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Resumen de la tesis que presenta Cynthia Rocio Alamo Herrera como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestra en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacidn en Biologia Ambiental.

Evaluacion del flujo genético de Yucca valida (Asparagaceae) en diferentes escalas espaciales

Resumen aprobado por:

Dra. Maria Clara Arteaga Uribe
Directora de tesis

La especie Yucca valida es una planta endémica de amplia distribucidn geografica de la peninsula de Baja
California. Al igual que otras especies de Yucca su reproduccién depende exclusivamente de la actividad
de su polilla polinizadora Tegeticula baja. Estudios previos sobre el comportamiento de las polillas del
género Tegeticula sugieren que la dispersion de polen mediada por ellas es relativamente limitada y como
consecuencia, se esperan altos niveles de estructuracién genética entre las poblaciones de Yucca. Con el
fin de evaluar el flujo genético en dos escalas espaciales, se determinaron los niveles de variabilidad y
diferenciacidn genética a lo largo de la distribucidn de Yucca valida. Se obtuvieron estimados del nimero
efectivo de donadores de polen (Nep) y distancia de dispersidn (6), asi como indices de autocorrelacion
genética. A través de la amplificacidn de siete loci microsatélites en 100 individuos de 10 localidades, se
encontraron altos niveles de diversidad genética (119 alelos, He=0.69) y un coeficiente significativo de
endogamia (Fis=0.2). En una escala espacial amplia (>100km), se obtuvieron bajos niveles de
diferenciacion genética entre las poblaciones de Y. valida (Fst=0.059) asi como un patrén significativo de
aislamiento por distancia (Prueba de mantel: r =0.45, p=0.02). A escala espacial menor (<500m), se observd
que los individuos presentan genotipos mas relacionados entre si a distancias menores a 150 metros.
Utilizando los genotipos de la progenie de 10 plantas (20 plantulas por planta madre, total n=200) se
estimo una distancia de dispersion de polen de 40 metros y Nep de 2.8 individuos. Los resultados de este
estudio indican que el flujo genético en Y. valida ocurre a distancias cortas, ocasionando aislamiento por
distancia entre individuos y entre localidades. A su vez, los resultados sugieren que la reproduccién se da
mayormente entre individuos genéticamente similares lo cual resultaria en niveles relativamente altos de
endogamia dentro de la especie.

Palabras clave: Yucca valida, flujo genético, diversidad genética, TwoGener, Autocorrelacion genética.
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Abstract of the thesis presented by Cynthia Rocio Alamo Herrera as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Environmental Biology.

Genetic flow assessment of Yucca valida (Asparagaceae) on different spatial scales

Abstract approved by:

Dra. Maria Clara Arteaga Uribe
Thesis Director

The species Yucca valida is an endemic plant of wide geographic distribution of the peninsula of Baja
California. Like other species of Yucca, its reproduction depends exclusively on the activity of its pollinator
moth Tegeticula baja. Previous studies on the behavior of moths of the genus Tegeticula suggest that the
dispersal of pollen mediated by these moths is relatively limited and as a result, high levels of genetic
structuring among Yucca populations are expected. In order to evaluate the genetic flow on two spatial
scales, the levels of differentiation and genetic variability along the Y. valida distribution were determined.
Estimates of pollen donors (Nep) and dispersal distance (&) were obtained, as well as indexes of genetic
autocorrelation. Through the amplification of seven microsatellite loci in 100 individuals from 10 locations,
high levels of genetic diversity (119 alleles, He = 0.69) and a significant inbreeding coefficient (Fis=0.2)
were found. On a wide spatial scale (>100km), low levels of genetic differentiation were obtained between
the populations of Y. valida (Fst=0.059) as well as a significant pattern of isolation by distance (Mantel test:
r=0.45, p = 0.02). On a smaller spatial scale (<500m), individuals present genotypes more similar to each
other at distances less than 150 meters. Using the genotypes of the progeny of 10 plants (20 seedlings per
mother plant, total n = 200), a distance of pollen dispersal of 40 meters and a Nep of 2.8 individuals were
estimated. The results of this study indicate that Y. valida genetic flow ocurrs over short distances, causing
isolation by distance between individuals and between locations. In turn, the results suggest that
reproduction occurs mostly among genetically similar individuals, increasing inbreeding levels within the
species.

Keywords: Yucca valida, gene flow, genetic diversity, TwoGener, Genetic autocorrelation.
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Capitulo 1. Introduccidn

La distribucién espacial de la variacién genética a lo largo de las poblaciones de una especie, sera resultado
de los mecanismos evolutivos que incrementan la diferenciacidn genética y aquellos que la reducen
(Loveless y Hamrick, 1984). La magnitud de la diferenciacién genética entre las poblaciones serd
determinada por la capacidad de la especie de dispersar sus genes (Wright, 1946; Slatkin, 1985). Un alto
flujo de genes promovera la homogeneidad genética entre las poblaciones, mientras que un flujo genético
limitado permitird que procesos de deriva genética o adaptacion local promuevan la diferenciacién y

estructura genética (Slatkin, 1985).

En las especies de plantas el flujo genético es dado a través de la dispersion del polen y las semillas. Estos
dos mecanismos determinan el grado en que los genes son dispersados ya sea localmente o a amplias
escalas geograficas (Loveless y Hamrick, 1984; Ennos, 1994; Loiselle et al, 1995). El movimiento de semillas
generalmente se da a una escala local y la progenie suele establecerse cerca de las plantas parentales
(Ennos, 1994). Por otro lado, se considera que la dispersion a través del polen es el principal mecanismo
de movimiento de genes a larga distancia, sobre todo en las especies que dispersan el polen a través del
viento (Loveless y Hamrick, 1984; Bittencourt y Sebbenn, 2008). Sin embargo, esto puede ser contrario en
plantas con polinizadores mutualistas donde el movimiento de polen puede llegar a ser particularmente

restringido y limitar el flujo genético entre poblaciones (Loveless y Hamrick, 1984; Hirao et al., 2006).

Debido a que las plantas son organismos sésiles, su dispersion muestra restricciones espaciales. Se conoce
que la dispersidn tanto de polen como de semillas presenta una curva leptocurtica, esto significa que su
frecuencia decrece conforme aumenta la distancia respecto a la planta de origen (Loveless y Hamrick,
1984; Ellstrand, 1992). Esta caracteristica genera que en las plantas la distribucion de la variacion genética
este estrechamente relacionada a la distribucion espacial de las poblaciones (Loveless y Hamrick, 1984).
Se espera que en distancias geograficas cortas el flujo de genes mantenga la homogeneidad genética,
mientras que a distancias geograficas amplias el flujo genético entre poblaciones sea limitado y de paso a

los procesos de diferenciacion (Slatkin, 1985; Savolainen et al., 2007).

Una de las consecuencias de la relacién entre el flujo genético y una amplia distribucién geografica es el
aislamiento por distancia (APD). El APD se observa cuando el flujo de genes entre poblaciones decrece con
el aumento en la distancia geografica entre ellas (Wright, 1946; Malécot, 1950). Este modelo se basa en
las distancias genéticas entre poblaciones, donde entre poblaciones vecinas la distancia genética es menor

y va aumentando conforme aumentan las distancias geograficas entre ellas (Vekemans y Hardy, 2004).
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Por otro lado, aunque el APD es comun en las especies de amplia distribucién, encontrar este patrén en
las poblaciones de plantas dependera de otros factores como la estrategia reproductiva, el tipo de
polinizacién, la densidad de las poblaciones y la conectividad de las mismas (Vekemans y Hardy, 2004; Jha

y Dick, 2010; Deacon y Cavender, 2015).

El efecto de la distribucion espacial en el flujo genético puede observarse a escalas espaciales menores a
través de las relaciones de parentesco entre los individuos (Loiselle et al, 1995; Vekemans y Hardy, 2004).
Se espera que la relacidon de parentesco entre plantas en el vecindario inmediato sea mayor que entre
plantas relativamente mas distantes (Loveless y Hamrick, 1984; Ennos, 1994; Vekemans y Hardy, 2004).
Esta relacion puede aumentar la probabilidad de apareamientos entre parientes y por tanto endogamia
dentro de las poblaciones (Vekemans y Hardy, 2004). Sin embargo, factores como la asincronia en la
floracion, diferencias en la fecundidad de los individuos, asi como la existencia de sistemas de
incompatibilidad, limitan la disponibilidad del polen regulando las relaciones genéticas entre los individuos

(Hardy et al., 2004; Nora et al., 2011).

En este sentido, el numero de individuos que tienen una reproduccién exitosa (donadores efectivos de
polen) son quienes influyen en las relaciones genéticas dentro y entre las poblaciones (Nora et al., 2011).
Las estimaciones del nimero efectivo de donadores de polen y la distancia de dispersion efectiva de polen
permiten determinar la contribucién del polen tanto local como externo a la poza génica de las poblaciones
(Smouse et al., 2001; Sork y Smouse, 2006; Nora et al., 2011). Actualmente los estudios sobre la
distribucidn espacial de la variacién genética en plantas hacen uso de estas estimaciones ya que permiten
conocer los patrones de flujo genético entre poblaciones y detectar estructura genética espacial a escala

fina (Vekemans y Hardy, 2004).

