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Resumen de la tesis que presenta José Alberto Lopez Aleman como requisito parcial para la obtencion del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Biologia Ambiental.

Filogeografia de Yucca valida en la Peninsula de Baja California

Resumen aprobado por:

Dra. Maria Clara Arteaga Uribe
Directora de tesis

La especie Yucca valida (Asparagaceae) es una planta endémica de la peninsula de Baja California que se
distribuye en el desierto Central, el desierto del Vizcaino y las planicies de Magdalena. En esta region se
han registrado divergencias genéticas de diversas especies, que se han asociado a eventos histéricos
geoldgicos y climaticos ocurridos en la peninsula. Dado que Y. valida es un elemento dominante en el
paisaje de la regidn, se espera que sus poblaciones hayan experimentado una fragmentacién relacionada
con dichos eventos. Con el fin de identificar cuantos linajes genéticos existen a lo largo de la distribucion
de Y. valida, reconstruir su historia demografica e interpretarla en el contexto de la historia de la peninsula,
se evalud la distribucién de la variacién genética de la especie por medio de polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs) neutrales. Adicionalmente, se estimo el tiempo de origen de la especie a partir de
analisis basados en el reloj molecular y para ello se utilizaron secuencias potencialmente provenientes del
genoma del cloroplasto. Se genotipificaron 140 individuos provenientes de 20 localidades utilizando 1440
SNPs. Los andlisis de estructura genética y las genealogias nucleares fueron congruentes con la
identificacion de tres linajes monofiléticos divergentes. Las simulaciones de escenarios histéricos
proporcionaron soporte para la divergencia simultdnea de los tres linajes nucleares. Se detectd alta
diversidad genética y una asociacidén positiva y significativa entre las distancias geograficas y la
diferenciacién genética, indicando un patrén de aislamiento por distancia. Para la estimacion del tiempo
de divergencia de la especie, se recuperaron 36 secuencias potencialmente provenientes del genoma del
cloroplasto de Y. valida. En el analisis filogenético, las 36 secuencias de Y. valida se agruparon en un Unico
clado, sugiriendo un origen monofilético. La estimacion del tiempo de divergencia indica que el origen de
la especie ocurrid aproximadamente entre 190,000 y 420,000 afios. Considerando la edad estimada de la
especie, se propone que el origen de los linajes nucleares detectados esta relacionado con una reducciéon
del habitat adecuado para la especie y una fragmentacion de sus poblaciones provocada por cambios
climaticos histéricos y es mantenido por un flujo genético restringido.

Palabras clave: Yucca valida, estructura genética, aislamiento por distancia, tiempo de divergencia,
historia demografica.
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Abstract of the thesis presented by José Alberto Lopez Alemdn as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Environmental Biology

Yucca valida phylogeography in the Baja California Peninsula

Abstract approved by:

Dra. Maria Clara Arteaga Uribe
Thesis Director

Yucca valida (Asparagaceae) is an endemic plant of the Baja California Peninsula that distributes through
the Central Desert, the Vizcaino Desert and the Magdalena Plains. Genetic divergences associated with
historical geological and climatic events have been recorded for various species in these regions. Since Y.
valida populations are dominant in this area; it is expected that they have experienced fragmentation
related to these events. To identify how many genetic lineages Y. valida exist within its geographical
distribution, to reconstruct the species' demographic history and interpret it in the context of the history
of the Peninsula; the distribution of the genetic variation of the species was evaluated through neutral
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs). Additionally, the species' diversification time was estimated from
analyzes based on the molecular clock, employing putative chloroplast genome sequences. A total of 140
individuals from 20 localities were genotyped using 1440 SNPs. The genetic structure analyzes and nuclear
genealogies were consistent with the identification of three divergent monophyletic lineages. Historical
scenario simulations provided support for the simultaneous divergence of the three nuclear lineages. A
high genetic diversity was detected. A positive and significant relation between geographic distances to
genetic differentiation indicated isolation by distance. To estimate the divergence time of the species, 36
putative chloroplast genome sequences of Y. valida were recovered. In the phylogenetic analysis, the 36
sequences of Y. valida grouped into a single clade, suggesting a monophyletic origin. The estimated
diversification time indicates that the origin of the species occurred between 190,000 and 420,000 years
ago. Based on the age estimated for the species, it is proposed that the diversification of the three nuclear
lineages is related to the reduction of the suitable habitat and the fragmentation of species' populations
caused by historical climatic changes while a restricted genetic flow is maintaining the differentiation
signals.

Keywords: Yucca valida, genetic structure, isolation by distance, divergence time, demographic history.
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Capitulo 1. Introduccidn

La distribucién de la variacidén genética de las especies estd influenciada por procesos estocasticos y
deterministicos que pueden ocurrir de manera simultanea a lo largo de distintas escalas temporales y
espaciales (Hedrick, 2011). Conocer los efectos de estos procesos sobre la distribucion de la variacion
genética permite relacionar la historia demografica de las especies con la historia climatica y geoldgica de

una region determinada (Avise, 2000; Arbogast y Kenagy, 2001).

Determinar el impacto de la historia evolutiva de las especies sobre la variacion genética requiere
distinguir las sefales que la seleccion natural, la mutacion, la deriva y el flujo imprimen en el genoma.
Mientras que la seleccidn produce una fijacion diferencial de los alelos dentro una poblacidn, la mutacién
y la deriva tienden a generar fluctuaciones al azar en las frecuencias alélicas entre las generaciones dentro
de dicha poblacién. Por su parte, el flujo genético dentro y entre las poblaciones tiene consecuencias en
la heterogeneidad o uniformidad de la variacion genética, de tal manera que un flujo genético
interrumpido o limitado produce diferenciacion, estructura, y a grandes escalas temporales la formacion

de distintos linajes (Riddle y Hafner, 2006).

La interrupcion del flujo genético puede ocurrir como consecuencia de barreras geograficas o ambientales
(Emerson et al., 2001). La apariciéon histdrica de barreras causadas por diversos eventos geoldgicos, asi
como por las oscilaciones climaticas ocurridas durante los Ultimos periodos glaciales e interglaciales, han
provocado discontinuidades espaciales temporales o permanentes (Kumar y Kumar, 2018), dando lugar a
la fragmentacion de habitats. Esto repercutié en la distribucion geografica de las especies y provocd

divergencia genética en sus poblaciones (Hewitt, 2000; 2004).

Las especies de plantas con una amplia distribucién geografica son buenos modelos para la evaluacién de
los efectos de las barreras histdricas en la diversidad y estructura genética. Dado su habito sésil y su
dispersién de genes dependiente del flujo de polen y semillas, sus poblaciones estan sujetas a cambios
demograficos ocasionados por eventos geoldgicos o climaticos que pudieran fragmentar su habitat y
afectar el comportamiento y demografia de sus dispersores a lo largo de su distribucion geografica,
actuando como barreras al flujo y moldeando la distribucion de la variacidén genética (Sork et al., 2016;

Sweet et al., 2019).

