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Abreviaturas y siglas

¢ AMOVA: Analisis Molecular de Varianza. Modelo estadistico o0 método para
estimar la diferenciacion genética de poblaciones a partir de datos moleculares.

e D Tajima: Prueba estadistica creada y nombrada en honor al investigador
Fumio Tajima. Esta consiste en distinguir entre una secuencia de ADN que
evoluciona aleatoriamente (‘neutral’) contra una que evoluciona bajo un proceso
no aleatorio, incluyendo seleccion equilibrada, expansion o contraccion
demografica.

e F de Fu: Estimador estadistico que de manera similar a la D de Tajima prueba
hipbtesis de cambios demograficos en una poblacién, se basan en la variacion
alélica.

e FVTM: Faja Volcanica Transversal Mexicana

e Haplotipo: Se refiere a la mitad del genotipo. Una combinacion alélica que
tiende a ser heredada.

¢ IB: Inferencia Bayesiana. Inferencia estadistica que se basa en el Teorema de
Bayes, las evidencias u observaciones sirven para inferir la probabilida de que
una hipotesis sea cierta.

e ITS: Espaciador transcrito interno (Internal Transcribed Spacer), fragmento de
ADN situado entre el ADN que codifica para el ARN ribosomal, para la
subunidad pequeiia y grande.

e Marcador molecular: Fragmento 0 secuencia de ADN de nucleo, cloroplasto o
mitocondria utilizado para-generar datos. Segun su ubicacién en el genoma
estos pueden heredarse ovincularse a ciertos genes.

e matK: Gen de la maturasa K, del genoma de cloroplasto.

¢ Reloj molecular: Basado en la idea de que las secuencias de evolucionan a
ritmos constantes, la disimilitud de dos secuencias se puede usar para calcular
el tiempo de divergencia de una a otra. Estos relojes pueden incorporarse a
analisis filogenéticos y se calibran con registros fosiles y/o con tasas de cambio
molecular.

e Teoria de coalescencia: Teoria que analiza los polimorfismos genéticos
mediante la prueba de modelos basados en fuerzas evolutivas (deriva genética,
mutacion, recombinacidn, seleccion natura, entre otras). Se basa en un marco
matematico probabilistico y estadistico para encontrar patrones de ancestria en
una muestra de genes.

e trnK: Intrén de clorosplato, del tipo de intrones pertenecientes al grupo Il, que
codifica para el marco de lectura abierto del gen matK.

e trnL-F: Regidén no codificante de cloroplasto, que incluye al intron trnL(UAA),
este interrumpe la horquilla anticoddén de tARN_eu. Intron de tipo 1.

e trnS-trnG: Regidn espaciadora intergénica de cloroplasto. Frecuentemente
usada para filogenia molecular de plantas.



Resumen

La vegetacion alpina en México es un ecosistema extremo y vulnerable que contiene
una biota Unica, con poca riqueza de especies, pero con muchos endemismos. Esta
vegetacion se distribuye en los picos mas altos de la Sierra Madre Oriental y de la
Faja Volcanica Transversal Mexicana (FVTM). A pesar de que la FVTM se formo
durante el Mioceno, la mayoria de sus picos se formaron durante el Pleistoceno.
tardio. Las islas altitudinales de la FVTM en donde se encuentra la vegetacion alpina,
son un laboratorio natural para estudiar procesos evolutivos, como historia
demografica y especiacion, siendo las especies endémicas los mejores modelos. A
través de herramientas filogeogréficas se pueden estudiar a las poblaciones aisladas
y entender los patrones y procesos histéricos, evolutivos y-ecologicos que
determinaron su actual distribucidon. Las especies de Draba, que es el género mas
grande de Brassicaceae, tienen preferencia por habitats extremos, son un modelo
para estudiar migracion, aislamiento de poblaciones, diversidad y variacion genética.
En México hay doce especies de Draba distribuidas principalmente en la alta montafia
y en ecosistemas aridos en el norte del pais. Draba nivicola y D. jorullensis son
herbaceas perennes, la primera se encuentra solamente por encima de los 4,000
msnm en la porcidon centro-oriental de la FVTM, mientras que D. jorullensis tiene
distribucion geogréfica y rango altitudinal. mas amplios. Mediante analisis
flogeogréaficos se estudia la historia evolutiva y el patron biogeografico de estas
poblaciones naturales de la FVTM, por-medio de su estructura genética, relaciones
genealdgicas e historia demografica. Se extrajo ADN mediante el método CTAB de
90 individuos de ambas especies de Draba de seis volcanes de la FVTM. Se
amplificaron cuatro regiones de cloroplasto (trnL-trnF, matK-trnK, trnS-trnG) y una
region intergénica nuclear (ITS). Se obtuvieron redes de haplotipos individuales con
PopART. Se calcul6 la varianza molecular, y valores Fst con Arlequin. Ademas de
probar la estructura filogeografica Gst>Nst con PERMUT. Se construyeron arboles
genealdgicos con reloj relajado coalescente en MrBayes, y graficos de ‘skyline’ en
BEAST para conocer la historia demogréfica. Se encontré que la diversidad genética
de las poblaciones-de Draba de ambas especies es alta. Existe poca o0 nula
diferenciacion genética entre poblaciones. El flujo genético no es bajo y pareciera
estar mediado a través del polen mas que por la dispersion de semillas. Las
poblaciones de ambas especies de Draba sufrieron una reciente expansién post-
glacial. El patron biogeografico de D. nivicola se puede explicar por medio de una
colonizacion este-oeste promovida por una dinamica de volcanismo reciente y el
efecto de conectividad de poblaciones en altitudes méas bajas durante el periodo
glacial, mientras que el patrén biogeografico de D. jorullensis se podria explicar de la
misma manera, es necesario revisar las poblaciones de Tacana y Nevado de Colima
para completar la historia.

