos de las poblaciones). Los colores en el mapa delimitan las provincias biogeograficas (CONABIO, 1997)
relevantes para este trabajo, asi como el area natural protegida del Valle de Tehuacan-Cuicatlan. Los colores en los
graficos de pastel indican la proporcion de haplotipos encontrada en cada poblacion.
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Figura 16. Red de los haplotipos de cloroplasto elaborada en PopART. Cada circulo representa un haplotipo y el
tamano de estos esta en proporcion con la abundancia de dicho haplotipo en las diferentes poblaciones. El codigo
asignado a cada haplotipo esta indicado dentro o a un costado de los circulos; las lineas cortas perpendiculares a las
lineas conectoras entre haplotipos representan pasos mutacionales.
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Figura 17. A) Distribucidon geografica de los haplotipos de los marcadores de cloroplasto (intron rpL16 y espaciador
intergénico trnS-trnG) de Talinopsis frutescens (ver Tabla 1 para cédigos de las poblaciones). Los colores en el mapa
delimitan las provincias biogeograficas relevantes para este trabajo, asi como el area natural protegida del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan. Los colores en los graficos de pastel indican la proporcion de haplotipos encontrada en cada

poblacion.
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Cuadro 2. Poblaciones, localidades, coordenadas, numero de individuos y haplotipos empleados para la elaboracion
de las redes de haplotipos e indices poblacionales. n: numero de secuencias; S: numero de sitios polimérficos; h:
numero de haplotipos; Hd: diversidad haplotipica; =: diversidad nucleotidica.

Codigo de . Latitud Longitud Altitud Nucleo Cloroplasto
la Localidad (N) (W) (m s.n.m.)

poblaci()n ALY n S h Hd TC n S h Hd T

AgsAgs ~ hguascalientes, 4 o514 4002042 2175 7 0 1 0 0 2 5 2 1 001089
Aguascalientes

ChiAld1 Aldama, Chihuahua 29.149 -105.487 1365 4 0 1 0 0 3 1 2 0.666670.00145

ChiAld2 Aldama, Chihuahua 29.183 -105.4419 1447 4 0 1 0 0 4 1 2 05 0.00109

Chidimz Jiménez, 26.9012 -104.5585 1385 5 0 1 0 0 4 3 3 0.833330.00327
Chihuahua

DgoGoPa Gorgizraiﬂsc'o’ 257244 -103.6423 1206 6 19 3 06 001844 4 1 2 05 0.00109

DgoHgo  Hidalgo, Durango 26.1862 -104.9746 1772 5 3 2 04 000319 4 2 3 0.833330.00218

DgoMezq Mezquital, Durango 23.4867 -104.3758 1609 6 0 1 0 0 4 2 3 0.833330.00254

DgoNvld N”De"o ldeal, 549321 1047998 2115 6 24 6 1 00285 3 0 1 0 0

urango

GtoOcpo Ocampo, 21.6437 -101.4660 2226 7 1 2 0.28571 0.00076 3 2 3 1  0.00290
Guanajuato

JalLMor LagongﬁS';"o"reno’ 21.41586-101.9817 1984 5 1 2 04 000106 4 0 1 0O 0

NLAram Arambfég’n NUevo 54 1627 -100.0624 1586 7 47 3 052381 005902 5 4 3 07 0.00392

PueSJMi San José 18.2945 -97.3451 1233 6 1 2 0.33333 0.00089 4 8 3 0.833330.00908

Miahuatlan, Puebla
PueZap  Zapotitlan, Puebla 18.3265 -97.4840 1545 8 10 4 0.64286 0.01111 4 7 4 1 0.00835

QroPemr Pefamiller, 559578 997402 1467 7 0 1 0 0 3 2 2 0666670.00290
Querétaro
sLpsgy Salinasde Hidalgo, 5, 5407 1016762 2748 6 5 6 1 000567 3 11 3 1 0.01598

San Luis Potosi
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Villa de Reyes, San

SLPVRe i , 21.9472
Luis Potosi

ZacFres Fresnillo, Zacatecas 23.3245

ZacMzpl Mazapil, Zacatecas 24.0608

ZacPins Pinos, Zacatecas 22.4884

ZacTrs1 UWEESSD, g oo
Zacatecas

ZacTrs2 Trancoso, 5 7066
Zacatecas

-100.835

-102.9601
-101.5671
-101.5508

-102.3754

-102.2545

1819

2064
2019
2175

2242

2176
Total

6 0 1 0 0 6
6 0 1 0 0 4
7 1 2 047619 0.00127 4
5 8 5 1 0.01064 7
4 7 3 0.83333 0.01108 5
5 2 3 0.7 0.00266 3

122 97 36 0.88823 0.01455 83

19 5 0.933330.01917
25 3 0.833330.02723
24 4 1 0.02869
16 5 0.857140.01224
41 5 1 0.04423
2 2 0.66667 0.0029

66 44 0.952390.01827
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AMOVA
El mayor porcentaje de variacion fue explicado de mejor manera cuando no se hizo

ninguna agrupacién con las poblaciones. De igual forma, se obtuvo un valor
considerablemente alto de estructura genética tanto para la region de nucleo (Fst=
0.59980), como para las de cloroplasto (Fsr= 0.68333) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resultados del analisis de varianza molecular (AMOVA) de las
poblaciones de Talinopsis frutescens. a) Sin grupos definidos previamente; b) dos
grupos (Altiplano Norte y Sur + Sierra Madre Occidental vs. Valle de Tehuacan-
Cuicatlan); c) cuatro grupos (Altiplano Norte, Altiplano Sur, Sierra Madre Occidental
y Valle de Tehuacan Cuicatlan). g/= grados de libertad, Fst= indice de diferenciacion
entre poblaciones, Fcr= indice de diferenciacion entre grupos, Fsc= indice de

diferenciacion entre poblaciones dentro de grupos; *p < 0.01, **p < 0.001, ***p <
0.0001.
ITS Cloroplasto (intrén rpL16 + trnS-trnG)
’ Suma de | Varianza y indice de I Suma de |Varianza y indice de
9 |cuadrados| estimada| ”° fijacion 9" |cuadrados|estimada| " fijacion

a) Sin grupos

Entre

piciones | 20| 327255 | 253042 098 o coceal 20| 506.043 | 574947 68.33 R
Dentro de las |4 | 170 504 | 1.68835 140.02 62 | 165.198 | 2.66448 [31.67

poblaciones

Total 121| 497.779 | 421878 82 | 671241 | 8.41395

b) Dos grupos

Entre grupos | 1 | 60.929 | 1.78331 [31.73 Fcr=0.31726" | 1 | 35.964 |0.73964 [8.20 | Fcr=0.08202
Entre

poblaciones | 4 | oa6 395 | 9 14931 [38.24/75°°0-96006™) 19| 470079 | 5.61368 [62.25| Fec=0.67813*

dentro de los

grupos

Dentro de _ Kk _ *hk
. 101| 170.524 | 1.68835 [30.04| F51=0.24*** |62 | 165.198 | 2.66448 [29.55|F51=0.70453

poblaciones

Total 121| 497.779 | 5.62098 82| 671.241 [ 9.01780
c) Cuatro grupos
Entre grupos | 3 | 122.43 | 1.17471 [25.19 Fc7=0.25185"*| 3 | 273.911 | 4.82361 |46.94|Fc1=0.46944***
Entre

poblaciones | 17| 934 815 | 1.80119 38.62/757021617| 47 | 232,132 | 278712 [27.12| Fec=0.51125"
dentro de los

grupos

Dentrode 14041 470504 | 1.68835 36,20/ 5 0-838027| 5o | 165,198 | 2.66448 [25.93| Fs1=0.74069**
poblaciones

Total 121| 497.779 | 4.66426 82 | 671.241 |10.27520
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SAMOVA
Los valores de Fct obtenidos fueron significativos para ambos marcadores (Anexo

H). El valor mas alto antes de alcanzar la asintota se obtuvo con una K (numero de
grupos) = 14 para el marcador de nucleo, mientras que para cloroplasto el mayor
valor de Fcr se obtuvo con la K =12 (Fig. 18). Sin embargo, en ambos casos solo
dos de los grupos consistian de mas de una poblacion; uno de estos esta formado
por poblaciones localizadas en el Altiplano norte y el otro por las poblaciones de la
parte centro-sur del Altiplano sur (Fig. 19 A-B). Alternativamente para ambos tipos
de marcadores, el primer valor mas alto de Fcr se obtuvo con una de K = 3; dicho
valor descendio al incrementar el numero de K a 4 (Fig. 18), propiciando la
disoluciéon de la estructura del grupo. Con lo anterior, se formaron grupos de una
sola poblacién, fenémeno observado con los subsecuentes valores de K (5-20) (Fig.
19 C-D).

ITS Cloroplasto

07 0.6 pl

0 s000000?® 0.55 o o e e
5os JReL 24 © ’ 12000
w oo? 05 *e o

04 & 4

0.3 0.45

2345678 91011121314151617181920 234567 891011121314151617181920
Numero de grupos (K) Numero de grupos (K)

Figura 18. Valores de Fcrt obtenidos para cada uno de los K (agrupaciones)
propuestos. En rosa los valores del marcador de nucleo (ITS) y en azul los de
cloroplasto (intrén rpL 16, trnS-trnG).
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Figura 19. Agrupamientos con mayor valor de Fcrt obtenidos con el analisis de
SAMOVA. A, C) Nucleo (ITS); B, D) Cloroplasto (intron rpL 16, trnS-trnG).

Permut

Para la region de nucleo, el analisis no mostré diferencias significativas (p>0.05)
entre los valores de los parametros de diferenciacion genética Nst (0.483) y Gst
(0.572). Esto contrasta con lo obtenido para las regiones de cloroplasto (p>0.05),
donde el valor de Nst (0.468) fue significativamente mayor al valor de Gst (0.224),
lo que indica que existe estructura filogeografica (concordancia entre los haplotipos

encontrados y su distribucion geografica).
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Analisis de coalescencia

El analisis de coalescencia confirmé6 la monofilia de la especie y en general los
valores de probabilidades posteriores fueron bajos para la mayoria de los nodos;
sin embargo, la agrupacion de las poblaciones en la topologia obtenida mostro
congruencia con su distribucion geografica e incluso con la regionalizacion de
provincias biogeograficas, a excepcion de las poblaciones localizadas en la SMO.
Las poblaciones se agruparon en cuatro clados principales. Uno de ellos incluye a
las poblaciones de la parte suroeste, centro y noreste del Altiplano sur, mientras que
el segundo incluye dos poblaciones de la parte sureste y tres del oeste del Altiplano
sur y una poblacion ubicada en la SMO. El tercer clado esta conformado por las
cinco poblaciones localizadas en el Altiplano norte y una poblacién de la SMO. El
ultimo clado, incluye las dos poblaciones ubicadas en el lado sur de la FVTM (i.e.,
VTC). Estos dos ultimos clados presentaron valores de apoyo altos (probabilidades
posteriores >0.95). La poblacion de Mazapil (Zacatecas), localizada en la parte
central-norte del Altiplano sur, parece ser la mas temprana divergente de este taxon
(Figura 20).
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Figura 20. Topologia obtenida del analisis de coalescencia hecho en *BEAST
(StarBeast), empleando los tres marcadores moleculares (ITS, intréon rpL16 y trnS-
trnG) en un analisis particionado. La flecha roja indica el grupo externo (GE). Los
puntos negros indican valores de probabilidades posteriores 20.95.