La peninsula de Baja California es una regidén con una historia geoldgica y climatica dindmica (Leaché et al.,

2007; Garrick et al., 2009; Dolby et al.,, 2015). La historia geoldgica de la peninsula se remonta
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aproximadamente a los ultimos seis millones de afios, tiempo en el que se estima ocurrid la separacion
del continente y la formacién del Golfo de California. Posteriormente parece haber sufrido de tres
fendmenos geoldgicos relevantes en la historia natural de sus poblaciones (Brusca, 2015). Dos de ellos
habrian ocurrido durante el Plioceno, hace tres millones de afios: el primero fue la inundacion del Istmo
de la Paz, aislando a la regién del Cabo del resto de la peninsula y el segundo fue una intrusién maritima
al norte del Golfo, separando por completo la peninsula del resto del continente. El tercero tendria lugar
hace 1.6 millones de afios, cuando la hipotética formacién de un canal maritimo en la regién del Vizcaino
(ubicada entre los 26° y los 28°), pudo atravesar del Océano Pacifico al Golfo de California, conectando las
lagunas de San Ignacio y Ojo de Liebre, y aislando histéricamente a las poblaciones distribuidas en éstas
areas (Hafner y Riddle, 2011). Por su parte, la evidencia de la historia climatica ha demostrado que las
oscilaciones ocurridas desde el Pleistoceno tardio (hace ~140,000 afios) moldearon la distribucién de los
habitats peninsulares provocando contracciones y expansiones en las poblaciones naturales (Grismer,

2002; Holmgren et al., 2011).

Especificamente en la region del Vizcaino, la existencia de una intrusion maritima como un evento
vicariante se considera la explicacion mas parsimoniosa para explicar la presencia de linajes de diversas
especies de reptiles, mamiferos, aves y artropodos que presentan una distribucion alopatrica, y cuya
divergencia es consistente con el tiempo hipotetizado para la existencia de dicha barrera (Upton y Murphy
1997; Zink et al., 1997; Riddle et al., 2000; Rodriguez-Robles y De Jesus-Escobar, 2000; Murphy y Aguirre-
Ledn, 2002). Sin embargo, la ausencia de sedimentos marinos a lo largo de la regién ha provocado que
ésta hipdtesis se mantenga cuestionada (Grismer, 2002; Hafner y Riddle, 2011). De forma paralela,
diversas especies de plantas (Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003; Fehlberg y Ranker, 2009; Rebernig et al.,
2010; Lira-Noriega et al., 2015; Gutiérrez-Flores et al., 2016; Klimova et al., 2017; Martinez-Noguez et al.,
2020), reptiles (Gonzalez-Rubio et al., 2016; Harrington et al., 2018), artrépodos (Gonzalez-Trujillo et al.,
2016) y mamiferos (Latch et al., 2009) muestran evidencia de haber experimentado divergencia y
formacidn de linajes intraespecificos como consecuencia de los cambios demograficos provocados por la
fragmentacion de habitats y la formacion de refugios glaciales e interglaciales, asi como zonas de
expansion y contacto secundarias (Hewitt 2000, 2001). En conjunto, los patrones de distribucién de la
variacion genética en la peninsula sugieren que la historia demografica, estructura y diversidad genética
de las especies presentes en esta regidon podrian estar mediadas por ambos factores histdricos, el

geoldgico y el climatico (Dolby et al., 2015).

Un género representativo de Norteamérica y de la peninsula de Baja California es Yucca (Asparagaceae),

un taxdn de plantas arbéreas monocotiledéneas, longevas y semiperennes con tallos lefiosos, hojas verdes
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suculentas lanceoladas e inflorescencias blancas en forma de roseta. Se caracteriza por un ciclo de vida
prolongado y tasas de crecimiento y reclutamiento bajas (Wiggins., 1980; Turner et al., 1995). Su
dispersién por polen es a cortas distancias y depende de polinizadores obligados de polillas pertenecientes
a los géneros Tegeticula y Parategeticula (Pellmyr et al., 2008), mientras que la dispersion por semillas
parece haber estado relacionada con la megafauna norteamericana ahora extinta, y actualmente pudiera
estar mediada por roedores, aves y rumiantes (Pellmyr y Leebens-Mack, 1999; Pellmyr, 2003; Vander et

al., 2006).

Existen tres especies registradas del género Yucca a lo largo de la peninsula: Y. schidigera, Y. capensis y Y.
valida, siendo estas ultimas dos endémicas y consideradas como especies hermanas (Pellmyr et al., 2007),
ademas de ser polinizadas por una Unica especie de polilla, Tegeticula baja. Mientras que Y. schidigera se
distribuye al norte, de los 36°N a los 29.5°N vy Y. capensis al sur, de los 24°N a los 23°N; las poblaciones de
Y. valida se extienden desde los 29.8°N hasta los 25.6°N, atravesando el Desierto Central, el Desierto del

Vizcaino y las Planicies de Magdalena (Turner et al., 1995; Thiede, 2020).

La presencia de Y. valida es dominante y continua a lo largo de su distribucion nortefia, mientras que
parece estar fragmentada entre los 26°N y los 27°N (Figura 1). Sus poblaciones atraviesan las regiones
geograficas en las que se han observado divergencias genéticas en diversas especies, que han sido
asociadas a 1) la hipotética intrusién marina de la region del Vizcaino y 2) los ciclos climaticos ocurridos
durante los ultimos periodos glaciales (Upton y Murphy, 1997; Grismer, 2002; Riddle et al., 2006). Esto
sugiere que la especie también pudo haber experimentado fragmentacion con una subsecuente reduccion
en las tasas de flujo genético, resultando en una divergencia histdrica. Conocer la edad de origen de Y.
valida permitiria asociar su historia demografica con la historia geoldgica y climatica de la peninsula,
permitiendo establecer el intervalo de tiempo en el que se espera que sus poblaciones pudieran haber
sufrido divergencia histérica. Mientras que el origen del género Yucca se ha estimado en
aproximadamente seis millones de afios (Smith et al., 2008), se desconoce cuando ocurrid la colonizacion
de la peninsula por parte de las especies endémicas de Yucca que actualmente se distribuyen en ella y si
este proceso ocurrio por la via de dispersidon o vicarianza. Con el fin de identificar cuantos linajes genéticos
hay a lo largo de la distribucién de Y. valida, reconstruir su historia demografica e interpretarla en el
contexto de la historia geoldgica y climatica de la peninsula, se evalué la distribucidon de la variacion

genética de la especie por medio de marcadores gendmicos a lo largo de toda su distribucion geografica.



1.1 Hipétesis

La incursidn marina que tuvo lugar en el centro de la peninsula de Baja California durante el Pleistoceno y
las fluctuaciones climaticas ocurridas durante los ultimos periodos glaciales actuaron como barreras que

moldearon la distribucién de la diversidad genética de Y. valida.

Prediccidn: Los limites de la distribucién genética de los linajes de Y. valida coincidiran con las barreras
histdricas y los tiempos de divergencia de los linajes de Y. valida seran congruentes con los periodos en los

que ocurrieron.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

e Evaluar la distribucion de la diversidad genética neutral de Y. valida.

e Reconstruir la historia demografica de Y. valida.

1.2.2. Objetivos especificos

e Determinar cuantos linajes genéticos hay a lo largo de la distribucion de Y. valida.

e Determinar las relaciones genealdgicas de los linajes Y. valida.

e Estimar el tiempo de divergencia de Y. valida como especie.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Colecta de muestras y extraccion de ADN

Para el presente estudio se colectaron muestras de tejido de hoja de 160 individuos en 20 localidades a lo
largo de la distribucidn de la especie (Figura 1, Tabla 1), abarcando una extensién de alrededor de 450
kildmetros desde los 29.8°N hasta los 25.6°N. El nimero de muestras promedio por localidad fue de 7, con

un minimo de 2 y un maximo de 14. Las muestras fueron preservadas en gel de silicato desecante.

