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RESUMEN

El ciprés de Guadalupe (Callitropsis guadalupensis), especie endémica de isla
Guadalupe, México, estuvo amenazada de extincién por la presencia de cabras.
Conforma la Unica masa boscosa de la isla y se considera especie clave por la
condensacion de niebla que realiza y el habitat que crea, ya que permite la persistencia
de diversas especies de aves. Tras la erradicacién de las cabras se hace posible la
supervivencia de la poblacion. El objetivo del presente estudio fue analizar la diversidad
genética de C. guadalupensis con vistas a su futura recuperacién. Se analizaron muestras
de 54 arboles de C. guadalupensis y, como patrén de comparacion, 25 arboles de la
especie mds cercana, C. forbesii, provenientes de cinco poblaciones que abarcan su
rango de distribucién en Baja California. Después de evaluar varios marcadores de
cpDNA, la region elegida fue #rnS-1rnG; en esta region de ~848 pb encontramos 21
haplotipos para Callitropsis. Estas diferencias incluyen un sitio con un microsatélite de
dinucledtidos que varfa entre 6 y 15 repeticiones, seguido de una regién de indels y
cinco sitios que presentan sustituciones. Se observa que los haplotipos son compartidos
entre C. guadalupensis y C. forbesii. A partir de las secuencias del. total de los
individuos se determiné la diversidad genética para cada especie mediante la diversidad
haplotipica (#) y nucleotidica (r), encontrando valores moderadamente altos para C.
guadalupensis (h = 0.655 £ 0.055; 7 = 0.00112 + 0.00015) comparado con los valores
bajos en C. forbesii (h= 0.220 + 0.00991; = 0.00026 + 0.00031). La salud genética de
C. guadalupensis aparece como aceptable a pesar de su reducida poblacién.
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ABSTRACT

The Guadalupe cypress (Callitropsis guadalupensis), endemic to Guadalupe Island,
Mexico, was threatened with extinction by goats. This species forms the only forest
patch on the island, and plays a key ecological role because it condenses fog and
provides suitable habitat for several bird species. The eradication of goats has greatly
improved the prospects for survival of the cypress population. The objective of this
study was to analyze the genetic diversity of C. guadalupensis. We analyzed samples
from 54 trees of C. guadalupensis and from 25 trees of its close relative, C. forbesii;
collections from the last species were taken from five populations throughout its range in
Baja California. After evaluating several cpDNA markers, the #nS-trnG spacer was
chosen; using this region of ~848 bp we distinguished 21 haplotypes for Callitropsis.
The differences include a site with a dinucleotide microsatellite that varies between 6
and 15 repeats, followed by a region of indels and five sites with substitutions,
Callitropsis guadalupensis and C. forbesii were observed to share haplotypes. Based on
sequences of all individuals identified we calculated the genetic diversity for each
species using haplotype diversity (%) and nucleotide diversity (7). We found moderately
high values for C. guadalupensis (h = 0.655 £ 0.055; z = 0.00112 + 0.00015) compared
to low values for C. forbesii (h=0.220 £ 0.00991; z = 0.00026 + 0.00031). The genetic
diversity of C. guadalupensis is acceptable despite its small population size.
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1. INTRODUCCION

Desde que a mediados del siglo XIX Charles Darwin (1859) escribié que la rareza estd
inseparablemente ligada a procesos de extincion, el problema de las especies raras no ha
hecho sino crecer. El término “rareza” asociado a una especie hace referencia a dos
aspectos de la misma: su distribucion geogréfica y tamafio poblacional. Resultado de la
combinacién de dichos aspectos podemos considerar tres posibles rarezas: (1)
distribucion restringida, pero tamafio poblacional grande, (2) distribucién extensa y
tamafio poblacional reducido, y (3) distribucién y tamafio poblacional reducidos.
Rabinowitz (1981), en la categorizacién posiblemente mas extendida, propone siete
tipos de rareza basados en la densidad local promedio, la extension del rango geografico
y la especificidad de habitat. El origen de la rareza de una especie puede ser natural o
puede estar causado por los efectos de las actividades humanas, o bien, una combinacion
de ambas. La consecuencia fundamental relacionada con el origen es que, en principio,
se esperaria mayor capacidad adaptativa a la rareza en aquellas especies raras de origen

natural que en las especies raras debido a las actividades humanas (Darwin 1859).

El problema de la viabilidad poblacional es un elemento central de la biologia de la
conservacion (Norton 1995, Groom y Pascual 1998, Beissinger y Westphal 1998, Pullin
2002). Historicamente, el andlisis de este problema se inicié con base en estudios de
dindmica poblacional; posteriormente se le fueron sumando otros factores al analisis
como la variacion ambiental, la genética poblacicnal, el efecto de las catastrofes, la

estructura metapoblacional, la fragmentacién, ctc. (Soulé 1987).




El mantenimiento de la variacion genética es considerado fundamental para la
supervivencia a largo plazo de las especies (Franke! y Soulé 1981). En principio, la
viabilidad de las poblaciones pequefias estd comprometida por la estocasticidad
demografica, la deriva génica o la depresion endogdmica (Soulé 1986, Caughley 1994,
Frankham er al. 2002). Sin embargo, las especies que se desarrollan en ambientes de
estrés, y que experimentan altas tasas de mortalidad de semillas y plantulas, son capaces
de mantener una alta heterocigosis a pesar de que sus poblaciones sean muy reducidas

(Lesica y Allendorf 1992),

De todas las especies del género Callitropsis (previamente Cupressus del Nuevo
Mundo), C. guadalupensis es un caso paradigmético de aislamiento geografico, tamafio
poblacional reducido y problemas de conservacién., Resultado de ello ha sido su
categorizacidon como “en peligro de extincién” en la Norma Oficial Mexicana NOM-
059-ECOL-2001 (Diario Oficial 2002) y como “en peligro ctitico” por la Lista Roja de
la IUCN de 1994 (Farjon y Page 1999, IUCN 2006). Es la Unica especie insular del
genero, y su distribucion estd restringida a una sola poblacién en Guadalupe, isla de
origen volcanico, de 250 km? y situada 260 km al oeste de la costa de la peninsula de
Baja California, México. El ciprés de Guadalupe es la unica de cinco especies arbéreas
presentes en Isla Guadalupe que actualmente muestra estructura boscosa v es una de las
siete especies del género presentes en México: Callitropsis arizonica, C. benthamii, C.

Jorbesii, C. guadalupensis, C. lusitanica, C. montana y C. stephensonii (Farjon 2005).




El bosque de cipreses de Isla Guadalupe se localiza en el norte de la isla entre 950-1,300
m de altitud (Moran 1996) en cuatro parches boscosos (8.8, 46.9, 4.3 y 87.7 ha,
respectivamente), con un tamafio poblacional estimado en 2005 de 14,700 individuos
adultos (Garcillan y Vega inédito), Gltimos reductos de una distribucién mas extensa que
fue sometida a un proceso de reduccién poblacional dramdtico debido a la presién de
herbivoria por cabras ferales (Moran 1996, Oberbauer 2005). Es posible que la presencia
de fuego haya afectado ocasionalmente a la poblacion; aunque hemos observado sefiales

recientes de fuego, no se dispone de un registro de los mismos.

La presencia del ciprés en el norte de la isla se debe posiblemente a que su mayor
elevacion topogréafica proporciona una mayor precipitacion que en el sur de la isla y
especialmente por el efecto de la condensacién de la niebla (Oberbauer 2005). De hecho,
el papel clave de la especie dentro de la isla radica en su gran capacidad para condensar
la niebla, por ser la masa boscosa mas densa de la isla y al habitat que genera,
indispensable para la persistencia de diversas especies de aves (p.ej.: Junco insularis,
especie endémica). Experimentos exploratorios han mostrado valores de condensacién
de niebla del orden de 18 mm durante un dia de intensa niebla (Garcillan inédito). Estos
indicios nos sugieren que la disponibilidad hidrica total en el norte insular puede ser mas

del doble del proinedio anual de 133 mm registrado en el extremo sur (Moran 1996).




Después de mds de un siglo de ausencia de reclutamiento, envejecimiento y reduccién
poblacional, el ciprés de Guadalupe esta incorpotando nuevos individuos a su poblacién
debido al éxito del programa de erradicacion de cabras coordinado por el Instituto
Nacional de Ecologia y el Grupo de FEcologia y Conservacién de Islas. El
comportamiento futuro de la poblacién, unica natural de la especie, va a estar

determinado en gran medida por su estructura demografica y genética.

2. ANTECEDENTES

2.1. Grupo de estudio

La subfamilia Cupressoideae Rich. ex Sweet es la més grande y diversa de las sicte
subfamilias perfenecientes a la familia Cupressaceae (Figura 1) y consta de 12 géneros,
distribuidos principalmente en el Hemisferio Norte: Cupressus, Callitropsis, Juniperus,
Microbiota, Platycladus, Tetraclinis, Calocedrus, Chamaecyparis, Xanthocyparis,
Fokiena, Thuja y Thujopsis. Los arboles adultos presentan filotaxia opuesta o
verticilada, principalmente con hojas adultas reducidas a escamas adpresas (Gadek ef al.

2000).
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Figura 1. Ubicacion taxonomica de la subfamilia Cupressoideae dentro de la familia
Cupressaceae sensu lato (Gadek et al. 2000, Little 2006).

Little (2006) construy6 la filogenia de la subfamilia Cupressoideae retomando la idea
expuesta en trabajos anteriores de que el género Cupressus no es monofilético (Little ef
al. 2004, Xiang y Li 2005). Utiliz6 los datos relevantes sobre el género, como caracteres
morfolégicos (anatomia, micromorfologia, desarrollo reproductivo, morfologia
reproductiva y morfologia vegetativa), caracteres bioquimicos y secuencias de DNA (de
las regiones matK, rbcL y nrlTS); complementd esta informacion para todas las especies

de la subfamilia y adicioné otras regiones de DNA (trul. y NEEDLY intron 2).

Como resultado de esta nueva filogenia, el nombre Cupressus considera a las especies

del Viejo Mundo y Callitropsis a las especies del Nuevo Mundo, debido a que las




especies del Nuevo Mundo forman un grupo monofilético junto con las dos especies
pertenecientes a este género basado en el estudio previo de Little ef al. (2004):
Callitropsis  nootkatensis  (antes  Chamaecyparis  nootkatensisy 'y  Callitropsis
vietnamensis (antes Xanthocyparis vietnamensis), que presentan distribucion disyunta; la
primera es nativa del occidente de Norteamérica y la segunda del norte de Vietnam. El
genero Cupressus sensy sivicto se muestra como el grupo hermano de Juniperus (Figura
2). Little (2006) establece las diferencias entre Callitropsis y Cupressus con base en el
numero de cotiledones (2-6 en Callitropsis y 2 en Cupressus) y una combinacién de
caracleres como la corteza del tronco principal, el arreglo del pendltime y Gltimo
segmento, y la forma de la cara externa del ultimo segmento de la hoja que contiene la

glandula resinifera.
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Figura 2. Uno de los 12 arboles més parsimoniosos de la subfamilia Cupressoideae derivado del
andlisis de marcadores moleculares (marlK, NEEDLY intron 2, nrlTS, rbcL y trnL), caracteres
morfoldgicos y bioquimicos. Los circulos abiertos, representan cambios en caracteres de estado
homoplésicos; los circulos Henos, representan cambios en caracteres de estado no-homoplasicos;
la longitud de las ramas inequivocamente optimizadas para todos los caracteres, estan dadas
debajo de cada rama; los nodos marcados con un asterisco indican las ramas no resueltas cuando
los caracteres indels son omitidos (tomado de Little 2006).