Las plantas del género Yucca (Asparagaceae) son reconocidas por presentar uno de los sistemas de
polinizacién mas especializados que se conocen (Pellmyr, 2003). En este sistema, las Yuccas son polinizadas
exclusivamente por polillas de los géneros Tegeticula y Parategeticula, las cuales presentan adaptaciones
morfoldgicas para transportar polen de la Yucca, ovopositar dentro del ovario de las flores y polinizar
efectivamente (Engelmann, 1872; Pellmyry Thompson, 1992; Pellmyr, 2003). De esta manera se garantiza
el buen desarrollo de los frutos y semillas que seran el refugio y el alimento de las larvas de la polilla (Bogler
et al, 1995). Ademss, se considera que el principal mecanismo de flujo genético entre las poblaciones de
Yucca es a través de las polillas ya que los dispersores actuales de semillas son roedores, los cuales mueven

las semillas a una escala local (Vander Wall et al., 2006; Waitman et al., 2012). La dependencia de las
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Yuccas hacia sus polinizadores para la reproduccion y la dispersion las ha vuelto el foco de atencién para

estudios evolutivos de diferente indole (ej. Mutualismo, coevolucién, especiacién, diferenciacidn).

El mutualismo obligado entre las Yuccas y sus polinizadores hace que la dispersion del polen dependa de
la efectividad del polinizador para llevar el polen de flor en flor en la misma planta, de planta a planta y de
poblacién en poblacién. Los estudios realizados sobre el comportamiento de las polillas sugieren que la
dispersidn es restringida y se da mayoritariamente entre plantas vecinas (Marr et al., 2000; Powell, 2013).
Pese a ello, se ha observado que las especies de Yuccas tienen reproduccién mayormente por
entrecruzamiento y que cada fruto presenta progenie de mas de un donador de polen (Massey y Hamrick,
1999). Esta inconsistencia es resultado del aborto selectivo de frutos producto de auto fertilizacion y la
posibilidad de multiples eventos de polinizacién en un mismo ovario (Pellmyr et al.,, 1997; Massey y

Hamrick, 1999).

1.1 Antecedentes

1.1.1 Especie de estudio: Yucca valida

La especie Yucca valida Brandegee (Asparagaceae), conocida cominmente como datilillo, es una planta
fanerégama nativa de la peninsula de Baja California. La especie es perene y de habito arbdéreo llegando a
alcanzar tamanfos de hasta 12 metros de altura, siendo una de las especies mas conspicuas de los desiertos
bajacalifornianos (Shreve y Wiggins, 1951; Turner et al., 1995). Esta caracteristica es de relevancia
ecoldgica ya que provee sombra y refugio a multiples especies de fauna y flora nativa (e.g. Rivera y
Rodriguez, 1998; Bezy et al., 2008; Servin et al., 2010). La polinizacién de Y. valida es llevada a cabo por la
polilla Tegeticula baja, la cual es endémica de la peninsula de Baja California y poliniza tanto a Y. valida

como a su especie hermana de la region del Cabo Y. capensis (Pellmyr et al., 2008).

La planta Y. valida presenta una amplia distribucion que va desde la latitud 29.8°N en Baja California hasta
la latitud 25.6°N en Baja California Sur, entre las latitudes 25.6°N y 24.5°N no se tienen registros de la
especie y posteriormente vuelven a registrarse poblaciones cerca de la regién del cabo hasta los 22°N
(Turner et al., 1995). A lo largo de su distribucién forma parte de las ecorregiones del desierto central, el
desierto de Vizcaino y las Planicies de Magdalena, encontrdandola generalmente por debajo de los

400msnm (Turner et al., 1995; Gonzalez et al., 2010). En las llanuras del desierto de Vizcaino Y. valida es
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una especie dominante, dénde sus poblaciones son muy densas llegando a constituir hasta el 80% de la
vegetacién. En las regiones mas al norte y sur de su distribucién sus poblaciones siguen siendo
prominentes, pero su densidad baja respecto a otras perenes como algunas especies de Fouquerias y
Pachycereus (Shreve y Wiggins, 1951). En su distribucion Y. valida forma parte de las dreas naturales
protegidas, Valle de los Cirios y la Reserva de la Biosfera el Vizcaino, por lo que sus poblaciones presentan

un impacto menor por accidon antropogénica (Carabias et al., 2000; CONANP, 2013).

Figura 1. Paisaje en el Desierto del Vizcaino (Foto: A. Aleman)

La distribucidn espacial de la especie Y. valida, asi como su interaccién con su polilla polinizadora T. baja,
la vuelven un buen modelo para responder preguntas de indole poblacional, ecoldgicas y evolutivas. La
distribucidn espacial de la variacion genética de Y. valida serd producto de la interaccién con su polilla
polinizadora, su distribucidn espacial y procesos de adaptacidon local debido a los diferentes ambientes
donde se distribuye. Este estudio asi como estudios futuros servirdn como punto de comparacidn para
otras especies de Yucca que se encuentran afectadas por acciéon antropogénica como explotacion y

fragmentacion de habitat, asi como para otras especies con sistemas de polinizacidén especializadas.



1.1.2 Estimaciones de flujo genético entre poblaciones

La aproximacion clasica para evaluar el flujo genético es a través de medidas de estructura genética
poblacional (Sork et al., 1999; Montano et al., 2013). Se han desarrollado diversos indices para describir la
estructura poblacional, uno de los mas usados es el Fst (Wright, 1965) el cual se estima a partir de la
varianza en las frecuencias alélicas entre poblaciones. El indice Rst (Slatkin, 1995) se calcula a partir de la
varianza en el tamafio de los alelos lo cual lo hace apropiado cuando se trabaja con datos de microsatélites.
El Dest (Jost, 2008) se estima a partir de una fraccidon de la variacion alélica entre poblaciones y ha
demostrado ser mas eficiente que otros indices estimando diferenciacién genética cuando la heterocigosis
promedio es elevada dentro de las poblaciones. Cada uno de estos indices aprovecha diferentes

caracteristicas de los datos y tienen diferente interpretacién biolégica (Montano et al., 2013).

Cuando se trabaja con especies distribuidas en ambientes heterogéneos o que constituyen una
metapoblacién es adecuado obtener valores entre pares de poblaciones de estos estimadores (Sork et al.,
1999). Los indices pareados son utilizados como medias de diferenciacion entre poblaciones que pueden
ser correlacionadas con factores ambientales, geograficos y ecoldgicos. Esta cualidad permite poner a
prueba modelos tales como el de aislamiento por distancia (APD) que a escalas geograficas grandes
permite hacer inferencias sobre el flujo genético (Sork et al., 1999; Pifiero et al., 2008). En este sentido, la
prueba de mantel ha sido ampliamente utilizada para evaluar APD mediante la relacion entre distancias

genéticas (ej. Fst pareados) y las distancias geograficas entre las poblaciones (Pifiero et al., 2008).

1.1.3 Relacion entre el grado de parentesco y la distancia geografica entre plantas.

Para evaluar el grado de parentesco entre los individuos de una poblacidn se han desarrollado varios tipos
de coeficientes de relacion. Los mas usados son el coeficiente de parentesco (Fij) y el coeficiente de
relacion (Rij), los cuales se basan en la probabilidad de que un gen aleatorio del individuo i sea idéntico a

un gen aleatorio del individuo j (Vekemans y Hardy, 2004).

Para determinar la relacion entre el grado de parentesco y las distancias geograficas entre los individuos,
como es el caso de las poblaciones de plantas, se promedian los valores ya sea de Fij o Rij de los individuos
dentro de un intervalo de distancia dado para obtener un coeficiente de autocorrelacién genética (r)

(Vekemans y Hardy, 2004; Smouse et al., 2008). El coeficiente r puede tomar valores positivos y negativos,
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cuando toma un valor que no difiere significativamente de cero indica que los genotipos estan distribuidos
aleatoriamente en el espacio y; cuando r es significativamente diferente a cero significa que los genotipos
presentan un patrdn de distribucién determinado (Peakall y Smouse, 2006; Smouse et al., 2008). El calculo
del coeficientes r para diferentes intervalos de distancias puede ser graficado para obtener correlogramas
de autocorrelacidon genética espacial (Vekemans y Hardy, 2004; Peakall y Smouse, 2006). En plantas se
espera que el valor de r decrezca de forma lineal conforme aumentan la distancia entre individuos

(Vekemans y Hardy, 2004).

Los andlisis de autocorrelacidon genética espacial son utilizados para determinar la existencia de estructura
genética espacial a escala fina (Loiselle et al, 1995; Vekemans y Hardy, 2004). La cual se refiere a la
distribucidn espacial no aleatoria de los genotipos de los individuos y que es resultado de una dispersién
de genes limitada (Vekemans y Hardy, 2004). Determinar la existencia de este tipo de estructura es
importante, ya que las distancias en la que los organismos de una poblacidon estan relacionados
genéticamente permiten entender la estructura genética que se encuentra a escalas espaciales mas

amplias (e.g. Smouse y Peakall, 1999; Turchetto et al., 2015; Deacon y Cavender 2015).