Palabras clave: haplotipos, especies endémicas, AMOVA, estructura genética.



Abstract

Mexican alpine vegetation is an extreme and vulnerable ecosystem that has a
unique biota, with poor species richness but high endemisms. This vegetation is at
the highest peaks of the Sierra Madre Oriental and in the Transversal Mexican
Volcanic Belt (TMVB). Although the TMVB has its origins during the Miocene, most
of its peaks formed during the late Pleistocene. The ‘sky islands’ of the TMVB where
the alpine vegetation lives, are natural laboratories to study evolutive processes such
as demographic history and speciation, being the endemic species the best models.
Based on phylogeographic tools, it is possible to study isolated populations and
understand the historic, ecologic and evolutive patterns and processes that
determine their actual distribution. The species of Draba, the largest Brassicaceae
genus, have preference for extreme habitats and are a model to study migration,
population isolation, genetic diversity and variation. Mexico -has twelve Draba
species distributed mainly in high mountains and in arid ecosystems in the north of
the country. Draba nivicola and D. jorullensis and perennial herbs, the first one is
found only above 4,000 meters above sea in the center-western region of the TMVB,
whilst the second one has a broader geographic and altitudinal distribution. Evolutive
history and biogeographic patterns of the natural populations of Draba along the
TMVB, are studied throughout its genetic structure, genealogic relationships and
demographic history. DNA of 90 individuals of both species, collected from six
volcanoes of the TMVB, was extracted following CTAB method. One nuclear
intergenic region and four chloroplast regions were amplified. Haplotype networks
were obtained with POpART. Molecular variance and Fsr values were calculated
using Arlequin. In addition, phylogeographic structure Gst>Nst was tested with
PERMUT. Genealogic trees were built with a coalescent relaxed clock in MrBayes
and skyline plots in BEAST to know demographic history. The results show high
genetic diversity in both species. There is little or null genetic differentiation among
populations. Genetic fluxis not low and it could be mediated by pollen rather by seed
dispersal. Populations of both Draba species suffered a recent post-glacial
expansion. The biogeographic pattern of D. nivicola can be explained by an eastern-
western colonization promoted by a recent volcanism dynamic and enhanced mostly
by the connectivity effect of populations in lower altitudes during the ice age,
whereas the biogeographic pattern of D. jorullensis could be explained by the same
factors, it is necessary to examine the Nevado de Colima y Tacana populations to
complete the history.

Keywords: haplotypes, endemic species, AMOVA, genetic structure.



I. Introduccion

La filogeografia es el estudio de la disposicion de linajes de genes, a lo largo
de su distribucién geografica, permite elucidar patrones y procesos histéricos,
evolutivos y ecolégicos que determinan el ensamblaje de una biota particular
(Vazquez-Dominguez et al. 2009), asi mismo los estudios filogeograficos sirven
para delimitar a los refugios glaciales, rutas de colonizacién y rangos de expansion
después de periodos glaciales (Petit et al. 2003; lkeda & Setoguchi, 2006). Esta
herramienta es (til para tomar decisiones con respecto a la conservacion de
ecosistemas vulnerables como los son pastizales alpinos distribuidos en islas
altitudinales (Juan et al. 2000; Jamieson, 2007).-Ademas, la filogeografia, como
herramienta comparativa, provee un marco de referencia para observar un patréon
espacial y temporal en comun de la variacion genética en un contexto biogeografico
e historico (Baranzelli et al. 2020).

Las islas altitudinales o zonas montafiosas elevadas y aisladas tienden a
contener un gran porcentaje de endemismo, incluso en latitudes bajas como en los
tropicos, esto explicado por el aislamiento topografico de las islas. Este patron ha
sido estudiado globalmente por Steinabauer et al. (2016), en el que a mayor altitud
hay mayor endemismo, con una baja correlaciéon con la temperatura, tamafio de
area y riqueza de especies de la isla.

La dinamica de las islas alpinas probablemente ocurri6 dentro de la
configuracion de un paisaje poco cambiado durante el dltimo millon de afos del
Pleistoceno, pero la consecuencia de un paisaje previo puede observarse en firmas
genéticas ancestrales. Aunque la Faja Volcanica Transversal Mexicana (FVTM)
comenzo6 a formarse desde el Mioceno, algunos de los volcanes de esta area son
de hace 1.5 millones de afios (Ma), y como consecuencia los patrones genéticos
gue temporalmente caen dentro del Pleistoceno podrian ser una consecuencia no
solo de fluctuaciones climéticas, pero también de volcanismo (Mastreta-Yanez et al.
2015). El levantamiento de la FVTM ha jugado un papel importante en la direccion

de las diversificaciones inter e intraespecifica a lo largo del eje en plantas, ya sea



como corredor este-oeste (Ruiz-Sanchez y Specht 2013), como barrera geografica
(Pérez-Crespo et al. 2017; Anguiano-Constante et al. 2021) y como refugio (Aguirre-
Planter et al. 2000; Ruiz-Sanchez et al. 2012; Ruiz-Sanchez y Ornelas 2014).