Tabla 1. Coordenadas y tamafio de muestra colectada a lo largo de la distribucién de la especie Y. valida.

Localidad N Latitud Longitud

100 3  20.36467 -114.36412
16 6  29.25202 -114.16822
15 6  29.11758 -114.14969
26 5 20.05869 -114.00852
105 10 28.83702 -114.12524
104 4  28.65867 -114.03167
103 10 28.40771 -113.99003
14 12 28.20819 -114.00066
1 12 27.73669 -113.38708
13 7 27.31694 -112.79994

9 27.31363 -113.12936
27.30480 -113.07413
27.2925  -112.98147
12 27.29052 -113.15716
8 27.24591 -113.21036
10 2 27.23780 -112.86741
102 8 27.15399 -112.88222
101 12 27.06119 -112.96024
90 7 26.000366 -112.17968
91 15 25.936442 -112.09022
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Figura 1. Izquierda: Registros georreferenciados de la distribucién actual de Y. valida tomados del Sistema Nacional
de Informacion sobre Biodiversidad (SNIB) Derecha: Ubicacidn de las 20 localidades de muestreo de Y. valida.

Para la extraccion de ADN se utilizaron 100 mg de cada muestra desecada siguiendo el protocolo del
equipo comercial Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). La evaluacién de la
concentracidn y calidad de las extracciones se llevo a cabo por medio de geles de agarosa GelRed al 1.5%

y un espectrofotémetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos).

2.2 Preparacion de bibliotecas gendmicas

El ADN gendmico se compild en bibliotecas de genotipado por secuenciacién de nextRAD (SNPsaurus, LLC)
(Russello et al.,, 2015). Posteriormente, se fragmentd con reactivo Nextera (lllumina, Inc.) ligando
secuencias adaptadoras cortas a los extremos de los fragmentos. La reaccidon de Nextera se escal6 para
fragmentar 20 ng de ADN gendmico y se utilizaron 50 ng de ADN gendmico para compensar la cantidad de
ADN degradado en las muestras y para aumentar el tamafio de los fragmentos. EIl ADN fragmentado se
amplificé durante 27 ciclos a 74°C. Las bibliotecas nextRAD se secuenciaron en un HiSeq4000 con una linea

de lecturas (single-end) de 150 pb (Universidad de Oregon).



2.3 Procesamiento de lecturas crudas, obtencion y filtrado de sitios variantes

La evaluacién de la calidad de las lecturas demultiplexadas se llevé a cabo por medio de FastQC (Andrews,
2010) y MultiQC. La limpieza por calidad y la remocidn de adaptadores Nextera se realizé a través de la
herramienta bbduk (BBTools) (Bushnell et al., 2017) conservando solamente fragmentos de 100 pb con un
nivel Phred igual o mayor a 30. Considerando que se obtuvo un promedio de dos millones de lecturas por
muestray con la finalidad de optimizar el ensamblado de lecturas, se removieron las muestras que poseian

menos de un milldn de lecturas después de la limpieza por calidad.

El ensamblado de lecturas se realizd por medio de un mapa de novo siguiendo el flujo de trabajo de Stacks
2.41 (Catchen et al., 2013). El minimo de lecturas idénticas para que una secuencia se tomara en cuenta
fue de 8 (-m 8). Se establecié un maximo de tres bases de diferencia (missmatches) entre una lectura y
otra para ser considerada la misma secuencia (conocida como stack) dentro de una misma muestra (-M
3), y un maximo de cuatro bases de diferencia entre el stack de una muestra y el de otra para ser
considerado el mismo locus putativo (-n 4). Se mantuvieron sélo aquellas muestras con una profundidad
promedio <15x. La calibracion de estos parametros se llevo a cabo siguiendo las recomendaciones de Paris

y colaboradores (2017).

El filtrado del listado de secuencias se realizé en PLINK 1.07 (Purcell et al., 2007) considerando solamente
aquellas con una frecuencia del alelo menor (MAF) por encima de 0.05 y en equilibrio de Hardy-Weinberg
con una p <0.001. Se conservaron los loci presentes en al menos el 80% de la poblacién y las muestras con
un maximo de datos faltantes (missing data) del 20% (Tabla 2, Figura 2). La obtencién del listado final de
secuencias se realizo a través de Populations (Stacks 2.41) seleccionando solamente un polimorfismo de
un solo nucledtido (conocido como SNP) por locus de manera aleatoria a través de la funcién
write_random_snp. Se generaron los archivos tipo Genepop y VCF y la conversién de formatos requerida

para los posteriores analisis se realizé por medio de PGDSpider 2.1.1.5 (Lischer y Excoffier 2012).
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M: intraindividual loci y por individuo,
CORTE, FILTRADO, n: interindividual hardy-weinberg

CATALOGO FINAL

NS

REMOCION DE CATALOGO .
ADAPTADORES PRELIMINAR \_} Populations
BBduk . -r 0.80, blacklist
Populations (xt)
-r0.80 ’

Figura 2. Flujo de trabajo para la obtencidn de SNPs de Y. valida.

Tabla 2. Pardmetros del flujo de trabajo para la obtencién de SNPs de Y. valida.

Parametro Valores
Calidad Phred <30
Tipo de adaptadores Nextera
Tamaiio inicial de fragmentos 150 pb
Tamaiio final de fragmentos 100 pb
Profundidad minima por secuencia 8x
Missmatches 3pb
Distancia entre stacks 4 pb
Profundidad promedio por muestra <15x
MAF <0.05
Valor p de equilibrio H-W <0.001
Max. missing data por loci/muestra 20%

2.4 Ildentificacion de SNPs potencialmente bajo seleccion

Puesto que el interés del presente estudio era determinar la estructura genética neutral, la cual es
resultado de procesos de la deriva genética y el flujo, se requirid la identificacidn y exclusion de loci con
frecuencias fuera de lo esperado al azar, conocidos como atipicos u outliers. Mientras que en los sitios
neutrales la distribucién de las frecuencias alélicas son una consecuencia de las mutaciones, el flujo y la
deriva genética, los sitios atipicos presentan una variacion que puede ser derivada de algun tipo de

seleccion.
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Tomando en cuenta lo anterior, se realizaron pruebas de identificacion de loci outliers. Los analisis se
realizaron usando tres métodos de deteccion. Primero se llevé a cabo una busqueda de alelos con indices
de fijacion distintos a lo esperado segun la neutralidad, por medio del andlisis frecuentista de la funcion
Fdist2 via Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer 2010) que evalua la relacion entre el indice Fsr global y la
heterocigosidad para cada locus. La segunda prueba fue un analisis bayesiano a través de Bayescan 2.1
(Foll y Gaggiotti, 2008), considerando las frecuencias alélicas de cada sitio muestreado basados en un
modelo jerdrquico de islas siguiendo los pardmetros preestablecidos por el programa, es decir, realizando
20 corridas de 5,000 iteraciones con un burn-in de 50,000 pasos y un thinning factor (factor de
adelgazamiento) igual a 10. El resultado del analisis fue evaluado bajo un factor FDR de 0.25. La tercera
prueba, basada en la estructura de los componentes principales de la totalidad de las muestras (nimero

de clusteres o agrupaciones genéticas) se realizé por medio de PCAdapt 4.0.1 (Luu, Bazin, y Blum, 2017).