1.1.4 Estimaciones del movimiento de polen y donadores de polen

El enfoque mds directo para estimar el flujo de genes en plantas es a través de la estimacion del
movimiento del polen y el nimero efectivo de donadores de polen (Sork y Smouse, 2006). Para ello, se
hace uso de los analisis de paternidad, los cuales requieren de genotipificar a todos o la mayoria de los
adultos reproductores de una poblacién para encontrar con precisién el nUmero de padres para cada uno
de los descendientes de un grupo de plantas madre. Sin embargo, estos métodos requieren de tamafios
muestréales elevados y se vuelve técnicamente dificiles cuando se tienen poblaciones que abarcan

grandes distancias o con densidades de individuos muy altas (Sork y Smouse, 2006).

El modelo TwoGener fue desarrollado por Smouse y colaboradores (2001) para resolver el problema de
los grandes tamafios muestréales que requieren los andlisis de paternidad. Para este analisis se requiere
caracterizar genéticamente a un grupo pequefo de madres dentro de la poblacion y a una proporcién de
su progenie. De esta manera se puede inferir la contribucidn genética tanto de la planta madre como del
donador de polen para cada semilla (Smouse et al., 2001; Sork y Smouse, 2006). Para ello, este modelo

hace uso tanto de los analisis clasicos de estructura genética como los analisis de asignacidn de paternidad
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para estimar la estructura genética de la poza de polen de las plantas madre (@ft) (Smouse et al., 2001).
El estadistico @ft es una medida de la heterogeneidad de los alelos paternos entre la progenie de las
madres (Quesada et al., 2013). Con base en los estimadores de @ft es posible estimar el numero efectivo
de donadores de polen (Nep) y la distancia promedio efectiva de dispersién de polen (8) (Sork y Smouse,

2006; Quesada et al., 2013).

Desde su desarrollo el modelo TwoGener a través de diversos softwares, ha sido utilizado para evaluar de
manera indirecta el flujo genético de las poblaciones ya que permite abordar preguntas que con las
aproximaciones clasicas no es posible. Por ejemplo, debido a que sus estimaciones se basan en la progenie
y no en los individuos adultos, es posible utilizar el @ft como indicador del flujo genético contemporaneo
(Quesada et al., 2013). Diversos autores han utilizado esta caracteristica para evaluar el impacto de la
fragmentacion de habitat en el flujo genético entre parches (e.g. Isagi et al., 2007; Byrne et al., 2007;
Quesada et al., 2013). Otros, evaltan la efectividad de los polinizadores para mantener la conectividad en
poblaciones tanto fragmentadas como continuas (e.g. Hirao et al., 2006; Wang et al., 2010; Jha y Dick,
2010). Finalmente, también es una buena aproximacion para el estudio de la estructura genética espacial

a escala fina (e.g. Hardy et al., 2004; Dutech et al., 2005; Browne et al., 2018).

1.2 Hipaétesis

Debido a los mecanismos de dispersién que presenta la especie Yucca valida asi como las distancias

geograficas en las que se distribuye se espera que:

1. La distribucién de la variacién genética de Y. valida presentara un patrén de aislamiento por

distancia.

2. El grado de parentesco entre individuos de Y. valida a escala local decrecera respecto a las

distancias geograficas.

3. Los donadores de polen de Y. valida seran individuos distribuidos mayormente a cortas distancias.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar el flujo genético de Yucca valida en dos escalas espaciales, una amplia entre localidades esperando
encontrar APD y otra mas fina donde se evaluard el grado de correlacién genética entre individuos y se

estimara la distancia de dispersién del polen y el nimero de donadores de polen.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Describir la diversidad genética de la especie Y. valida.

2. Evaluar la estructura genética y si existe un patrén de aislamiento por distancia a lo largo de la

distribucion de Y. valida.

3. Evaluar las relaciones genéticas entre individuos de Y. valida mediante un anadlisis de

autocorrelacion genética espacial.

4. Cuantificar lo donadores de polen vy las distancias de dispersion mediante el analisis TwoGener.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Area de estudio

En este trabajo se visitaron 10 localidades a lo largo de la distribucién geografica de Yucca valida, entre los
29.4° y 25.7° latitud norte (Tabla 1). El ambiente donde se distribuye la especie esta representado por 3

localidades en el Desierto Central, 6 en el Desierto del Vizcaino y una en Planicies de Magdalena (Fig. 2).

-114 -112

-114 -112

Figura 2. Ubicacion de las localidades de muestreo. Las estrellas en negro muestran las localidades utilizadas para el
andlisis TwoGener.
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En cada una de las 10 localidades se muestrearon 10 individuos para obtener una muestra total de 100
plantas adultas. Cada uno de ellos fue georreferenciado y de cada planta se obtuvo un fragmento de hoja
joven y visualmente sana. Los tejidos fueron guardados en sobres debidamente etiquetados vy

almacenados en silica gel para su deshidratacion.

Tabla 1. Sitios de muestreo de Y. valida ordenados de norte a sur; Desierto Central (DC), Desierto del Vizcaino (DV) y
Planicies de Magdalena (PM); Baja California (BC) y Baja California Sur (BCS). Se muestra el nimero de individuos
muestreados por localidad (n).

Localidad Estado Latitud Longitud n
DC_A BC 29.364670 -114.364120 10
DC_B BC 29.117583 -114.149694 10
DC_C BC 28.658670 -114.031670 10
DV_D BC 28.407710 -113.990030 10
DV_E BC 28.208194 -114.000667 10
DV_F BCS 27.736694 -113.387083 10
DV_G BCS 27.451333 -113.239111 10
DV_H BCS 27.290527 -113.157167 10
DV_I BCS 27.316944 -112.799944 10
PM_J BCS 25.720346 -111.993061 10

Para el analisis TwoGener se visitaron las localidades DC_C y DV_D en tiempo de fructificacion, estas
localidades son geograficamente cercanas (25 km de distancia) pero pertenecen a diferente ecorregion
(Fig.3). En cada una de ellas se escogieron 5 individuos (plantas madre) distribuidos aleatoriamente en el
espacio y con presencia de frutos (Tabla 2). De cada planta madre se tomaron 3 frutos al azar que fueron

almacenados para su posterior diseccion.

La estimacion de la distancia de dispersion (6) requiere el célculo de la densidad de individuos
reproductivos. Para ello, en cada localidad se construyeron seis cuadrantes de 30m x 50m donde se
georreferenciaron y contaron los individuos con evidencia reproductiva (restos de inflorescencia
adheridos a la planta). A su vez, se cred un subgrupo solo con los individuos que presentaron evidencia del
ultimo evento reproductivo (inflorescencia reciente), de esta manera se obtuvo para cada cuadrante el

numero de individuos reproductivos (R) y el nimero de individuos con reproduccion reciente (RR).
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Tabla 2. Plantas madre, georreferencia, nimero de frutos y nimero de semillas utilizadas para el analisis TwoGener.

Madre ID Latitud Longitud Frutos Semillas
1 DC_C.2 28.65926 -114.03200 3 20
2 DC_C_3 28.65911 -114.03235 3 20
3 DC_C 4 28.65967 -114.03281 3 20
4 DC_C_6 28.66039 -114.03289 3 20
5 DC_C_10 28.66146 -114.03387 3 20
6 DV _D_1 28.40795 -113.99020 3 20
7 DV_D 4 28.40923 -113.99081 3 20
8 DV_D 5 28.40908 -113.99106 3 20
9 DV_D_9 28.40919 -113.98919 3 20

10 DV_D_10 28.40883 -113.98911 3 20

C_C_10

Individuos reproductivos

A Plantas madre
@ Evidencia reproductiva {R)
@ Reproduccidn reciente (RR)

C_C_6
®
oo
® C_C_2
DC_C_.
0 25 50 75 100m @
P o | DC_C
[ )
[
V_D_4 WV D 9
DV_D_| ‘; R -
L .;v_o_m
0 25 50 75 100m _D_1
[ - — @ DV_D

Figura 3. Localidades y distribucién espacial de plantas maternas utilizadas para el andlisis TwoGener. Se indican, los
individuos con evidencia reproductiva (R) y los individuos con reproduccién reciente (RR).
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2.2 Germinacion de semillas

Para estimar el niumero efectivo de donadores de polen y la distancia de dispersion del polen a partir del
analisis TwoGener, se requiere de obtener el genotipo de plantas madre y el genotipo de una muestra de
su descendencia. Para ello, se escogieron tres frutos por planta madre y de 6 a 7 semillas por cada fruto
para obtener 20 plantulas por madre y un tamafio de muestra total de 200 plantulas. Las semillas fueron
puestas a germinar dentro de un invernadero con un régimen de riego diario hasta que se obtuvieron
plantulas de tamafio apropiado para tomar tejido de raiz sin afectar su supervivencia (aproximadamente

1 mes después de la germinacion de cada semilla).

2.3 Extraccion de ADN gendmico

Los tejidos secos de cada individuo adulto fueron cortados finamente y puestos a macerar por medio del
homogeneizador FastPrep-24 (MP BIOMEDICALS). Se utilizaron 80 mg del polvo resultante para la
extraccién de ADN por medio del kit comercial Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, 2006). Para la
extraccién de ADN de la progenie, se utilizaron 60mg de tejido de raiz, el cual fue congelado a -80 °C
durante un dia. El tejido congelado fue puesto a macerar con 400l de Buffer de sales (Aljanabiy Martinez,
1997) en el homogeneizador FastPrep-24. El volumen recuperado pasé a la extraccion estandar de sales
siguiendo el protocolo de Aljanabi y Martinez (1997). La presencia y calidad del ADN en ambos casos se

evalud por medio de geles de agarosa a 1%.