Estimacion de tiempos de divergencia

La estimacién de tiempos de divergencia se realiz6 en el programa programa
PATHdS8 (Britton et al., 2007), empleando la topologia obtenida por el método de
coalescencia en el programa *BEAST (StarBeast) y utilizando las tres regiones
consideradas en el presente estudio. El analisis arrojo una edad estimada de la
especie de 15.24 Ma, en tanto que para el clado conformado por las poblaciones
del VTC se estim6 una edad de 0.99 Ma (Fig. 21).
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Figura 21. Cronograma generado por el programa PATHd8, tomando en cuenta el
arbol resultado del analisis de coalescencia. El circulo_negro indica el nodo que se
usé como calibracién secundaria (edad del clado Talinopsis + Portulaca estimado

por Ocampo y Columbus (2012)); en los nodos aparecen las edades estimadas para
los clados principales. La flecha roja indica el grupo externo (GE).

Biogeografia histoérica
S-DIVA
De acuerdo con la reconstruccién elaborada con este método, el area ancestral para

Talinopsis frutescens fue estimada en el Altiplano sur con una probabilidad de 0.93
y una frecuencia del nodo de 100%. Para los dos clados formados por poblaciones
localizadas en el Altiplano sur y una de la SMO, el area ancestral estimada también
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fue el Altiplano sur, mientras que el area ancestral recuperada para el clado mas
meridional y para el mas septentrional fue la del Altiplano norte + VTC (probabilidad
0.94, frecuencia del nodo 47%) (Fig. 22A).

DEC (Lagrange)

Los resultados colocan el area ancestral de la especie en el area ancestral
conformada por Altiplano norte + Altiplano sur + VTC + SMO, con un valor de apoyo
muy bajo (probabilidad 0.22), similar al obtenido para el area ancestral alternativa
correspondiente al Altiplano sur (probabilidad 0.20, frecuencia del nodo 100%). El
area ancestral estimada para los clados conformados por poblaciones distribuidas
en el Altiplano sur corresponde a esta misma provincia en la que se distribuyen
actualmente. Para las poblaciones localizadas en los extremos norte y sur de la
distribucion conocida de la especie, el area ancestral fue estimada en el Altiplano
norte + VTC + SMO; sin embargo, el valor de apoyo para ésta no fue alto
(probabilidad 0.53, frecuencia del nodo 47%) (Fig. 22B).
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Figura 22. Reconstruccion de areas ancestrales. A) S-DIVA; B) DEC (Lagrange).
Ambas reconstrucciones fueron hechas en el programa RASP empleando la
topologia modificada producto del analisis de coalescencia elaborado en *BEAST.

Modelado de nicho ecolégico

Los resultados arrojados por el modelado de nicho ecoldgico de T. frutescens
indican que la variable que tuvo una contribucion mayor para los escenarios del LIG
y del presente fue la estacionalidad de la temperatura (BIO4), con 24.7 y 22.4%
respectivamente. Para los escenarios del LGM y las cuatro proyecciones a futuro,
la variable que mas aportdé fue la isotermalidad (temperatura media del rango
diurno/precipitacion del cuarto mas seco; BIO3) con 25.7-33.5%, seguido por la
precipitacion del trimestre mas frio (BIO19; 18.9-23.9%); de manera combinada,
ambas variables contribuyen a los modelos en casi el 50% (Cuadro 4). Ninguna de
las variables mas importantes para cada modelo tuvo valores de correlacion (r)
arriba de 0.9 (Anexo ).
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Cuadro 4. Contribuciones relativas de las variables ambientales al modelo de
MaxEnt bajo diferentes escenarios. Unicamente se muestran los valores > 1. Los
escenarios a futuro corresponden al afio 2070. LIG= Ultimo interglaciar; LGM=
Ultimo maximo glacial; RCP= Representative Concentration Pathways.

Contribucion (%)

Variable Futuro
LG LGM  Presente ponog  RcP45  RCP60  RCP85
BIO1 38
BIO 2 48 86 14 3 5.4 77
BIO 3 32.9 92 335 27.8 29.2 25.7
BIO4 247 85 224 94 9.4 9 13.1
BIO5 13 2 11
BIO6 75
BIO7 27 28 49 49 22
BIO 8 12
BIO 9 9 153 123 122 111 T
BIO10 113 68 12
BIO 11 19
BIO 12 11 28
BIO13 67 25 43 11
BIO14 105 28 18 5.4 6.9 28
BIO15 93 15 134 59 85 69 6.4
BIO 16 19 15 36 16 32
BIO17 11 2 39 2
BIO18 92
BIO19 12 187 189 214 194 23.9 23

El area con las probabilidades de presencia mas altas para el LIG se concentra
in la parte central-sur del Altiplano Mexicano y en una muy pequefia area ubicada
en la parte norte del DC, mientras que la probabilidad de presencia en el VTC es
muy baja (Fig. 23A). Para el LGM, el modelado estimé una expansioén hacia el sur
de México, mostrando probabilidades altas en tres zonas bien definidas: la parte sur
del Altiplano Mexicano, el VTC vy la parte sur de la Sierra Madre Sur (Fig. 23B). El
modelo hecho para el presente predijo correctamente la distribucion conocida de la
especie, asignando probabilidades altas de presencia principalmente a la parte sur-
central de Estados Unidos, al Altiplano Mexicano, a una parte de la SMO y al VTC,
excluyendo la region montafiosa de la FVTM (Fig. 23C). Todos los escenarios a
futuro muestran un patrén general de contraccion y fragmentacion en el rango de

distribucion de la especie comparandolos con la proyeccidén hecha al presente. Las
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probabilidades altas de presencia se concentran en la parte central y sur del
Altiplano Mexicano, mientras que un area muy reducida y aislada fue predicha en
tres escenarios con diferente RCP (4.5, 6.0 y 8.5; Fig. 23E-G). En todas las
proyecciones a futuro se observd un patron de contraccion en el area del VTC,
donde las zonas con altas probabilidades de presencia de la especie estuvieron casi
ausentes.

En la prueba de amplitud de nicho el valor mas alto de B2 fue obtenido por el
modelo del LIG (0.923), mientras que el mas bajo fue estimado para el LGM
(0.8874). El valor de B2 para el modelo del presente fue de 0.9101 y los valores
obtenidos para los cuatro escenarios a futuro variaron moderadamente con respecto

al del presente.
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Figura 23. Modelado de nicho ecolégico de Talinopsis frutescens elaborado en
MaxEnt. El poligono en color verde delimita el Desierto Chihuahuense y el azul el
Valle de Tehuacan-Cuicatlan. Las areas en color negro tienen la probabilidad mas
alta de presencia de la especie. A-B) Proyecciones al pasado; C) Presente; D-G)
Proyecciones al futuro (afio 2070). LIG: Ultimo interglacial; LGM: Ultimo maximo
glacial; RCP: Representative concentration pathway.
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DISCUSION

Talinopsis frutescens es una especie poco evidente durante la mayor parte del
afo, lo que ha sido factor importante para que la especie reciba poca atencion y por
consecuencia, la informacion de este taxén era escasa hasta antes de este trabajo.
La aportaciéon de conocimiento sobre la especie en estudio es en diversas areas,
comenzando por la informacion obtenida con el trabajo de campo, con el cual se
pudo verificar algunas localidades donde se distribuye la especie y ampliar el area
de su distribucién conocida.

En campo fue posible observar las asociaciones que T. frutescens entabla con
otras especies de plantas y/o sirviéndose de piedras para germinar debajo de estas.
Parece ser que, en zonas de ambientes aridos, donde la intensa radiacion solar y la
escasez de agua son una constante, la asociacion en la que una planta actua como
nodriza de otra, proporcionando sombra, proteccidbn para germinar y otras
facilidades, como generacion de microclimas, es un hecho comun (Jankju, 2013;
Soliveres y Maestre, 2014). Uno de los grupos de plantas que se sabe se beneficia
de dicha interaccion, cuyas asociaciones han sido bien documentadas y que
ademas es una de las familias mas cercanamente emparentadas con T. frutescens,
es la de las cactaceas (Valiente-Vanuet y Ezcurra, 1991; Miranda-Jacome y Flores,
2018). Otro taxa que actua como nodriza es Larrea tridentata (Samour-Nieva, 2012),
que es una especie que se distribuye ampliamente en el Altiplano mexicano y se
asocia con T. frutescens (Miguel-Vazquez y Ocampo, 2017). Resulta interesante
que L. tridentata parece haber sufrido contracciones y expansiones en su rango de
distribucion a lo largo del tiempo (Duran et al., 2005), patron que coincide con lo
observado en el modelado de nicho ecolégico de T. frutescens.

A partir de las observaciones en campo, se registré informacién sobre los
posibles polinizadores de T. frutescens, los cuales incluyen arafias, escarabajos y
moscas; estos datos podrian complementar la informacion sobre la floracion
peculiar de la especie, donde las flores unicamente abren durante pocas horas y
después se cierran para siempre. Esto también se ha observado en taxa

cercanamente emparentados con T. frutescens, tales como algunas especies de
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Grahamia (Anacampserotaceae; Court, 2000), Talinum (Talinaceae; Valerio y
Ramirez, 2003) y Portulaca (Portulacaceae; Ichimura y Suto, 1998). EI
comportamiento de las flores de T. frutescens, junto con la morfologia de los frutos
(forma de canasta) y de las semillas (ambos a simple vista no muestran ninguna
estructura que faciliten su dispersion), dieron pauta para indagar acerca del nivel de
flujo génico que pudiera existir dentro y entre las poblaciones, el cual esta
determinado por la dispersion de semillas y polen (Schmitt, 1983; Rasmussen y
Brddsgaard, 1992; Arnold y Ems, 1998). Un posible efecto de la limitacion de
dispersion de las semillas se evidencid con los resultados obtenidos de la
comparacién de haplotipos ordenados y sin ordenar (Ns7vs Gsr), donde se encontrd
estructura filogeografica unicamente en los marcadores de cloroplasto, apoyando la
idea de que las semillas caen muy cerca de la planta madre propiciando estructura
en las poblaciones. Este patron diferenciado de estructura filogeografica no se ha
reportado en otros estudios de taxa de zonas aridas de México; uno de los pocos
trabajos en los que se encontro estructura filogeografica en marcadores de
cloroplasto, es en el enfocado en Ephedra compacta (Ephedraceae), aunque dicho
patron no describié a todas las poblaciones, ya que varias de ellas compartian
haplotipos y no habia limitacion en la dispersion de semillas, la cual se da por medio
de aves (Loera et al., 2017), esta ultima caracteristica contrasta con otros grupos
de zonas aridas, como Agave lechuguilla (Scheinvar et al., 2017), Lindleya
mespiloides (Vasquez-Cruz y Sosa, 2016) y muy probablemente T. frutescens,
donde la dispersion se da por factores abioticos.