2.2. Descripcion de la especie de interés
Callitropsis guadalupensis (S. Watson) D.P. Little

Sinonimia: Cupressus guadalupensis S. Watson, 1879; Cupressus macrocarpa Hartw,
var. guadalupensis (S. Watson) Mast., 1895,

Nombre comin: Ciprés de Guadalupe

Arbol de 10-20 m de altura; presenta corona amplia de fisonomia variable, de follaje que
puede ser denso o escaso, con leve coloracion verde a verde-azulado, el color glauco se
presenta en drboles jévenes; ramas numerosas y ascendentes o erectas; el tronco tiene un
grosor de 1 a 3 m de didmetro; la corteza del tronco y las ramas son lisas, con
exfoliacién anual; hojas escamiformes, con glandulas inactivas; conos polinicos en
disposicion terminal, solitarios, y de una longitud de 5-7 mm, forma ovado-oblonga, con
16-18 (-20) microesporodfilos por cono; conos ovulados en disposiciéon terminal,
globosos o subglobosos, hasta 45 mm de longitud, pero de tamafio altamente variable,
compuestos por 8-10 escamas, con una protuberancia prominente cerca del centro de
hasta 6 mm de largo y sobrecurvada o plana, de color café a gris; semillas de 100-120

por cono, color café oscuro, 2 alas laterales estrechas (Farjon 2005) (Figura 3).

La produccion de conos ovulados comienza a partir de los 2 a 5 afios, pero es hasta
después de los 10-12 afios cuando producen semillas de buena calidad (CONAFOR
2006). A partir de diversos trabajos experimentales se ha corroborado qﬁe la
propagacion de C. guadalupensis puede realizarse a partir de semillas (Mendoza y
Morales 1994), estructuras vegetativas (Pricto 1992) o in vitre (Rojas 2001). En

condiciones de invernadero se ha obtenido un 31% de germinacién de semillas




(Mendoza y Morales 1994), sin embargo en experimentos realizados en campo en Isla
Guadalupe la germinacién promedio no fue superior al 1% (Garcilldn inédito). En
especies del género Callitropsis (anteriormente Cupressus) la apertura de conos ha sido
reportado frecuentemente asociada al fuego (Armstrong 1978, Westman y Whittaker
1975, Zedler 1981), tal como ocurre con Callitropsis forbesii (Wolf 1948, Vogl et al.
1977, Dunn 1985), sin embargo en C. guadalupensis la apertura de conos ocurre sin
necesidad de fuego, y de manera masiva tras la muerte parcial o completa del arbol

(Garcilldn 2008).

Figura 3. Callitropsis guadalupensis. (a) Estructura arbérea, (b) hojas, (c) exfoliacién del
tronco, y (d) conos ovulados.




2.3. Relacién taxonémica entre Callitropsis guadalupensis y C. forbesii

En el género Callitropsis ha existido una larga controversia sobre el niimero y nivel de
los elementos taxonémicos que lo conforman (Tabla I). Un ejemplo ilustrativo es el caso
de C. guadalupensis (Figura 3} y C. forbesii (Figura 4). Algunos taxénomos consideran
a C. forbesii y a C. guadalupensis como dos variedades de una misma especie (Farjon
2005), mientras otros postulan que ambos taxones son especies diferenciadas (Little
2006). Morfoldgicamente difieren en la coloracién del follaje, tamafio y forma del cono
polinico, nimero de microesporéfilos y tamaiio del cono ovulado (Tabla IT) (Wolf 1948,

Farjon 2005).

Callitropsis forbesii es una especie continental de distribucién més extensa que C
guadalupensis, constituida por poblaciones de poca extensién, de cardcter relictual,
dispersas a lo largo del sur de California, EUA y el norte de Baja California, México
(Dunn 1985, Minnich 1987, Minnich y Everett 2001). Se conocen 15 poblaciones, 4 de
ellas situadas en California, donde estd clasificada como especie en “grave peligro de
extincién” (California Native Plant Society 2006); y las restantes 11 poblaciones se
encuentran en Baja California, donde estd catalogada como especie “sujeta a proteccion

especial” por la Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2001 (Diario Oficial 2002),

El ciprés de Tecate (C. forbesii) es una especie asociada al chaparral, preferentemente en

las laderas hiimedas de suelos 4cidos y pobres en nutrientes (Stottlemyer y Lathrop
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1981) y altamente dependiente del fuego para su establecimiento (Vogl ef al, 1977,

Zedler 1981, Dunn 1985).

Figura 4. Callitropsis forbesii. (a) Estructura arbdrea, (b) hojas, (¢) conos ovulados, (d) conos
polinicos, y (e) exfoliacion del tronco.
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Tabla I. Comparacidn de cuatro tratamientos taxonémicos de Callitropsis (antes Cupressus del

Nuevo Mundo).
Epiteto especilico Wolf (1948) Littte (1970) Farjon (2005) Little (2006)
o infraespecifico
N , Cupressus Cupressus goveniana Cupressus goveniana var. L
C;:I!rfm? Sis abramsiana C.B. var. abramsiana (C.B. abramsiana (C.B. WolD g awblo?gz;agaé%i
abramsiana Wolf Wolf) Little Litile ' -+ e
Callitropsis Cupressus Cupressus arizonica Cupressus arizonica C. arizonica
arizonica arizonica Greene Greene var. arizonica Greene var. arizonica {Greene) D.P. Little
. . Cupressus bakeri .
Calhtfops:s ssp. typica C.B. Cupressus bakeri Jeps. | Cupressus bakeri Jeps. ¢ bak‘.?’ i (Jeps.)
bakeri D.P. Little
Wolf
Callitropsis (=Cupressus (=Cupressus lusitanica Sz:fo;z;‘:;:;ﬁ‘:fggaa) C. benthamii (Endl.)
benthamnii tusitanica Mill.} Mill.) - ' D.P. Little
Carriére
) o .. | Cupressus ; o
Callitropsis forbesii JCeu;; ressus forbesii guadalupensis var. S;‘f}i‘:;’;‘; 5 rg:a:r;p If::fi’g g [{oﬁf{v{: (Jeps.)
ps- Jforbesii (Jeps.) Little ) ps- T
Cupressus arizonica N
. .. Cupressus glabra Cupressus arizonica var. C. glabra (Sudw.)
Callitropsis glabra Sudw. E{{.Iffabm (Sudw.) glabra (Sudw.) Little D.P, Little
Callitropsis Cupressus Cupressus goveniana Cupressus goveniang C. goveniana
goveniana goveniana Gordon | Gordon var, goveniana | Govdon var. goveniana (Gordon) D.P. Little
Cupressus Cupressus Cupressus guadalupensis
Callitropsis P . guadalupensis S. i & P C. guadalupensis (S.
, guadalupensis S, S. Watson var. .
guadalupensis W Watson var, . Watson) D.P. Little
atson . guadalupensis
Guadalupensis
Callitropsis Cupressus Cupressus lusitanica Cupressus tusitanica Mill. | C. lusitanica (Mill.)
lusitanica fusitanica Mill. Mill. var, lusitanica D.P. Little
Callitropsis Cup ressts Cupressus machabiana | Cupressus macnabiana A. | C. macrabiana (A.
! macnabiana A. .
macnabiana M A, Murray Murray Murray) D.P. Little
urray
Callitropsis Cupressus Cupressus macrocarpa | Cupressus macrocarpa C. macrocarpa
nucrocarpa macrocarpa Hartw, | Hartw, Hartw. (Hartw.} B.P. Little
, ; Cupressus arizonica R C. montana
Callitropsis Cupressus moniana . Cupressus arizonica var, oo
montana Wiggins var. monlana (Wiggins) montana (Wiggins) Little (Wiggins) D.P.
g8 Little e viee Little
Callitropsis Cupressus Szp f:jg;ﬂ?mm Cupressus arizonica var. C. nevadensis
nevadensis nevadensis Abrams ' . nevadensis (Abrams) Little | (Abrams) D.P. Little
{Abrams) Little
, , Xanthocyp arts . C. nootkatensis (D.
Callitropsis o incluida] [no incluida] nootkatensis (D. Don in Don in Lambert)
noothatensis Lambert} Farjon & D.K. .
i Florin
Harde
Callitropsis Cupressus pigmaea | Cupressus goveniana (=Cupressus goveniana C. pigmaea
. ; , (Lemmon) D.P.
piginaeq {Lemmon) Sarg. var, pigmaea Lemmon Gordon var. govenjana) Little
Callitropsis Cupressus sargentii | Cupressus sargentil ) N C. sargentii (Jeps.)
sargentii Jeps. Jeps. Cupressus sargentii Jeps. D.P. Little
Callitronsis Cupressus Cupressus arizonica Cupressus arizonica var, C. stephensonii
step) "f it stephensonii C.B. var. stephensonii (CB. | stephensonii (C.B. Wolf) (C.B. Wolf) D.P,
phensont Wolf Wolf) Little Little Litife
Callitropsis Xanthocyparis C. vietnamensis
X PSS, [no incluida] fno incluidal vietnamensis Farjon & (Fagjon & Hiep)
viefnamensis . .
Hiep D.P. Little
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Tabla II. Diferencias morfolégicas entre Callitropsis guadalupensis y dos especies

estrechamente relacionadas, C. forbesii y C. stephensonii.

Wolf (1948) y Farjon (2005)

consideraron C. forbesii como especie estrechamente relacionada con C. guadalupensis,
mientras Littie (2006) encontrd una relacién hermana entre C. guadalupensis y C. stephensonii.

Carécter morfolégico

C. guadalupensis

C. forbesii

C. stephensonii

1. Coloracion del follaje

2. Ramas

3. Gladulas resiniferas
(hojas)

4. Tamafio del cono
polinico

5. Forma del cono
polinico

6. Microesporéfilos por
cono

7. Tamaiio del cono
ovulado

Verde-azulado o algo
glauco

Suaves y delgadas

Inactivas
5-7 mm de long,

Antes de la dehiscencia
visiblemente
cuadrangular en seccién
transversal

16-18 (-20)

Hasta 45 mm, altamente
variable

Verde claro britlante u
ocasionalmente un poco
verde gris
Flexibles y delgadas

Inactivas

4-5 mm de long.

Generalmente terete o
algunas veces levemente
angular

12-14

13-30 mm

Glauco, azul grisdceco
o gris verdoso

Rigidas v gruesas

Activas

2-4 mm de long.

Generalmente
cilindrico y sélo
liperamente mas

delgada en la punta
que en la base

10-12

Casi 25 mmn

2.3.1. Relacion taxonomica a nivel molecular

Los estudios a nivel molecular de estas dos especies son escasos, destacando el estudio

de RAPDs (DNA polimérfico amplificado al azar) realizado por Bartel ef al. (2003),

quienes analizaron la variacidn entre especies de Callitropsis, incluidas las especies

mexicanas. Obtuvieron una considerable variacidn intra e interpoblacional para C.

Jorbesii, que sugiere una posible hibridacién o microdiferenciacion; desde el punto de

vista taxondmico sus resultados respaldaron el tratamiento de C. forbesii y C.

guadalupensis como dos especies distintas (Figura 5).
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Figura 5. Arbol de distancia basado en 125 bandas RAPD para los taxones de Callitropsis
(Cupressus) en el Hemisferio Occidental (tomado de Bartel ef ¢/, 2003).

A partir del trabajo de Little (2006) se establece mas claramente su estatus de especies
diferenciadas, y se reporta por primera vez la cercana relacion de C. guadalupensis con
C. stephensonii, esta Gltima especie habia sido considerada durante mucho tiempo una
variedad de C. arizomica. El nodo que sugiere esta relacién, estd marcado con un

asterisco indicando que esta rama no se resuclve al omitir los caracteres indels; las
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especies estin separadas por el cardcter 16 que corresponde al compuesto quimico f-
tujaplicinol presente en C. stephensonii pero no en C. guadalupensis; en este caso el
autor sugiere considerar a todos los miembros de Callifropsis Ginicamente a nivel de
especie. Ademas del caracter bioquimico antes mencionado, existen dos caracteristicas
morfoldgicas principales que diferencian a estas dos especies y que las han situado a
veces dentro de C. arizonica: la presencia de ramas fuertes y rigidas, y hojas con
gléndulas resinfferas activas (Tabla II). Para este trabajo se consider6 a C. forbesii como
la especie emparentada con C. guadalupensis porque mantiene una mayor relacidn

morfoldgica (Farjon 2005).