El presente trabajo tiene como finalidad explicar la filogeografia de una
especie endémica de Brassicaceae alpina o de montafia: Draba nivicola Rose y de
Draba jorullensis, otra especie alpina pero con una distribucion mas amplia que D.
nivicola, en los picos aislados de la FVTM; para ello se analizé la estructura genética
de alas poblaciones de D. nivicola y se construyeron arboles genealégicos y mapas
de haplotipos que sugirieron la historia del flujo genético de. estas poblaciones
Debido a que las especies de Draba se encuentran restringidas en los picos de la
FVTM, se espera que presenten una diversidad genética baja entre los individuos
de cada poblacion, bajo flujo genético y una alta diferenciacion genética entre

poblaciones.



Il Antecedentes

Vegetacion alpina del centro de México

La vegetacién alpina es uno de los ecosistemas mas extremos que solo se
desarrolla bajo condiciones frias en las cumbres de las montafias mas elevadas y
como resultado tienen una biota Unica y vulnerable. En latitudes tropicales es
escasa, y para México se encuentran en los picos mas altos de la FVTM, también
en los picos de Coahuila de la Sierra Madre Oriental y en el volcan de Tacana en
Chiapas (frontera con Guatemala). La riqueza de especies no es tan alta como en
los tropicos, pero los endemismos destacan (Ramirez-Amezcua et al. 2016).

La vegetacion alpina mexicana se encuentra entre el limite inferior de la linea
de arboles (Pinus hartweggii) y el limite superior de la zona nival sin vegetacion
(3,500-4,750 msnm) (Beaman, 1962; Almeida-Lefiero et al. 2019). En México, la
vegetacion alpina llega a los 4,750 msnmy en otras partes del mundo a elevaciones
mas altas. Esta vegetacion se distribuye de manera discontinua, aislada y puntual
en las cimas de los 16 edificios volcanicos mas altos del pais (Miranda & Hernandez-
X, 1963; McDonald, 1998; Rzedowski, 2006), de las diferentes provincias
biogeogréficas montafiosas como la Sierra Madre Oriental y la Faja Volcénica
Transversal. La vegetacion alpina mexicana varia en composicion y estructura de
especies y existen distintas agrupaciones de plantas exclusivas a un solo pico.
Muchas de las especies también se encuentran en zonas subalpinas. La flora
consiste en especies de 50 familias y 350 especies, la mayor parte de la diversidad
se concentra en la FVTM, con 237 especies de 49 familias y 130 géneros, y el pico
gue mas especies concentra es el Iztaccihuatl (>170 especies) (Steinmann et al.
2019; Steinmann et al. 2021).

En el trabajo mas reciente de Steinmann et al. (2021) exclusivamente sobre
la vegetacion alpina del centro de México, los autores describieron la floristica de la
FVTM y analizaron la afinidad floristica con el fin de comprender mejor su origen y
distribucién. La flora alpina mexicana incluye 76 especies que son exclusivas del
pais y 36 de ellas son restringidas a la FVTM. Hay cuatro especies endémicas a la

porcion centro-oriental de la FVTM, entre ellas esta Draba nivicola, la cudl es la



especie endémica con mayor distribucion entre la FVTM, esta presente en nueve
picos. También de la misma familia, Draba jorullensis de igual manera, se encuentra
en los picos de la FVTM, pero a diferencia de D. nivicola, D. jorullensis tiene una
distribucion mas amplia, estando presente en picos del occidente la FVTM, en

Chiapas y en picos de Guatemala (Rollins, 1993; Steinmann et al. 2021).

Filogeografia en Brassicaceae y generalidades Draba

Algunas especies de esta familia han sido de interés para entender la
expansion de poblaciones durante la época post-glacial. Por .ejemplo, Arabis alpina
es de las mas estudiadas con una perspectiva filogeografica. De acuerdo con
Assefa etal. (2007) y Koch et al. (2006), A. alpina es una especie endémica perenne
a las islas alpinas de Africa, Europa y Asia, se encontr6 que existe una fuerte
estructura filogeografica en sus poblaciones, debido a que los ciclos interglaciales
durante el Pleistoceno ocasionaron que estas se aislaran y posteriormente se
expandieran en la etapa post glacial. Los picos de Africa fungieron como un refugio
para las poblaciones mas surefias, estas lograron aislarse y diferenciarse de las
poblaciones europeas y asiaticas (Assefa et al. 2007).

Ademas, otro caso de colonizacion post-glacial, fue con Arabidopsis thaliana,
Beck et al. (2008), sefialan que las poblaciones de A. thaliana tuvieron su origen en
el Caucaso y que posteriormente durante la época post-glacial, hubo una expansion
de este a oeste (Asia-Europa). Otro caso mas complejo, que se aborda desde la
perspectiva de especiacion y filogenética, es el género Pachycladon de Nueva
Zelanda. La distribucion de las especies de este género en esta isla, esta
relacionada con el tipo de suelo geoldgico y la altitud (Heenan y Mitchell 2003). Los
anadlisis con reloj molecular mostraron que esté género tuvo eventos de
alopoliploidizacion durante 0.8 y 1.6 Ma (Joly et al. 2009). Se ha propuesto que P.
enysii, una de las especies que alcanza la mayor altitud entre las especies de
Pachycladon, ha sobrevivido en refugios de tipo nunataks durante la Ultima
glaciaciéon, en contraste con P. fastigiata que solo habita en lugares bajos y esta

ausente en altitud alta (Heenan y Mitchell, 2003). Un estudio filogeografico mas que



filogenético afadiria informacién importante para soportar las hipétesis de
diversificacién de este género.