Los valores obtenidos en el analisis de AMOVA indican que el mayor
porcentaje de la variacion se explica cuando no se hace ninguna agrupacion de las
poblaciones. La mayor variacion se obtiene al comparar cada poblacién con cada
una de las demas de manera individual, lo cual coincide con lo observado en otros
estudios (e.g., Angulo et al., 2017; Loera et al., 2017); los valores de Fst fueron altos
(>0.5) para ambos tipos de marcadores, siendo mayor el de cloroplasto (0.6833) lo
que indica que también hay estructura genética. Los valores de referencia para
determinar si el valor de este indice es alto o bajo fue la escala proporcionada por
Hartl y Clark (1997), para quienes un valor de Fst >0.25 implica una gran
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diferenciacion genética; sin embargo, al igual que con otros indices, hay opiniones
encontradas al respecto. El que la mayor parte de variacion sea explicada tratando
a cada poblacion de manera individual concuerda con los resultados obtenidos en
el analisis de SAMOVA, donde las K con valor mas alto de Fcrfueron de 14 para
nucleo y de 12 para cloroplasto y, en ambos casos, solo dos de los grupos estaba
conformado por mas de una poblacién. Aunque en la publicacion original de
SAMOVA (Dupanloup et al., 2002) se indica que la configuracién con el valor mas
alto de Fcr se considera como el mejor agrupamiento de las poblaciones, parece
ser que no siempre es posible seguir esta indicacion al pie de la letra, ya que algunos
trabajos similares al presente han acotado sus resultados debido a ciertas
inconsistencias observadas durante el analisis. Por ejemplo, Vasquez-Cruz y Sosa
(2016) originalmente plantearon evaluar de 2-4 grupos (K), aunque debido a que los
valores de Fct continuaban incrementandose sobre el rango de los posibles grupos,
decidieron acotar el analisis a un valor de K=10. Otros autores, como Pérez-Crespo
et al., (2017), consideraron otros parametros aparte del sugerido en la publicacién
original; estos autores tomaron en cuenta ademas del valor mas alto de Fcr, aquel
que alcanzara una asintota y descartaron las configuraciones con uno o0 mas grupos
con una sola poblacion, argumentando que dicho resultado es un indicador de que
la estructura grupal esta desapareciendo. Este ultimo escenario se observé en los
resultados obtenidos para T. frutescens, por lo que se presentaron dos propuestas
de agrupamientos (K) (Figura 19)

Por otro lado, todos los analisis filogenéticos apoyaron la monofilia de la
especie. Sin embargo, no se aprecié un patrén de agrupamiento en clados que
corresponda con la distribucion geografica de las poblaciones empleadas;
unicamente el clado conformado por los individuos de las poblaciones del VTC se
recuperé de manera constante y con valores altos de apoyo. Un resultado similar
fue obtenido por Angulo et al., (2017), quienes emplearon dos marcadores de
cloroplasto y aunque recuperaron el clado conformado por todos los haplotipos de
Berberis trifoliolata con un valor de apoyo alto, las relaciones entre poblaciones no
fueron resueltas y solo un clado que incluia poblaciones del noreste de México y del
Altiplano mexicano, fue recuperado con un valor modesto de apoyo (0.9), lo anterior,
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aunado a la buena sefal mostrada por el otro tipo de marcador que emplearon
(AFLPs; polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados), evidencié una
inconsistencia en cuanto a la sefal que dio cada tipo de marcador, la cual fue
explicada como resultado de dos procesos poblacionales: variacion en el flujo
génico mediado por el polen (AFLPs) y la dispersion a larga distancia de las semillas
(ADN de cloroplasto), ademas de sefal a diferentes escalas de tiempo.

La ausencia de un patron de agrupamiento bien definido contrasta con lo
observado en otros trabajos enfocados en la filogeografia de taxa de zonas aridas
(e.g. Ruiz-Sanchez et al., 2012; Vasquez-Cruz y Sosa, 2016), en donde las
inferencias filogenéticas muestras dicho patron de manera clara y correlacionado
con la distribucion geografica de los taxa en estudio.

Los resultados obtenidos de los analisis filogenéticos en contraste con la
correspondencia geografica de los haplotipos observado en las redes, podria indicar
que las poblaciones aun se encuentran en un sorteo incompleto de linajes, que a la
larga reflejara una diferenciacion genética mas evidente, como en el caso de las
poblaciones del VTC, cuyo clado se recuperd con valores altos de apoyo en todos
los analisis realizados.

Tomando en cuenta que los analisis filogenéticos no recuperaron a las
distintas poblaciones como grupos monofiléticos, se realizd un analisis de
coalescencia para de tener un panorama mas claro acerca de las relaciones entre
las poblaciones muestreadas de T. frutescens. El programa empleado para este
analisis fue *BEAST (StarBeast), el cual fue pensado para coestimar arboles
multigenes incorporados en un arbol de especies compartidas, junto con el tamafno
poblacional efectivo de las especies existentes y las ancestrales; esta inferencia es
posible gracias a los datos de multiples locus y de multiples individuos por especie
(Heled y Drummond, 2010). Esta ultima caracteristica es la clave por la que se utilizé
este método, con la variante de emplear multiples individuos de diferentes
poblaciones en lugar de especies. En el arbol resultante de este analisis, la mayoria
de los clados no obtuvo valores altos de apoyo; sin embargo, esta topologia si
mostré concordancia con la distribucidon geografica de las poblaciones, recuperando
nuevamente el clado formado por las poblaciones del VTC con un valor de apoyo
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alto, lo cual refuerza los observado en las redes de haplotipos, donde los haplotipos
encontrados en las poblaciones de esa region no se comparten con ninguna otra.
Este arbol, ademas, agrup6 en un clado todas las poblaciones del Altiplano norte y
uno mas con las del Altiplano sur. La poblacién localizada en Mazapil, Zacatecas
(Altiplano sur) parece ser la mas tempranamente divergente; esta poblacion se
localiza en la provincia biogeografica del Altiplano sur, la cual fue estimada como el
area ancestral de la especie; esta estimacion también es apoyada por el haplotipo
mas abundante, el cual se distribuye en dicha provincia. Parece ser que esta region
también pudo haber sido centro de origen de otros taxa de zonas aridas, como en
el caso de Lindleya (Vasquez-Cruz y Sosa, 2016).

La edad estimada para la especie fue de 15.24 Ma y de acuerdo con la
estimacion de biogeografia historica, durante el Mioceno (10-6.78 Ma) habrian
ocurrido dos eventos de expansion, producto de las cuales la especie habria llegado
al Altiplano norte y al VTC. Este periodo concuerda con eventos importantes de
radiacion de los principales grupos de suculentas en todo el mundo, los cuales
coinciden también con el auge global de pastizales con especies que utilizan
fotosintesis tipo C4 (Arakaki et al., 2011). Recientemente, Sosa et al. (2018) también
senalaron a este periodo como un lapso de diversificacion de taxa de zonas aridas.
Al parecer, las poblaciones que actualmente se localizan en la SMO habrian llegado
ahi como resultado de dos eventos independientes de expansion, uno proveniente
de las poblaciones del Altiplano sur y otro de las del Altiplano norte; estas
poblaciones (Durango; SMO) son las unicas en las que se observaron flores de color
rosa, el resto de las observadas durante el trabajo de campo eran amarillas. La
coloracioén rosa de las flores ha sido reportada para poblaciones del norte de México
y sur de E. U. A. (Kiger, 2003), mientras que para la parte meridional de la
distribucion conocida de la especie, el unico color que se tiene registrado es amarillo
(Ocampo 2010; 2011). Si se toma en cuenta que dichas poblaciones tuvieron dos
diferentes origenes, probablemente las condiciones abidticas de la SMO y de la
parte norte del DC podrian estar influyendo en la coloracion de las flores de T.
frutescens, como ya se ha observado en otros taxa (Koski y Ashman, 2016). Cabe
mencionar que los haplotipos encontrados en una de estas poblaciones, no se
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comparte con ninguna otra poblacion por lo que posiblemente estén en proceso de
diferenciacion.

Los valores de Hd obtenidos para ambos tipos de marcadores fueron altos y
contrastan con los valores de n, que fueron bajos y podrian ser indicio de una
reciente expansion demografica (Hamilton, 2009). Esta puede estar relacionada con
los efectos de los periodos del LIG y el LGM sucedidos en el Pleistoceno, los cuales
provocaron cambios en el rango de distribucién de T. frutescens; al parecer las
poblaciones que actualmente se encuentran en la parte septentrional de la
distribucion conocida de la especie habrian llegado después del LGM. Aunque el
valor mas alto de B2 se estimé para el periodo del LIG, para esta proyeccion el area
con probabilidades mas altas de presencia se concentra unicamente en la parte
meridional del DC, mientras que las probabilidades en el VTC son muy bajas; esto
sugiere que durante ese periodo hubo un evento de contraccion en el rango de
distribucion de la especie. Diversos trabajos han elucidado el efecto de estos
periodos glaciales e interglaciales en la estructura genética y distribucion de algunos
taxa de zonas aridas, encontrando generalmente patrones de contraccién y
expansion de los rangos de distribucion durante dichos periodos (Hunter et al., 2001;
Vasquez-Cruz y Sosa, 2016; Angulo et al., 2017; Loera et al., 2017).

Los resultados obtenidos nos permitieron inferir que la aparicién de la FVTM
tuvo un efecto sobre la distribucidn actual de T. frutescens, ya que la division del
clado conformado por las poblaciones del Altiplano norte + SMO y las del VTC
comenzo hace 6.78 Ma, lo que coincide con el periodo de vulcanismo silicico de la
FVTM ocurrida en el Mioceno tardio (Gomez-Tuena et al., 2007). La diferenciacion
genética de las poblaciones localizadas en el VTC, observada en las redes de
haplotipos, nos hace reflexionar sobre el futuro de dichas poblaciones, ya que,
aunque su valor promedio de Hd en general es alto para ambos marcadores (0.48
nucleo, 0.91 cloroplasto), el valor de & es muy bajo (0.005 nucleo, 0.008 cloroplasto),
lo que en conjunto podrian indicar que las poblaciones estuvieron sujetas a cuellos
de botella en el pasado, posiblemente asociados a los periodos interglacial y glacial
del Pleistoceno, y después tuvieron un crecimiento relativamente rapido a partir de
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poblaciones pequefas. Aunado a esto, las proyecciones a futuro hechas con el
modelado de nicho ecoldgico muestran un panorama poco alentador, en el cual el
rango de distribucion de T. frutescens se veria afectado por el cambio climatico,
como ya se ha observado en otros grupos de plantas (Kelly y Goulden, 2008); este
fendbmeno provocaria fragmentacién en el rango de distribucion de la especie,
siendo la regién del VTC una de las zonas en las que la especie podria extinguirse
de manera local. Otros estudios enfocados en esta area apoyan estas predicciones,
como el elaborado por Davila et al., (2013), quienes modelaron el nicho ecoldgico a
futuro de una cactacea endémica del VTC, Neobuxbaumia tetetzo, y también

observaron contracciones en el rango de distribucién de dicha especie.