Se clasificaron como atipicos aquellos loci identificados en al menos dos de los métodos utilizados. Los
resultados de la identificacion de sitios outliers llevaron a la formacidn de dos catalogos: sitios neutrales y
sitios potencialmente bajo seleccién. Con la finalidad de determinar las funciones de los sitios
potencialmente bajo seleccidn, se realizdé una busqueda mediante la anotacion del catdlogo de sitios
potencialmente bajo seleccidén por medio de BLAST+ (Camacho et al., 2009) a través del servidor remoto

del NCBI basandonos en un criterio de similitud del 80% con toda la base de datos de nucledtidos existente.

2.5 Analisis de estructura y diversidad genética

La evaluacidn de la estructura y diversidad genética de Y. valida se realizé a partir del catdlogo de 1,440
sitios neutrales identificados en 140 muestras tras los métodos previamente descritos. Para evaluar la
estructura genética se ejecutd un andlisis de los componentes principales (PCA) por medio del paquete
Adegenet en R (R Core Team, 2016) y un analisis de asignacién por medio de Structure 2.3.4 (Pritchard et
al., 2000) y ADMIXTURE 1.3.0 (Alexander y Lange, 2011). El analisis en Structure se implementé utilizando
el script StrAuto v1.0 con un burn-in de 300,000 pasos y 300,000 iteraciones post burn-in. Se probd un
numero de K entre 1-20 y se ejecutaron 10 iteraciones por cada valor de K. El nimero éptimo de linajes
genéticos (K) se determind utilizando el método de Evanno y colaboradores (2005) en STRUCTURE
HARVESTER 0.6.94. El analisis en Admixture se realizé con 10 iteraciones para cada K=1-20, identificando
el nimero éptimo de linajes utilizando el enfoque de la prueba de validacion cruzada para cada K evaluada

(Alexander y Lange, 2011).
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Adicionalmente, se convirtieron los datos de los 1,440 SNPs neutrales en secuencias lineales para cada
muestra en formato Phylip seguin los cddigos de acidos nucleicos de la IUPAC y se generd una red por
medio del algoritmo NEIGHBORNET dentro de SPLITSTREE 5 (Huson y Bryant, 2006). Todos los analisis de
estructura fueron concordantes en sus resultados y puesto que los andlisis de asignacion mostraron mezcla
de componentes en ciertas muestras, la pertenencia a cada linaje observado (tres) se baso en la
diferenciacién observada por medio del andlisis de componentes principales. Posteriormente, para cada
linaje identificado (ver resultados: norte, centro y sur) asi como para el total de la muestra, se calcularon
los parametros descriptores de la diversidad genética (Hg, Ho y Fis) por medio del paquete Adegenet en R
(Jombart, 2008). Se realizaron pruebas de varianza molecular (AMOVA) y una estimacidn de Fsr pareada

entre los distintos linajes utilizando el programa GENODIVE 3.04 (Meirmans, 2020).

Finalmente, para evaluar la correlacién entre la distancia geografica y genética entre las localidades
muestreadas, se efectud una prueba de Mantel utilizando la distancia genética estandarizada de Rousset
(Fst/1-Fst) vy la distancia geografica lineal (km) entre cada localidad. La significancia de la prueba de Mantel
se evalud por 99,999 permutaciones. Con el fin de visualizar la existencia de un patrén de aislamiento por
distancia se trazaron las distancias genéticas y geograficas por localidad en un grafico de densidad de

kernel bidimensional utilizando la funcidon kde2d en el paquete MASS 7.3 en R.

2.6 Analisis filogenéticos

Para conocer las relaciones genealdgicas entre los individuos muestreados y los linajes identificados, se
construyd un arbol de maxima verosimilitud utilizando PhyML 3.0 (Guindon et al., 2010). El grupo externo
utilizado fue Y. capensis, especie hermana, de la que se agregaron dos secuencias. La obtencién de SNPs
para este analisis se llevo a cabo siguiendo los métodos del flujo de trabajo del procesamiento de lecturas
crudas, obtencidn y filtrado de sitios variantes y las pruebas de remocion de sitios atipicos u outliers antes
descritos. El analisis filogenético se realizé a partir de una base de datos de 1,230 SNPs neutrales en los
140 individuos de Y. valida y los dos individuos de Y. capensis. La seleccién del modelo de sustitucion se
realizé por medio del criterio de Akaike, seguin las recomendaciones de Lefort y colaboradores (2017). El
modelo de sustitucién utilizado fue el reversible de tiempo general asumiendo una distribucién gamma

con cuatro categorias de tasas de sustitucion y estimando la proporcidn de sitios invariantes (GTR + G + 1).



11

2.7 Historia demografica

Para comprender la sucesion de eventos que pudieron originar los linajes identificados, se realizé una
reconstruccion de la historia demografica de Y. valida a través de un enfoque computacional bayesiano
aproximado (ABC) por medio de DIYABC v2.1.0 (Cornuet et al., 2014). Se realizaron 100,000 simulaciones
exploratorias para cada uno de tres escenarios propuestos (Figura 3, A-C) con una distribucion previa
uniforme de los tiempos de divergencia y de los tamafios efectivos de poblacion para cada linaje. Con base
en los valores de distribucion posteriores, se optimizaron los valores previos para realizar 1,000,000 de
simulaciones bajo un modelo de distribucion normal para el tiempo de divergenciay los tamarios efectivos
poblacionales en escenario planteado (Csilléry et al., 2010; Wilkinson, 2013). La seleccion del modelo se
realizd generando conjuntos de datos pseudo-observados mediante el muestreo y reemplazo de cada
modelo especifico y los valores de los parametros asociados a partir de las 1,000 simulaciones mas
cercanas a los datos observados. Para cada conjunto de datos pseudo-observados se calculd la

probabilidad posterior evaluando la proporcién de veces que el modelo tuvo la probabilidad mas alta.

Figura 3. Escenarios demograficos simulados para determinar la secuencia de origen de los linajes de Y. valida. Cada
color representa los linajes identificados por los analisis de estructura (norte en naranja, centro en verde y sur en
morado). Las flechas representan la simulacién y estimacién de las tasas de migracion.

D

Ademas, se evaluaron modelos demograficos alternativos que incluyeron la estimacién de la migracion a
partir del espectro de frecuencias alélicas (SFS) de los SNPs neutrales por medio del método de
probabilidad compuesta implementado en FASTSIMCOAL?2.6 (Excoffier et al., 2013). Se compararon cuatro

modelos demograficos distintos con tres linajes correspondientes al norte, centro y sur. Estos incluyeron
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todos los escenarios de divergencia posibles para los tres linajes asi como la divergencia simultanea. Cada
escenario fue simulado considerando el flujo histérico de genes, representado como la proporcion de una
poblacién compuesta por migrantes (m) de otra poblacidn (Figura 3, D-G). Dada la necesidad de una tasa
de mutacion, se utilizé el valor de 1.4x10” mutaciones/sitio/generacién estimado para SNPs de Y. brevifolia
(Smith et al., datos no publicados). Se realizaron 50 réplicas para cada modelo con 100,000 simulaciones

para cada réplica. La seleccidn del escenario mas probable se realizd con base en criterio de Akaike.