El género Draba Rose (Brassicaceae) ademas de ser el mas grande de su
familia (370 especies), tiene una preferencia de habitat por las zonas montafosas,
articas y/o alpinas (Koch et al. 2003). Algunas especies de Draba han sido
estudiadas con el fin de entender fenbmenos como migracion (Widmer et al. 1999),
variacion genética (Widmer & Baltisberger, 1999), aislamiento de poblaciones
(Skrede et al. 2007) y nivel de poliploidia (Grundt et al. 2004).

El origen del género Draba ocurri6 en algun lugar entre la regién de Asia
central y las montafas del Caucaso. Las especies del grupo central de Draba se
mantuvieron estables durante el Plioceno y hace 2.3 Ma, durante el comienzo del
Peistoceno, hubo una expansion de éstas. Los linajes extintos de Draba
probablemente ocurrieron durante el Mioceno hace 16 Ma (Jordon-Thaden, 2010),
producto de la radiacion de la mayoria de especies de Brassicaceae durante esa
época (Jordon-Thaden y Koch, 2008). Los fésiles mas conocidos de la familia son
macrofésiles (frutos y semillas), gue fueron asignados a los géneros Draba, Sinapis,
Thlaspi, Cochleana, del periodo tardio del Plioceno 1.8-3.6 Ma y Clypeola, del
Mioceno tardio (Franzke etal. 2011).

En México las 12 especies de Draba, se distribuyen principalmente en el
norte y en los picos mas altos del centro y sur de México, siendo éstas ultimas las
menos relacionadas con las especies del norte (Figura 1). Draba nivicola Rose es
una especie herbacea perenne, endémica a la porcién centro-oriental de la FTVM y
es pionera en el pastizal alpino (Steinmann et al. 2017), se encuentra en elevaciones
mayores a 4,000 msnm en donde convive con el resto de la vegetacion alpina
(Castilleja tolucensis, Oreomyrrhis orizabae, Plantago tolucensis, Draba jorullensis,
Luzula racemosa, Senecio procumbens y Trisetum spicatum). Draba jorullensis
Kunth es especie de roseta perenne que se distribuye en el limite inferior de la
vegetacion, crece en prados alpinos y bosques de Abies religiosa, sobre lechos de
lava, suelo arcilloso negro, grietas de acantilados, toboganes y laderas sueltas

(Rollins, 1993). A diferencia de D. nivicola, que se distribuye Gnicamente en la regiéon



centro-oriental de la FVTM, D. nivicola se encuentra en picos del occidente de la
FVTM y en Guatemala (Steinmann et al. 2021).
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Figura 1. Mapa de distribucion de las diferentes especies de Draba presentes en México (Elaboracion propia).



Ambas especies se encuentran en asociacion con macollos de Plantago
tolucensis, ya sea dominada por el estrato rasante (<10 cm) o por el herbaceo (>10
cm), en el laderas de pendiente moderada, con 60% de suelo descubierto, sobre
litosoles, en zonas de acumulacion coluvial, asociada a formas de acumulacién
morrénica, con fragmentos gruesos y con una baja cantidad de cenizas (Almeida-
Lefiero et al. 2019). Vazquez-Ramirez (2014) informa que D. nivicola y D. jorullensis
tiene un patrén de floracion anual, y que en los afios observados mediante
ejemplares de herbario (1970 - 2010), D. nivicola ha adelantado su floracion, de
diciembre a mayo, con un pico ligero en julio y fructifica de enero a marzo, en mayo
y en agosto. Mientras que D. jorullensis florece de abril a septiembre y fructifica en
mayo Yy de julio a octubre (Figura 2).

En las zonas alpinas, la ausencia de abejas sociales permite que otros grupos
de insectos sean los polinizadores efectivos, por ejemplo dipteros (Syrphidae,
Muscidae y Empididae), pequefios lepidopteros e himenopteros solitarios (Inouye,
2019). En las zonas alpinas Andinas en Chile, algunas especies de Brassicaceae:
Draba gilliesii, Draba tenuis, Cardamine nivalis, Lepidium suffructicosum vy
Stenodraba stenophylla, son polinizadas principalmente por dipteros (Syrphidae,

Tachinidae y Anthomyiidae) y lepidépteros (Arroyo et al. 1982).



tolucensis y a la derecha Draba jorullensis con flor.

Historia de la FVTM

Las montafias son regiones complejas topograficamente formadas por la
interaccién entre la actividad tectonica y los procesos volcanicos. La relacion de los
sustratos montafiosos con las formas de vida y sistems climaticos en diferentes
rangos espaciales, resultan en el establecimiento de distintos y diversos ambientes
montanos. Estos ambientes pueden ser transitorios y sus cambios continuos dirigen
la division de especies a diferentes rangos y consecuentemente, a la diferenciacion
poblacional (Fjeldsa, Bowie y Rahbek 2012; Hazzi et al. 2018; Antonelli et al. 2018).
Estos procesos biolégicos crean un equilibrio cambiante entre la especiacion y
extincion, en las que las montafias pueden actuar como cunas de diversidad,
Mmuseos 0 areas grandes en las que persisten varias especies, y cementerios o
areas particularmente con una tasa alta de extincion (Rangel et al. 2018).