CONCLUSION

La informacion obtenida en este estudio confirma la hipotesis de que existe
variacion genética entre las poblaciones de T. frutescens, evidenciando la
diferenciaciéon de las poblaciones del VTC con respecto a las demas; estas
poblaciones se localizan al otro lado de la FVTM, en la parte meridional discontinua
del rango de distribucion de la especie y aisladas del resto. Este aislamiento, en
conjunto con el tiempo de divergencia estimado para esas poblaciones, apoya la
segunda y la tercer hipétesis planteadas en este trabajo, puesto que la aparicion de
la FVTM coincide con la divergencia de las poblaciones del VTC con respecto a las
ubicadas en la parte septentrional de la distribucion conocida de la especie,
evidenciando un evento de vicarianza. La informacién haplotipica y de biogeografia
histérica sugieren que el Altiplano sur es el centro de origen de la especie, lo que
resulta interesante, ya que se trata del linaje mas tempranamente divergente dentro
de Anacampserotaceae, en donde la mayoria de las especies se distribuyen en
otros continentes. Por otra parte, el modelado de nicho ecoldgico permitio elucidar
los cambios en el rango de distribucion que sufrié T. frutescens debido a factores
climaticos historicos y de igual forma obtener una perspectiva de los efectos del
cambio climatico a futuro, el cual senala un panorama desalentador para las

poblaciones del VTC, sugiriendo una posible extincion local.
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Las regiones aridas del pais poseen una historia evolutiva sorprendente; las
especies de plantas que ahi se distribuyen incluyen una proporcion considerable de
endemismos, con caracteristicas fisiologicas y morfolégicas muy interesantes.
Desafortunadamente, la mayor parte del territorio de la zona centro-norte del pais
con este tipo de habitats (e.g., DC) no cuenta con criterios de proteccion y la
vegetacion que ahi se encuentra corre el riesgo de perderse. Se espera que la
informacion generada en este trabajo aporte al conocimiento no solo de la especie,
sino de las plantas suculentas en general, asi como al entendimiento de la historia
evolutiva de los taxa de zonas aridas, con la finalidad de que estos datos puedan

apoyar el desarrollo de estrategias efectivas de conservacion.
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Anexo A. Protocolos empleados para la extraccion de ADN

Kit de extraccion Blood-Animal-Plant DNA Preparation Kit (Jena Bioscience)

Moler con nitrégeno liquido maximo 0.08 mg de material y ponerlo en un tubo frio.
A) Lisis celular
e Anadir 300 pl de Lysis Buffer y 2 ul de RNAsa al tejido molido.
e Mezclar en el vortex vigorosamente durante 30-60 segundos.
e Anadir 8 de plProteinasa K 'y mezclar por pipeteo.
e Incubar a 60°C durante 20 minutos y enfriar durante 5 minutos.
e Anadir 300 ul de Binding Buffer y mexclar brevemente en el vortex.
e Colocar los tubos en hielo durante 5 minutos.
e Centrifugar durante 5 minutos a 10, 000 g.
B) Activacion de la columna
e Colocar una columna en un tubo de ml.
e Agregar 100 pl de Activation Buffer en la columna.
e Centrifugar a 10, 000 g durante 30 segundos e inmediatamente proseguir con
el siguiente paso.
e Descartar el residuo.
C) Cargando la columna
e Pipetear el sobrenadante directamente en la columna.
e Centrifugar durante 1 minuto a 10, 000 g.
e Descartar los residuos.
D) Lavado primario
e Agregar 500 pl de Washing Buffer en la columna.
e Centrifugar durante 30 segundos a 10, 000 g.
e Descartar el sobrenadante.
E) Lavado secundario
e Agregar 500 ul de Washing Buffer en la columna.
e Centrifugar durante 30 segundos a 10, 000 g.

e Descartar el sobrenadante.



e Centrifugar de nuevo a 10, 000 g durante 2 minutos para remover residuos
de Washing Buffer.
e Descartar el tubo de lavado de 2 ml y colocar la columna en un tubo de

elucion.

F) Elucion del ADN

e Agregar 40-50 pl de Elution Buffer en el centro de la columna.
e Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto.

e Centrifugar a 10, 000 g por dos minutos.

e Almacenar el ADN a 4°C o -20°C.

CTAB 2X Modificado por L. M. Prince

Extraccion

1.

Moler 1 x 2 cm (0.01 g de material seco o 0.02 mg de material fresco) en

nitrégeno liquido hasta que quede finamente molido.

2. Transferir a un tubo de 1.5 mL (almacenar a -80°C si es necesario).

3. En campana de extraccion: Anadir 500 pl del buffer de extraccién 2X CTAB*

N OO o b

9.

(con 2 ul de proteinasa K, 2 pl de B-mercaptoetanol) y mezclar en el vortex
suavemente hasta mezclar bien. Descartar cualquier residuo de CTAB (con o

sin B-mercaptoetanol) en el recipiente de residuos peligrosos.

. Incubar de 20-30 minutos en el bafio Maria a 50°C, invertir cada 5 minutos.
. Transferir a bafio Maria a 65 °C e incubar otros 15 minutos.
. Sacar del bafo Maria y dejar que se enfrien las muestras lentamente.

. En campana de extraccion, anadir 500 pl 24:1 cloroformo alcohol isoamilico

(SEVAG) e invertir para mezclar. Destapara para eliminar gases y volver a tapar.

. En campana de extraccion, Agitar o balancear las muestras por 15 minutos a

temperatura ambiente.

Centrifugar 10 minutos a 12 500 rpm.

10. En campana de extraccion, transferir 400 ul del sobrenadante a un tubo

nuevo de 2 mL.



Precipitacion

1.

Agregar a cada tubo 800-1000 ul de Etanol 95% frio, invertir suavemente para
precipitar DNA — dejar precipitando hasta 1 hr a -20°C (si es necesario puede

ser mas tiempo; para material de herbario precipitar 2-3 semanas).

2. Centrifugar 10 minutos a 12 500 rpm para empastillar el precipitado.

3. Descartar el sobrenadante.

4. Lavar la pastilla agregando 500 pl de buffer de lavado o Etanol 80% y agitando

por 10 minutos.

5. Centrifugar 5 minutos a 12 500 rpm y descartar el sobrenadante.

6. Colocar los tubos con la tapa abierta en la incubadora de 10-20 minutos (con 5

minutos de calor) para secarlos (si es necesario, mas tiempo).

. Re suspender en 100 ul de buffer TE (incubar 10 minutos a 37°C en bafio Maria).

CTAB 2X Modificado por Cota-Sanchez et al., 2006

Reactivos y soluciones

CTAB buffer de extracciéon (2x CTAB: 50 mL of 1.0 tris-HCI, pH 8, 140 mL of 5
M NaCl, 50 mL of 0.25 M EDTA pH 8, 10 g of CTAB, agua destilada to 500 mL)
2-mercaptoethanol

Cloroformo:isoamilico alcohol (SEVAG), 24:1

Isopropanol

Tris-EDTA (TE)

RNasa, 10 mg/ml

Oxalacetato de sodio (NaOAc), 2.5 M

Etanol al 70% y 95%

Agregar 750 pl de buffer 2X CTAB y 3 ul de 2-mercaptoetanol a tubos
Eppendorf.
Moler 0.5-1 g de tejido con nitrégeno liquido y sal estéril hasta moler finamente.

Anadir una punta de espatula de tejido molido a cada tubo y mezclar bien.



4)
5)

7)

8)

9)

Incubar en bano Maria a 55-60 °C durante 1-5 hrs, mezclando cada 15 minutos.
Anadir 700 pl de SEVAG a cada tubo y mezclar rigurosamente. Centrifugar a
9240 g durante 10-15 minutos. Transferir la fase acuosa a un muevo tubo.
Agregar 0.33 vol de isopropanol frio y almacenar a -30°C durante al menos 1
hr.

Centrifugar a 9, 240-13, 305 g durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Descartar sobrenadante sin perturbar la pastilla. Secar al vacio. Repetir los
pasos 6 y 7 dos o cuatro veces si la fase acuosa es viscosa.

Re suspender la pastilla en 100-200 pl de TE. Agregar 1-2 yl de RNAsa a 10
mg/ml. Mezclar bien e incubar durante 30 minutos a 37 °C.

Agregar 20 pl (0.1 vol) de 2.5 M NaOAc y 500 ul (2-2.5 vol) de etanol frio al
95% y almacenar a -20 °C durante 230 minutos. Centrifugar a 9240 — 13305 g

durante 5 minutos. Descartar sobrenadante.

10) Lavar la pastilla con 1 ml de etanol al 70%. No perturbar la pastilla. Centrifugar

a 9240 g durante 4 minutos y remover el etanol. Secar al vacio la pastilla. No

muy seca.

11) Re suspender la pastilla en ~100-200 pl de TE. Almacenar a -20°C.

12) Correr el DNA en gel de agarosa al 1%.

CTAB 2X Beck et al., 2012, modificado por M. Miguel y B. Park

Reactivos y soluciones

CTAB buffer (20 ml): (6 ml CTAB 10% en H20 0 0.2 g de CTAB, 5.6 ml 5M
NaCl, 0.8 ml 0.5M EDTA (pH 8), 2 ml 1M Tris CI (pH 8), 4.96 ul H20 grado
molecular (o dd), 40 ul B-mercaptoetanol).

Viscozyme L

PVP

RNAsa



1)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

Moler de 0.01-0.04 g, en un Disruptor o en un mortero empleando nitrégeno
liquido; si la muestra se pulveriza facilmente, no es necesario el nitrégeno
liquido.

Agregar a cada muestra 300 ul de Buffer de digestion (5% Viscozyme L + 95%
Buffer TE). Mezclar en el vortex. Incubar a 37 °C durante 2-3 hrs.

Retirar del bafio maria y afadir 500 pl de CTAB buffer + B-mercaptoetanol +
PVP; mezclar en el vortex.

Incubar a 65 °C durante 1 hr, invirtiendo las muestras de vez en cuando.
Después de la incubacion dejar enfriar las muestras a temperatura ambiente
durante 15 minutos.

Agregar 3 pl de RNAsa (100ng/ul) a cada tubo. Incubar a 37°C durante 1 hora,
invirtiendo las muestras de vez en cuando.

En campana de flujo, afiadir 500 pl de (24:1) cloroformo: alcohol isoamilico.
Agitar vigorosamente con la mano durante algunos minutos para formar una
emulsion.

Centrifugar 20 minutos a 14, 000 rpm.

Recuperar la fase acuosa (superior) y transferir a un tubo nuevo previamente
etiquetado. Desechar los tubos con restos de cloroformo en el recipiente de
residuos peligrosos.

Anadir un volumen igual al recuperado de isopropanol frio.

10) Mezclar/invertir los tubos para precipitar.

11) Incubar a -20°C toda la noche. *Para algunos taxa basta con precipitar durante

2-4 horas, pero para otras, como Talinopsis o material de herbario, es

necesario al menos de una noche a varios dias.

12) Centrifugar durante 20 minutos a 14,000 rpm (de preferencia a -4°C).

13) Descartar el isopropanol, tratando de que quede lo menos posible en el interior

del tubo. Se puede emplear una toalla de papel para absorber lo que quede

en el borde.

14) Lavar las pastillas que debieron de formarse en el fondo del tubo afiadiendo

500 ul de etanol frio al 80%; invertir/agitar los tubos para desprender la pastilla
del fondo.



15) Centrifugar durante 10 minutos a 14, 000 rpm.

16) Descartar el etanol mediante el mismo procedimiento que en el paso 13.

17) Repetir los pasos 14-16.

18) Después del segundo lavado con etanol al 80%, destapar los tubos y dejarlos
dentro de la campana de flujo durante 45-60 minutos, para que se evaporen
los restos de etanol y secar la pastilla.

19) Re suspender la pastilla en 50-60 pl de TE o dd H20 y encubar la solucion
durante 1 hr en bafo Maria a 37°C, asistiendo el proceso dando golpecitos a

la pastilla para que se diluya.



Anexo B. Registros de GenBank de las secuencias usadas como grupos
externos en los diferentes analisis.

Especie ITS Intrén rpL16 trnS-trnG
Anacampseros australiana L78013.1 - -
Anacampseros recurvata L78014.1 - -
Anacampseros kurtzii L78063.1 - -
Anacampseros vulcanensis L78060.1 - -
Grahamia bracteata L78028.1 - -
Pereskia aculeata JF508526.1 HM041494.1 -
Portulaca oleracea L78047.1 NC 036236.1 NC_036236.1
Portulaca oleracea HM116408.1 - -
Portulaca oleracea HM116407.1 - -
Talinum paniculatum JF508608.1 MG7100385 MG7100385
Talinum paniculatum L78094.1 - -
Talinum paniculatum EU410357.1 - -




Anexo C. Fuentes de datos.