2.4 Amplificacion de marcadores moleculares

Para este estudio se amplificaron 7 microsatélites (Tabla 3) descritos por Flatz et al. (2011) para Yucca
brevifolia. La mezcla de reaccidn para el PCR consistié en 3 pl de Buffer (1x), 0.9 ul de MgCL (2.5mM), 0.24
pl de dNTps (0.16mM), 0.6 ul de cada cebador a 10 uM, 0.2 ul de la Taq polimerasa (1u), 2 ul de ADN y
7.46 ul de agua grado molecular, para obtener un volumen de reaccién de 15 pl. Las condiciones del
termociclador fueron previamente estandarizadas para Yucbre04, Yucbre12, Yucbre22 y Msat-36 con 95°C

durante 15 min, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 seg, 61°C por 90 seg, 72°C por 1 min, finalizando con



13
30 min de extension final a 60°C. Para Yucbre06 se implementé el Touchdown de 53/49 en la alineacion y
de igual manera para Yucbre20 y Yucbre21 un Touchdown de 59/53. La presencia de los productos de
amplificacion fue corroborada por medio de geles de agarosa a 2% y posteriormente enviados a un
instituto especializado para el andlisis de fragmentos. Los electroferogramas de los individuos se
analizaron por medio del programa PeakScaner Software v1.0 (Biosystems, 2006) para elaborar las bases

de datos de los tamafios alélicos.

Tabla 3. Caracteristicas y temperaturas de alineacidn de los 7 loci microsatélites amplificados en Yucca valida.

Locus Motivo repetitivo Secuencia del cebador Temp. de alineacién

Yucbre04 (CT)6AT(CT)7(GT)19 F: GCGCATTTTTGTTATTCTATGC 61
R: TCAGCAGCAACCGACAATAG

Yucbre06 (AG)23 F: CCAAGGTCCTTCGCTTCTATG 53/49
R: TCCATGCTCAAATCCTTCTG

Yucbrel2 (TACA), F: AACTCCCGTGTTTTGGTGTG 61
R: AACTCTACTGCCATGTATGTACGC

Yucbre20 (CT)16ACCT(GT)22 F: AAAATCACATAAATTGCATGATGG 59/53
R: TGCAAAAGTCAATCCCAAGG

Yucbre21l (TC)1e F: CACCCCAAGTCACTGTGC 59/53
R: GGCTAATCTAGGGTTTAAAAGAGG

Yucbre22 (TC)26 F: AGCATTTGTTGTGTGCATCC 61
R: GAGAGTTGTTGGCTCGTTGC

Msat-36 (CT)s F: TACCCGTTCTTGCGGATAGT 61
R: GCTGAGTTCATCGTCGTCCT

2.5 Analisis de datos de individuos adultos

2.5.1 Anadlisis de diversidad genética

Previo a los analisis de diversidad y estructura genética se evalud la frecuencia de alelos nulos por locus
en cada una de las poblaciones utilizando el software FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007). FreeNA estima la
frecuencia de alelos nulos a través del algoritmo EM (Dempster et al., 1977) y estima el estadistico Fst
utilizando el método ENA (Chapuis y Estoup, 2007) el cual corrige el sesgo producido por la presencia de

alelos nulos.

Como estimadores de diversidad genética se calcularon: el nimero total de alelos (Na), riqueza alélica (A),

heterocigosis observada (Ho), heterocigosis esperada (He) y el coeficiente de endogamia (Fis). Los
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estimadores se calcularon por locus y por localidad utilizando diversas paqueterias del software de libre
acceso R (R Development Core Team, 2008). La desviacidon del Equilibrio de Hardy-Weinberg fue evaluada

para cada poblacién utilizando el software GENEPOP v. 4. 6. (Rousset, 2008).

2.5.2 Estructura poblacional y aislamiento por distancia.

Para explorar la presencia de agrupaciones genéticas se utilizaron todos los individuos adultos
muestreados (n=100) para realizar un analisis de componentes principales (PCA) utilizando R (R

Development Core Team, 2008).

Se identificd el nUmero de componentes genéticos a lo largo de la distribucién de la especie utilizando el
programa STRUCTURE (Pritchard et al. 2000). Se evalio K (nimero de clusters genéticos) comprendida
entre 1y 12, con 25 iteraciones por cada K. Se utilizaron 50,000 pazos de estabilizacion (burn-in) de las
cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) y el nimero de MCMC después del burn-in fue también de
50,000. Se escogid el nimero de componentes genéticos con base en el mayor valor de Delta Ky menor
desviacion estandar obtenido a través del método Evanno utilizando STRUCTURE HARVESTER (Earl and

VonHoldt, 2012).

La magnitud de la estructuracién genética en Y. valida fue evaluada calculando los indices Fst (Wright,
1965) y Rst (Slatkin, 1995) mediante GenAlex v6.5 (Peakall y Smouse, 2006) y también el indice Dest (Jost,

2008) por medio del software R.

La distribucidn de la variacion genética se evalud a través de un analisis molecular de varianza (AMOVA)
utilizando el programa GenAlex v6.5 (Peakall y Smouse, 2006). Se agruparon las localidades segln su
posicion geogréfica (Fig. 4) en norte (DC_A, DC_B, DC_C, DV_D Y DV_E), centro (DV_F, DV_Hy DV_I) y sur
(PM_J). La localidad DV_G fue excluida de este andlisis debido a las diferencias genéticas encontradas en

el andlisis de componentes principales y en el analisis STRUCTURE.

Finalmente, el efecto de las distancias geograficas sobre el flujo de genes (APD) fue evaluado mediante
una prueba de Mantel utilizando el programa GenAlex v6.5 (Peakall y Smouse, 2006). Esta prueba
determina la existencia de correlacién entre una matriz de distancias genéticas y una matriz de distancias

geograficas. Para las distancias genéticas se utilizé una matriz de Fst linearizados: Fst/ (1-Fst) entre pares
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de localidades y para las distancias geograficas se utilizé una matriz de distancias euclidianas entre pares
de localidades. Para esta prueba también fue excluida la localidad DV_G debido a las diferencias genéticas

encontradas en los analisis anteriores.

Figura 4. Distribucidn norte, centro y sur de las localidades de Y. valida evaluadas.

2.5.3 Autocorrelacion genética espacial

El analisis de autocorrelacidn genética espacial permite determinar si existe correlacion entre la distancia
espacial y la relacion genética que existe entre individuos (Manel et al.,, 2003). En este analisis la
correlacién se describe a través de funciones que permiten cuantificar y dividir el espacio en diferentes
rangos de distancia. Dichas funciones se describen por medio de graficas donde se trazan los valores de

autocorrelaciéon, conocidos como correlogramas (Garrido y Vazquez, 2013).
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Para este andlisis se utilizaron los individuos adultos de las localidades del norte (Fig. 4) debido a que la
distribucidn en transepto y la distancia entre localidades permitié tener rangos de distancia con una n
semejante. Con estos individuos (n=50) se elaboraron dos correlogramas espaciales; El primero evaluo la
relacidn genética entre los individuos en un rango de distancia entre 1 - 100 kildémetros; el segundo entre

los individuos a un rango de distancia menor a 500 metros.

El andlisis fue realizado con el programa GenAlex utilizando la matriz de distancias genéticas multiloci
propuesta por Smouse y Peakall (1999) y una matriz de distancias geograficas euclidianas entre pares de
individuos. Se utilizé la opcidn Single Pop con 9999 permutaciones y rangos de distancias con tamafos de
muestra (n) semejantes. La significancia estadistica de este analisis es determinada a través de Bootstrap.
En cada rango de distancia el indice de correlacidn r se considera significativo cuando su valor esta fuera
del intervalo de confianza de 95% y cuando las barras de error no intersectan con r = 0 (Addisalem et al.,

2016).

2.6 Andlisis de datos de la progenie (plantulas)

2.6.1 Donadores de polen y distancia de dispersion

Para estimar el nimero efectivo de donadores de polen y la distancia promedio de dispersién de polen a
través del analisis TwoGener se utilizaron 20 plantulas por planta madre (6-7 por fruto) para una muestra
total de 200 plantulas. Las plantulas fueron genotipificadas con 6 de los 7 microsatélites propuestos

(Yucbre04, Yucbre06, Yucbrel2, Yucbre21, Yucbre22 y Msat-36).

El analisis TwoGener permite inferir la contribucién de los gametos masculinos al genotipo de la progenie
a través de la comparacion del genotipo de las plantas madre con el genotipo de su progenie. Con esta
inferencia se realiza un AMOVA con los gametos masculinos para estimar la estructura de la poza de polen
mediante el estimador @ft, el cual es un andlogo del Fst de Wright (1965). Este analisis se realizé utilizando
GenAlex a través de la opcidon Gamete AMOVA. A partir del valor estimado de @ft se obtuvo el nimero

efectivo de donadores de polen (Nep) mediante la formula Nep = 1/2Qft.