Las zonas montafiosas de México son un mosaico complejo de distintas
provincias geoldgicas con diferentes edades y origenes. Estas se extienden desde
el sur de las montafias Rocallosas en Estados Unidos, hasta los limites nortefios de
los sistemas montafiosos del Sur. En México, las areas montafiosas se dividen en
cinco: Sierra Madre Occidental, Sierra Madre Oriental, Faja Volcanica Transversal
de México (FVTM), Sierra Madre del Sur y Sierras de Chiapas y Guatemala



(Mastretta-Yanes et al. 2015). La FVTM esta constituida por casi 8,000 estructuras
volcanicas gque se extienden de este a oeste, a lo largo de 1,000 km y con un grosor
irregular de 80 a 230 km, en una latitud de 19 — 20°. El conocimiento de la historia
y origen de la FVTM es complejo y aun incompleto (Gémez-Tuena et al. 2007).

Los estudios filogeograficos dentro de la FVTM han indicado que el
levantamiento de esta, ha jugado un papel muy importante en la direccion de la
diversificacién inter e intraespecifica a lo largo de todo el cinturén volcéanico (e.g.
Ruiz-Sanchez y Specht, 2013; Mastretta-Yanes et al. 2014; Pérez-Crespo et al.
2017). La implicacion de estos procesos geoldgicos que dan la conformacién
orografica, ya sea diversificar o aislar especies, es deimportancia para estudiar a
las plantas alpinas que habitan en este particular ecosistema.

En la FVTM han ocurrido los cambios geologicos mas recientes, generando
los volcanes més grandes durante el Pleistoceno (Ferrari et al. 2012). La evolucion
histérica de la FVTM se divide en cuatro episodios: 1) Mioceno temprano a tardio
(~19 — 8 Ma), 2) Pulso méfico en el Mioceno tardio a Plioceno temprano, de oeste
a este (11 — 3 Ma), 3) Volcanismo silicico (~7.5 — 3 Ma), y 4) Plioceno tardio-
Cuaternario (Ferrari et al. 2012). Otros estudios afiaden la aparente migracion de
norte a sur de la actividad volcénica en el Plio-Cuaternario (0.01 Ma) (Cadoux et al.
2011). El episodio- final se caracteriza por la construccion de grandes
estratovolcanos-hace 1.5 Ma, algunos de ellos siguen activos (Ferrari et al. 2012;
GoOmez-Tuena et al. 2007).

La edad de los principales volcanes en la zona centro-oriental es variable y en
un mismo volcan se puede encontrar material de distintas edades. Varios autores
sefialan edades distintas, de acuerdo con el método por el que se determino. Por
ejemplo, los volcanes de Sierra Nevada presentan distintas edades entre ellos, en
el mismo nivel altitudinal (~4000 m): Tlaloc con 1.87 Ma, Telap6n con 0.27 Ma,
Popocatépetl de 1 a 0.8 Ma (Cadoux et al. 2011), mientras que para el Iztaccihuatl
se inform6 una edad de 0.08 de Ma (Nixon, et al.1989). El Nevado de Toluca tiene
1.3 Ma de edad, de acuerdo con Garcia-Palomo et al. (2002). El cerro Ajusco, el

cual pertenece a la Sierra de las Cruces, presenta 0.4 Ma de edad (Arce et al. 2008).
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Para la porcién més oriente, Carrasco-Nufiez et al., (2010), informan que Cofre de
Perote tiene 1.6 Ma, Citlaltepetl o Pico de Orizaba tiene 0.65 Ma y la Sierra Negra
es la porcion mas joven de esta formacion geoldgica, con 0.09 Ma. Castro-Govea
et al. (2007) informan que el volcan La Malinche presenta 4,895 + 45 BP, en lazona
joven que se encuentra arriba de los 3,000 msnm. La informacion sobre la localidad,
diversidad y actividad volcanica de estos picos estan resumidas en el trabajo de
Steinmann et al. (2021). El tiempo de la dltima erupcidon es importante en el
establecimiento de la flora y por lo tanto de la diversidad.

Estos diez volcanes (Cuadro 1), son parte de los 12 edificios mas altos que
albergan al ecosistema de paramo de altura. Los picos de la FVTM proveen un
modelo adecuado para examinar como montafas de latitud baja pueden facilitar la
persistencia de la biodiversidad a largo plazo, asi.como eventos de especiacion
alopétricos y parapatricos dirigidos por cambios climaticos y geoldgicos (Mastretta-
Yanes et al. 2015).
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Cuadro 1. Resumen de las edades de algunos de los edificios volcanicos mas

altos de México.