Bases de datos de biodiversidad: GBIF= Global Biodiversity Information Facility
(https://www.gbif.org); REMIB= Red Mundial de Informacion sobre Biodiversidad-
Conabio (http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/remib_esp.html); SP= Sernec
Portal (http://sernecportal.org/portal/); UNIBIO= Unidad de Informatica para la
Biodiversidad, Universidad Nacional Autbnoma de México (http://unibio.unam.mx).
Herbarios: ANSM (Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Mexico); CIIDIR
(Instituto  Politécnico Nacional, CIIDIR Unidad Durango, Mexico); HUAA
(Universidad Autbnoma de Aguascalientes, Mexico); IEB (Instituto de Ecologia, A.C.,
Centro Regional del Bajio, Mexico); INEGI (Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia, Mexico); MEXU (Universidad Nacional Autonoma de México, Mexico);
RSA (Rancho Santa Ana Botanic Garden, U.S.A.); UAZ (Universidad Auténoma de
Zacatecas, Mexico). Ofros: s.n.= sin numero; * = los numeros precedidos por un

asterisco corresponden a los numeros de folio de los ejemplares de herbario.

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

Nuevo Mexico. Doria Ana: P. J. Alexander 941 (SP); F. R. Fosberg 53581 (RSA);
R. D. Worthington 14310, 17204, 17214 (SP). Otero: E. Ward and R. Soreng 81/545
(SP). Texas. Brewster: A. M. Powell and B. Turner 6457 (SP); Sherman et al. 123
(GBIF). Culberson: Y. Chauvin 07YC027-DS11 (SP); R. D. Worthington 23377 (SP).
El Paso: R. D. Worthington 19892 (SP); R. D. Worthington 18335 (SP); R. D.
Worthington 18345 (SP); R. D. Worthington 25171 (SP). Hudspeth: R. D.
Worthington s.n. (SP). Presidio: W. R. Carr 31783 (SP); E. J. Lott et al. 4717 (SP);
A. C. Sanders 4169 (SP); R. D. Worthington 22592 (RSA).

MEXICO

Aguascalientes. Aguascalientes: M. de la Cerda 1216 (HUAA); G. Garcia 4516
(HUAA); G. Gonzalez A. 310 (HUAA); G. Ocampo A. 1949 (HUAA). Asientos: G.
Garcia 5490a (HUAA). Calvillo: M. de la Cerda and G. Garcia 1119 (HUAA); G.
Gonzalez A. 1073 (HUAA); M. C. Macias 311 (HUAA). Cosio: M. E. Siqueiros D.
2510 (HUAA). Jesus Maria: M. de la Cerda 6232 (HUAA); G. Garcia 5453 (HUAA).
Rincén de Romos: M. de la Cerda 1608 (HUAA); G. Garcia 5526 (HUAA). San José



de Gracia: M. de la Cerda and G. Garcia 1058 (HUAA). Chihuahua. Ahuamada: E.
Lehto et al. L-21487 (S. P.). Aldama: M. Miguel V. et al. 771, 772 (HUAA); C. Yen
and E. Estrada 8693 (ANSM). Allende: E. Aldrete M. s.n. (INEGI). Aquiles Serdan:
E. Lehto et al. L-21555 (SP). Ascencion: V. M. Lopez S. V5.4 (INEGI). Camargo: R.
Aguirre C. s.n. (INEGI). Jiménez: J. Henrickson 5954b (MEXU); M. Miguel V. et al.
773 (HUAA). Coahuila. Muzquiz: R. Moran 6264 (MEXU). Ramos Arizpe: J. A.
Villarreal and M. A. Carranza 4526 (ANSM). Torreon: E. Estrada 20689 (ANSM).
Durango. Gomez Palacio: H. S. Gentry and R. G. Engard 23096 (GBIF); M. Miguel
V. et al. 774 (HUAA). Guadalupe Victoria: H. S. Gentry 8401 (RSA). Hidalgo: M.
Miguel V. et al. 770 (HUAA); E. Morales 14 (CIIDIR). Lerdo: H. H. litis 101 (UNIBIO);
M. C. Johnston et al.*258619 LL (REMIB); J. A. Villarreal*258615 TEX (REMIB).
Mezquital: M. C. Gonzéalez G. 652 (CIIDIR); Y. Herrera 137 (CIIDIR); M. Miguel V.
et al. 768 (HUAA). Nuevo Ideal: N. Almaraz A. 39 (CIIDIR); M. Miguel V. et al. 769
(HUAA). Santiago Papasquiaro: R. Corral D. and R. D. Worthington 500 (GBIF).
Tlahualilo: A. Garcia A. 3009, 3048, 3255, 3340, 3737 (CIIDIR). Guanajuato.
Comonfort: S. Zamudio 5663 (RSA). Dolores Hidalgo: M. Miguel V. et al. 756
(HUAA); R. Ocampo 51 (IEB); E. Ventura and E. Lopez 6068 (IEB). Ocampo: E.
Carranza and L. Torres R. 4107 (IEB); M. Miguel V. et al. 755 (HUAA); J. Rzedowski
52260 (IEB). San Diego de la Union: J. Rzedowski 52110 (IEB). San Felipe: J.
Rzedowski 38658, 43650 (IEB). San José lturbide: J. Gutiérrez G. and A. Ramirez
152, 386 (IEB). San Luis de la Paz: J. N. Labat and E. Carranza G. 2525 (GBIF); M.
Miguel V. et al. 757 (HUAA); E. Ventura 9372 (IEB); S. Zamudio R. et al. 11599 (IEB).
San Miguel de Allende: G. Ocampo A. and N. Sandoval 1937 (HUAA). Tarimoro: J.
Rzedowski 40538 (IEB). Victoria: M. Miguel V. et al. 758 (HUAA). Hidalgo. Ajacuba:
M. Miguel V. et al. 762 (HUAA). Epazoyucan: J. Rzedowski S.N. (REMIB). Tizayuca:
M. E. Castilla and D. Tejero s.n. (REMIB). Jalisco. Lagos de Moreno: R. McVaugh
s.n. (REMIB); M. Miguel V. et al. 754 (HUAA). Ojuelos de Jalisco: P. Carrillo-Reyes
et al. 465, 505 (IEB); G. Lopez D. et al. 17 (IEB). Nuevo Leén. Aramberri: GSH
s.n.(GBIF); M. Miguel V. et al. 775 (HUAA). Galeana: Hinton et al. 25675 (IEB); s.n.
(REMIB). Rayones: Hinton et al. 20816 (GBIF). Santa Catarina: J. A. Villarreal and
D. Jasso 9055 (GBIF). Puebla. San José Miahuatlan: F. Chiang C. F-2236 (MEXU);



M. Miguel V. et al. 764 (HUAA); A. Salinas T. 4070 (MEXU). Zapotitlan: M. Miguel V.
etal. 763 (HUAA). Querétaro. Cadereyta de Montes: M. Miguel V. et al. 760 (HUAA);
O. Rubio G. 329 (IEB); S. Zamudio R. 3183 (IEB). Coldn: J. Rzedowski 48818 (IEB);
S. Zamudio R. 7383 (IEB). El Marqués: G. Ocampo and D. Garcia 1003 (IEB).
Periamiller. M. Miguel V. et al. 759 (HUAA); G. Ocampo A. and E. Pérez C. 1024
(RSA); S. Zamudio R. 3689 (IEB). San Juan del Rio: M. Miguel V. et al. 765 (HUAA).
Tequisquiapan: M. Miguel V. et al. 761 (HUAA). Toliman: G. Ocampo A. and E.
Pérez C. 1218 (RSA); S. Zamudio R. 12200 (IEB). San Luis Potosi. Ciudad
Fernandez: F. Chiang et al. 8205 (GBIF). Guadalcazar. McGill et al. P-13527 (SP);
O. J. Soto A. s.n. (INEGI). Salinas de Hidalgo: G. Ocampo A. et al. 1943 (HUAA).
Santa Maria del Rio: V. W. Steinmann et al. 3777 (IEB). Villa de Reyes: J. A.
Villarreal and J. Zavala B. 8449 (GBIF); J. Garcia et al. 1277 (GBIF). Zaragoza: T.
Reeves R-6274 (GBIF). Zacatecas. Cairiitas de Felipe Pescador: J. J. Balleza and
M. Adame G. 13557 (GBIF). Cuauhtémoc: M. Miguel V. et al. 766 (HUAA). Fresnillo:
M. Miguel V. et al. 767 (HUAA); E. J. Rodriguez-Pérez 1610 (UAZ). Guadalupe: E.
J. Rodriguez-Pérez 894 (UAZ). Loreto: J. J. Balleza and M. Adame G. 13944 (GBIF.
Luis Moya: E. J. Rodriguez-Pérez 1603 (UAZ). Mazapil: F. Chiang C. et al. 7911
(GBIF); M. Miguel V. etal. 776 (HUAA); E. J. Rodriguez-Pérez 1641 (UAZ). Melchor
Ocampo: M. C. Johnson et al. 11536-B (GBIF). Ojocaliente: E. J. Rodriguez-Pérez
1604 (UAZ). Pinos: M. Miguel V. et al. 778 (HUAA. Rio Grande: F. Chiang C. et al.
10422-A (GBIF); E. J. Rodriguez-Pérez 1606, 1607 (UAZ). Trancoso: G. Ocampo A.
et al. 1948 (HUAA). Villa de Cos: McGill et al. P-13505 (SP). Villa Garcia: J. J.
Balleza and M. Adame G. 14051 (GBIF). Villa Hidalgo: E. J. Rodriguez-Pérez 1608,
1609 (UAZ).



ANEXO D. Otros productos del proyecto. Articulo de divulgacion cientifica.

MONICA | MIGUEL-VAZQUEZ' & GILBERTO OCAMPO™"

Knowing more about Talinopsis
frutescens (arroyo fameflower)

a North American endemic succulent species

pring Is comtng n Mexico and In
many arid zmas of the country o
small, woody sucoulent shrub can
be found that usally escapes the
eye. Before the mainy seasom, it
locks ltke 2 bunch of dry stems
with some old frult at their tips.
A lmited mzmber of people have observed
tts flowers in the fleld We are talking showt
Talinspns frutessens A. Gray, the aroyo fame-
Sowes, 3 suconlent plant that belongs 10 Ana-
campserotaceae (Fip. 1), the caly known spe-
des of the penes. Tafinspuwr frateacens Inhablts
artd reglons of North Americs and represents
the eariiest-diverpent linexge of this spectacular
Sowering plant family that has its highest spe-
des richness in South Africa (Nyffder S Epplt
2010; Ocammpo & Columbus 2010).

This pecallar species 1s distrbated from
southern United States to the Tehuacin-Cul-
catlin Valley tn Mexico. Although It 1s 3 nda-
thvedy widespread species, there s scarce Infoe-
mation sboat this plant, especually limited o
the tazxomomic flddd (e, Cormd & Johnston
1970; Rzedowskt 2005; Kiger 2003 Ocampo
2010, 2011). Now, after two collection trips {ca.
X days tn total) dering the summer of 2016 1n
10 Mexican states (Fig. 2), we obtatned addi-
tiomal informatson showt this spectes.