Para obtener la distancia promedio efectiva de dispersion de polen & se utilizé la opcién Pollen Distance

Only del programa GenAlex. Se asumioé una distribucion normal de la dispersién de polen (Austerlitz y
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Smouse, 2002; Austerlitz et al., 2004) y cdmo datos de entrada se utilizaron los valores estimados de ®ft,
la estimacion de la distancia media entre plantas madre y las estimaciones de densidad de individuos
reproductivos (Ry RR). Tener dos estimados de densidad de individuos reproductivos nos permite obtener

un intervalo de distancia promedio efectiva de dispersion de polen.

Tanto @ft, Nep y 6 fueron estimados para cada una de las poblaciones para evaluar la existencia de
diferencias entre ellas (cada poblacién, n=100), al no encontrarse diferencias significativas se estimaron

para las dos localidades en conjunto (Total, n=200).
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Capitulo 3. Resultados

Para evaluar la diversidad genética y estructura poblacional de Y. valida, se genotipificaron 100 individuos
adultos de 10 localidades utilizando los 7 microsatélites propuestos (Tabla 3). Para el andlisis TwoGener se
obtuvo el genotipo de 200 pldntulas utilizando 6 de los 7 microsatélites propuestos, esto debido a que

Yucbre20 presentd dificultades en su amplificacion resultando en ~50% de datos faltantes.

3.1 Evaluacion de la diversidad genética

Se evaluo la presencia de alelos nulos y se observé que los microsatélites Yucbre04 y Yucbre06 presentan
frecuencias bajas de dichos alelos en todas las localidades (<0.1). Los demas microsatélites presentaron
frecuencias de alelos nulos mayores a 0.2 en al menos una localidad, pero las frecuencias variaron entre
localidades (Fig. 5). Para determinar si la presencia de alelos nulos afecta los estimados de estructura se
calculd el Fst global con y sin la correccion ENA. Se obtuvieron valores semejantes de 0.084 y 0.085

respectivamente, mostrando poco sesgo causado por la presencia de alelos nulos.
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Figura 5. Frecuencia de alelos nulos por localidad en Yucca valida. Cada barra representa un locus.

En las 100 plantas adultas, se encontré un total de 119 alelos para los 7 microsatélites evaluados, el rango
alélico y el nimero de alelos por locus se encuentran descritos en la Tabla 4. Los loci con mayor diversidad
fueron Yucbre04, Yucbre06 y Yucbre20 los cuales en conjunto aportan el 59% de la diversidad de alelos. El
locus Yucbrel2 resulté con menor diversidad aportando solo 7 alelos (6%). En general la heterocigosis
esperada fue mayor que la heterocigosis observada y se obtuvieron valores altos del coeficiente de

endogamia (Fis) para todos los loci salvo para Yucbre04.



Tabla 4. Valores de diversidad genética estimados para 7 loci microsatélites en la especie Yucca valida.

Locus Rango Na He Ho Fis
alélico
Yucbre04  122-164 21 0.87 0.88 -0.01
Yucbre06 204-260 25 0.88 0.86 0.03
Yucbrel2 116-128 7 0.27 0.17 0.37
Yucbre20 181-247 24 0.88 0.76 0.12
Yucbre22 149-189 12 0.49 0.37 0.25
Yucbre21 105-129 12 0.77 0.34 0.56
Msat-36 153-205 18 0.63 0.46 0.26

Na= Nimero de alelos; He= Heterocigosis esperada; Ho= Heterocigosis observada; Fis= Coeficiente de endogamia.

Tabla 5. Diversidad genética estimada en 10 localidades de Yucca valida.

Localidad Na A PA He Ho Fis HW
DC_A 38 25 3 0.63 0.45 0.31 0.00*
DC_B 37 2.6 2 0.66 0.59 0.10 0.45
DC_C 39 2.4 2 0.56 0.43 0.20 0.01*
DV_D 49 3.0 2 0.79 0.55 0.37 0.00*
DV_E 39 2.7 1 0.69 0.65 0.06 0.01*
DV_F 45 2.7 1 0.69 0.50 0.28 0.00*
DV_G 54 2.9 20 0.78 0.56 0.30 0.00*
DV_H 46 2.8 0.71 0.66 0.06 0.01%*
DV_I 36 2.6 1 0.67 0.59 0.21 0.01%*
PM_J 45 2.7 2 0.68 0.54 0.20 0.02*

General: 119 2.7 37 0.69 0.55 0.20 0.00*
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Na= Numero total de alelos en la poblacién; A= NUmero medio de alelos por locus en la poblacidn; PA= Numero total de alelos
privados en la poblacion; He= Heterocigosis esperada; Ho= Heterocigosis observada; Fis= Coeficiente de endogamia; HW=

Equilibrio de Hardy-Weinberg, desviacion significativa (*).



20
El nimero de alelos por localidad varié de 37 a 54 alelos, con una riqueza alélica de 2.7 (Tabla 5). El nimero
de alelos privados varié de 1 a 3 por localidad salvo para la localidad DV_G ddnde se encontraron 20 alelos
privados. La heterocigosis esperada fue mayor que la observada (He= 0.69, Ho= 0.55) y dicho patrdn se
observé en todas las localidades muestreadas. Se obtuvo una desviacidén significativa (p<0.001) del
equilibrio de Hardy-Weinberg por déficit de heterdcigos y un coeficiente de endogamia global también

significativo (Fis= 0.2011, p=0.001).

3.2 Estructura poblacional y aislamiento por distancia.

Como un primer paso en la evaluacién de la estructura poblacional, se realizé un analisis de componentes
principales donde se observd que los primeros dos componentes explican el 9.6% de la variacidn en las
frecuencias alélicas. Se encontrd que los individuos de la localidad DV_G se separan del resto de los

individuos (Fig. 6A) y al excluirlos del andlisis se observa un solo agrupamiento (Fig. 6B).
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Figura 6. Graficos de los primeros dos componentes del ACP A) ACP utilizando todos los individuos del estudio. Las
figuras representan la localidad de procedencia B) ACP excluyendo los individuos de la localidad DV_G.
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En el andlisis STRUCTURE el mayor valor de Delta K y la menor desviacidn estandar se encontré en K=2. Se
observa que las dos agrupaciones genéticas se encuentran presentes en todos los individuos a lo largo de
9 de las 10 localidades. Sin embargo, la localidad DV_G presenta dominancia de una agrupacion respecto
a la otra (Fig.7). Por ello se realizé el analisis STRUCTURE sin la presencia de esta localidad y K=1 obtuvo el

mayor valor de Delta K con la menor desviacién estandar (Fig. 8).
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Figura 7. Proporcion de asignacion individual a cada grupo genético con K=2. Las lineas negras separan las
poblaciones. Cada color representa una agrupacién genética.
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Figura 8. Media y desviacidén estandar de la verosimilitud por nimero de grupos genéticos evaluados en Y. valida
excluyendo la localidad DV_G. Nétese el valor mas alto de verosimilitud para K= 1.

Los tres estimadores usados para determinar la estructura genética muestran variacion, Fst= 0.085, Rst=

0.125y Dest=0.203. Cuando se recalculan excluyendo la localidad DV_G (debido a las diferencias genéticas
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encontradas entre esta localidad y el resto del muestreo), los estimadores indican una menor
estructuracion, Fst= 0.059, Rst= 0.117 y Dest= 0.126, pero aun son significativos (p<0.001). Debido a que
la localidad DV_G incrementa los niveles de estructura genética en la especie Y. valida, esta localidad fue

excluida de los siguientes analisis (AMOVA y prueba de Mantel).

El AMOVA mostré que el 5% de la varianza es explicada entre regiones (norte, centro y sur) de la

distribucidn de Yucca valida (Tabla 6) y este porcentaje resultd significativo (Fst=0.050, p=0.001).

Tabla 6. Andlisis de varianza molecular AMOVA entre las localidades norte, centro y sur de Yucca valida.

Fuente de variacion gl Suma de cuadrados Components de varianza  Porcentaje
Entre regiones 2 19830 0131 5%
Entre individuos dentro 8 281.103 0.752 29%
de las regiones
Dentro de los individuos 90 155.500 1.728 66%
Total 179 456.433 2.610 100%

La prueba de Mantel mostré que existe una relacion positiva (r=0.4514, p=0.0258) entre las distancias
geograficas y genéticas entre las localidades de estudio. Dénde la distancia genética entre localidades

aumenta conforme aumenta la distancia entre ellas (Fig. 9).
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Figura 9. Relacidn entre las diferencias genéticas de las localidades y la distancia geografica.
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3.3 Autocorrelacion genética espacial

El correlograma del analisis de autocorrelacién genética espacial para las localidades de la distribucién
norte de Yucca valida (n=50; 5 localidades) mostré que los individuos distribuidos a una distancia menor
de 500m, presentan genotipos mas similares que lo esperado al azar. En este intervalo el coeficiente de
autocorrelacion genética (r) presenta un valor positivo y significativo (r = 0.053). Posteriormente el valor
del coeficiente decrece y entre 15 — 66km se mantiene cercano a cero y no significativo, indicando una
distribucidn aleatoria de los genotipos. Entre los 66km y 92km el valor de r decrece tomando valores
negativosy a los 92km los genotipos de los individuos son significativamente mas diferentes de lo esperado

al azar (Fig. 10A).