Edad Volcan Referencia Altura (m)
4,895 + 45 BP La Malinche Castro-Govea et al., 2007 4,461
0.08 £ 0.02 Ma Iztaccihuatl Nixon et al., 1989 5,230
0.09 £ 0.55 Ma Sierra Negra Carrasco-Nufiez, 2000 4,580

0.274 Ma Telapon Cadoux et al., 2011 4,080
0.4 Ma Ajusco Arce et al., 2008 3,930
0.65-0.21 Ma Citlaltépetl Carrasco-Nufiez, 2000 5,636
1-0.8 Ma Popocatépetl Cadoux et al., 2011 5,426
1.3+0.1 Ma Nevado de Toluca Garcia-Palomo et al., 2002 4,680
1.6 Ma Cofre de Perote Carrasco-Nuiez, 2010 4,282
1.82-0.274 Ma Tlaloc Cadoux et al., 2011 4,151

Las edades corresponden a la parte mas reciente del volcan.

La tectdnica, el volcanismo y las glaciaciones del Pleistoceno alteraron de
gran manera el paisaje de regiones montafiosas e influyeron en la distribucion de
especies (Ruzzante et al. 2006). En Europa y Norte América se conoce el efecto de
las glaciaciones en la diversidad de especies. La presente estructura genética de
las poblaciones se formd en las eras de hielo del Cuaternario. El Pleistoceno con
sus_eras del hielo, ocurrieron hace 2.5 Ma y el ultimo periodo post-gacial de
calentamiento comenzo6 hace 15,000 afios. (Hewitt 1999; Willis y Whittaker 2000;
Hewitt 2011). Un ejemplo de las interacciones de procesos geoldgicos con las
glaciaciones, es la compleja historia filogeografica del muérdago Psittacanthus
calyculatus (Pérez-Crespo et al. 2017), en la que la diferenciacion genética
responde a uno de los escenarios (colonizacién) descritos por Mastretta-Yanez, et
al. (2015.)
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Diversidad y estructura genética

La estructura genética de la poblacion es el resultado de procesos presentes
y de la historia, a su vez es la distribucion de genotipos en tiempo y espacio. Los
marcadores moleculares son de gran utilidad para describir procesos del pasado
(Hewitt, 1999). A través del estudio de la variacion geogréfica y de la estructura
genética de las poblaciones, se puede inferir la historia evolutiva en un contexto
geografico de especies en determinadas poblaciones, por medio de los datos de
haplotipos (Nordborg, 2000). Existen dos aproximaciones para la genealogia de un
gen: la aproximacién genealdgica y la filogenética. Aunque ambos métodos utilizan
arboles, éstos son fundamentalmente diferentes.

De acuerdo con Rosenberg y Nordborg (2002), la primera aproximacion toma
en cuenta la dependencia estadistica entre alelos tomando en cuenta a un ancestro
en comun. Esta dependencia es el resultado de una historia Unica de mutacion,
recombinacion y coalescencia o mezcla de linajes en la ancestria de la muestra.
Ademas de considerar la tasa de mutacién y recombinacion, se toma en cuenta el
modelo de deriva génica. A través de un proceso estocastico, se puede tener una
perspectiva del pasado con los antecedentes genealdgicos de la muestra.

Otros factores son tomados en cuenta: variacion en éxito reproductivo, edad,
proporcidn de sexos.-Estos influyen sobre la tasa de coalescencia para construir el
arbol genealdgico, ademas la estructura genética y la fluctuacion en el tamafio de
poblacién también pueden cambiar la forma del arbol genealdgico (Rosenberg y
Nordborg, 2002).

En contraste, los métodos filogenéticos estiman arboles que desarrollan el
patron descendiente de la secuencia genética de alguna especie. Este arbol es
usado para hacer conclusiones sobre las relaciones entre especies o individuos de
una especie, pero sin tomar en cuenta la migracion. Los métodos genealdgicos en
cambio, usan los arboles para estimar parametros del proceso genealdgico al azar,
el cual ha dado origen al arbol especifico. Porque sélo hay una historia evolutiva, se
argumenta que un analisis bayesiano es necesario para caracterizar la genealogia

de una manera mas precisa. Por lo tanto, si se usan distintos marcadores
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moleculares, que puedan resultar o no, en distintas historias genealdgicas, los
arboles coalescentes de genes proveen una manera visual y cuantitativa de
considerar un proceso evolutivo, pero en escala genémica, que puede ayudar en
entender la evolucion de poblaciones (Cutter, 2013).

La diversidad biol6gica puede pensarse como un conjunto de organismos
individuales en una comunidad que representan diferentes especies o diferentes
variantes genéticas dentro de una especie. El nacimiento, muerte y movimiento de
individuos determinan la dinamica poblacional, como consecuencia de esto, la
diversidad genética esta controlada por cuatro procesos: mutaciones, deriva génica,
migracion y seleccion, (Vellend & Geber, 2005). La historia biolégica es Unica para
cada especie, ya que sucede en un contexto biolégico particular donde operan estos
cuatro procesos (Loveless & Hamrick 1984).

La diversidad de especies puede estimarse como la riqueza de especies, dada
por el numero de especies en una localidad dada. Esto mismo se aplica a la
diversidad genética, cuando un alelo discreto o genotipo es distinguido en una
poblacion. Las medidas de genética son analogas a las de diversidad de especies,
por lo tanto, la diversidad genética es idéntica al indice de Simpson de diversidad
de especies (Magurran, 2004).