Tahinspowr frutercens exhiblts specific asso-
dations with other plants, and also with rocks,
which seem 0 poomote permimation and
growth of seedlings. Some of Its assoctated
plants are shrebs, mainly crensote bushes (Lar-
res tradeetets (DC.) Coville), Opurnrsaa spp., and/
or jeverfew (Partheniuee sp.) bushes (Fig. 3). vl
These plants seem to provide shade and pro- §
tactiom agalnst herbivory, which 1s extremely B
Impoctant in emironments wher T fratereess

‘Dnrtsreso & !th.Cm&Omnhws.
% 1l A A 2

¥
Aorezids Untnenechid 9240, Ohadad Ursverdttarts, C.1 20022,

Apscalxcrn, Ags, Maon Comapoadeg ashar o8
aral 1. Individual of Tafinopsss frutescens in flower.
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ANEXO E. Condiciones de los programas de termociclador empleados para
amplificar los marcadores probados y empleados en el presente estudio. En
negritas los marcadores que se emplearon para amplificar todas las muestras.

Condiciones del termociclador
Genoma NG
de |Marcador| Desnaturalizacion | -1 orO o , . ., |Extensién
; L de |Desnaturalizacion| Alineamiento | Extension )
origen inicial . final
ciclos
o H o H o H o H 72°C: 9
G3PDH 95°C, 2 min 35 95°C, 1 min 56°C, 1 min 30 s [72°C, 2 min min
o |MS()| 94C4mn | 35 | o4°CAmin | 52°C,1mn | %’01 min| 72°C,7
< S min
Z | 1ms(@) | 94°C,4min | 34 | 94°C,30s s5°C,40s | 2% 1 [72°C,10
min min
, . , o . . . o . |72°C, 10
Tpi 94°C, 10 min 35 94°C, 1 min 50-58 °C, 1 min {72°C, 1 min min
» . 50°C, 1 min con o o
';‘;;;’2 80°C,4min | 30 | 95°C,1min |unarampa de 0.3 :]fn ?’525 65mfn’ S
°Cl/s hasta 65°C
55°C, 1 min con o
7"[752' 80°C,5min | 35 | 95°C,1min |unarampa de 0.3/65°C, 5 min 65m% 4
p °Cls hasta 65°C
55°C, 1 min con o
ngLé 80°C, 5 min 35 95°C, 1 min  |unarampa de 0.365°C, 5 min 65m% 4
p °Cls hasta 65°C
o 50°C, 1 min con 65°C. 5
@ |pshJ-petAl  80°C, 5min 30 95°C, 1 min  |unarampa de 0.365°C, 4 min min,
?_} °Cls hasta 65°C
o
(&) ° .
55°C, 1 min con o
rlilr_n3L2- 80°C, 5 min 35 95°C, 1 min  |unarampa de 0.365°C, 5 min 65m(i:n’ 4
°Cls hasta 65°C
tml-tmF| 94°C.4min | 35 | 94°C,Amin | 52°C,1min [72°C,2min 72n$r']10
50°C, 1 min con o
tr ”fr;fg'G' 80°C,5min | 30 | 95°C,fmin |unarampade0.3B5°C,4min 0
°Cls hasta 65°C
50°C, 1 min con o o
tmS-tmG|  80°C,4min | 30 | 95°C,1min |unarampade 03 ° ‘13’525 Gsmfr; 5
°Cls hasta 65°C




ANEXO F. Kits de PCR y volumenes de reactivos empleados para amplificar
las regiones de interés en este estudio.

Kits de PCR
, l;,'glh Fidelity PCR direct PCR Master Taq Core kit
Reactivos (W) Fo ("J'Zﬁ;ase (Jena  Mix2X(Thermo  (Jena
N\ Bioscience) Fisher) Bioscience)
Bioscience)
Buffer 1.25 - - 1.25
Mix - 6.25 6.25 -
dNTP's 0.25 - - 0.25
Oligo F 0.625 0.625 0.625 0.625
OligoR 0.625 0.625 0.625 0.625
MgCl 0.25 - - 0.25
BSA 0.5 0.5 0.5 0.5
DMSO 0.625 0.625 0.625 0.625
Agua 6.25 2.8756 1.875 6.325
Taq 0.1225 - - 0.05
ADN 2 1 2 2
Volumen final= 12.5 ul

NOTA: Los reactivos y volumenes incluidos en la tabla fueron empleados para
amplificar la region de nucleo (ITS); para amplificar las regiones de cloroplasto
(intrén rpL 16 y espaciador intergénico trnS-trnG) no se utiliz6 DMSO y dicho
volumen se sustituyd con agua.



Anexo G. Longitud de las matrices empleadas para cada tipo de analisis
realizado en este estudio. Dentro de los paréntesis se indica el numero de
secuencias incluidas en cada una de las matrices.

Longitud de las matrices empleadas (pb)

Cloroplasto
ITS intrén rpL16  trnS-trnG (intron
rpL16+trnS-trnG)

Analisis

Diversidad genética

poblacional / Redes (122) 390 (83) 213 (83) 268 (83) 481
de haplotipos
Filogenéticos (130) 396 (86) 249 (86) 274 (86) 523

Coalescencia (128) 393 (85) 243 (85) 274 -




Anexo H. Valores obtenidos para cada uno de los K propuesto en el analisis de SAMOVA.

ITS Cloroplasto
Entre Entre
K Entre FORS DT Fsc Fsr F, Entre BORS. Deflro Fsc Fsr Fer
Frelslts: de pobls. relsl: de pobls.
grupos grupos

2 3963 25.06 3531 0.41506***0.64687*** 0.39631* 52.48 15.81 29.9 0.34586***0.70096*** 0.54284*
3 4410 19.51 36.39 0.34896*** 0.63606***0.44099*** 54.29 12.2 33.51 0.26697*** 0.6649*** 0.54286**
4 4228 1799 38.73 0.31724***0.61273***0.43279*** 5254 11.78 35.68 0.24825***0.64323*** 0.52541***
5 4542 1242 4216 0.22758*** 0.57844***0.45423*** 50.59  10.41 39 0.21063***0.60998*** 0.50591**
6 47.60 5.25 47.15 0.10019*** 0.52847***0.47597*** 50.67 8.58 40.74 0.17401***0.59256*** 0.50672***
7 49.14 1.02 49.84 0.02003*** 0.50157***0.49138*** 48.07 8.16 43.77 0.15711***0.56229*** 0.48071***
8 50.58 -1.03 50.45 -0.02088***0.49552***0.50584*** 49.99 -4 54.01 -0.07994 0.4599*** 0.49988***
9 5154 -2.36 50.82 -0.04875***0.49175***0.51538*** 51.14  -5.15 54.01 -0.10535 0.45987*** 0.51135***
10 53.00 -4.04 51.04 -0.08605* 0.4896*** 0.53004*** 52.66 -6.7 54.04 -0.14157 0.45956*** 0.52658***
11 54.21 -5.26 51.05 -0.11477 ns0.48953***0.54209*** 53.45 -8.06 54.61 -0.17304 0.45392*** 0.53447***
12 55.66 -6.83 51.16 -0.15397** 0.48839***0.55665*** 53.45 -8.21 54.76 -0.17646 0.45239*** 0.53453***
13 56.47 -8.42 51.95 -0.19332 ns0.48052***0.56467*** 53.18  -9.11 55.93 -0.19452 0.44073*** 0.53181***
14 56.61 -8.74 52.12 -0.20144 ns0.47875***0.56615*** 53.41 -9.91 56.5 -0.21263* 0.435*** 0.53407***
15 56.52 -8.93 52.41 -0.20548 ns0.47589***0.56523*** 54.03 -11.47 57.44 -0.24954 0.42555*** 0.54027***
16 56.37 -9.55 53.18 -0.21889 ns0.46825***0.56374*** 54.3 -11.9 57.59 -0.26032 0.42405*** 0.54302***
17 56.51 -10.23 53.72 -0.23524 ns 0.4628*** 0.5651*** 54.77 -12.52 57.74 -0.27677 0.42258*** 0.54775***
18 56.98 -10.88 53.90 -0.25298 ns0.46102***0.56984*** 55.13 -13.39 58.25 -0.29835 0.41749*** 0.55134***
19 5840 -12.58 54.18 -0.30233 ns0.45823*** 0.584*** 56.11 -14.51 58.39 -0.3305 0.41605*** 0.56111**
20 59.23 -13.59 54.36 -0.33333 ns0.45644*** (0.59233** 58.45 -17 58.55  -0.409 0.41449*** (0.58445**

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.0001; ns= no significativo.



Anexo |. Comparaciones pareadas entre las variables climaticas de Bioclim.

Ultimo Interglacial (LIG)

BIO1

BIO2

BIO3

BIO4

BIO5

BIO6

BIO7

BIO8

BIO9

BIO10

BIO11

BIO12

BIO13

BIO14

BIO15

BIO16

BIO17

BIO18

BIO19

BIO1
BIO2
BIO3
BIO4
BIO5
BIO6
BIO7
BIO8
BIO9
BIO10
BIO11
BIO12
BIO13
BIO14
BIO15
BIO16
BIO17
BIO18
BIO19

1

-0.486

0.300

-0.379

0.193
0.801

-0.524

0.549
0.507
0.551
0.845
0.245
0.286
0.079
0.142
0.257
0.084
0.227
0.156

-0.486
1
-0.027
0.283
0.278
-0.517
0.515
0.013
-0.307
0177
-0.464
-0.565
-0.393
-0.525
0.258
-0.383
-0.529
-0.304
-0.566

0.300

-0.027

1

-0.946
-0.684

0.711

-0.842

0.172
0.161

-0.575

0.736
0.316
0.590

-0.349

0.721
0.586

-0.404

0.584

-0.050

-0.379
0.283
-0.946
1

0.753
-0.819
0.954
-0.150
-0.248
0.559
-0.813
-0.462
-0.676
0.184
-0.637
-0.675
0.231

-0.653
-0.153

0.193
0.278
-0.684
0.753
1
-0.340
0.699
0.328
0.030
0.854
-0.307
-0.462
-0.546
-0.010
-0.347
-0.563
0.033
-0.539
-0.282

0.801

-0.517

0.711

-0.819
-0.340

1

-0.910

0.411
0.503

-0.016

0.979
0.385
0.531

-0.073

0.446
0.512

-0.099

0.485
0.208

-0.524
0.515
-0.842
0.954
0.699
-0.910
1

-0.168
-0.369
0.389
-0.879
-0.496
-0.644
0.051

-0.492
-0.637
0.089
-0.606
-0.282

0.549
0.013
0.172

-0.150

0.328
0.411

-0.168

1
0.130
0.360
0.433

-0.082

0.087

-0.244

0.351
0.061

-0.285

0.154

-0.310

0.507
-0.307
0.161

-0.248
0.030
0.503
-0.369
0.130

0.246
0.468
0.138
0.109
0.063
0.023
0.102
0.096
0.013
0.362

0.551

-0.177
-0.575
0.559
0.854
-0.016
0.389
0.360
0.246

1

0.027
-0.213
-0.364
0.216
-0.433
-0.390
0.256
-0.402
-0.012

0.845
-0.464
0.736
-0.813
-0.307
0.979
-0.879
0.433
0.468
0.027
1
0.405
0.558

-0.073

0.464
0.538

-0.100

0.505
0.174

0.245
-0.565
0.316
-0.462
-0.462
0.385
-0.496
-0.082
0.138
-0.213
0.405

0.892
0.587
-0.027
0.907
0.557
0.822
0.623

0.286
-0.393
0.590
-0.676
-0.546
0.531
-0.644
0.087
0.109
-0.364
0.558
0.892
1
0.234
0.389
0.986
0.179
0.933
0.349

0.079
-0.525
-0.349
0.184
-0.010
-0.073
0.051

-0.244
0.063
0.216
-0.073
0.587
0.234

-0.636
0.236
0.946
0.194
0.650

0.142
0.258
0.721

-0.637
-0.347
0.446
-0.492
0.351

0.023
-0.433
0.464
-0.027
0.389

-0.636

0.357

-0.720

0.389

-0.424

0.257
-0.383
0.586
-0.675
-0.563
0.512
-0.637
0.061
0.102
-0.390
0.538
0.907
0.986
0.236
0.357