Al analizar una escala espacial menor, incluyendo a los individuos que se encuentran dentro del intervalo
de distancia entre 0-500 metros, se obtuvo que de 0 a 100 metros r toma valores entre 0.07 y 0.1. Estos
valores son significativos y mayores a los obtenidos en la escala espacial mayor (Fig. 10A) indicando que la
mayor relacidn genética se encuentra entre los individuos en este intervalo de distancia (0-100m).
Posteriormente, el valor del coeficiente r decrece entre los 100 y 150 metros y se mantiene cercano a cero

hasta los 200 metros (Fig. 10B).
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Figura 10. Correlogramas del coeficiente de autocorrelacion genética r (linea azul) en funcién de 5 rangos de
distancia. A) Analisis global de los individuos de Yucca valida con distribucién norte B) Andlisis de individuos a un
rango de distancia menor a 500 metros. Se muestran el intervalo de confianza del 95% (lineas discontinuas en rojo
Upper y Lower) y las barras de error de confianza del 95%.
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3.4 Numero de donadores de polen y distancias de dispersion

Para el andlisis TwoGener se usaron los genotipos de 10 plantas madre (5 por localidad) y los genotipos de
200 plantulas (20 por cada planta madre). Los estimado de @ft de las dos localidades no difieren entre
ellos (ANOVA, p=0.94) por lo que las 10 plantas madre se analizaron en conjunto. Se observoé que el 18%
de la variaciéon se encuentra entre la progenie de las madres y este porcentaje resultd significativo
(@ft=0.178, p=0.0001). Los valores de los @ft pareados entre madres variaron entre 0.05 y 0.32. La
estimacion del numero efectivo de donadores de polen, considerando una progenie de 20 plantulas por
madre, fue en promedio de 2.8 donadores por madre (Tabla 8). La estimacion de las distancias efectivas
de dispersidon de polen utilizando los estimados de densidad de individuos reproductivos (R) y de
reproductivos recientes (RR) mostré una dispersion de polen de 15 y 40 metros respectivamente (Tabla

8).

Tabla 7. Analisis de varianza molecular (AMOVA) de los gametos masculinos en el analisis TwoGener.

Fuente de variacion gl Suma de cuadrados Componentes de varianza Porcentaje
Entre madres 9 66.762 0.302 18%

Dentro de las madres 190 263.699 1.388 82%
Total 199 330.461 1.689 100%

Tabla 8. Valores estimados de estructura genética (@ft), nimero efectivo de donadores de polen (Nep) y distancia
efectiva de dispersion de polen (6) dada en metros: densidad de individuos reproductivos (R) y densidad de individuos
reproductivos recientes (RR).

Localidad oft Nep 86 R (m) 6 RR(m)
DC_C 0.183 2.732 15 40
DV_D 0.180 2.778 14 36

Ambos 0.178 2.809 15 40
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Capitulo 4. Discusion

La especie Yucca valida es una planta endémica de la peninsula de Baja California, su presencia en los
desiertos es de importancia ecolégica ya que proporciona sombra y refugio a la fauna de la region (e.g.
Rivera y Rodriguez, 1998; Bezy et al., 2008; Servin et al., 2010). La variabilidad genética que presenta una
especie nos permite conocer su potencial evolutivo (Pifiero et al., 2008). A través de marcadores altamente
variables como los microsatélites podemos estimar la variabilidad genética de Y. valida e inferir procesos
como el flujo genético, que pueden hablarnos de la dinamica actual de sus poblaciones (Goldstein et al.,
1999; Luikart y England, 1999; Pifiero et al., 2008). El presente trabajo describe los primeros estimados de
diversidad genética de Yucca valida y evalud el flujo genético en diferentes escalas espaciales, asi como la

contribucion de donadores de polen a las siguientes generaciones.

A lo largo de toda su distribucidn geografica, Yucca valida presentd altos niveles de diversidad genética
(119 alelos, He=0.69). Valores similares se han reportado para otras especies de la familia Asparagaceae,
por ejemplo, Yucca capensis (137 alelos, He=0.82; Luna, 2018), Yucca Schidigera (224 alelos, He=0.792; De
la Rosa, datos no publicados) Yucca brevifolia (258 alelos, He=0.77; Flats et al., 2011) y Agave potatorum
(Aguirre y Eguiarte, 2013). La menor diversidad alélica reportada en Y. valida, en comparacion con otras
especies del género Yucca, puede ser consecuencia del tamafio de muestra y del nimero de marcadores
genéticos utilizados (Kalinowski, 2004). Por ejemplo, en este trabajo se utilizaron 100 individuos y 7
microsatelites, mientras que para Y. brevifolia con un esfuerzo de muestreo similar pero casi el doble de
microsatélites se observaron el doble de alelos (113 individuos; 258 alelos; Flats et al., 2011). Con relaciéon
a los altos niveles de heterocigosis encontrados en Y. valida probablemente son explicados por su sistema
de reproduccidn. Se ha reportado que la reproduccién de las plantas del genero Yucca es mayormente por
entrecruzamiento (Pellmyr et al.,, 1997) y que presenta aborto selectivo de frutos producto de
autopolinizacién (Huth y Pellmyr, 2000), lo cual les estaria permitiendo mantener altos niveles de

diversidad genética (Hamrick y Godt, 1996; Massey y Hamrick, 1998).

Se detecté desequilibrio de Hardy-Weinberg por déficit de heterdcigos, asi como un alto valor del Fis
(Fis=0.2011, p=0.001). Estos resultados sugieren la ocurrencia de endogamia en las localidades de Y. valida.
Trabajos previos con otras especies también registran valores parecidos del Fis (e.g. Y. capensis,
Fis=0.1153, Luna 2018; Y. schidigera, Fis=0.236, De la Rosa, datos no publicados). Este patrén de alta
endogamia puede deberse al sistema de reproduccion del genero Yucca el cual es dependiente de sus
polillas polinizadoras (Engelmann, 1872; Pellmyr y Thompson, 1992; Pellmyr, 2003). Se ha visto que las

polillas del género Tegeticula mueven el polen mayormente entre plantas vecinas lo cual aumenta la
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probabilidad de apareamiento entre individuos emparentados (Marr et al., 2000; Powell, 2013). Respecto
a esto, en el presente trabajo se encontré que la dispersién de polen en Y. valida esta sucediendo a cortas
distancias (40 metros; Tabla 7) en un rango donde los genotipos de los individuos presentan mayor
semejanza genética (<150 metros; Fig. 10). Esto sugiere que en Y. valida el apareamiento ocurre
mayormente entre individuos genéticamente muy relacionados, aumentando la endogamia dentro de las

localidades.

Con relacién a la estructura genética, nueve de las diez localidades muestreadas presentaron un solo
componente (Fig. 6 y 8). Sin embargo, los individuos de la localidad DV_G mostraron ser genéticamente
diferentes a los demas y los analisis incluyendo esta localidad presentaron un incremento en los indices
de estructura (e.g. Fst=0.085 vs Fst=0.059, con y sin DV_G respectivamente). Esta localidad presenta un
gran numero de alelos privados (20 alelos; Tabla 5). La diferenciacion de DV_G puede ser producto de
aislamiento geografico. Con el suficiente tiempo de aislamiento la localidad DV_G pudo haber acumulado
un gran numero de alelos privados y comenzar a divergir. Diversos estudios en la peninsula sugieren que
la historia geoldgica de la regidon promovié el aislamiento y la diferenciacidén en los linajes de diferentes
especies (e. g. Hewitt, 1996; Riddle et al., 2000; Garrick et al., 2009). Futuros estudios con mas marcadores

moleculares ayudardn a dilucidar la historia evolutiva de esta poblacion.

Se encontrd una diferenciacién genética baja pero significativa entre las nueve localidades (Fst=0.059). La
magnitud de la diferenciacién encontrada en Y. valida es similar a la reportada para otras especies de
amplia distribucion geografica de la familia Asparagaceae como Y. schidigera (Fst=0.067; De la Rosa, datos
no publicados) Y. brevifolia (Fst=0.061; Starr et al., 2013) y A. potatorum (Fst=0.099; Aguirre y Eguiarte,
2013). Para este trabajo se evaluaron otros dos indices de estructura los cuales apoyan la ocurrencia de
diferenciacion genética entre localidades (Rst=0.117 y Dest=0.126; p=0.001). Debido a sus caracteristicas,
la comparacién entre estos indices nos permite entender la importancia relativa de la mutacién y deriva
frente a las tasas de flujo genético (Hardy et al., 2003; Jost, 2008). Se ha sugerido que Rst suele ser superior
a Fst cuando la mutacién influye en la diferenciacién de las poblaciones (Hardy et al., 2003). Por otro lado,
con el suficiente tiempo de divergencia se pueden acumular muchos alelos privados incrementando el
valor de Dest (Jost, 2008). Los valores aqui encontrados sugieren que el flujo genético limitado junto a la

mutacion y deriva esta jugando un rol importante en la diferenciaciéon de las localidades.