2.8 Obtencion de fragmentos de cloroplasto

Dado que la extraccidon de ADN total contiene fragmentos nucleares y de plastidos, se implementé un flujo
de trabajo para explorar el potencial del método nextRAD para recuperar secuencias de cloroplastos. Se
utilizaron las 160 muestras genotipificadas de Y. valida, asi como 40 muestras de Y. capensis. Las muestras
se filtraron por calidad y limpiaron de adaptadores Nextera por medio de FastQC, MultiQC y la herramienta

bbduk (BBTools), conservando solamente fragmentos de 100 pb con un nivel Phred igual o mayor a 30.

Se realizé una normalizacion de los fragmentos con la herramienta bbnorm (BBTools) para descartar las
lecturas con una profundidad menor a 10x. Debido a que no existe un genoma de referencia de Y. valida,
las lecturas se mapearon y alinearon teniendo como referencia el genoma de la especie mas emparentada,

Yucca schidigera (Pellmyr et al., 2007), utilizando Bowtie 2.2.6 (Langmead y Salzberg, 2012) y Samtools.

Los sitios sin coincidencias durante el alineamiento fueron sustituidos con bases enmascaradas (“N”) y
tratados como datos faltantes (missing data). Posteriormente se seleccionaron las muestras con la menor
cantidad de datos faltantes por especie (de Y. valida y Y. capensis de maneraindependiente), considerando
la muestra con mayor numero de bases recuperadas como un 0% de datos faltantes. Se conservaron

solamente las muestras con un porcentaje de datos faltantes igual o menor al 20% para cada especie.

Se recuperaron 36 secuencias de Y. valida con una extension maxima de 140,823 y minima de 112,548
bases nitrogenadas por muestra. Los fragmentos recuperados de Y. capensis presentaron una alta cantidad
de datos faltantes, por lo que solamente se conservd una secuencia con 41,801 bases nitrogenadas
repartidas a lo largo del genoma mapeado. Las diferencias entre la informacidn recuperada para cada
especie parece estar asociada al proceso de secuenciacion de nextRAD (SNPsaurus, LLC) per se, pues las

muestras de Y. valida fueron generadas en dos celdas de flujo distintas mientras que las muestras de Y.
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capensis compartieron una celda de flujo con muestras de Y. valida. La informacion proveniente de esta
ultima celda mostré de manera general, un menor porcentaje de recuperacion de fragmentos asociados
al cloroplasto, de tal forma que las muestras de Y. valida de esta celda tuvieron un porcentaje de datos
faltantes mayor al 20% con respecto a la muestra con mayor cantidad de bases recuperadas en la celda
individual, por lo que no se recuperd ninguna secuencia de Y. valida proveniente de la celda compartida.
Las 36 secuencias recuperadas de Y. valida provenian de individuos de 15 localidades, de las cuales, 17

individuos fueron asignados al linaje nuclear del norte, 14 al del centro y 5 al del Sur.

2.9 Relaciones filogenéticas y tiempo de divergencia de Y. valida

Las secuencias potencialmente provenientes de cloroplasto de ambas especies se alinearon por medio de
ClustalW (Sievers et al., 2011) con los genomas de referencia de los cloroplastos de 15 especies de la
subfamilia Agavoideae (Agave attenuata, Beschorneria septentrionalis, Camassia scilloides, Chlorogalum
pomeridianum, Hesperaloe campanulata, Hesperaloe parviflora, Hesperocallis undulata, Hesperoyucca
whipplei, Hosta ventricosa, Manfreda virginica, Schoenolirion croceum, Yucca brevifolia, Yucca
filamentosa, Yucca queretaroensis y Yucca schidigera) presentes en la base de datos de NCBI. El
alineamiento de las 36 muestras de Y. valida y |la muestra de Y. capensis con los genomas de referencia de

los cloroplastos de la subfamilia Agavoideae dio como resultado una matriz de 161,262 bases.

Para los pasos subsiguientes, los sitios con bases enmascaradas (“N”) y huecos (conocidos como gaps,

“n

representados con el simbolo “-”) resultado del proceso de alineamiento, fueron considerados como datos
faltantes (missing data). Se ha demostrado que el peso relativo de los datos faltantes en la resolucion de
filogenias puede ser contrarrestado por los métodos basados en coalescencia que son implementados en
los analisis de maxima verosimilitud y bayesianos, permitiendo obtener inferencias robustas de conjuntos
de secuencias incompletas (Burleigh et al., 2009; Zhenxiang et al., 2016). A partir de estas premisas, se
reconstruyeron las relaciones filogenéticas dentro de la subfamilia Agavoideae con el fin de realizar

estimaciones del tiempo de diversificacion de Y. valida y Y. capensis dentro del género Yucca basados en

un modelo de reloj molecular (Zuckerkandl y Pauling, 1965).

Previo a los analisis filogenéticos, el alineamiento de las 15 especies de Agavoideae, las 36 muestras de Y.
valida y la muestra de Y. capensis fue evaluado por medio jModelTest2 (Darriba et al., 2012) para

identificar el modelo de sustitucion mas adecuado. El modelo elegido fue reversible de tiempo general
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asumiendo una distribucion gamma con cuatro categorias de tasas de sustitucion y estimando la
proporcidén de sitios invariantes (GTR + G + 1). Se utilizé una tasa de mutacidn fija bajo un modelo de reloj
estricto como parametro de calibracién, basada en la estimacion de Smith y colaboradores (no publicado)
para los genomas de los cloroplastos de Agavoideae (u=3x10*, 6=3x10" sustituciones por sitio por cada

millén de afios).

El método de maxima verosimilitud se implementd a través de RelTime-CC por medio de MEGA X (Tamura
etal., 2012; Kumar et al., 2018) con 100 iteraciones a partir de un arbol inicial de maxima parsimonia. Con
el arbol resultante se identificaron las medias y los intervalos de confianza (95%) de las edades estimadas
para cada nodo. El método bayesiano fue implementado a través de BEAST v1.10.4 con la ayuda de BEAUti
v1.10.4 (Drummond y Rambaut, 2007, Drummond et al., 2012). Asumiendo un tamafio poblacional
constante, se establecieron distribuciones gamma previas para cada tipo de sustitucion y previas
uniformes (0 a 1) para las frecuencias de las bases y la proporcidn de los sitios invariables. El grupo externo
fue Hosta ventricosa, forzando la monofilia de las demas especies, siguiendo las recomendaciones de
Drummond y Bouckaert (2015). Se realizaron dos corridas independientes, cada una de 1x10’
generaciones en el servidor de CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010), con un muestreo cada 10,000
generaciones. Se utilizé Tracer v1.7.1 para evaluar la convergencia de las MCMC y se construyo un arbol
de maxima credibilidad utilizando TreeAnnotator v1.10.4 considerando un burn-in del 10% con las

medianas y los intervalos de confianza (95%) de las edades estimadas para cada nodo.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Procesamiento de lecturas crudas, obtencion y filtrado de sitios variantes

Se procesaron 400 millones de secuencias de 150 pb provenientes de 160 muestras (2.4 millones de
secuencias promedio por muestra). Tras el filtrado de calidad y la limpieza de adaptadores, se conservaron
317 millones de secuencias (2 millones de secuencias promedio por muestra) de 100 pb distribuidas en
154 muestras (Figura 4). El ensamble de novo en Stacks recuperd 3,439 loci. Después de los filtros de
profundidad por muestra y de MAF y HW por locus se obtuvieron 3,159 loci, de los cuales 1,460 fueron

polimorficos. El catdlogo final de secuencias consistié de 1,460 sitios bialélicos en 140 muestras.