0.182
0.938
0.365

0.084
-0.529
-0.404
0.231
0.033
-0.099
0.089
-0.285
0.096
0.256
-0.100
0.557
0.179
0.946
-0.720
0.182

0.132
0.709

0.227
-0.304
0.584
-0.653
-0.539
0.485
-0.606
0.154
0.013
-0.402
0.505
0.822
0.933
0.194
0.389
0.938
0.132

0.263

0.156
-0.566
-0.050
-0.153
-0.282
0.208
-0.282
-0.310
0.362
-0.012
0.174
0.623
0.349
0.650
-0.424
0.365
0.709
0.263




Ultimo Maximo Glacial (LGM)

BIO1

BIO2

BIO3

BIO4

BIO5

BIO6

BIO7

BIO8

BIO9

BIO10

BIO11

BIO12

BIO13

BIO14

BIO15

BIO16

BIO17

BIO18

BIO19

BIO1

BIO2
BIO3
BIO4
BIO5
BIO6
BIO7
BIO8
BIO9
BIO10
BIO11
BIO12
BIO13
BIO14
BIO15
BIO16
BIO17
BIO18
BIO19

1

-0.158

0.515

-0.603

0.718
0.899

-0.673

0.621
0.797
0.695
0.898

-0.017

0.151

-0.355

0.379
0.141

-0.337

0.029

-0.188

-0.158
1
0.400
-0.249
-0.130
-0.036
-0.017
-0.102
0.105
-0.387
0.056
-0.454
-0.321
-0.372
0.385
-0.358
-0.405
-0.227
-0.351

0.515
0.400
1

-0.963
-0.095

0.787

-0.896

0.126
0.668

-0.221

0.820

0.117

0.095

-0.559

0.565
0.095

-0.579
-0.022
-0.239

-0.603
-0.249
-0.963

1
0.046

-0.872

0.969

-0.175
-0.764

0.147

-0.890

0.084

-0.150

0.590

-0.597
-0.151

0.602

-0.013

0.193

0.718
-0.130
-0.095
0.046
1
0.394
-0.004
0.565
0.440
0.950
0.392
-0.095
-0.057
-0.060
0.056
-0.080
-0.036
-0.070
-0.122

0.899

-0.036

0.787

-0.872

0.394
1

-0.921

0.401
0.893
0.339
0.992

-0.047

0.156

-0.515

0.499
0.158

-0.510

0.008

-0.147

-0.673
-0.017
-0.896
0.969
-0.004
-0.921
1
-0.196
-0.784
0.035
-0.913
0.010
-0.194
0.535
-0.519
-0.205
0.540
-0.038
0.108

0.621

-0.102

0.126

-0.175

0.565
0.401

-0.196

0.289
0.587
0.438
0.059
0.256

-0.195

0.409
0.211

-0.177

0.313

-0.334

0.797
0.105
0.668
-0.764
0.440
0.893
-0.784
0.289

0.332
0.884
-0.179
-0.005
-0.542
0.444
-0.003
-0.521
-0.095
-0.042

0.695
-0.387
-0.221
0.147
0.950
0.339
0.035
0.587
0.332

0.320
0.001
-0.001
0.051
-0.055
-0.014
0.081
-0.015
-0.064

0.898
0.056
0.820
-0.890
0.392
0.992
-0.913
0.438
0.884
0.320

-0.077
0.147
-0.540
0.547
0.142
-0.538
0.008
-0.211

-0.017
-0.454
-0.117
0.084
-0.095
-0.047
0.010
0.059
-0.179
0.001
-0.077

0.894
0.663
-0.309
0.924
0.680
0.759
0.603

0.151
-0.321
0.095
-0.150
-0.057
0.156
-0.194
0.256
-0.005
-0.001
0.147
0.894

0.354
0.085
0.980
0.365
0.825
0.356

-0.355
-0.372
-0.559
0.590
-0.060
-0.515
0.535
-0.195
-0.542
0.051

-0.540
0.663
0.354

-0.700
0.378
0.986
0.354
0.548

0.379
0.385
0.565
-0.597
0.056
0.499
-0.519
0.409
0.444
-0.055
0.547
-0.309
0.085
-0.700

0.032
-0.729
0.044
-0.500

0.141
-0.358
0.095
-0.151
-0.080
0.158
-0.205
0.211
-0.003
-0.014
0.142
0.924
0.980
0.378
0.032

0.388
0.828
0.402

-0.337
-0.405
-0.579
0.602
-0.036
-0.510
0.540
-0.177
-0.521
0.081
-0.538
0.680
0.365
0.986
-0.729
0.388

0.360
0.585

0.029
-0.227
-0.022
-0.013
-0.070
0.008
-0.038
0.313
-0.095
-0.015
0.008
0.759
0.825
0.354
0.044
0.828
0.360

0.241

-0.188
-0.351
-0.239
0.193
-0.122
-0.147
0.108
-0.334
-0.042
-0.064
-0.211
0.603
0.356
0.548
-0.500
0.402
0.585
0.241




Presente

BIO1

BIO2

BIO3

BIO4

BIO5

BIO6

BIO7

BIO8

BIO9

BIO10

BIO11

BIO12

BIO13

BIO14

BIO15

BIO16

BIO17

BIO18

BIO19

BIO1
BIO2
BIO3
BIO4
BIO5
BIO6
BIO7
BIO8
BIO9
BIO10
BIO11
BIO12
BIO13
BIO14
BIO15
BIO16
BIO17
BIO18
BIO19

1

-0.406

0.191

-0.351

0.560
0.863

-0.454

0.593
0.651
0.722
0.877
0.256
0.327

-0.006

0.192
0.310

-0.008

0.215

-0.040

-0.406

0.113
0.231
0.120

-0.559

0.557

-0.022
-0.089
-0.217
-0.384
-0.617
-0.455
-0.535

0.277

-0.434
-0.535
-0.323
-0.418

0.191
0.113

-0.918
-0.492

0.538

-0.742
-0.103

0.346

-0.477

0.609
0.180
0.459

-0.482

0.774
0.494

-0.482

0.354

-0.357

-0.351

0.231

-0.918

0.520

-0.741

0.935
0.083

-0.398

0.390

-0.754
-0.387
-0.602

0.266

-0.667
-0.624

0.264

-0.464

0.158

0.560
0.120
-0.492
0.520

0.075
0.480
0.614
0.308
0.939
0.136
-0.252
-0.299
0.021

-0.238
-0.322
0.018
-0.268
-0.037

0.863

-0.559

0.538

-0.741

0.075
1

-0.839

0.318
0.625
0.303
0.979
0.458
0.576

-0.035

0.392
0.574

-0.036

0.416

-0.008

-0.454
0.557
-0.742
0.935
0.480
-0.839
1
0.055
-0.382
0.246
-0.787
-0.540
-0.670
0.043
-0.475
-0.681
0.042
-0.513
-0.013

0.593

-0.022
-0.103

0.083
0.614
0.318
0.055

0.207
0.628
0.362
0.008
0.070

-0.038

0.067
0.040

-0.052

0.141

-0.214

0.651

-0.089
0.346
-0.398
0.308
0.625
-0.382
0.207

0.372
0.684
0.119
0.213
-0.156
0.283
0.224
-0.136
0.078
0.117

0.722
-0.217
-0.477
0.390
0.939
0.303
0.246
0.628
0.372
1

0.311

-0.048
-0.131
0.166
-0.288
-0.161
0.162
-0.153
0.075

0.877
-0.384
0.609
-0.754
0.136
0.979
-0.787
0.362
0.684
0.311
1

0.358
0.524
-0.165
0.488
0.525
-0.166
0.371

-0.110

0.256
-0.617
0.180
-0.387
-0.252
0.458
-0.540
0.008
0.119
-0.048
0.358

0.901
0.606
-0.026
0.896
0.613
0.766
0.585

0.327
-0.455
0.459
-0.602
-0.299
0.576
-0.670
0.070
0.213
-0.131
0.524
0.901

0.243
0.364
0.991
0.249
0.861
0.296

-0.006
-0.535
-0.482
0.266
0.021

-0.035
0.043
-0.038
-0.156
0.166
-0.165
0.606
0.243

-0.684
0.218
0.991
0.237
0.781

0.192
0.277
0.774
-0.667
-0.238
0.392
-0.475
0.067
0.283
-0.288
0.488
-0.026
0.364
-0.684

0.385
-0.687
0.325
-0.496

0.310
-0.434
0.494
-0.624
-0.322
0.574
-0.681
0.040
0.224
-0.161
0.525
0.896
0.991
0.218
0.385

0.223
0.850
0.279

-0.008
-0.535
-0.482
0.264
0.018
-0.036
0.042
-0.052
-0.136
0.162
-0.166
0.613
0.249
0.991
-0.687
0.223

0.243
0.806

0.215
-0.323
0.354
-0.464
-0.268
0.416
-0.513
0.141

0.078
-0.153
0.371

0.766
0.861

0.237
0.325
0.850
0.243

0.248

-0.040
-0.418
-0.357
0.158
-0.037
-0.008
-0.013
-0.214
0.117
0.075
-0.110
0.585
0.296
0.781
-0.496
0.279
0.806
0.248




Futuro RCP2.6

BIO1

BIO2

BIO3

BIO4

BIO5

BIO6

BIO7

BIO8

BIO9

BIO10

BIO11

BIO12

BIO13

BIO14

BIO15

BIO16

BIO17

BIO18

BIO19

BIO1
BIO2
BIO3
BIO4
BIO5
BIO6
BIO7
BIO8
BIO9
BIO10
BIO11
BIO12
BIO13
BIO14
BIO15
BIO16
BIO17
BIO18
BIO19

1
-0.439
0.216
-0.372
0.598
0.884
-0.491
0.552
0.639
0.721
0.882
0.235
0.321
-0.019
0.219
0.285
-0.015
0.188
-0.075

-0.439

1
0.175
0.187

-0.013
-0.534

0.495

-0.069
-0.195
-0.289
-0.388
-0.580
-0.453
-0.486

0.244

-0.416
-0.490
-0.298
-0.467

0.216
0.175

-0.918
-0.444

0.531

-0.754
-0.019

0.341

-0.456

0.620
0.165
0.441

-0.475

0.743
0.467

-0.470

0.308

-0.355

-0.372

0.187

-0.918

0.450

-0.721

0.936
0.010

-0.410

0.370

-0.761
-0.378
-0.603

0.282

-0.657
-0.615

0.271

-0.415

0.165

0.598
-0.013
-0.444
0.450

0.199
0.384
0.462
0.340
0.945
0.201

-0.206
-0.261
0.046
-0.234
-0.290
0.043
-0.278
-0.047

0.884
-0.534
0.531

-0.721
0.199

1

-0.829
0.331

0.690
0.354
0.982
0.395
0.537
-0.090
0.403
0.514
-0.080
0.321

-0.021

-0.491
0.495
-0.754
0.936
0.384
-0.829
1

-0.048
-0.456
0.207
-0.811
-0.490
-0.654
0.111

-0.513
-0.650
0.100
-0.462
-0.008

0.552
-0.069
-0.019
0.010
0.462
0.331

-0.048

0.130
0.538
0.365
-0.011
0.072
-0.063
0.129
0.033
-0.077
0.164
-0.305

0.639

-0.195

0.341

-0.410

0.340
0.690

-0.456

0.130

0.363
0.677
0.126
0.221

-0.146

0.283
0.224

-0.106

0.053
0.136

0.721

-0.289
-0.456
0.370
0.945
0.354
0.207
0.538
0.363

1

0.320
-0.063
-0.137
0.160
-0.257
-0.179
0.156
-0.153
0.045

0.882
-0.388
0.620
-0.761
0.201
0.982
-0.811
0.365
0.677
0.320

0.335
0.516
-0.182
0.495
0.499
0.174
0.319
-0.137

0.235
-0.580
0.165
-0.378
-0.206
0.395
-0.490
-0.011
0.126
-0.063
0.335

0.895
0.611
-0.068
0.895
0.614
0.736
0.570

0.321

-0.453
0.441

-0.603
-0.261
0.537
-0.654
0.072
0.221

-0.137
0.516
0.895

0.233
0.334
0.988
0.238
0.806
0.280

-0.019
-0.486
-0.475
0.282
0.046
-0.090
0.111

-0.063
-0.146
0.160
-0.182
0.611

0.233

-0.705
0.220
0.991

0.290
0.763

0.219
0.244
0.743
-0.657
-0.234
0.403
-0.513
0.129
0.283
-0.257
0.495
-0.068
0.334
-0.705