Con base en el andlisis molecular de varianza, se detectd una diferenciacién baja pero significativa entre
la regidn norte, centro y sur de la distribucién de Y. valida (Fst=0.05, p=0.001). Entre la regién norte y

centro, la actividad antropogénica (e.g., poblados, zonas de cultivo y ganaderia) ha generado que las
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poblaciones de Y. valida sean discontinuas en el paisaje y poco densas (Obs. Personales; SDEMARN, BCS,
2016). Entre la regién centro y sur de la distribucidon no se cuentan con registros de la presencia de la
especie (Turner et al., 1995). Por ello, se esperaba la ocurrencia de diferenciacidon genética entre estas
regiones. Sin embargo, no fue asi, y el analisis de componentes principales, asi como STRUCTURE no
muestran evidencia de esta regionalizacién (Fig. 6 y 7). Probablemente, las distancias geograficas que
existen entre estas regiones estan limitando, pero no evitando el flujo genético entre ellas. Slatkin (1985,
1987) sugiridé que solo es necesaria una pequefia cantidad de flujo genético (1 individuo por generacidn)

para mantener la homogeneidad genética.

Los resultados de la prueba de Mantel sugieren la ocurrencia de aislamiento por distancia (APD) en Yucca
valida. El APD se observa cuando el flujo genético entre localidades decrece conforme aumenta la distancia
geografica entre ellas (Wright, 1943). En las especies del género Yucca este decremento en el flujo genético
se espera debido a que los eventos de polinizacién y la dispersion de semillas ocurren de manera local
(e.g., Waitman et al., 2012; Powell, 2013). Wright (1943) propuso que, dada una dispersion limitada, la
deriva genética ocasionard que las poblaciones de una especie se diferencien mas a distancias mayores.
Por ejemplo, Y. schidigera se distribuye desde la latitud 36 °N hasta la latitud 29.5 °N y presentd APD (r
=0.38, p=0.004; De la Rosa, datos no publicados), al igual que Y. valida (r =0.45, p=0.02) que se distribuye
desde la latitud 30 °N hasta la latitud 22 °N. En contraste, Y. capensis cuya distribucidn se restringe a la
region del cabo, no presenté APD (r=0.167, p=0.929; Luna, 2018). Aunque estas tres especies presentan
las mismas restricciones en la dispersién e incluso Y. valida y Y. capensis comparten al mismo polinizador
(Tegeticua baja; Pellmyr et al., 2007; Pellmyr et al., 2008), la amplia distribucion geografica de Y. schidigera

y Y. valida evidencia las limitantes en el flujo genético.

Aunado a lo anterior, el efecto del APD también se observé en la relacién genética entre los individuos de
la distribucion norte de Y. valida. Se encontré que antes de los 500 metros los individuos estdn
genéticamente mas relacionados que aquellos a distancias mayores (Fig. 10A), mostrando que la relacidn
genética entre los individuos dentro de una localidad es mayor que entre los individuos de localidades
diferentes. Se ha visto que la endogamia junto a mecanismos de dispersién limitada genera
autocorrelacidn genética positiva (Loveless y Hamrick, 1984; Moran y Clark, 2012), y ambos aspectos

fueron encontrados en Y. valida.

La mayor relacidon genética entre los genotipos de los individuos de Y. valida se encontré dentro de los
primeros 150 metros (r=0.070-0.113; Fig. 10B). Valores similares se han reportado en otras especies de

plantas, por ejemplo, en la especie Agave striata la mayor relacién genética entre individuos se encontré
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antes de los 10 metros (r=0.1-0.3; Rives, 2009) y en Quercus spp. dentro de los primeros 40 metros (r=0.05-
0.15; Moran y Clark, 2012). En las especies de plantas, que los individuos mas cercanos presenten mayor
similitud genética se relaciona a una dispersién limitada de semillas y/o polen, ya que la progenie puede
ser producto de individuos emparentados y/o establecerse cerca de la planta progenitora (e.g., Moran y

Clark, 2012; Addisalem et al., 2016).

En las especies del género Yucca, el flujo genético se da por dispersidon de semillas y el movimiento de
polen. La contribucidn de la dispersion de semillas ha sido poco estudiada. Se ha sugerido que los
principales dispersores de semillas fueron la megafauna que existié hace 10 mil afios aproximadamente,
ya que los frutos de estas especies cuentan con las caracteristicas de los frutos que estos animales
consumian (Lenz, 2001). Por ejemplo, son de gran tamafio, carnosos, indehiscentes y con alto contenido
de aceite y azucares (Janzen, 1986; Lenz, 2001). Sin embargo, actualmente esta funcién la cumplen
animales con un menor rango de movimiento. Por ejemplo, en la especie Y. brevifolia se observé que los
principales dispersores fueron roedores que mueven las semillas hasta 30 metros de distancia desde la
planta madre (Wall et al., 2006; Waitman et al., 2012). Es posible que para Y. valida, estos organismos
estén cumpliendo un papel similar asi como otros posibles vertebrados mayores como venados, berrendos
e inclusive vacas (Delgado, 2013). Sin embargo, se requiere un estudio adecuado que evalle la dispersion

por semillas en esta especie.

Por otro lado, la contribucién de la dispersién de polen al flujo genético se ha evaluado en otras especies
de Yuccas (e.g. Massey y Hamrick, 1999; Marr et al., 2000). Para Y. valida, este estudio es el primer
acercamiento a entender cudl es el papel del mismo en la conectividad genética de las poblaciones. Se
encontro una dispersion promedio efectiva de polen de 40 metros (Tabla 8). Este resultado es concordante
con lo observado en el movimiento y comportamiento de las polillas del género Tegeticula. Para T.
yuccasella se observé que la transferencia de polen se llevd a cabo entre yuccas dentro de un rango de 0
a 50 metros de distancia (Marr et al., 2000). Para las hembras de la especie T. maculata se registraron
movimientos entre plantas de hasta 53 metros (Powell, 2013). En ambos trabajos se concluye un
movimiento de las polillas mayormente entre plantas vecinas. Sus resultados junto con lo obtenido en este

trabajo sugieren un movimiento de polen limitado.

En contraste, la distancia de dispersion estimada con TwoGener para Y. valida (6=40m) resulté menor que
la reportada para la especie Y. filamentosa obtenida a través de analisis de paternidad (promedio=141m;
Max=300m; Massey y Hamrick, 1999). En general, se ha observado que los analisis de paternidad suelen

obtener estimados superiores de distancia de dispersién en comparacién a los obtenidos por TwoGener
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(Smouse y Sork, 2004; Burczyk y Koralewski, 2005; Deacon y Cavender, 2015). En los analisis de paternidad
la distancia entre la planta madre y la planta padre se mide de manera directa, mientras que el valor de §
en el analisis TwoGener se estima a partir de la densidad de individuos reproductivos (Austerlitz y Smouse,
2001; Smouse y Sork, 2004; Burczyk y Koralewski, 2005). Smouse y Sork (2004) sugieren que usualmente
esta densidad es una sobre-estimaciéon del niumero real de los “adultos efectivos” ya que algunos
individuos producen menos polen que otros e incluso no todos los individuos adultos son capaces de
reproducirse entre si (e.g. asincronia, incompatibilidad genética). En el presente trabajo se intenté reducir
ese sesgo con la estimacion de la densidad de los individuos con reproduccion reciente (solo individuos
que tuvieron inflorescencia en el ultimo evento reproductivo). Sin embargo, producir inflorescencia al
mismo tiempo no asegura que todos los individuos tengan la misma probabilidad de producir

descendencia (e.g. Burczyk et al., 1996; Smouse et al., 1999).

Para Y. valida se estimaron 2.8 donadores efectivos de polen por planta madre. Este resultado es similar
al obtenido en Y. filamentosa donde el nimero de donadores estimado fue entre 1.56 y 3.13 por fruto
(Massey y Hamrick, 1999). Se esperaba encontrar multiples donadores de polen para Y. valida debido a
gue en diversos estudios se ha encontrado que los frutos que logran alcanzar la maduracién son producto
de diferentes eventos de ovoposicion (Pellmyr y Huth, 1994; Addicott y Tyre, 1995; Massey y Hamrick,
1999). En relacién a esto, se ha visto mayor preferencia de las polillas de polinizar/ovopositar en flores
previamente visitadas por otras polillas (Addicott y Tyre, 1995). En contra parte, se ha observado que una
gran carga de huevos de polilla en un ovario ocasionan el aborto de la flor (Aker y Udovic, 1981; Addicott
et al., 1990). Lo anterior podria explicar porque no se obtuvo un valor mayor en el nimero de donadores
de polen para Y. filamentosa y Y. valida. Probablemente, los valores obtenidos son producto del

costo/beneficio entre los eventos de polinizacién por flor y el aborto selectivo de las mismas.