H

Millones de lecturas
N w

Muestras

1
.

Figura 4. Distribucion de lecturas por muestra de las 160 muestras de Y. valida tras la limpieza por calidad y la
remocién de adaptadores. Las barras en rojo indican las muestras que no superaron el nimero minimo de lecturas
(un millén) para ser utilizadas en los subsiguientes analisis.

3.2 Identificacion de SNPs potencialmente bajo seleccion

Se identificaron 20 loci atipicos con al menos dos de los tres métodos de analisis. Se encontraron 49 sitios
atipicos por medio de Arlequin 3.5, 13 por medio de Bayescan 2.1y ocho por medio de PCAdapt 4.0.1. La
identificacion de SNPs outliers a través funcion Fdist2 via Arlequin 3.5 fue la Unica que identificd 29 sitios

gue no concordaron con los otros dos métodos de exploracidn. A partir de estos resultados, se construyo
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un catalogo de 1,440 sitios neutrales y un catalogo 20 sitios potencialmente bajo seleccién. La anotacién

de secuencias en BLAST+ no identifico genes coincidentes para los loci potencialmente bajo seleccion.

3.3 Analisis de estructura y diversidad genética

Los analisis de estructura se realizaron para el catadlogo de 1,440 SNPs neutrales en las 140 muestras de Y.
valida. Los andlisis en Structure y Admixture coincidieron en que tres linajes (K=3) proporcionan el mejor
ajuste a los datos. Ambos analisis mostraron un tnico componente en la mayoria de los individuos y mezcla
de componentes en las localidades 102 y 101 (Figura 5). La asignacion de los individuos a cada linaje se
baso en el mayor porcentaje de un componente, y para aquellos individuos con alto nivel de mezcla, se
baso en su posicidn en el grafico del andlisis de componentes principales (Figura 6). La red de agrupaciones
a nivel individual realizada por medio de SPLITSTREE (Figura 7) mostré congruencia con los resultados del
PCAy de los analisis de asignacion. Los linajes identificados se nombraron segun su distribucion geografica

como norte, centro y sur (Figura 8).

Norte Centro Sur
| | |

Figura 5. Resultados de ADMIXTURE para el valor éptimo (K=3) de la estructura genética de Y. valida. Cada barra
vertical representa la composicidon genética por individuo. Cada color representa un componente genético. Los
numeros representan la localidad geografica a la que pertenece cada individuo, de mayor a menor latitud.
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Figura 6. Izquierda: Andlisis de componentes principales de la estructura genética de Y. valida. El panel superior
derecho representa la varianza acumulativa de los componentes principales utilizados (80) para este andlisis.
Derecha: Mapa de distribucion de los linajes genéticos inferidos como resultado de los andlisis de estructura genética

neutral de Y. valida. Cada color representa un linaje asignado a posteriori.
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Los tres linajes genéticos encontrados se diferenciaron significativamente en los analisis de Fst y AMOVA
que se realizaron con el conjunto de 1,440 SNPs neutrales. Se observé una mayor estructuracién entre los
linajes norte y sur que entre los linajes contiguos (Tabla 3) . Ademas se encontré que el 3.4% de la varianza

es explicada por la diferenciacion entre los tres linajes de manera significativa (Tabla 4).

Tabla 3. Valores de Fsr pareada entre los linajes inferidas a partir de los andlisis de estructura genética de 1,440
SNPs neutrales de Y. valida.

FST NORTE CENTRO SUR

NORTE - - -
CENTRO | 0.02799* - -
SUR 0.05510* 0.04769* -

*valores estadisticamente significativos (p=0.001)

Tabla 4. Andlisis de varianza molecular AMOVA entre los linajes inferidos a partir de los andlisis de estructura genética
de 1,440 SNPs neutrales de Y. valida.

P COMPONENTE DE PORCENTAJE DE
FUENTE DE VARIACION GL SC VARIACION VARIACION
ENTRE LINAJES 2 730.28 2.77 3.4
ENTRE LOCALIDADES DENTRO DE
LOS LINAJES 17 1973.03 3.03 3.72
DENTRO DE LOS LINAJES 260 19692.98 75.74 92.88
TOTAL 279  22396.3 81.54 100.00

La prueba de Mantel detectd una asociacidn positiva y significativa entre las distancias geograficas y la
diferenciacién genética entre las localidades muestreadas (p=0.0001, r=0.44, y=0.0001x+0.055),

sugiriendo un patrén de aislamiento por distancia (Figura 8).
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Figura 8. Asociacidn entre las distancias geograficas (km) y genéticas de Rousset (Fsr/1-Fst) entre los individuos de Y.

valida.

Los andlisis de diversidad genética encontraron una heterocigosidad observada global (Ho) de 0.2991, una

heterocigosidad esperada (He) de 0.3073 y un coeficiente de endogamia (Fis) de 0.0600. La heterocigosidad

observada (Ho) oscild en los linajes entre 0.2991 y 0.3051, y fue menor a la heterocigosidad esperada

(0.3043 a 0.3248), sin embargo, esta diferenciacién no resulto significativa (Tabla 5).

Tabla 5. Diversidad genética global de Y. valida y por linaje a partir de 1,440 SNPs neutrales.

LINAJE N Ho He Fis
TOTAL 140 0.2991 0.3073 0.0589
NORTE 50 0.2929 0.3043 0.0541
CENTRO 70 0.3029 0.3061 0.0546
SUR 20 0.3051 0.3248 0.0680

3.4 Andlisis filogenéticos

El arbol genealdgico construido fue congruente con los analisis de estructura, distinguiendo tres linajes

monofiléticos divergentes (Figura 9).
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Figura 9. Arbol genealégico de 140 individuos de Y. valida. Se utilizaron 2 individuos de Y. capensis como grupo
externo. El color de las ramas representa los linajes identificados por los andlisis de estructura (norte en naranja,
centro en verde y sur en morado). Los puntos representan los valores de soporte (bootstrap) mayores al 90%.

3.5 Historia demografica

La simulacién bayesiana de escenarios histdricos por medio de DIY-ABC y el método de probabilidad
compuesta implementado en FASTSIMCOAL2.6 proporcionaron soporte para la divergencia simultanea de
los tres linajes (Figura 3, Escenarios C y F). Adicionalmente, FASTSIMCOAL estimd que los linajes estan
compuestos por migrantes con una proporcion de 3.94x10? entre linajes contiguos y de 6.50x10 entre
los linajes limitrofes. El tamafio poblacional de cada linaje es una variable no conocida, por lo que se debe

considerar a estos valores como un indice de relacion.