2.4 La genética en el estudio de las poblaciones

2.4.1. Diversidad genética

Se entiende por diversidad genética la variacién de genes dentro y entre poblaciones de
una especie (Loo 2005). Las fuentes de variacién genética en una subpoblacién son la
mutacién, la recombinacién y la migracién. Por otro lado, las fuerzas evolutivas que
reducen la variacion en una subpoblacion son la deriva génica y la seleccion natural

(Ridley 1996).
La importancia de la diversidad genética en una especie radica en que dicha variacién

confiere la capacidad adaptativa para responder a los cambios ambientales a los que se

puede enfrentar la especie, relacionados por ejemplo con las condiciones climéticas,
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contaminacion, introduccién de nuevas competencias, enfermedades, plagas, parasitos,

etc. (Frankham et al. 2002).

2.4.2. Utilidad del genoma de cloroplasto

El genoma del cloroplasto de la mayoria de las plantas terrestres es altamente
conservativo en tamafio y arreglo de genes comparado con el genoma nuclear y
mitocondrial. Se trata de una molécula circular de doble cadena de DNA de 120-160
kilobases (kb), que contiene tipicamente una repeticion invertida (IR, /nverted Repeaf)
de 10 a 76 kb de tamafio, separada por dos regiones sin repetir, una de ellas corta (SSC,
Small Single Copy) y otra larga (LSC, Large Single Copy), y codifica para varios genes
incluyendo los 168 y 23S de rRNA (Palmer 1985). En coniferas una de las regiones IR

se ha perdido por delecion (Raubeson y Jansen 1992).

El DNA del cloroplasto (cpDNA) tiene un indice relativamente lento de evolucién en
estructura y secuencias, poca o nula recombinacién y es de herencia uniparental,
principalmente via paterna en coniferas (Neale ef al. 1986b, 1989, 1991; Szmidt e 4l.
1987, Stine et al. 1989, Wagner ef al. 1989). La variacién del ¢cpDNA puede ser
detectada mediante analisis de sitios de restriccidn o por la secuenciacion directa de los
productos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Ha
sido ampliamente utilizado para inferir filogenias de plantas en diferentes niveles
taxonémicos (Palmer 1987, Palmer ef al. 1988, Clegg et al. 1991) y a nivel poblacional

para detectar polimorfismo en diferentes especies de plantas (Mason-Gamer ef al. 1995,
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Neale ef al. 1986a, Soltis et al. 1989, Soltis ef al. 1991, Fenster y Ritland 1992, Kim ef
al. 1992, Petit ef al. 1993, Hong ef al. 1993, Byrne y Moran 1994, Dong y Wagner 1994,
MeCauley 1994). Hasta el momento, sélo se ha secuenciado de forma completa el
genoma del cloroplasto de tres especies de coniferas, Pinus thunbergii (Wakasugi ef al.
1994) (Figura 6), Pinus koraiensis (NCBI 2003) y recientemente Cryptomeria japonica

(Hirao ef al. 2008).

Black Pine
(Pinus thunbergii)

n Chloroplast DNA
ok B o, 119 707 bp

Figura 6. Mapa completo del genoma del cloroplasto de Pinus thunbergii. Los genes mostrados
en ¢l exterior del circulo se transcriben en direccion a la izquierda y los del interior se
transcriben en direccion a la derecha. LSC, region de copia larga simple; SSC, region de copia
pequefia simple; IR, repeticion invertida (Powell ef al. 1995).

El andlisis de regiones no codificantes de DNA de cloroplasto ha sido ampliamente

utilizado para estudios de sistemética molecular, filogeografia y genética poblacional de
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plantas (Shaw ef al. 2007), ya que estas regiones tienden a evolucionar mas rdpido que
las regiones codificantes porque la acumulacién de inserciones/deleciones ocurre a una
velocidad al menos igual a la de sustituciones de nucleétidos (Curtis y Clegg 1984,
Wolfe er al. 1987, Zurawski y Clegg 1987, Clegg y Zurawski 1991). Recientemente,
Shaw et al. (2005) evaluaron 21 regiones no codificantes de cpDNA identificadas como
ttiles filogenéticamente. Estos autores encontraron que existe una apreciable
variabilidad dentro de las diferentes regiones evaluadas y que regiones que se han
utilizado ampliamente en investigaciones filogenéticas durante los Gltimos afios (#r#L-
trnL-trnF y truK-matK-trnK) se encuentran entre las menos variables y que las regiones

mas variables han sido raramente utilizadas.

Los marcadores no codificantes de cpDNA se han empleado en el estudio de especies de
la familia Cupressaceae, como por ejemplo el andlisis de la variacién genética de
Juniperus osteosperma {Terry et al. 2000), la relacion filogenética entre la familia
Taxodiaceae y Cupressaceae (Kusumi et al. 2000} o los estudios filogeograficos de

Juniperus przewalskii (Zhang et al. 2005),

2.4.3. Uso de microsatélites en el estudio de genética de poblaciones

Los microsatélites o secuencias repetidas cortas (SSR por sus siglas en inglés) consisten
en segmentos cortos de ADN de 1 a 6 pares de bases (pb) que se repiten en tandem. Son
abundantes y presentan una alto grado de polimorfismo, por esta razén se han

considerado de gran utilidad como marcadores genéticos para el estudio de poblaciones,

18




ya que permiten estimar los niveles de variabilidad genética dentro y entre poblaciones
naturales. La variabilidad de estos marcadores los hace sensibles a los cambios en
tamafios y estructuras poblacionales asi como a los cambios en los eventos de dispersién
(Slatkin 1995). Sin embargo, existe incertidumbre en lo que se refiere a la aplicacién de
microsatélites en estudios genéticos y evolutivos de las poblaciones, debido a que
muestran homoplasia. Para un marcador genético, la homoplasia ocurre cuando
diferentes copias de un Jocus son idénticas en estado, pero no es causado por
descendencia (Estoup er al. 2002). Los niveles altos de homoplasia pueden originar

subestimacién en la cantidad total de variacion entre poblaciones,

La precision de los resultados obtenidos a partir de datos de microsatélites estard
relacionada con el modelo mutacional al que se ajusta la evolucion de estos marcadores.
Principalmente existen dos modelos para representar el proceso mutacional de los
microsatélites: el modelo de alelos infinitos, IAM (Kimura y Crow 1964) y ¢l modelo de
mutacion paso a paso, SMM (Kimura y Ohta 1978). En el IAM la mayoria de las nuevas
mutaciones dan lugar a nuevos alelos mutantes, distintos a los que ya existian en la
poblacién original, por lo que en este caso la homoplasia no existe o es despreciable; sin
embargo en el SMM los alelos s6lo pueden mutar por la ganancia o pérdida de una sola
unidad de repeticion, de tal manera que en este caso existira mayor homoplasia. Estoup
et al. (2002) sugieren que frecuentemente la gran cantidad de variabilidad en los loci de

microsatélites compensan en gran medida su evolucién homoplésica.

19




3, JUSTIFICACION

El ciprés de Guadalupe es una especie sensible a los cambios ecoldgicos asociados a las
actividades humanas. La Unica poblacién de la especie, que durante largos siglos
sobrevivio a la dificil prueba del aislamiento en tan reducido territorio, sufrié un colapso
poblacional con la introduccién de cabras en el siglo XIX, que suprimieron el
reclutamiento de nuevos individuos. Después de infructuosos intentos, ¢l Gobierno
Mexicano, a través del Instituto Nacional de Ecologia, en conjuncién con el Grupo de
Ecologia y Conservacion de Islas (GECI) coordinaron la puesta en marcha en 2004 de
un exitoso programa multi-institucional para erradicar las cabras; que se consideran
finalmente eliminadas de la isla (Santos del Prado y Peters 2005). Como parte de este
programa se inici6 un estudio del comportamiento de la poblacién del ciprés de
Guadalupe ante la reduccién y finalmente eliminacion de la presiéon de herbivoria. En
este escenario, la disponibilidad de informacién sobre la diversidad genética de la
poblacién, como condicionante fundamental de la dindmica futura de la misma, se
considera de gran importancia, bien para analizar dicha dindmica futura o como
informacién de apoyo a posibles progamas de manejo y conservacion. Hasta donde Hega
nuestro conocimiento, este es el primer estudio genético de la poblacién natural de

Callitropsis guadalupensis.
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4. OBJETIVO GENERAL

Estimar la diversidad genética de la poblacién de cipreses de Isla Guadalupe
(Callitropsis guadalupensis) mediante el uso de un marcador molecular de cpDNA,
atilizando como patrén de comparacién al ciprés de Tecate (C. forbesii), con la finalidad
de generar informacién util para diseflar posibles estrategias de conservacion y

recuperacidn de la especie.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar marcadores moleculares de cpDNA en C. guadalupensis.

2. Estimar el nivel de variacion genética de la poblacién de C. guadalupensis en Isla
Guadalupe mediante el analisis de regiones de cpDNA.

3. Estimar el nivel de variacion genética de las poblaciones de C. forbesii en el norte
de Baja California mediante el andlisis de regiones de cpDNA.

4. Comparar el estado de variacion genética entre C. guadalupensis en Isla
Guadalupe respecto a las poblaciones de C. forbesii en B. C.

5. Inferir la relacion filogenética entre los haplotipos existentes en C. guadalupensis y

C. forbesii,
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6. AREA GEOGRAFICA DE ESTUDIO

Isla Guadalupe es una isla ocednica de origen volcénico situada a 260 km al oeste de de
Baja California (29° 03" N; 118° 17° W) con un 4rea aproximada de 250 km?, orientada
en sentido Norte-Sur (37 km x 12 km) y elevacién méxima de 1,300 m (Figura 7).
Presenta tres pequefios islotes, Toro, Zapato y Negro. Geoldgicamente estd constituida
por dos volcanes principales de calderas colapsadas situados sobre el borde de una cresta
fosil: Monte Picacho en el sur y Monte Augusta, més reciente, en el extremo norte. La

roca expuesta mas antigua data de hace aproximadamente 7 millones de afios (Moran

1996).

El clima de la isla es de tipo mediterraneo con fuerte influencia maritima de la Corriente
de California, con frecuente viento, niebla y precipitaciones en invierno-primavera. La
precipitacion anual promedio es de 133 mm y la temperatura mensual promedio varfa
entre 17-19° C, segun datos de 20 afios de registro de la estacion meteoroldgica ubicada
en el extremo sur, que corresponde a la zona mas arida de la isla (Moran 1996). Los
vientos dominantes son del N-NW en el 39% de los dias, con una velocidad maxima de
6.34 m/s, que en invierno puede alcanzar hasta 12 m/s; en el noroeste de la isla se reduce

significativamente la insolacién recibida debido a la abundante nubosidad (Rico-Cerda

1983).

Isla Guadalupe esté relacionada floristicamente con la vegetacién de tipo mediterraneo

de California y norte de Baja California (Moran 1996). Rzedowski (1978), en su estudio
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de la vegetacion de México, la considerd una provincia floristica independiente, debido
a su elevado ntumero de endemismos. La introduccion de cabras supuestamente por
balleneros en el siglo XIX desencadend una profunda perturbacion sobre la vegetacion
de la isla. De las 218 especies de plantas registradas desde las primeras colectas en 1875
hasta el presente, se consideran localmente extintas 31 especies: 19 de ellas especies
nativas de la Provincia Floristica de California, dos endémicas estrictas de la isla y otras
dos endémicas de Guadalupe y las Channel Islands (Moran 1996, Rebman ef al. 2002,

Leén de la Luz et al. 2003).