La diversidad genética puede ser medida por caracteres sometidos a selecciéon
o caracteres neutrales como los marcadores moleculares (Vellend & Geber, 2005).
Los marcadores usados son marcadores de ADN de cloroplasto (ADNcp), ya que
los cloroplastos son heredados mediante la via materna, tienen una baja tasa de
mutacion 'y raramente son sujetos a recombinacion (Gao, et al. 2017). La
colonizacion de nuevos y lejanos hébitats, es consecuencia de la dispersion a través
de semillas y los marcadores del cloroplasto proveen informacion sobre cambios en
el pasado de la distribucion de las especies (Petit et al. 2003).

La riqueza alélica o genotipica es el niumero de alelos diferentes o genotipos
en una poblacion (Velland & Geber, 2005). Los indices para medir la diversidad
genética en plantas son: h, nimero de haplotipos; hd, diversidad de haplotipos; T,

diversidad de nucleétidos, el cual es equivalente a diversidad de genes, para
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posiciones individuales de nucleétidos; He, heterocigosidad esperada, la cual es
definida por la probabilidad de que dos alelos 0 genotipos escogidos al azar sean
diferentes (Velland, 2004). Por medio de la comparacion de los indices hd y 1, se
puede inferir sobre la historia demografica de las poblaciones, si hay un alta
diversidad haplotipica (h, hd) y una diversidad nucleotidica baja (1), la poblacién
surio un cuello de botella histérico o barrido selectivo, mientras si h es alto 'y 1 es
bajo, la poblacién es estable y con un tamafio efectivo. Los cuellos de botella suelen
estar representados por un h bajo y un 11 alto, casi siempre proveniente de una
poblacion grande o mezcla de poblaciones divergentes y si h'es.alto y 1T es bajo, es
probable que la poblacion haya sufrido un crecimiento poblacional rapido a partir de
una poblacion con un numero efectivo de poblacion pequefio (Avise, 2000;
Hamilton, 2009).

La variabilidad genética de una poblacion es usualmente medida por el
promedio de heterocigosidad por locus (Hs), mientras que las diferencias genéticas
entre dos poblaciones se pueden medir mediante la distancia genética propuesta
por Nei (1972). Hs de Nei (1987) y He son equivalentes (Nybom, 2004). Cuando las
frecuencias de alelos han sido determinadas para cada uno de los loci, la diferencia
o similitud genética se conoce como distancia genética. La medida mas simple de

distancia genética para secuencias de ADN es la proporcion de diferencias en

nucledtidos (Bst) (Takezaki & Nei, 1996).

Las poblaciones tienen estructura genética, la cual es una funcién de la
habilidad de la especie para dispersar sus genes via polen o semilla (Hamrick &
Schnabel, 1985; Hamrick & Godt, 1996). La estructura genética, que también es una
medida diferenciaciébn genética, puede explicar por medio del estadistico F de
Wright (1965) con el estimador Fst y por Gst de Nei (1972), (Nybom, 2004). De
acuerdo con Petit et al. (2003), el estimador Gsr refleja parcialmente la habilidad de
dispersion de la especie considerada mientras que Fst es considerado como un
coeficiente de endogamia. Las diferencias entre Gst de cloroplasto (cpGsrt) y Gsr

de marcadores nucleares ribosomales (nrGsr) pueden reflejar diferencias en el flujo
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genético mediado ya sea por semillas o polen. Los genes nucleares se propagan ya
sea por polen o semilla, mientras que los genes heredados maternalmente se
heredan Unicamente a través de la semilla (Ennos, 1994).

Aunque la estructura genética en una perspectiva espacial, puede ser el
resultado de la seleccion natural, Wright (1931) propuso que una subdivisién
genética puede ser el resultado de un flujo génico limitado y un tamano efectivo
poblacional (N¢) bajo. El tamafio efectivo poblacion esta definido por el nimero de
individuos reproductores de una poblacion idealizada que muestra la misma
cantidad de dispersion de frecuencias alélicas bajo deriva génica al azar o a la
misma cantidad de endogamia que la poblacién bajo en consideracion.

El flujo genético en plantas se obtiene mediante la fertilizacion cruzada y/o la
dispersion de diasporas, o pedazos de plantas, semillas, polen o esporas (Ellstrand,
2003). Para medir el flujo genético (Nm) entre poblaciones se calcula de la siguiente
manera: Nm = (1-FsT)/(4-FsT), (Yang, et al. 2019), donde N es el niumero efectivo de
la poblacion y m, la tasa de mutacién . En zonas alpinas, el flujo génico se ve limitado
por la disponibilidad y abundancia de polinizadores, por lo tanto puede ser menor
gue en zonas bajas (Bingham & Orthner, 1998).

Si una poblacion es pequefia, tiene mas probabilidades de sufrir un cuello de
botella. Como resultado, se espera que las plantas raras tengan menos diversidad
genética que las.comunes (Barrett & Kohn, 1991). Un bajo nivel de flujo genético es
suficiente para contrarrestar a la seleccion de mutaciones y deriva, y a niveles
suficientes, ‘el flujo genético tiende a homogeneizar a las poblaciones,
especialmente oponiéndose a la deriva génica. Se considera un bajo nivel de flujo
genético a Nm < 0.5 y alto nivel de flujo genéticoa Nm > 0.5 (Ellstrand, 2014). Y con
respecto a especies endémicas de la familia Brassicaceae, se han encontrado
indices de flujo genético relativamente bajos basados en la estructura genética entre
especies hermanas (Mayer et al. 1994).