3.6 Relaciones filogenéticas y tiempo de divergencia de Y. valida

Las relaciones filogenéticas y edades estimadas para cada especie dentro del género Yucca fueron
consistentes usando los métodos de inferencia de maxima verosimilitud y bayesiano, con todos los nodos
interespecificos representados con un soporte alto (>90%). Las 36 secuencias de Y. valida se agruparon en
un unico clado, lo que indica un origen monofilético (Figura 8). No se observaron divergencias a nivel
intraespecifico para Y. valida, a diferencia de lo observado en el arbol de datos nucleares (Figura 9). Dentro
del clado Y. valida todos los nodos tuvieron un soporte bajo, sugiriendo la ausencia de diferenciacion del

genoma del cloroplasto dentro de la especie.
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El andlisis de maxima verosimilitud estimé una edad de 240,000 afios (100,000-550,000) para el ancestro
comun de Y. valida y Y. capensis y un tiempo de divergencia aproximado de 27,000 afios (3,200-26,000)
para Y. valida, mientras que el analisis bayesiano estimé una edad de 660,000 afios (380,000-980,000)
para el ancestro comun de Y. valida y Y. capensis y un tiempo de divergencia aproximado de 300,000 afios

(190,000-420,000) para Y. valida (Figura 10).
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Figura 10. Relaciones filogenéticas e intervalos de confianza del 95% (barras azules) de los tiempos de divergencia
estimados por los analisis de maxima verosimilitud (parte superior) y bayesiano (parte inferior) entre las secuencias
del genoma del cloroplasto de la subfamilia Agavoideae a partir de un modelo de reloj molecular estricto. Las escalas
inferiores representan millones de afios a partir de la actualidad.
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Capitulo 4. Discusion

Los patrones filogeograficos reportados en la peninsula de Baja California sugieren que la distribucion de
la diversidad genética de las especies en esta regidn ha sido influenciada por los procesos geoldgicos que
dieron origen a ella, asi como por las hipotéticas incursiones marinas durante el Plio-pleistoceno vy las
oscilaciones climaticas ocurridas durante los pasados ciclos glacial-interglaciales (Dolby et al., 2015; Riddle
etal., 2000). En el presente trabajo se evalué la distribucion de la variacidén genética de Y. valida, y a través
del analisis de 1,440 SNPs nucleares neutrales, se identificaron tres linajes alopatricos monofiléticos cuya
diferenciacién tuvo lugar en la region media peninsular de manera simultanea. La estimacion del tiempo
de divergencia de la especie a partir de secuencias potencialmente provenientes de cloroplasto sostiene
gue el ancestro comun mas reciente de Y. capensis y Y. valida tiene una edad menor a un millén de afios,
qgue los genomas del cloroplasto de Y. valida pertenecen a un unico linaje y que el origen de la especie
habria ocurrido hace aproximadamente 190,000 a 420,000 afios. Considerando la edad de la especie
estimada, el papel de la hipotética incursién marina hace 1.6 millones de afios quedaria descartado de los

procesos que moldearon la estructura genética nuclear de la especie.

El origen de los tres linajes alopatricos detectados a lo largo de la distribucién de Y. valida puede ser
consecuencia de dos procesos no excluyentes: la pérdida de habitat durante los cambios climaticos
historicos y un patrdn de aislamiento por distancia resultado de un flujo genético reducido. De acuerdo
con la distribucién potencial de Y. valida, durante el ultimo interglacial (~120,000 afios) no existia habitat
disponible para esta especie (Arteaga et al., 2020), hecho que pudo provocar una reduccion significativa
de sus poblaciones. Diversos estudios de plantas sefialan la importancia del papel de las oscilaciones
climaticas durante los ciclos glaciales e interglaciales del Cuaternario en la distribucién de la diversidad
genética en la peninsula de Baja California (Nason et al., 2002; Clark-Tapia y Molina-Fraener, 2003;
Fehlberg y Ranker, 2009; Garrick et al., 2009; Klimova et al., 2017). Sin embargo, esta evidencia por si
misma podria no explicar la distribucidon de los tres linajes nucleares observados. Basados en que a partir
del ultimo maximo glacial (~20,000 afios) el habitat disponible para Y. valida se distribuia de manera
continua con una amplia extension en el centro de la peninsula y que por tanto, no existian barreras al
flujo, se debe considerar el peso de la distancia geografica en la diferenciacion genética de la especie. Una
limitada capacidad de dispersion asociada a la distancia puede llevar a que la diferenciacion de las

poblaciones vegetales ocurra intrinsecamente (lrwin, 2002).

Los andlisis de estructura genética y las genealogias nucleares fueron congruentes con la asignacion de los

individuos a tres linajes monofiléticos. Dentro de cada linaje no se observaron patrones de divergencia,
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por lo que cada una las tres agrupaciones observadas (norte, centro y sur) fungen como poblaciones.
Alamo-Herrera (2019) detecté bajos niveles de diferenciacién entre localidades a lo largo de la distribucidn
de la especie. En similitud con estos resultados, se observo la existencia de homogeneidad genética a nivel
intralinaje. Las estimaciones de las distancias de dispersién indican que el movimiento de polen en Y. valida
es de aproximadamente 50 m (Alamo-Herrera, 2019), y que la dispersién mediada por semillas también
ocurre a cortas distancias (Waitman et al., 2012). En este sentido, el modelo de flujo genético escalonado
(stepping-stone) permite mantener la conectividad dentro los linajes. La estructura genética observada
podria ser el resultado de una fragmentacion histdrica reforzada por la acumulacién de una dispersion
restringida a largas distancias. Aunado a lo anterior, la regidon geografica en donde se observéd la
diferenciacién genética entre los linajes coincide con la transicién entre el Desierto del Vizcaino y las
Planicies de Magdalena (Minnich et al., 2014; Gonzéalez-Abraham et al., 2010) por lo que la distancia

ambiental también podria tener un peso relativo en la distribuciéon de la variacion genética.

Se estimd un valor bajo de diferenciacion genética a lo largo de la distribucion de la especie (Fs=0.037),
sin embargo significativo. Este valor es similar a lo identificado anteriormente, siendo menor al reportado
en microsatélites para Y. valida (Fsr=0.059; Alamo-Herrera, 2019), Y. schidigera (Fsr=0.067; De la Rosa et
al., 2020) y Y. brevifolia (Fs=0.061; Starr et al.,2013), y mayor a la estimacién de Luna (2018) para la especie
hermana, Y. capensis (Fss=0.022). La baja diferenciacion observada puede ser explicada por tamafios
efectivos poblacionales histéricos grandes que, bajo el modelo de flujo genético de stepping-stone
descrito, llevarian a que las limitantes a la dispersién no produzcan mayores efectos en la estructura. Este
escenario se sustenta por la amplia distribucidén potencial presente a partir del ultimo maximo glacial
(Arteaga et al., 2020). Por otra parte, los valores estimados en la prueba de Mantel (r=0.44, p=0.0001)
fueron semejantes a reportes previos (r =0.45, p=0.02; Alamo-Herrera, 2019), confirmando el efecto de la

distancia geografica sobre la diferenciacion genética (Wright, 1943).