Otras muchas especies fueron llevadas al borde de la extincién (Moran 1996). Las cinco
especies arboreas presentes en la isla, con poblaciones reducidas por la falta de
reclutamiento debido a la presion de las cabras, simbolizaban este escenario de amenaza
extrema: Brahea edulis (endémica, poblacion de cientos de individuos adultos), Pinus
radiata var. binata (variedad endémica, 120 individuos adultos), Quercus tomentella
{endémico insular de las Channel islands y Guadalupe, menos de 20 individuos adultos),
Juniperus californica (11 individuos adultos) y Callitropsis guadalupensis (endémico,

148 ha) (Moran 1996, Leon de la Luz er al. 2003, Garcillan com. personal).
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Figura 7. Ubicacién geografica del 4rea de estudio. Los circulos sitnados en el noroeste de Baja
California y sur de California representan las poblaciones existentes de C. forbesii; los circulos
negros corresponden a las poblaciones muestreadas. El cuadro negro sobre Isla Guadalupe
sefiala la ubicacion de la tnica poblacién de C. guadalupensis. (a) Ubicacion general del 4rea de
estudio, y (b) distribucion espacial del bosque de cipreses dentro de Isla Guadalupe.
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7. METODOLOGIA

7.1. Colecta de material biolégico

7.1.1. Callitropsis guadalupensis

En cada uno de los dos parches mayores del bosque de cipreses (Parche Norte v Parche
Sur; Figura 7) se establecieron al azar cinco transectos lineales de 200 m y se realizé
colecta foliar de un individuo de C. guadalupensis cada 50 m, obteniéndose un total de
50 muesiras. Asi mismo se colectaron de manera aleatoria 4 arboles aislados ubicados

entre ambos parches.

7.1.2. Callitropsis forbesii

Dentro del 4rea de distribucion de C. forbesii se eligieron cinco poblaciones, distribuidas
de manera que se abarcara un amplio rango de la distribucion de la especie en la
peninsula (Tabla III, Figura 7). En cada poblacién se colectaron 15 muestras, un

individuo cada 50 m, a lo largo de tres transectos aproximadamente lineales de 200 m.

Tabla III. Datos de la ubicacion geografica de las poblaciones de colecta de C. forbesii en Baja
California.

Poblacién Localidad Ubicacidn Orientacion | Altitud No. de
(m) mitestras
RE Ranche El Escondido 1 13 62"0 ;9?:';‘;’,’\5 Norte 203 15
ED Bl Dieciséis D Sur 734 is
VG Valle do Guadatupe | |22 "WOSTR Norte 558 15
SA San AI;;EE:; de las 1 13 61:353' ' 4133,’,,\1; Noreste 449 15
SV San Vicente 1 1361: ;74,' 15 :{:& Norte 242 i5
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7.1.3. Colectas adicionales

Como contexto comparativo se analizaron muestras de otras cinco especies del género
Callitropsis: C. stephensonii y C. montana, que son las dos especies restantes de Baja
California; C. lusitanica y C. benthamii de Hidalgo, y C. sargentii de California, USA;

as{ como de Juniperus flaccida, también de Hidalgo (Tabla IV).

Tabla IV. Datos de la ubicacidn geografica de las colectas adicionales de Callitropsis y
Juniperus.

Taxén Estado Localidad Ubicacion
, , .. . . . Rancho El Rincén, 31°40° 57 N
Callitropsis stephensonii | Baja California Sierra Judrez 115° 46° 00" W
Callitropsis montana Baja California Sierra San Pedro Mértir ”3 500 2545, (';5 f,, ‘2
[+] k] »
Callitropsis lusitanica Hidalgo Huasca 92;3, 3181’ ()S;,va
Callitropsis benthamii Hidalgo Parque Nacional El Chico 925;3, 4?18 03,? \g
*Callitropsis sargentii | California, USA | Los Padres National Forest ]23050 4202, 10 14:, \I;I[
O 1 *y
Juniperus flaccida Hidalgo Zimapan 9289’ 14 58, 3129,, VNV

* Datos no publicados proporcionados por D.P. Liitle

En todos los casos se registraron las coordenadas geograficas, altitud y orientacion de
cada poblacion con ayuda de un geoposicionador (GPS). Las muestras se colocaron en
sobres individuales previamente etiquetados y una vez en el laboratorio se almacenaron

a una temperatura de -80° C.

26




7.2. Obtencion de datos genéticos

En el presente estudio se exploraron cebadores (oligonucleétidos) derivados del DNA
del cloroplasto. La estandarizacion de las condiciones experimentales se realizo a partir
de protocolos utilizados para especies del género Pinus basados en el cpDNA en el
Laboratorio de Sistematica Molecular de Plantas del Instituto de Biologia, Laboratorio
de Genética y Evolucién del Instituto de Ecologia de la UNAM y otros protocolos

reportados (Shaw ef al. 2005).

7.2.1. Extraccion de DNA

Se aisld el DNA total de las muestras individuales a partir de las hojas utilizando el
“DNeasy Plant Mini Kit” de Qiagen. Los productos de la extraccién se almacenaron a
-20° C para su uso posterior (Anexo 1, Protocolo de aislamiento de DNA). La calidad
del DNA extraido se confirmé mediante electroforesis de 2 pL de cada muestra en gel de

agarosa al 0.9%, tefiido con bromuro de etidio {Anexo 2, Protocolo de gel de agarosa).

7.2.2. Disefio de cebadores

Se disefiaron cuatro cebadores, un par rpi2 y dos particulares yef6Reup y psbZ con el
programa Primer 3 (Rozen y Skaletsky 2000). El disefio se realizé a partir de la
secuencia de Crypfomeria japonica (Cupressaceae) proporcionada por Linda A.

Raubeson de la Central Washington University (Ellensburg, Washington, USA).
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7.2.3. Amplificacién de regiones de cpDNA

Se probaron 34 pares de cebadores (Anexo 3, Lista de cebadores) en un total de cinco
mndividuos (dos de C. guadalupensis, dos de C. forbesii y uno de Juniperus flaccida). En
el caso de encontrar variacién con algunos de los cebadores, el nimero de muestras
secuenciadas de C. guadapulensis y C. forbesii se amplié a 12 individuos para
corroborar la variacion existente. La amplificacién se llevd a cabo mediante una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), en un volumen total de reaccion de 50 pL
para cada muestra. La concentracion final de los reactivos fueron los siguientes: 1X
buffer de PCR (Invitrogen), 3 mM de MgCL (Invitrogen), 200 puM de cada
desoxinucle6tido o ANTP (Invitrogen), 1uM de cada cebador (Invitrogen), 2 U de Tag
polimerasa recombinante (Invitrogen) y aproximadamente 1 ng de DNA geonémico.
Para los cpSSRs se utilizé un volumen de 25 pl. de reaccién de PCR por cada muestra,
donde la concentracién final de algunos reactivos fue modificada: 2.5 mM de MgCl;,
100 pM de cada desoxinucledtido, 0.4 pM de cada cebador y 0.625 U de Tagq
polimerasa. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp PCR
system 2400 de Applied Biosystems. Las condiciones de amplificacién para cada region
de cloroplasto fueron diferentes en algunos casos. A continuacién se enlista cada una de

ellas.

Regiones cpSSR. Se ensayaron cuatro pares de cebadores: Pr26081, Pr30204, P£36480 y
Pr110048, derivados de los 20 cpSSRs que se han determinado de gran utilidad en

coniferas (Anzidei et al. 1999). Los pardmetros de PCR para esta region fueron: (1)
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desnaturalizacidn inicial a 95° C por 5 min; (2) 80° C por 5 min; (3) 33 ciclos de: 1 min
de desnaturalizacion a 94° C, 45 s de alineacién a 55° C y 1 min de extension a 72° C; y

(4) extension final a 72° C por 8 min.

Regiones trnS-trnG-trnG. Se ensayaron dos pares de cebadores: #rnS-trnG2S y trnG-
frn(G2Q, y se aplicaron los siguientes parametros de PCR: (1) desnaturalizacién inicial a
80° C por 5 min; (2) 30 ciclos de; .1 min de desnaturalizacién a 95° C, 4 min de
alincacion y extension a 55° C en un mismo tiempo; y (3) extension final a 66° C por 10

min,

Regiones trnd-trnl-trnF, rpl2 y 23 regiones derivadas de la alineacion de Pinus
thunbergii y Pinus koraiensis. Se ensayaron los cebadores frul-trnF y truT-traL
(Taberlet ef al. 1991), rpl2F (Shaw er al. 2005), rpl2Rcup (disefiado a partir de la
secuencia de Cryptomeria japonica) y 23 pares, Pr12007F-Pr12581R, Pt12490F-
Pi13146R, Pi27180F-P27760R, Pi27776F-Pr28348R, Pr28456F-Pr28893R, Pi28867F-
Pr29341R, Pt39101F-Pr39714R, Pr49627F-Pt50161R, Pt50041F-Pt50539R, Pr51856F-
Pt52341R, Pt54663F-P155216R, Pt67682F-Pt68215R, Pr73236F-Pt73684R, Pi79135F-
Pt79939R, Pi82936F-Pt83475R, Pt95300F-Pi95767R, Pt95663F-Pr96059R, P196499F-
P19686TR, PrO6T94F-Pt97365R, P97759F-P198212R, Pt98232F-P98661R, P98647F-

PO9121R, Pr117159F-Pr117723R (disefiados por el Dr, David S. Gernandt).
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Estas regiones fueron amplificadas utilizando los pardmetros de: (1) desnaturalizacion
inicial a 94° C por 3 min; (2) 30 ciclos de: 1 min de desnaturalizacidén a 94° C, 50 s de
alineacion a 50° C y 1.2 min de extension a 72° C; y (3) extension final a 72° C por 5

min.

Region trnS-psbZ. El cebador psbZ fue disefiado a partir de la secuencia de Cryptomeria
Jjaponica y el cebador #nS se tomd de Shaw er al. (2005). Esta region se amplifico
utilizando los parametros de: (1) desnaturalizacion inicial a 80° C por 5 min; (2) 30
ciclos de: 30 s de desnaturalizacién a 94° C, 30 s de alineacién a 55° C y 5 min de

extension a 72° C; y (3) extension final a 72° C por 2 min.

Region ycf6. Este par de cebadores de la region ycfd fue disefiado a partir de la secuencia
de Cryptomeria japonica. Esta region se amplificé utilizando los pardmetros de: (1)
desnaturalizacién inicial a 80° C por 5 min; (2) 30 ciclos de: 1 min de desnaturalizacién
a 94° C, 1 min de alineacién a 50° C y 3.3 min de extension a 72° C; y (3) extension final
a 72° C por 5 min. Se corrieron 2 pl. de cada reaccién en un gel de agarosa al 0.9% para

visualizar si los marcadores servian para amplificar cada una de las muestras.

7.2.4. Purificacion
Unas vez amplificados los fragmentos deseados se purificd cada una de los productos
amplificados o molde de DNA con la finalidad de eliminar los reactivos sobrantes

(dNTPs, cebadores, magnesio y polimerasas) utilizando el kit Geneclean 1II de
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QQ.biogene, siguiendo el protocolo de purificacion de la casa comercial (Anexo 4,
Protocolo de purificacién) y diluidos en agua bidestilada. Posteriormente se evalud la
concentracién y calidad del producto amplificado a partir de un gel de agarosa con el
objeto de determinar la cantidad necesaria para llevar a cabo la reaccién de

secuenciacion.

7.2.5. Secuenciacion

La incorporacion de los dNTPs marcados se¢ realizé mediante una reaccion de
secuenciacion con cada uno de los cebadores por separado y llevados a un volumen final
de 10 pL, utilizando el kir BigDye terminator versién 3.1 de Applied Biosystems (Tabla
V). La reaccién se llevé a cabo en un termociclador GeneAmp PCR system 2400 de
Applied Biosystems utilizando el siguiente programa: (1) desnaturalizacion inicial a 94°
C por 3 min; (2) 45 ciclos de: 1 min de desnaturalizacidon a 94° C, 50 s de alineacion a

50° Cy 5 min de extension a 72° C; y (3) extension final a 72° C por 15 min.