0.346
-0.701
0.254
-0.501

0.285
-0.416
0.467
-0.615
-0.290
0.514
-0.650
0.033
0.224
-0.179
0.499
0.895
0.988
0.220
0.346

0.224
0.796
0.274

-0.015
-0.490
-0.470
0.271

0.043
-0.080
0.100
-0.077
-0.106
0.156
-0.174
0.614
0.238
0.991

-0.701
0.224

0.290
0.786

0.188
-0.298
0.308
-0.415
-0.278
0.321

-0.462
0.164
0.053
-0.153
0.319
0.736
0.806
0.290
0.254
0.796
0.290

0.212

-0.075
-0.467
-0.355
0.165
-0.047
-0.021
-0.008
-0.305
0.136
0.045
-0.137
0.570
0.280
0.763
-0.501
0.274
0.786
0.212




Futuro RCP4.5

BIO1

BIO2

BIO3

BIO4

BIO5

BIO6

BIO7

BIO8

BIO9

BIO10

BIO11

BIO12

BIO13

BIO14

BIO15

BIO16

BIO17

BIO18

BIO19

BIO1

BIO2
BIO3
BIO4
BIO5
BIO6
BIO7
BIO8
BIO9
BIO10
BIO11
BIO12
BIO13
BIO14
BIO15
BIO16
BIO17
BIO18
BIO19

1

-0.447

0.202

-0.361

0.554
0.878

-0.484

0.603
0.606
0.703
0.875
0.230
0.294

-0.001

0.188
0.275

-0.005

0.181

-0.080

-0.447
1
0.196
0.152
-0.014
-0.530
0.474
-0.081
-0.210
-0.314
-0.376
-0.533
-0.364
-0.464
0.300
-0.354
-0.472
-0.244
-0.458

0.202
0.196

-0.923
-0.487

0.527

-0.756
-0.108

0.313

-0.491

0.621
0.174
0.484

-0.440

0.737
0.483

-0.458

0.310

-0.345

-0.361

0.152

-0.923

0.500

-0.712

0.932
0.102

-0.381

0.404

-0.762
-0.369
-0.614

0.260

-0.637
-0.611

0.272

-0.403

0.174

0.554
-0.014
-0.487
0.500

0.144
0.436
0.597
0.278
0.936
0.139
-0.214
-0.294
0.039
-0.244
-0.303
0.044
-0.280
-0.056

0.878

-0.530

0.527

-0.712

0.144
1

-0.828

0.340
0.662
0.329
0.979
0.381
0.520

-0.083

0.379
0.503

-0.091

0.301

-0.033

-0.484
0.474
-0.756
0.932
0.436
-0.828
1
0.029
-0.445
0.232
-0.812
-0.468
-0.640
0.098
-0.483
-0.629
0.108
-0.433
-0.001

0.603

-0.081
-0.108

0.102
0.597
0.340
0.029

0.192
0.656
0.360

-0.108
-0.047
-0.110

0.057

-0.065
-0.119

0.070

-0.332

0.606
-0.210
0.313
-0.381
0.278
0.662
-0.445
0.192

0.335
0.642
0.174
0.248
-0.053
0.261

0.243
-0.043
0.063
0.187

0.703
-0.314
-0.491
0.404
0.936
0.329
0.232
0.656
0.335
1
0.284
-0.073
-0.186
0.163
-0.283
-0.200
0.167
-0.162
0.050

0.875
-0.376
0.621
-0.762
0.139
0.979
-0.812
0.360
0.642
0.284
1
0.328
0.510
-0.165
0.474
0.495
0.174
0.309
-0.147

0.230
-0.533
0.174
-0.369
-0.214
0.381
-0.468
-0.108
0.174
-0.073
0.328

0.870
0.623
-0.102
0.884
0.619
0.710
0.592

0.294
-0.364
0.484
-0.614
-0.294
0.520
-0.640
-0.047
0.248
-0.186
0.510
0.870

0.197
0.356
0.990
0.190
0.785
0.268

-0.001
-0.464
-0.440
0.260
0.039
-0.083
0.098
-0.110
-0.053
0.163
-0.165
0.623
0.197

-0.702
0.215
0.989
0.293
0.781

0.188
0.300
0.737
-0.637
-0.244
0.379
-0.483
0.057
0.261
-0.283
0.474
-0.102
0.356
-0.702

0.332
0.713
0.235
-0.519

0.275
-0.354
0.483
-0.611
-0.303
0.503
-0.629
-0.065
0.243
-0.200
0.495
0.884
0.990
0.215
0.332

0.208
0.770
0.272

-0.005
-0.472
-0.458
0.272
0.044
-0.091
0.108
-0.119
-0.043
0.167
-0.174
0.619
0.190
0.989
-0.713
0.208

0.285
0.796

0.181
-0.244
0.310
-0.403
-0.280
0.301
-0.433
0.070
0.063
-0.162
0.309
0.710
0.785
0.293
0.235
0.770
0.285

0.201

-0.080
-0.458
-0.345
0.174
-0.056
-0.033
-0.001
-0.332
0.187
0.050
-0.147
0.592
0.268
0.781
-0.519
0.272
0.796
0.201




Futuro RCP6.0

BIO1

BIO2

BIO3

BIO4

BIO5

BIO6

BIO7

BIO8

BIO9

BIO10

BIO11

BIO12

BIO13

BIO14

BIO15

BIO16

BIO17

BIO18

BIO19

BIO1

BIO2
BIO3
BIO4
BIO5
BIO6
BIO7
BIO8
BIO9
BIO10
BIO11
BIO12
BIO13
BIO14
BIO15
BIO16
BIO17
BIO18
BIO19

1

-0.420

0.196

-0.355

0.562
0.871

-0.478

0.555
0.609
0.702
0.872
0.222
0.306

-0.009

0.197
0.265
0.000
0.192

-0.093

-0.420
1
0.247
0.106
-0.022
-0.491
0.435
-0.020
-0.228
-0.320
-0.333
-0.553
-0.385
-0.534
0.340
-0.349
-0.547
-0.235
-0.493

0.196
0.247

-0.921
-0.476

0.529

-0.749
-0.024

0.278

-0.495

0.621
0.142
0.442

-0.498

0.758
0.461

-0.496

0.333

-0.376

-0.355

0.106

-0.921

0.492

-0.718

0.931
0.027

-0.363

0.409

-0.763
-0.350
-0.588

0.304

-0.655
-0.599

0.293

-0.425

0.198

0.562
-0.022
-0.476
0.492

0.143
0.432
0.486
0.294
0.936
0.145
-0.217
-0.272
0.053
-0.242
-0.309
0.047
-0.292
-0.051

0.871

-0.491

0.529

-0.718

0.143
1

-0.831

0.312
0.667
0.314
0.979
0.376
0.524

-0.097

0.393
0.497

-0.084

0.324

-0.038

-0.478
0.435
-0.749
0.931

0.432
-0.831

1

-0.011
-0.443
0.239
-0.811
-0.465
-0.630
0.119
-0.494
-0.627
0.103
-0.459
0.005

0.555

-0.020
-0.024

0.027
0.486
0.312

-0.011

0.118
0.543
0.358

-0.093

0.010

-0.150

0.125

-0.024
-0.154

0.129

-0.374

0.609
-0.228
0.278
-0.363
0.294
0.667
-0.443
0.118

0.347
0.633
0.178
0.238
-0.069
0.238
0.234
-0.021
0.069
0.214

0.702
-0.320
-0.495
0.409
0.936
0.314
0.239
0.543
0.347
1

0.277
-0.066
-0.155
0.192
-0.289
-0.202
0.190
-0.168
0.061

0.872
-0.333
0.621
-0.763
0.145
0.979
-0.811
0.358
0.633
0.277

0.315
0.506
-0.192
0.491
0.483
-0.181
0.331
-0.167

0.222
-0.553
0.142
-0.350
-0.217
0.376
-0.465
-0.093
0.178
-0.066
0.315

0.889
0.626
-0.108
0.887
0.629
0.709
0.573

0.306
-0.385
0.442
-0.588
-0.272
0.524
-0.630
0.010
0.238
-0.155
0.506
0.889

0.236
0.305
0.987
0.239
0.796
0.276

-0.009
-0.534
-0.498
0.304
0.053
-0.097
0.119
-0.150
-0.069
0.192
-0.192
0.626
0.236

-0.721
0.223
0.990
0.245
0.748

0.197
0.340
0.758
-0.655
-0.242
0.393
-0.494
0.125
0.238
-0.289
0.491
-0.108
0.305
-0.721

0.325
0.724
0.257
-0.505

0.265
-0.349
0.461
-0.599
-0.309
0.497
-0.627
-0.024
0.234
-0.202
0.483
0.887
0.987
0.223
0.325

0.224
0.792
0.270

0.000
-0.547
-0.496
0.293
0.047
-0.084
0.103
-0.154
-0.021
0.190
-0.181
0.629
0.239
0.990
-0.724
0.224

0.244
0.769

0.192
-0.235
0.333
-0.425
-0.292
0.324
-0.459
0.129
0.069
-0.168
0.331
0.709
0.796
0.245
0.257
0.792
0.244

0.159

-0.093
-0.493
-0.376
0.198
-0.051
-0.038
0.005
-0.374
0.214
0.061
-0.167
0.573
0.276
0.748
-0.505
0.270
0.769
0.159




Futuro RCP8.5

BIO1

BIO2

BIO3

BIO4

BIO5

BIO6

BIO7

BIO8

BIO9

BIO10

BIO11

BIO12

BIO13

BIO14

BIO15

BIO16

BIO17

BIO18

BIO19

BIO1

BIO2
BIO3
BIO4
BIO5
BIO6
BIO7
BIO8
BIO9
BIO10
BIO11
BIO12
BIO13
BIO14
BIO15
BIO16
BIO17
BIO18
BIO19

1

-0.435

0.202

-0.365

0.570
0.884

-0.495

0.572
0.614
0.710
0.877
0.207
0.291

-0.024

0.197
0.261

-0.021

0.171

-0.123

-0.435
1
0.225
0.140
-0.010
-0.537
0.492
-0.048
-0.243
-0.315
-0.361
-0.576
-0.418
-0.497
0.303
-0.387
-0.512
-0.262
-0.472

0.202
0.225

-0.916
-0.456

0.500

-0.723
-0.059

0.299

-0.478

0.616
0.094
0.415

-0.484

0.721
0.423

-0.490

0.250

-0.389
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