El valor mas alto de Fsr pareada se observd entre los linajes limitrofes (norte-sur=0.055), reflejando la
existencia de un mayor flujo histérico entre los linajes vecinos. Este flujo entre linajes vecinos puede
explicar la mezcla de componentes genéticos observada en el linaje central, principalmente para los
individuos localizados en los limites con los linajes al norte y el sur. Ademas, sustenta la baja diferenciacién
observada entre linajes (3.4% de variacidn). De manera tedrica, un migrante por generacion seria
suficiente para erosionar por completo la diferenciacion genética (Wright, 1965), por lo que la baja
proporcidon de migrantes por generacion estimada por las simulaciones demograficas (6.50x10°¢ a

3.94x107) es consistente con las sefiales de diferenciacién genética observadas entre linajes.
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Los niveles de diversidad genética observados (Ho=0.2991, Hg=0.3073) son mayores a los descritos
anteriormente para esta especie (Ho=0.1119, H:=0.1736; Arteaga et al., 2020) usando el mismo tipo de
marcadores moleculares. Esta disparidad entre los valores de diversidad podria ser causada por las
diferencias en el ensamble de lecturas de novo en Stacks y el nimero de individuos de Y. valida usados en
ambos estudios. El flujo de trabajo de Stacks para la construccion del catalogo de loci busca maximizar el
numero de SNPs recuperados, compartidos por una cantidad representativa de individuos (Rochette y
Catchen, 2017). Arteaga y colaboradores (2020) realizaron un ensamble de loci a partir de muestras de
distintas especies (Y. valida y Y. capensis) asi como de poblaciones hibridas en conjunto. Formar un
catalogo de loci con muestras de una sola especie puede modificar la matriz de SNPs recuperados y por
tanto, las estimaciones de los parametros descriptores de la diversidad genética (Catchen et al., 2013).
Ademas, el tamafio de muestra en el estudio de Arteaga y colaboradores en relacién al nimero de
individuos y localidades (35 individuos en siete localidades de Y. valida) es menor al de este estudio (140
individuos en 20 localidades), lo que puede generar diferencias en los estimadores de diversidad. Nuestros
resultados (Ho=0.2991, H=0.3073) son semejantes a las estimaciones previas realizadas con datos de
microsatélites usando un tamafio de muestra similar al nuestro (Ho=0.55 He=0.69; Alamo-Herrera, 2019),
considerando que los SNPs pertenecen a los marcadores bialélicos, de tal forma que el maximo valor
tedrico de la heterocigosidad es de 0.5 (Singh, et al., 2013). La diversidad genética en esta especie parece
estarigualmente distribuida entre los linajes, ya que encontramos niveles de heterocigosis similares y altos
(~0.3). El coeficiente de endogamia presentd niveles bajos (Fis=0.0589), en comparacion al registrado
previamente (Arteaga et al., 2020, Fis=0.3522). De igual manera, la variacién de resultados puede deberse
a las diferencias asociadas al ensamble de novo y el tamafio de muestra utilizados en ambos trabajos. Los
altos niveles de diversidad genética y el bajo nivel de endogamia detectados en este trabajo pueden ser
explicados por la posible existencia de tamafios poblacionales histéricos grandes y el sistema de
reproduccion de Yucca, que se caracteriza por favorecer el entrecruzamiento y limitar la autopolinizacion

(Pellmyr et al., 1997; Huth y Pellmyr, 2000).

Los resultados de los modelos de demografia historica basados en simulaciones sefialan que la divergencia
entre los linajes nucleares esta asociada a un solo evento temporal. Aunque no fue posible realizar una
estimacion de cuando habria ocurrido este evento, la edad establecida para Y. valida (300,000 afios,
IC95%=190,000-420,000) sugiere que los cambios climaticos del Cuaternario, los cuales moldearon la
distribucién de la variacion genética de diversas especies de plantas en la peninsula (Nason et al., 2002;
Clark-Tapia y Molina-Fraener, 2003; Fehlberg y Ranker, 2009; Garrick et al., 2009; Klimova et al., 2017),
pudieron provocar una reduccidn significativa del tamafio poblacional durante el dltimo interglacial, en el

gue los modelos de distribucidon potencial sefialan la ausencia de habitat disponible para la especie hace
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aproximadamente 120,000 afios (Arteaga et al., 2020). Esta fragmentacion, aunada a la limitada dispersion
de la especie y las diferencias ecoldgicas entre los desiertos Central, Del Vizcaino y las Planicies de
Magdalena pudieron tener consecuencias en la diferenciacion genética al provocar una pérdida de
conectividad en las poblaciones. De manera complementaria, no deberia descartarse la contribucién de la

seleccidn natural en la historia demografica de la especie (Rivas et al., 2015).

En el analisis filogenético a partir de las secuencias potencialmente provenientes del cloroplasto se
observé la ausencia de diferenciacion intraespecifica en Y. valida. Este resultado es consistente con una
divergencia nuclear reciente y un genoma del cloroplasto altamente conservado (Palmer et al., 1986). La
reconstruccion del tiempo de divergencia de Y. valida obtuvo un buen soporte con los anadlisis de maxima
verosimilitud y bayesiano. Las relaciones filogenéticas y las estimaciones de los tiempos de divergencia
basadas en un reloj molecular estricto indican que el ancestro comun de Y. valida y Y. capensis tiene una
edad aproximada de entre 240,000 (IC 95%=100,000-550,000) y 670,000 (IC 95%=380,000-970,000) afios.
Las estimaciones de maxima verosimilitud y bayesiana tuvieron una superposicion en la edad de
divergencia de Y. valida y Y. capensis, sin embargo, indicaron valores muy diferentes en la edad calculada
para Y. valida, con 27,000 afios (3,200-26,000) y 300,000 afios (190,000-420,000) respectivamente. El
algoritmo de maxima verosimilitud implementado en RelTime-CC ha demostrado confiabilidad y
coincidencia con respecto a las estimaciones bayesianas de BEAST con genomas provenientes de
cloroplasto (Haga et al., 2019), ademas de permitir aproximaciones computacionalmente rapidas (Tamura
et al.,, 2012). Sin embargo, considerando la evidencia de RelTime por subestimar la divergencia
intraespecifica (Miura et al., 2020) y que los métodos bayesianos han demostrado mayor exactitud en el
manejo de datos faltantes (Burleigh et al., 2009; Zheng y Wiens., 2015; Zhenxiang et al., 2016), se considera
gue la estimacidon mas robusta se encuentra alrededor de los 300,000 afios, indicando que el origen de la

especie debid ocurrir en el periodo previo al ultimo interglacial.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se identificd la existencia de tres linajes nucleares monofiléticos y un Unico linaje del genoma del
cloroplasto en Y. valida. Nuestros resultados sugieren que los patrones de distribucion de la diversidad
genética de Y. valida tienen un origen reciente y que la estructura genética nuclear es resultado de la

fragmentacion histdrica del habitat y de un patrdn de aislamiento por distancia.

Una evaluacién detallada de los loci potencialmente bajo seleccion permitiria incluir el papel de esta fuerza
en la historia evolutiva de la especie. Adicionalmente, una secuenciacion especificamente destinada al
genoma completo del cloroplasto de Y. valida confirmaria la solidez de los analisis filogenéticos y del reloj
molecular. Asi mismo, la realizacién de analisis de estimacién de los tiempos de divergencia basados en
SNPs, en conjunto con los resultados provistos del tiempo de diferenciacién de Y. capensis y Y. valida,
podrian dar una aproximacion de la edad de los linajes nucleares. Finalmente, modelaciones de la
distribucién potencial en otros periodos de tiempo y simulaciones del aislamiento por distancia podrian

ampliar la comprensidn de los efectos de los procesos historicos en la distribucidn de la variacidn genética.
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