Tabla V. Reactivos utilizados para la reaccion de secuenciacion (BigDye terminator kit de
Applied Biosystems).

Reactivo Volumen a

utilizar (u)
Molde de DNA 6
*2uM cebador 1
5X buffer SEQ 1
BigDve terminator, 3.1 2

* Se utiliza cada uno de los cebadores por separado.
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La purificacién de los productos se realizé por medio de una precipitacién con etanol
(Anexo 5, Protocolo de precipitacion con etanol/acetato de sodio) y se guardaron a 4° C
para su secuenciacion posterior. La lectura se llevd a cabo en un secuenciador
automatizado ABI Prism 310 de Applied Biosystems, utilizando un capilar corto de 47

cm a un tiempo de inyeccién de 35 s, con un tiempo de corrida de 45 min.

Las regiones fruS-trnG-trnG y frul-truF se mandaron a secuenciar a partir de la
purificaciéon del producto amplificado a Macrogen Inc., Corea, ya que se trataba de

fragmentos largos.

Busqueda de secuencias del GenBank. Se realizd una busqueda de secuencias de
Callitropsis para la region trnS-trnG disponibles en el GenBank por medio de BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool: Altschul er al. 1990). Las secuencias con una
identidad arriba del 98% a C. forbesii y C. guadalupensis coincidieron con otras dos
especies del género (depositadas por Little en el 2006). Estas secuencias corresponden a
las siguientes especies seguidas de su codigo de registro en GenBank: Callitropsis
benthamii (AY988412) y C. sargentii (AY988411); en este caso la secuencia que
utilizamos para incluirla en la ﬁlogénia fue la correspondiente a C. sargentii. Los
secuencias obtenidas (cebador “Forward” y cebador “Reverse”) fueron editadas y
alineadas manualmente por medio del programa BioEdit Sequence Alignment Editor

(Hall 1999).
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7.3. Anilisis genético
7.3.1. Variacion genética
La variacién genética se determiné tinicamente con la region #nS-rnG, utilizando dos

estimadores: diversidad haplotipica (%) y diversidad nucleotidica (z).

Diversidad haplotipica (h). Probabilidad de que dos haplotipos tomados al azar sean

diferentes.

H k 2
h"n_l(l—gpf ] O3

donde n es el nimero de copias de genes en la muestra, & es el nimero de haplotipos, y

pies la frecuencia del i-ésimo haplotipo en la muestra (Nei 1987).

Diversidad nucleotidica (x). Probabilidad de que dos nucleétidos con homologia de
posicion tomados al azar sean diferentes, de tal forma que esta medida equivale a la

diversidad genética a nivel de nucledtido.

k

T = Z Zpipjc?ij 2,

=1 j<l

donde 4 ; € un estimado del nimero de mutaciones ocurridas desde la divergencia entre

el i-ésimo y j-ésimo haplotipo, & es el nimero de haplotipos, p; es la frecuencia del

haplotipo 7, y finalmente, p; es la frecuencia del haplotipo j (Nei 1987).
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Se utilizé el programa DnaSP v.4.10 DNA sequence polymorphism (Rozas et al. 2003)

para calcular los estimadores deseados a partir de las secuencias de datos haploides de

cpDNA.

7.3.2. Relaciones filogenéticas

El analisis de la relacion filogenética entre los haplotipos de ¢pDNA de C.
guadalupensis 'y C. jforbesii fue reconstruida por maxima parsimonia y mdxima
verosimilitud utilizando el programa PAUP* v. 4.b10 para Windows (Swofford 2002).
Se construyeron dos matrices correspondientes a la alineacion total de las regiones #nS-
trnG y truL-frnF: la primera sin codificar los indels (inserciones/deleciones) y la
segunda codificando los indels de la regién del microsatélite utilizando caracteres multi-
estado (cero al ocho), segin el tamafio del microsatélite. Ambas matrices fueron
analizadas mediante una buisqueda heuristica con el método TBR (Tree Bisection
Reconnection) y adicién de taxones al azar de 10,000 réplicas, guardando un méximo de
un 4rbol para cada replicado con el nimero méaximo de drbeoles limitado a 10,000;
incluyendo cuatro especies mexicanas adicionales de Callitropsis, C. sargentii v un
grupo externo (Juniperus flaccida). Valores de bootstrap (remuestreo) fueron generados
mediante una bisqueda heuristica con adicién de taxones al azar de 10 réplicas y 10,000
réplicas de remuestreo. El anélisis de méxima verosimilitud se realizé utilizando el
modelo evolutivo K81uf (Kimura 1981), elegido bajo los criterios hLRT y AIC en el

programa MODELTEST (Posada y Crandall 1998). El analisis empleé una busqueda
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heuristica con intercambio de ramas por ¢l método TBR y 1000 réplicas de adicién

simple de taxones.

8. RESULTADOS

Obtuvimos amplificacion sélo en 11 de los 34 pares de cebadores probados en las cinco
muestras (dos individuos de C. guadalupensis, dos individuos de C. forbesii y un
individuo de Juniperus flaccida). Las regiones que amplificaron fueron: Pr28456F-
P128893R, Pr54663F-Pt55216R, Pt79135F-Pt79939R, Pt82936F-Pt83475R, Pr97759F-
P198212R, ycfb, trnS-psbZ, truT-trnl., trnl-truF, truS-trnG-trnG (Anexo 3). Cuatro de
estos once pares de cebadores (Pr54663F-Pr55216R, Pt82936F-Pt83475R, Pt97759F-
Pt98212.R y ¥¢f6) no dieron buenas lecturas de secuenciacion a pesar de que el producto
de PCR utilizado fue de buena calidad, tanto en concentracién como en limpieza
verificada en el gel. En los tres primeros (Pt54663F-Pr55216R, Pr82936F-Pt83475R,
Pr97759F-Pr98212R) se utilizd un control positivo (Pinus oaxacana), que fue el tnico

que proporciond una buena lectura.

Los siete pares de cebadores restanfes si aportaron lecturas, aunque cinco de estas
regiones (Pr28456F-Pr28893R, 384 pb; Pr79135F-Pr79939R, 713 pb; #rnS-psbZ, 327
pb; truT-trul, 394 pb; y el intron rrG, 790 pb), tuvieron secuencias idénticas para las
dos especies de Callifropsis y por lo tanto no se consideraron de utilidad para el estudio
genético. Finalmente, de las dos regiones restantes, frnS-frnG (848 pb) fue la mas

informativa en el analisis de la variacidn genética; por lo cual se amplificaron todas las
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muestras de C. guadalupensis y C. forbesii. La region trul-trnF (682 pb) no mostrd
suficiente variacidn como para secuenciar todas las muestras y por lo tanto solo se
utiliz6 para complementar junto con frnS-frnG la relacién filogenética entre los

haplotipos.

8.1. Variacion genética

El espaciador frnS-trnG2S (region truS-trnG, de 848 pb de longitud) fue el unico que
aportd informacién a nivel poblacional y entre especies. Utilizando esta regidn se
identificaron 21 haplotipos distintos de cpDNA a partir de las secuencias obtenidas de
las 54 muestras de C. guadalupensis y las 25 muestras de C. forbesii. Las diferencias
entre estos haplotipos incluyen un sitio con un microsatélite de dinucleétidos (TA) que
varia entre 6 y 15 repeticiones (posicién 381), cinco sitios con sustituciones (posiciones
113, 301, 333, 438 y 838) y un sitio con insercion/delecion (posicién 411). En la tabla
VI se muestra cada uno de los haplotipos ordenados considerando el tamafio del
microsatélite. Cuatro haplotipos (H05, H15, H16 y H19) de los 21 identificados son
compartidos por las dos especies de ciprés, C. guadalupensis y C. forbesii (Figura 8 y

Anexo 6a).

De los 21 haplotipos diferentes se amplificé una muestra que representara a cada uno de
estos haplotipos con la region fral-fruF. No se encontraron diferencias entre especies,
solamente dentro de la poblacién de C. guadalupensis. En esta poblacion las diferencias

encontradas estuvieron en el haplotipo (H20) que presenta una insercidén/delecién de 9
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nucleodtidos (posicion 513 a 521) y en el haplotipo (H17) que contiene una sustitucién
(posicion 446), este ultimo es exclusivo del parche norte de la poblaciéon (Tabla VI). De
tal manera que el uso Unicamente de la region frnS-trnG podria ser suficiente para el
analisis de la variacion genética en Callitropsis. Se realizé la concatenacion de las
regiones truS-trnG y trul-trut’ tal como lo realizado en el estudio de la filogeografia de

Juniperus przewalskii (Zhang et al. 2005).

8.1.1. Callitropsis guadalupensis

Trece haplotipos de los 17 encontrados en C. guadalupensis (76%) son Unicos para esta
especie. Dos de los cuatro haplotipos compartidos por C. guadalupensis y C. forbesii
estan entre los de mayor frecuencia (HO5: 8 individuos, H16: 6 individuos); en tanto que
los dos restantes pertenecen a la clase de menor frecuencia, un solo individuo (H15 y
H19) (Figura 8 y Anexo 6b). La poblacién muestra una diversidad haplotipica (#) de

0.655 £ 0.055 y una diversidad nucleotidica (z) de 0.00112 &+ 0,00015,

8.1.2. Callitropsis _forbesii

Cuatro de los ocho haplotipos presentes en C. forbesii son exclusivos de esta especie. El
haplotipo HOS, compartido con C. guadalupensis, es el haplotipo méas frecuente tanto a
nivel de individuos (14 de 25), como de poblaciones (100%). Entre los siete haplotipos
restantes, ninguno estuvo presente en mas de dos poblaciones, ni en mas de un individuo
por poblacién. El patron de la variacidn haplotipica entre poblaciones muestra relacién

con la localizacién latitudinal de éstas, de forma que el polimorfismo haplotipico se
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reduce de norte a sur, hasta llegar a la poblacién mas surefia, San Vicente, donde los
cinco ¢jemplares muestreados fueron monomoérficos (Figura 8 y Anexo 6¢). Se obtuvo
una diversidad haplotipica de 0.220 + 0.00991 y una diversidad nucleotidica de 0.00026

+ 0.00031.
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Tabla VL Sitios variables de la alineacion de la region trnS-trnG y truL-truF de cpDNA en 21 haplotipos de Callitropsis. Las secuencias
estdn numeradas en posicién 5'- 3’ de acuerdo a la concatenacién de las regiones. El haplotipo H16, en negrita, ademas de estar presente
en C. guadalupensis y C. forbesii, se encuentra en las otras cuatro especies mexicanas de Callitropsis; se incluyen los haplotipos
presentes en C. sargentii y Juniperus flaccida. Los guiones (-) indican la ausencia de alglin nucleétido, los asteriscos (**¥) representan la
secuencia de nucledtidos, TGTATAAAT. La dltima columna representa la frecuencia en que se encontraron los haplotipos tnicamente
para C. guadalupensis y C. forbesii.

irnS-trnG tranlL-truF

Haphft“"“’“ 105 113 301 333 381-410 411-414 442 510 746 842 ] 1275 1318 1385 - 1393 | Free.
HO1 C C C T TATATATATATATATATATATATATATATA  — — T ¢ T T | A C o 1
HO2 A TATATATATATATATATATATATATA e . . . . 1
HO03 A TATATATATATATATATATATATA = e i % : . . . . 2
Ho04 A TATATATATA - ATATATATATATA - ; 4 ; : = 3 5 1
HO05 A TATATATATATATATATATATA - - § ‘ 3 ; ‘ 3 S 22
Ho6 A . : TATATATATATATATATATATA - , . ; C : : . 3
H07 A A C TATATATATATATATATATATA i & = W ' : ) i
HO8 . A 3 C TATATATATATATATATATATA - == . . " ¢ : v . 2
H09 . . . . TATATATATATATATATATATA 5o 8 ; 2
H10 ? F 3 i TATATATATATATATATATATA - - C . § " i : . 3
Hil . A . . TATATATATATATATATATA s ¥ . & & . : . 2
HIi2 ; i ; i TATATATATATATATATATA - - ) s 2
HI13 . . . . TATATATAT-TATATATATA - - 1
Hi4 . . . . TATATATATATAT - TATATA - . . . . 1
Hi5 . A . . TATATATATATATATATA - : N : . 5 . v 3
H16 . . . . TATATATATATATATATA P T, . . . 8
HI7 . . . . TATATATATATATATATA & C . . . T 5
Hi8 . . . . TATATATATATATATATA TT .. 3
HI19 . A . . TATATATATATATATA 5% 1 L. . ) ) . 2
H20 ; : 5 e TATATATATATATATA - , . , . . . - 8
H21 . . . TATATATATATA e L. . 6