Por otra parte, también es importante tener en consideracion que el nimero efectivo de donadores de
polen (Nep) estimado por TwoGener es una subestimacién del nimero real de donadores de polen
(Smouse y Sork, 2004, 2006). Dénde a partir de la comparacidn del genotipo de las plantas madre con el
genotipo de su progenie se hace la inferencia de la contribucidn de los gametos masculinos a la siguiente
generacion (Smouse et al., 2001). Es decir, para Y. valida se necesitan al menos 2.8 donadores de polen
para explicar la variacidn genética encontrada en la progenie de las plantas madre (Smouse y Sork, 2006).
Los resultados de este trabajo indicando altos indices de endogamia, fuerte relacién genética de individuos
y dispersidn de polen a corta distancia, sugieren que la reproduccién se da en su mayoria entre individuos
genéticamente similares. Dado el escenario anterior, es posible que el nUmero real de donadores de polen

sea mayor, pero al estar tan relacionados genéticamente, los valores de Nep subestiman las fuentes.
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En las especies de plantas, el flujo genético esta intimamente relacionado a la distribucién espacial de los
individuos y de las poblaciones (Loveless y Hamrick, 1984). Por ello, el presente trabajo se enfocd en
evaluar el flujo genético de la especie Y. valida en un contexto geografico/espacial. En conclusion, a escala
espacial amplia se encontrd estructura genética y un patrén de aislamiento por distancia. En una escala
espacial menor, se encontré que los individuos mas cercanos son genéticamente mds similares. A su vez,
se evalué de manera indirecta el papel de la polilla polinizadora Tegeticula baja en el flujo genético de Y.
valida, dénde se encontrd que el polen esta siendo movido a cortas distancias, pero la progenie de una
planta es resultado de al menos 2.8 padres diferentes. Estos resultados indican que el flujo genético esta
ocurriendo a distancias cortas ocasionando aislamiento por distancia tanto a escala local, como a escala
espacial amplia. En contra parte, los resultados de estructura genética sugieren que el flujo genético es
suficiente para mantener la homogeneidad genética. A lo largo de las generaciones, el flujo genético bajo
un modelo de “escalén” (stepping-stone model; Kimura, 1964) puede mantener la conectividad pese a las

amplias distancias geograficas.

4.1 Temas a investigar

El papel que juega el flujo genético en la conectividad de las poblaciones es un area de interés para la
genética de poblaciones, la genética del paisaje y la genética de la conservacién. Se ha reconocido que las
tasas de flujo genético pueden influir en el destino evolutivo de las poblaciones (Ellstrand 1992). Por ello,
determinar la distribucion de la variacion genética, asi como el papel que juega el flujo genético en ésta,
contintdan siendo temas de estudio. El presente trabajo evalué con herramientas moleculares el flujo
genético en la especie Yucca valida. Se proponen algunas lineas de investigacion que permitan entender

mejor los resultados obtenidos, asi como temas de investigacién que surgen a partir de ellos.

Las conclusiones obtenidas en este trabajo se verian reforzadas con estudios basicos de la biologia de la
especie. Son altamente sugeridos, estudios sobre la fenologia de Y. valida a lo largo de toda su distribucidn.
Es necesario tener un estimado mas preciso de la densidad de individuos reproductivos, asi como de la
asincronia de la floracién entre los individuos de una localidad y entre localidades. También se sugiere un
estudio que evalue la relacion de los aspectos climaticos (e.g. temperaturay precipitacion) con la floracion

y éxito reproductivo de las plantas.
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Son necesarios estudios en Y. valida acerca de la dispersidn por medio de semillas. Es importante conocer
quiénes son los dispersores actuales, evaluar las distancias de dispersién de semillas y la frecuencia de los

eventos a larga distancia de este tipo de dispersion.

Es recomendable incrementar el nimero de localidades para el analisis TwoGener. Para los propdsitos de
este trabajo, las localidades DC_C y DV_G fueron escogidas como réplicas. Sin embargo, Y. valida se
encuentra distribuida en un amplio rango ambiental que ocasiona que a lo largo de su distribucién las
localidades presenten variacién en las densidades de individuos y por tanto en la disponibilidad del polen.

Es importante evaluar el efecto de estos cambios en los estimadores de TwoGener (@ft, Nep y 6).

Los factores que explican la distribucion de la diversidad genética de Y. valida no solo son eventos actuales,
sino que son a su vez reflejo de la historia evolutiva de la especie. Por ejemplo, la diferenciacién
encontrada en la localidad DV_G probablemente es producto de eventos histdricos de aislamiento que
pueden ser evaluados con mas marcadores moleculares. Un estudio filogeografico puede ayudarnos a
entender la historia demogréfica de la especie, asi como permitirnos evaluar diferentes escenarios de

aislamiento geografico que correspondan a la historia geoldgica de la peninsula de Baja California.

Bajo el escenario de flujo genético limitado las especies del género Yucca son vulnerables a la
fragmentacién del habitat. La pérdida de conectividad implica un aumento en el aislamiento genético de
las poblaciones (Aguilar et al., 2008), asi como la pérdida de individuos reproductivos lo cual limita la
disponibilidad de polen (Cascante et al., 2002; Quesada et al., 2013). A través de las generaciones, esta
limitante puede causar pérdida de la variabilidad genética debido a altos niveles de endogamia (Aguilar et
al., 2008; Quesada et al., 2013). Es recomendable realizar el andlisis TwoGener en las otras dos especies
de la peninsula, Y. schidigera y Y. capensis, ya que éstas presentan presién antropogénica (explotacion y

cambio de uso de suelo, respectivamente).
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Capitulo 5. Conclusiones

En el presente trabajo se concluye que:

1.

La especie Yucca valida presenta alta diversidad genética.

La especie Yucca valida presenta niveles significativos de endogamia debido a que la reproduccién

estd ocurriendo mayormente entre individuos genéticamente relacionados.

A escala geogréfica amplia, Y. valida presenta aislamiento por distancia y diferenciacién baja pero
significativa entre localidades. El flujo genético limitado en conjunto a procesos de mutacion y

deriva dentro de las localidades podrian estar ocasionando esta diferenciacion.

A escala geogréfica local, los individuos mas cercanos son genéticamente mds similares como

consecuencia de una limitada dispersidn de polen.

Finalmente, se encontrd que el movimiento de polen en Y. valida es limitado. Este resultado es
concordante con los movimientos a corta distancia que se han reportado para las polillas del
género Tegeticula y sugiere que los donantes de polen son en su mayoria plantas cercanas a las

plantas madre.
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Tabla 9. Lista de alelos encontrados en cada uno de los 7 loci microsatélites usados en los andlisis de Yucca valida.

Yucbre04 Yucbre06 Yucbrel2 Yucbre20 Yucbre21 Yucbre22 Msat-36
122 204 116 181 105 149 151
124 206 118 185 107 153 153
126 208 120 187 109 155 155
128 210 122 203 111 157 157
132 212 124 205 113 158 159
134 220 126 211 115 159 161
136 222 128 213 117 161 163
138 224 215 119 163 165
140 226 217 121 167 169
142 228 219 123 169 173
144 230 221 127 187 181
146 232 223 129 189 183
148 234 225 185
150 236 227 187
152 238 229 191
154 240 231 197
156 242 233 203
158 244 235 205
160 246 237
162 248 239
164 250 241

252 243
254 245
258 247

260




Anexo 2

Tabla 10. Matriz de Fst pareados entre las 10 localidades evaluadas de Yucca valida.

DCA DCB DCC DVD DVE DVF DVG DVH DVl PMJ

0.000 DC_A
0.056  0.000 DC_B
0.058 0.088  0.000 DC_C
0.027 0.019 0.033  0.000 DV_D
0.032 0.068 0.018 0.035 0.000 DV_E
0.043 0.132 0.083 0.063 0.032 0.000 DV_F
0.190 0.210 0.172 0.134 0.150 0.169  0.000 DV_G
0.035 0.065 0.064 0.018 0.030 0.000 0.156 0.000 DV_H
0.052 0.121 0.094 0.050 0.063 0.036 0.185 0.033 0.000 DV_|

0.104 0.080 0.072 0.059 0.073 0.103 0.145 0.083 0.121 0.000 PM_J
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Tabla 11. Analisis de autocorrelacidn genética espacial de los individuos de la distribucidn norte de Yucca valida. A)
Analisis global de los individuos de Yucca valida con distribuciéon norte B) Analisis de individuos a un rango de
distancia menor a 500 metros. Se muestra: nimero total de comparaciones pareadas por clase de distancia (n),

coeficiente de relacion (r) y significancia estadistica (p).

A)
Clase de distancia 0.5 15 40 66 92
n 225 200 200 200 200
r 0.053 -0.018 0.010 -0.014 -0.033
p 0.002 0.948 0.179 0.084 0.008
B)
Clase de distancia 0 50 100 150 200
n 44 63 44 49 25
r 0.113 0.070 0.078 -0.005 -0.008
p 0.002 0.003 0.006 0.570 0.593
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Tabla 12. Matriz de @ft pareadas entre las 10 plantas madre evaluadas por medio de TwoGener.

Madre Madre Madre Madre Madre Madre Madre Madre Madre Madre
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0.000 M1
0.289  0.000 M2
0.291 0.038 0.000 M3
0.210 0.069 0.106 0.000 M4
0.234 0.132 0.162 0.162 0.000 M5
0.142 0.155 0.215 0.134 0.170 0.000 M6
0.292 0.223 0.160 0.214 0.201 0.312 0.000 M7
0.241 0.058 0.128 0.049 0.162 0.169 0.149 0.000 M8
0.221 0.142 0.154 0.060 0.210 0.201 0.215 0.083 0.000 M9
0.154 0.170 0.168 0.117 0.174 0.150 0.199 0.118 0.104 0.000 M10
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Figura 11. Comparacién entre la @ft de las dos localidades evaluadas por medio de TwoGener.
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