C. sargentii | T ; i . TATATATATATATA TTTT " j G G .

Juniperus " ‘ 3 ; mm mn mm mmam wm m= e mm == me == me me e - . ' G G '
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Figura 8. Distribucion de frecuencia de haplotipos de la region rnS-rrnG de cpDNA para
Callitropsis. Dentro de Baja California se muestran los ocho haplotipos distribuidos en las
cinco poblaciones de C. forbesii (ED, El Dieciséis; RE, Rancho El Escondido; S4, San
Antonio de las Minas; SV, San Vicente; VG, Valle de Guadalupe). Para Isla Guadalupe se
muestran los 17 haplotipos encontrados en la tinica poblacién de C. guadalupensis.
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8.2. Relaciones filogenéticas

8.2.1. Andlisis de mdaxima parsimonia

La matriz completa de la region trnS-trnG y trnL-trnF de Callitropsis tuvo una
longitud total de 1,567 pb, de los cuales 1,527 sitios fueron constantes, 35 variables
no informativos y 5 informativos. En la bﬁsqueda‘ heuristica se obtuvieron 8,007
drboles mds parsimoniosos, con una longitud de 40 pasos, un indice de consistencia
(CI) de 1.0, un indice de consistencia excluyendo caracteres no informativos (Cley)
de 1.0 y un indice de retencién (RI) de 1.0. En un segundo andlisis, en el cual se
codificaron los indels de la regién del microsatélite, se obtuvieron un total de 1,568
caracteres, de los cuales 6 fueron informativos. En la bisqueda heuristica se encontré
9,972 érboles més parsimoniosos, con una longitud de 53 pasos, un CI = 0,92, Cl =

0.78 y un RI= 0.81 (tabla VII; Figura 9 y 10).

Tabla VIL Parametros del andlisis de méxima parsimonia de las regiones #nS-trnG y trnl.-
trnE del DNA del cloroplasto en Callitropsis.

Pardametro trnS-trnG y trnl~truF | truS-trnG y trnL-tra¥
(indels codificados)
Longitud de alineacién 1,567 1,567
Rango de longitud de las secuencias 1,527-1,550 1,527-1,550
Caracteres {Total) 1,567 1,568
Caracteres variables (no informativos) 35 35
Caracteres informativos 5 6
Contenido de C+G (%) 0.31 0.31
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Figura 9. Arbol de consenso estricto sin codificar indels. Simbologia: poblaciones de C. forbesii, ED - El Dieciséis, RE - Rancho El Escondido,
SA - San Antonio de las Minas, SV - San Vicente, VG - Valle de Guadalupe; poblacion de Callitropsis guadalupensis, IG, Tsla Guadalupe; C.
stephensonii, SJ— Sierra Juarez; C. montana, SPM — San Pedro Martir; C. benthamii, CH — Parque Nacional El Chico; C. lusitanica, HU
— Huasca.
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Figura 10. Arbol de consenso estricto con indels codificados en la region del microsatélite. Simbologia: poblaciones de C. forbesii, ED - El
Dieciséis, RE - Rancho El Escondido, S4 - San Antonio de las Minas, SV - San Vicente, VG - Valle de Guadalupe; poblacion de
Callitropsis guadalupensis, IG, Isla Guadalupe; C. stephensonii, SJ — Sierra Juérez; C. montana, SPM — San Pedro Martir; C. benthamii, CH

— Parque Nacional El Chico; C. lusitanica, HU — Huasca.

43



El arbol de consenso estricto resultante del segundo anélisis en que se codificaron los
indels fue menos resuelto, ya que al codificar cada haplotipo segiin su longitud se
introdujo homoplasia a la matriz. En este caso, para fragmentos similares los

caracteres clave serian los sitios de sustitucién y no la longitud de los microsatélites.

Por otra parte, se ha considerado que la lectura de un gel de agarosa o poliacrilamida
también es susceptible a homoplasia, ya que sélo es sensible al tamafio del fragmento
amplificado y no a la sustitucién de nucle6tidos; en este caso, considerando sélo el
tamafio de las secuencias se podria estar subestimando ¢l niimero de haplotipos. Uno
de los ejemplos en este caso podria ser el tamafio (en pb) de los haplotipos HOS5 y
H06, donde el tamafio es ¢l mismo pero la diferencia en la lectura a partir de la

secuenciacién se encuentra en la posicidn 842 con una sustitucion (Tabla VI).

8.2.2. Andlisis de maxima verosimilitud

La biisqueda heuristica encontrd 74 patrones distintos de los datos bajo el modelo
evolutivo K81uf, encontrando el arbol mas verosimil a partic 100 réplicas (Tabla
VIII). En este caso, el arbol de méxima verosimilitud (ML, maximum likelihood) muestra

un arbol mas resuelto que el de méxima parsimonia.

Tabla VIIL Pardmetros estadisticos del andlisis de maxima verosimilitud de la alineacion
total de las regiones de cpDNA (trnS-trnG y trul-trnF) en Callitropsis.

Niimero de -La de Frecuencia de | Sustitucion de
Modelo . o ‘s ‘e
taxones verosimilitud nucledtidos nucledtidos
A=0.336
C=10.152
23 K81uf 2318.708 G=0.163 6
T=0.349
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Figura 11. El édrbol mas verosimil inferido por méxima verosimilitud. Andlisis con los 21 haplotipos encontrados en Callitropsis
benthamii, C. forbesii, C. guadalupensis, C. lusitanica, C. montana y C. stephensonii, utilizando come grupo de comparacién a C.
sargentii y Juniperus flaccida. La barra de escala indica una base de sustitucion por cada 100 nucledtidos. Simbologia: poblaciones de C.
Jorbesii, ED - Bl Dieciséis, RE - Rancho El Escondido, S4 - San Antonio de las Minas, S¥ - San Vicente, ¥G - Valle de Guadalupe;
poblacion de Callitropsis guadalupensis, 1G, Isla Guadalupe; C. sfephensonii, SJ — Sierra Juarez; C. montana, SPM ~ San Pedro Martir; C.
benthamii, CH — Parque Nacional El Chico; C. lusitanica, HU - Huasca. Los nimeros arriba de Ias ramas indican los valores de bootstrap.
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9, DISCUSION

Encontramos sélo dos regiones con sitios informativos. La region ##nS-rnG fue la
finica, entre un total de 34 exploradas, que aporté informacion significativa para
hacer inferencias a nivel intracspecifico. Una segunda region, srul-trnF, mostré
escasa variacidén a nivel intraespecifico, y solo para dos individuos de Callitropsis
guadalupensis, correspondientes al haplotipo 20 (H20) y haplotipo 17 (H17). La
escasa variacién encontrada en la regién #rnL-trnF podria deberse a que esta tiende a
ser menos variable que la regién #ruS-frnG; segln lo reportado en Gaskin y Schaal

{(2003) fue cinco veces menos variable que para el género Tamarix.

9.1. Diversidad genética

9.1.1. Alta diversidad genética relativa de C. guadalupensis vs. C. forbesii

La variacién genética haplotipica encontrada en C. guadalupensis (17 haplotipos, s =
0.655), fue relativamente alta, comparada con la encontrada en C. forbesii (8
haplotipos, h# = 0.220). El valor de variaciéon genética encontrado en C.
guadalupensis se asemeja a lo encontrado en Cunninghamia konishii (17 haplotipos,
h = 0.463; Hwang ef al. 2003), especie endémica de Taiwédn de a la familia

Cupressaceae,

Para el caso de la diversidad nucleotidica, nuevamente C. guadalupensis proporciond
un valor relativamente alto (r = 0.00112), comparado con el intervalo de valores
entre 0.00050 y 0.00200, encontrado para otras especies (Cheng er al. 2005), y
superior al encontrado para C. forbesii (m = 0.00026), que es mas bajo incluso que el

l{mite inferior (0.00050) del intervalo de valores anteriormente citado. El valor de C.
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guadalupensis se asemeja a los encontrados para Fagopyrum leptopodum y F. statice
pertenecientes a la familia Polygonaceae (r = 0.00195 y = = 0.00144
respectivamente; Ohsako y Ohnishi 2001), y Cunninghamia konishii y C. lanceolata
de la familia Cupressaceae (z = 0.00176 y = = 0.00190, respectivamente; Hwang ef

al. 2003).

Los valores encontrados en C. forbesii estin més relacionados a otras especies
arboreas con amplia distribucién en Taiwédn y el Este de Asia, Cyclobalanopsis
glauca (0.00065, Huang et al. 2002), Trochodendron aralioides (x = 0.00052, Huang
et al. 2004), Castanopsis carlesii (xr = 0.00095, Cheng et al. 2005); dentro de estas
especies, las poblaciones con valores altos de diversidad genética se encuentran en

Taiwén, considerado como refugio pleistocénico.

9.1.2. Alta diversidad en especies raras

En principio, esperariamos encontrar valores mas altos de diversidad genética en C.
Jorbesii, por ser una especie con mayor nimero de poblaciones y estar més
ampliamente distribuida (Hamrick y Godt 1989, 1996, Rehfeldt 1997). Una posible
explicacion de esta aparente paradoja, puede estar relacionada con ¢l patrén
observado en poblaciones naturales de especies endémicas, raras o con distribucion
restringida, que pueden mantener altos niveles de variacién genética (Soltis y Soltis
1991, Cosner y Crawford 1994, Richter ef al. 1994, Lewis y Crawford 1995, Ge et
al, 1997, 1999). Cosner y Crawford (1994) encontraron que especies raras y/o
endémicas del género Coreopsis mantenian valores mas altos de diversidad genética

que Coreopsis rosea, la especie més abundante y ampliamente distribuida; esto
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debido a que C. rosea posiblemente suftié un evento de cuello de botella seguido de
una expansion en su distribucién. Se ha constatado que especies que se desarrollan
en ambientes estresantes y experimentan muy altas tasas de mortalidad de semillas y
plantulas son capaces de retener una alta heterocigosis a pesar de que sus poblaciones
sean muy reducidas (Lesica y Allendorf 1992), sin embargo no disponemos de datos
para considerar que este posible escenario sea muy diferente entre ambas especies, C.

guadalupensis y C. forbesii.

La prediccion de reducida variedad genética en especies raras, se basa en la tacita
suposicion de que las especies raras tienen distribucién limitadas y tamafios
pequefios poblacionales, algo que no siempre ocurre (Karron 1987, Young y Brown
1996). Ellstrand y Elam (1993) defienden que especies raras con grandes poblaciones
locales deberfan mostrar altos niveles de variacién genética. En nuestro caso, la
poblacion de C. guadalupensis, aunque Unica, es actualmente de tamafio poblacional
grande (aprox. 15,000 individuos adultos; Garcillan e al. 2008), y su tamafio hace
150 afios, previo a la introduccidn de cabras, se estima que fue aproximadamente
cinco veces el tamafio actual (Oberbauer 2005). Aunque no existe una estimacion
rigurosa del tamafio de las poblaciones de Baja California, comparativamente, los
tamafios de las poblaciones de C. forbesii parecen ser mayores al de la unica

poblacion existente de C. guadalupensis.
Los valores de diversidad haplotipica () y nucleotidica (x) nos proporcionan

informacion referente a la demografia historica de las poblaciones. Los elevados

valores de diversidad haplotipica y nucleotidica encontrados en C. guadalupensis
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sugieren que a pesar del aislamiento geografico la demografia histérica de la
poblacion es relativamente estable (Avise, 2000); quizds pudo haber jugado el papel
como refugio pleistocénico y dado a que las condiciones ecoldgicas son éptimas para
el establecimiento y desarrollo de la especie se ha mantenido esa alta diversidad. Es
de esperarse que con el intenso reclutamiento que esta teniendo lugar en el bosque de
cipreses después de la erradicacion de las cabras en Isla Guadalupe (Garcillan ef al.
2008), esa diversidad genética puede mantenerse y el tamafio poblacional se

incremente.

Se ha postulado que en aquellos casos en que la variacidn genética y el tamafio de la
poblacién no estuvieron relacionados, factores histéricos pueden haber sido més
importantes que el actual tamafio de la poblacién en la determinacién de los patrones
de diversidad genética {Avise, 2000), es decir que las poblaciones pueden no estar en
equilibrio evolutivo (Ellstrand y Elam 1993). Los bajos valores de / y 7 encontrados
en C. forbesii, nos estaria sugiriendo que las poblaciones de esta especie habrian
pasado a través de un prolongado .cuello de botella demografico en los ultimos
tiempos o por un efecto fundador (Grant y Bowen 1998, Avise, 2000). Esta primera
hipétesis de la ocurrencia de un cuello de botella se corresponderfa con la reciente
historia de la especie, cuya amplia distribucion durante los periodos glaciales se ha
reducido intensamente después del Pleistoceno, al aumentar la aridez del clima,
quedando reducida a un conjunto de poblaciones relictas y en gran medida aisladas
entre si (Spenger 1985, Dunn 1987), en un escenario semejante a Calocedrus

macrolepis (Wang ef al. 2004).
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La segunda hipdtesis de un efecto fundador podria ajustarse al resultado observado
de que la poblacién més surefia muestreada, (SV), que aparece como la de més
reducida variacién, fuera resultado de un evento de colonizacioén durante el periodo
climatico mdas favorable del Pleistoceno, cuya expansién poblacional quedd
“congelada”. O podria ser un efecto combinado de ambas hipétesis. Probablemente

anélisis genéticos poblacionales més detallados podrian aportar luz sobre ello.

Una causa complementaria de la historia climatica reciente, podrfa ser el efecto del
incremento de la frecuencia de fuegos sobre las poblaciones ya previamente
reducidas. Aunque C. forbesii es una especie adaptada al fuego, que necesita para la
liberacion de semillas y reclutamiento (Vogl ef al. 1977, Dunn 1987, Zedler 1981), el
aumento de la frecuencia de fuegos por debajo de 30-40 afios al que se encuentra
adaptada, parece estar reduciendo el tamaflo de algunas poblaciones en el sur de
California (Dunn 1987, de Gouvenain y Ansary 2006). Aunque en Baja California el
régimen de fuegos parece mantener patrones de frecuencia que son més proximos a
los naturales (Minnich y Chou 1997), no se podria descartar la existencia de eventos
puntuales que hayan podido producir extinciones a pequefia escala y posteriores

recolonizaciones de C. forbesii.

9.1.3. Patrén latitudinal en C. forbesii

La distribuciéon de haplotipos enconfrada en las cinco poblaciones estudiadas de C.
Jorbesii estd asociada a su localizacién geografica latitudinal; de tal forma que en las
poblaciones més nortefias (ED y RE) muestran mayor variacién de haplotipos. En

concreto, en la poblacion de El Dieciséis (ED), cada una de las cinco muestras
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corresponde a un haplotipo diferente, en tanto que en la poblacién mas meridional
(SV), las cinco muestras presentaron el mismo haplotipo, es decir, esta poblacién es

monomorfica para la region truS-trnG de cpDNA (Figura 8).

Este patrén de menor diversidad genética en las poblaciones més surefias pudiera ser
debido a que el pericdo de aislamiento de las poblaciones ha sido mayor en el sur.
Esta distinta temporalidad en el aislamiento de las poblaciones pudo ser resultado del
proceso de reduccion del rango de la especie al cambiar las condiciones climaticas,
en ¢l sentido de reducir sus limites latitudinales. Como resultado de ello las
poblaciones més al sur habrian de ser las primeras en quedar separadas. Esto también
podria simplificarse a que las poblaciones del norte genéticamente mas variables son
ancestrales y que las poblaciones del sur pasaron a través de un ligero cuello de
botella (Cosner y Crawford 1994). Por otra parte no podria descartarse la posibilidad
de un evento fundador en la poblacion del exiremo sur (SV) de nuestro muestreo,
aunque habria que considerar que alin existen dos poblaciones mas alejadas de las
poblaciones centrales. Se ha observado que la diversidad genética frecuentemente es
mads baja en poblaciones que s¢ encuentran en la periferia o limites de distribucién en
comparacion con las poblaciones centrales, causada por tamafios efectivos
poblacionales pequefios, un mayor aislamiento geografico y una alta presién sobre ¢l
medo ambiente de los margenes de distribucién en relacion con las poblaciones
centrales geograficamente (Lammi et al. 1999, Arnaud-Haond 2006, Eckert ef al.

2008, Rasmussen y Kollmann 2008),
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9.1.4. Haplotipos compartidos

De los 21 haplotipos encontrados para Callitropsis, el 19% (haplotipos: HS, H135,
H16 y H19) es compartido entre C. guadalupensis y C. forbesii. Este resultado
podria explicarse por tres hipotesiss 1) flujo génico, 2) homoplasia, y 3)
polimorfismo ancestral. Las posibilidades de que haya ocurrido flujo génico son muy
reducidas debido a la distancia geografica entre las poblaciones de las dos especies
(Isla Guadalupe se encuentra a mas de 300 km de la poblacion de C. forbesii méas

proxima) y a la existencia de la barrera geogréfica del océano.

La hipdtesis de la homoplasia explicaria la proporcién de haplotipos comunes debida
a una serie de cambios paralelos e independientes en las dos especies que originan
los mismos haplotipos mas de una vez. Es decir, durante la diversificacion ocurrieron
procesos de mutacién que originaron haplotipos similares en una de estas especies de
manera independiente heredada de una linea no relacionada. Esta hipdtesis podria
descartarse considerando que la tasa de sustitucién nucleotidica para este marcador

¢s notoriamente baja.

La hipétesis de existencia de retenciébn de polimorfismo ancestral parece mas
factible, debido a que comparten el 19% de los haplotipos, que corresponderia a la
fraccion de variacion genética de la tedrica especie ancestral que conservan adn estas
dos especies. En este escenario, HS serfa un haplotipo ancestral para ambas especies,
pues aparece en alta frecuencia en todas las poblaciones: C. guadalupensis (15%) y

C. forbesii (56%; RE: 20%, ED: 40%, VG: 80%, SA: 40% y SV: 100%).
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9.2. Relaciones filogenéticas

La relacion filogenética resultante de la concatenacion de las regiones t#nS-trnG y
truL-trnF no obtiene una asociacion de clados por especie (C. benthamii, C. forbesii,
C. guadalupensis, C. lusitanica, C. montana 'y C. stephensonii), o sitio de colecta en
el caso de C. forbesii, debido a que todos los haplotipos se encuentran mezclados
formando una grupo parafilético para ambos anélisis, maxima parsimonia y méxima

verosimilitud.

Para el caso de la codificacion de las matrices obtenidas a partir de las secuencias, se
observo que al codificar indels existia un indice de homoplasia mayor (HI = 0.0755)
que al no realizar la codificacion (HI = 0.0000), siendo HI el valor de homoplasia de
los caracteres conjuntos sobre el drbol completo (HI = 1 — nimero de pasos minimos
/ nimero de pasos observados sobre el arbol). El Indice de Consistencia (CI) mide
los valores de homoplasia, siendo CI = 1 cuando hay ausencia de homoplasia; por lo
tanto la calidad del arbol va a ser menor conforme los valores de CI disminuyan; en
este estudio el arbol de parsimonia en el que se obtuvo una mayor confiabilidad es el
arbol en el que no se codificaron los indels debido a que hay ausencia de homoplasia.
Para realizar el analisis de méxima verosimilitud sélo se obtuvo un arbol a partir de
la matriz del 4rbol méas confiable, el andlisis obtenido estd maés resuelto que el de

parsimonia y ademads se pueden apreciar [as distancias genéticas entre los haplotipos.
Si los analisis. de mdxima parsimonia y méxima versimilitud no resuelven claramente

esta relacién filogenética en grupos monofiléticos para el caso especifico de las dos

especies comparadas en este anélisis, en la que tenemos 13 haplotipos tnicos para C,
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guadalupensis, cuatro haplotipos para C. forbesii y cuatro haplotipos compartidos en
ambas especies, partiendo de dos especies distintas, puede sugerirse que aliin no
habria transcurrido tiempo suficiente para que ambas especies hayan alcanzado la

monofilia reciproca.

La incorporacidn de las otras cuatro especies mexicanas de Callitropsis (C. montana,
C. stephensonii, C. lindley y C. benthamii) a este anélisis se realizd para comparar la
relacion filogenética entre C. guadalupensis y C. forbesii con sus respectivas
relaciones con el resto de las especies mexicanas consideradas en el andlisis. Las
secuencias de las cuatro especies adicionales corresponden al haplotipo 16 (H16),
este haplotipo también se encontré en seis individuos de C. guadalupensis y dos
individuos de C. forbesii, en todos los arboles filogenéticos (Figura 9-11) este
haplotipo aparece como uno de los ancestrales, lo cual sugerirfa que el H16 es un
haplotipo ancestral en las especies mexicanas. Por lo tanto la diversificacion del

género Callitropsis en las especies mexicanas podria ser reciente.

La ubicacién de C. sargentii aparentemente como grupo externo se debe a que la
lectura de secuenciacion de esta especie corresponde a un haplotipo Gnico en el que
s¢ puede observar algunos cambios adicionales a los encontrados en €
guadalupensis 'y C. forbesii, que corresponde a cuatro sitios de sustitucién
(posiciones 105, 510, 746, 1273), un sitio de insercidn/delecion (posicion 1383) y el
tamafio del microsatélite de siete repeticiones del dinucledtido TA que no fue
encontrado en ninguna de las otras especies. En la filogenia de Little (2006), C.

sargentii es una de las especies que se encuentra distanciada de las especies
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mexicanas, lo que podria explicar su ubicacién en los arboles obtenidos en este

estudio.

10. CONCLUSIONES

L)

La regién t#nS-trnG de cpDNA es una herramienta de utilidad para el estudio
de la variacion genética en Callitropsis.

Los valores de diversidad genética para C.  guadalupensis fueron
relativamente altos tanto para los estimadores de diversidad haplotipica (4 =
0.655) y nucleotidica (# = 0.00112), comparado con los valores obtenidos
para C. forbesii fueron bajos (4= 0.220) y (= = 0.00026).

La diversidad genética de C. guadalupensis es relativamente alta (para, 4y 7)
a pesar de su reducida poblacion.

El H5 es ¢l haplotipo que se encontr6 con una alta frecuencia, para C.
guadalupensis (15%) y C. forbesii (56%), especificamente para C. forbesii lo
encontramos en las cinco poblaciones muestreadas.

La variacién haplotipica encontrada para C. forbesii se encuentra relacionada
con el rango latitudinal, la diversidad observada aumenta con la latitud de la
poblacién.

C. guadalupensis y C. forbesii comparten el 19% de los haplotipos de
c¢pDNA incluyendo los haplotipos de alta frecuencia (H05 y Hi6) lo que
muestra que para este marcador no hay monofilia reciproca. Esto podrfa estar

asociado a un polimorfismo ancestral.
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e EI H16 es el haplotipo que se encontrd en las seis especies mexicanas del
Callitropsis incluidas en el estudio.

¢ La relacion filogenética encontrada para los haplotipos de C. guadalupensis y
C. forbesii no estd claramente resuelta con los analisis de méxima parsimonia
y méxima verosimilitud. Incluir una mayor cantiad de secuencias del genoma
de cpDNA seria de utilidad para mejorar la resolucién filogenética entre los

haplotipos.
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Anexo 1

Protocolo para aislamiento de DNA total de plantas (DNeasy Plant Mini Kit de
Qiagen).

1.

10.

11.

12.

13.

Pulverizar suavemente 100 mg de hojas en un mortero con nitrégeno liquido.
Depositar la muestra pulverizada en un tubo eppendorf de 1.5 mL y continuar
de inmediato con el paso 2.

Agregar 400 pL de buffer API a un méximo de 100 a 200 mg de muestra y
dar vortex vigorosamente.

Incubar la muestra por 10 min a 65° C. Mezclar el tubo por inversion de 2-3
veces durante la incubacion.

Agregar 130 pL de buffer AP2 a la lisis, mezclar e incubar durante 5 min en
hielo. Centrifugar a 14,000 rpm por 5 min.

Depositar el lisado en una columna QIAshredder Mini Spin, colocar en un
tubo colector de 2 mL y centrifugar por 2 min a 14 000 rpm.

Transladar el sobrenadante a un tubo nuevo sin mover el pellet.
Agregar 1.5 volimenes de buffer AP3/E y mezclar por pipeteo.

Transladar 650 pL de la mezcla a la columna DNeasy Mini Spin colocada en
un tubo colector de 2 mL. Centrifugar por 1 min a 8,150 rpm y deseche el
sobrenadante.

Repetir el paso 8 con la muestra restante. Deseche el sobrenadante v ¢l tubo
colector.

Colocar la columna DNeasy Mini Spin en un tubo colector nuevo de 2 mlL,
agregar 500 pL de buffer AW y centrifugar por 1 min a 8,150 rpm. Eliminar
el sobrenadante y reutilizar el tubo colector en el paso 11.

Agregar 500 pL buffer AW a la columna DNeasy Mini Spin y centrifugar por
2 min a 12,500 rpm para secar la membrana.

Transladar la columna DNeasy Mini Spin a un tubo eppendorf de 1.5 mL y
agregar directamente sobre la membrana 100 pl. de buffer AE precalentado
(65° C). Incubar por 20 min a temperatura ambiente y centrifugar por 1 min a
8,150 rpm para elusion.

Repetir elusién (paso 12) como se describe.
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Anexo 2

Protocolo de gel de agarosa al 0.9%.

L.

Agregar 0.9 g de agarosa por cada 100 mL de amortiguador TAE / X (40 mM
de tris, 20 mM 4cido acético, 1.0 mM EDTA, pH 8) en un matraz.

Fundir la agarosa mediante calor y dejar enfriar por unos minutos (~6° C) ¢
inmediatamente afiadir bromuro de etidio 10 mg/mL.

Verter- la solucién de agarosa en el molde para hacer ¢l gel, inmediatamente
se coloca el peine para dejar los espacios donde se depositaran las muestras y
se deja en reposo para su polimerizacién,

Posteriormente se transfiere el molde con el gel a la celda de electroforesis
que contendra amortiguador TAE 1 X,

Correr las muestras a 7.5 V/em durante 15 min.

Para visualizar las muestras se observa el gel bajo luz UV (312 nm) en un
trans-iluminador.

70




Anexo 3

Cebadores utilizades para amplificar las regiones de cloroplasto en Callitropsis.

Posicion en

Nombure Uhicacidn Secuencia (5'-3") P. thunbergii Referencia
“mSenshy (S, psbZ. GAG AGA GAG GGA TTC GAA CC 7894 Shaw ef al. 2005
P > BF CGA TTG GAA CGC AAT AGT CA . Presente trabajo
AGA TAG GGA TTC GAA CCCTCG GT 7919
* - o
tmS-trmG2S tnS, rnG TTT TAC CAC TAA ACT ATA CCC GC 8845 Shaw et al. 2005
. GCG GGT ATA GTT TAG TGG TAA AA 8867
* _ " -
trnG-trG2G intron &G GTA GCG GGA ATC GAA CCC GCA TC 9629 Shaw et al. 2005
GCT GAT CGATAGCTCCTTTACA 12007 g
Shaw aipF group 11 ATT CTT TCC ACC GOT GIG TC 12581 Gernandt inédito
Mirov atpF group Il & atpF partial —lgr%%%%%?% gﬁg ’I(}I}_? ((:;?/(\j TT? }ﬁgg Gernandt inédiro
CCC GTA TCC AGA TAT ACT TCC A 26081 .
Pt26081 rpoB TGG TTT GAT TCA TTC GTT CAT 26172 Vendramin et al. 1996
GGA ATA GAA AGA GTC CCTGTTTT 27180 s
Perry orf88, 44a, 58, 73a GTG CAA GCA GTG GAA GCA AT 27760 Gernandt inédito
. TCA ATT GCT TCC ACT GCT TG 27776 e
Loudon psbM, 01f87 TGT CAG GAT CTG GAC GGA CT 28348 Gernandt inédito
. CAG GGC GGT ACT CTA ACC AA 28456 N
* " P ]
Martinez 1D, trnY, irmlE TCT CTT TCA AGG AGG CAA CG 28893 Gernandt inédita
. ] ACC TAA CGA ATG GAT CAT GG 28867 o
Price irnE, orf126 TTT GTC CAA CCA ACC CAT TT 29341 Gernandt inédito
TCA TAG CGG AAGATC CTC TTT 30204 .
P130204 clpP CGG ATT GAT CCT AAC CAT ACC 30328 Vendramin et al. 1996
TTT TGG CTT ACA AAA TAA AAG AGG 36480 .
Pi36480 psbl-petA spacer AAA TTC CTA AAG AAG GAA GAG CA 36604 Vendramin ef af. 1996
Strauss orf56a, 49a TCTATT GCG TAA TIG TTT GAT €C 39101 Gernandt inédito
? GGG GTGTCT TTATCC TCG AC 39714
Krupkin orf57a, rps123IR2, trafl, rps12DR2 ?gi gé?](‘;f(fj& égf g gf:é: AAE gg?ﬂ Gernandt inédito
Liston  rps12IR2, s, rps12DR2, T, orf54a, rps12DR3 GigTCEiATﬁTC%%C AGT'ECG%IE A oo Gernandt inédito
ATC CCT CTCTCT CCGTTC GT 51856 L
. Styles rpsl2IR1, orf57b, psbB TAG ACC CGG ATC ATC TCG AA 52341 Gernandt inédito
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*Douglas
rpl2
Little
*tabC-tabF
*abA-tabB
Critchfteld
*rnS-trnG
*Lindley
Lanner
Lambert
Engelmann
James
*Hartweg
Roezl
Don
Pt110048

Balfour

*yefo

peiB partial, grouplH intron, orf32

traF, frnl
tral., traF
truT, tral.
psal
tru8, trnG
orfd2d, 77, 42e,
chiN, yefl
vt
yefl
yefl
yefl
yefl
yefl
rps12 intron

orf2054

GGA TGG GAT TCC GGT TAGTT
TCA ATC CAAACCTCA GATTTIC A
GAT TTGATG GTC AAA GGC AGA
CAGTTT GGG AAG GGA TTT TTA
ATTTTG ATC GGG GTG TCT CC
ACC GTG AGG GTT CAAGTCC
ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG
CGA AAT CGGTAG ACGCTA CG
TCT ACCGATTTC GCCATA TC
CAT TAC AAA TGC GAT GCT CT
TTG GGA AAT CGT TTT CAT TATT
CTG GAG CGA CTA TGA TAC GG
GAT CGA ACCCGCATCTICT
GGG ATT CGA ACCCTC GATA
TCG TCT TGA ACCTTC TGC AA
TCT GGT ATT GAA ATT TGA TGG AGA
AGA TAA CTT GGA TCG GAC CAC
GCT GCATAG ATG GGC GAATA
TTG CCTTTT GGT CCCICT AA
TAG AAT ATG ACC GCC CAA CC
GGA CCGAAGTCT CTC AAT ATT TTT
AAA TCC GAA AGA TTC GAA ATG
GGG GAT TCT TTT ACT GAA ATG TAT GA
CGC CAA ACACTC GAA AAGG
GAC GGA AAA TTA TGA TAT GGA AGA
CAA GGCTTC AAA CGA AAA GG
CTT TTC GTT TGA AGC CTT GG
CCT TCG ATC CGG TAT GAA TC
GCT CTC CTA TAA CTG GAA TGT CTC
TGT GGT TTT TCG TGA TCC AA
TAA GGG GAC TAG AGC AGG CTA
TTC GAT ATT GAA CCT TGG ACA
TGC CGG TCA ATT GTA TCT TTC
TGA ATA GGA TAG TTG ATC TAT GGA AG
ATG GAT ATA GTA AGT CTY GCT TGG GC
TCT CTG GAA AAA GGA ACT TTA TGC

54663
55216

64276
67682
68215
67757
68720
68746
69195
73236
73684
T35
79939
82936
83475
95300
95767
95663
96059
96459
96867
96794
97365
97759
98212
98232
98661
98647
99121
110048
110115
117159
117723

Gernandt inédito
Presente trabajo
Gernandt inédito
Taberlet et al. 1991
Taberlet ef al. 1991
Gernandt inédito
Gernandt inédito
Gernandt inddito
Gernandt inédito
Gernandt inédito
Gernandt inédito
Gernandt inédito
Gernandt inédito
Gernandt inédito
Gernandt inédito
Vendramin ef o/, 1996

Gernandt inédito

Shaw et al. 2005
Presente frabajo

* Cebadores que amplificaron para el género Caflitropsis,
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Anexo 4

Protocolo de puarificacion de DNA a partir de una solucidn (geneclean U kit de
Q.biogene).

1. Cambiar de tubos de 0.2 ml. a 0.6 mL.

2. Agregar 195 uL de Nal y 2 uL de grassmilk.

3. Mezclar en vortex cada 3 min durante 15 min.

4. Centrifugar 3 min a 12,000 rpm.

5. Eliminar el sobrenadante.

6. Agregar a cada tubo 250 pL de New Wash.

7. Mezclar en vortex y centrifugar 1 min a 12,500 rpm.

8. Descartar el sobrenadante y se repite el paso de New Wash (3 veces).
9. Secar durante 20 min en el Speed Vac.

10. Agregar 31 pL de agua inyectable.

11. Mezclar con vortex. Dejar reposar durante 20 min y centrifugar 1 min a
12,500 rpm.

12. El sobrenadante se pasa a un tubo nuevo de 0.2 mL, se etiqueta y se almacena
a20°C.

73




Anexo 5

Protocolo de precipitacion con etanol/acetato de sodio.

[

Por cada 10 pL de reaccién de secuenciacion, agregar 1 pl. de acetato de
sodio al 3 M (3 M NaOAc) pH 4.6 y 25 uL etanol al 95%.

Dar vortex y dejar reposar durante 25 min a temperatura ambiente.
Centrifugar a 12,000 rpm 20 min.

Remover el sobrenadante con una pipeta.

Agregar 150 plL. de etanol al 70%. Mezclar con vortex.

Centrifugar a 12,000 rpm 5 min. Remover ¢l sobrenadante con una pipeta.
Secar en el Speed Vac durante 20 min.

Agregar 20 pL de Mega Bace o Formamida segin sea el kit de secuenciacion
a utilizar. Dejar reposar 20 min.

Cambiar los tubos por tubos de secuenciacion.,
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Anexo 6

Gridficos de la presencia de haplotipos mostrados en orden descendente segiin ln
Jrecuencia con la que se encontré para Callitropsis. (a) Frecuencia de los
haplotipo para cada una de las especies dada en porcentaje; (b) frecuencia de
haplotipos encontrados en C. guadalupensis; (c) frecuencia de haplotipos
enconirada en las cinco poblaciones de C. forbesii,
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