El estudio de la variacion geografica ha sido una de las aproximaciones mas
importantes hacia el estudio de la evolucion. La variacion entre poblaciones existe

a gran escala. Comunmente la poblacion mas lejana, es diferente en frecuencia de
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alelos y en caracteristicas fenotipicas basadas en diferencias genotipicas, aunque
no existe una correlacidn estricta entre esto. Las formas geograficamente
diferenciadas de alguna especie pueden ser parapatricas, es decir, que conviven
con otras especies relacionadas y se cruzan entre si en un borde delgado, o pueden

ser alopatricas y estar totalmente separadas (Futuyma, 1986).

Justificacion

La vegetacion alpina en México ocupa menos del 0.0001% del territorio
nacional y dado que se desarrolla en condiciones de frio extremo, es uno de los
ecosistemas mas vulnerables a desaparecer con. el calentamiento global
(Steinmann et al. 2019). Al mismo tiempo las poblaciones de especies de las zonas
alpinas de México, se veran amenazadas debido a la pérdida del habitat por
cambios climéticos, de acuerdo con Ramirez-Amezcua et al. (2016). Conocer la
ecologia y la estructura de las poblaciones de las especies, especialmente
endémicas, ayuda al disefio de sistemas de reservas y su manejo (Evans, et al.
2000).
Draba es un excelente modelo para estudiar la migracion global de especies en
ambientes alpinos y/o -articos, los cuales se encuentran o0 se encontraban
histéricamente en parches continuos de las principales areas montafiosas (Jordon-
Thaden et al. 2013). Aun no existen estudios filogeograficos sobre Draba, los cuales
SOn necesarios para proponer estrategias para la conservacion de su habitat y por
ende de la especie, y de las interacciones con otras especies polinizadoras de

ambientes alpinos.
[l Hipotesis
Debido a que las caracteristicas de distribucion de las poblaciones de Draba
nivicola, son escasas y aisladas en picos volcanicos de diferentes edades

geoldgicas y a distintas distancias, D. nivicola exhibird una diversidad genética baja

intra poblacional, bajo flujo genético, alta diferenciacion genética entre poblaciones.
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Aungue las poblaciones de D. jorullensis no son tan escasas como las de D. nivicola,

se observara un patron similar para D. jorullensis.

V. Objetivos:

Objetivo general:
Describir la filogeografia de Draba nivicola y D. jorullensis en poblaciones
naturales en islas alpinas de la region centro-oriental de la Faja Volcanica

Transversal Mexicana.

Objetivos particulares:
1) Conocer la historia evolutiva de las poblaciones de Draba en la FVTM, a
través de su estructura genética.
2) Describir el patron biogeografico de las poblaciones de Draba en la FVTM, de

acuerdo con sus relaciones genealdgicas e historias demograficas.

V. Materiales y Métodos

Consideraciones bioéticas

La especie de Draba nivicola se encuentra dentro de la NOM-059-
SEMARNAT-2010 (modificacion a la lista anexa de especies de diciembre 2015)
con categoria de riesgo amenazada, para su colecta se necesita un permiso
especial. Se tiene en cuenta que las poblaciones son pequefias y no se deben
sobrecolectar. No se conocen compuestos toxicos de la planta. Los desechos de
solventes y residuos solidos utilizados en las extracciones de ADN fueron
recolectados de acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y puestos a la
disposicion de la empresa TRIRSA (Transporte y Recoleccion Integral de Residuos
Peligrosos). Se cuenta con el permiso del comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias Naturales (UAQ), numero de folio: 90FCN2019.
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Trabajo de campo y laboratorio

Se seleccionaron seis poblaciones de D. jorullensis y D. nivicola de la regiéon
centro oriental de la Faja Volcanica Transmexicana, procedentes del Estado de
México, y Veracruz. Los sitios fueron elegidos de acuerdo con los registros de
Steinmann et al. (2017) y con base a la presencia de ambas especies en los picos.
Se muestred material vegetal para las extracciones genéticas de 46 individuos de
Draba jorullensis en las localidades de Nevado de Toluca (10), Cerro Tlaloc (6),
Cerro Telapon (10), Pico de Orizaba (10) y Cofre de Perote (10)y de 31 individuos
de Draba nivicola de las localidades Cerro Tlaloc (11), Pico de QOrizaba (10) y Cofre
de Perote (10). Para completar los puntos de muestreo de D. nivicola, la Dra.
Yocupitzia Ramirez Amezcua colaboré con tres muestras del Iztaccihuatl y 10 del
Nevado de Toluca, en total las muestras de. diferentes individuos de D. nivicola
fueron 44. Draba jorullensis se encontré entre los 3,700 y 4,300 msnm, mientras
gue Draba nivicola se encontré entre los 4,100 y 4,400 msnm. Los muestreos se
hicieron en febrero, junio y julio del afo 2020 (Figura 3). D. nivicola no estuvo
presente en Cerro Telapon y debido a la contingencia nacional sanitaria no se
cuenta con las muestras de La Malinche ni de la Sierra Nevada. Se colectaron
especimenes para ejemplares de herbario de D. jorullensis y D. nivicola y fueron
depositados en el herbario “Jerzy Rzedoswki” de la Facultad de Ciencias Naturales

(QMEX ver los numeros de vouchers en el Apéndice).

19



-100.000 -98.000

21.000
[ ]

20.000

Simbologia
D. jorullensis % 1:1000000

D. nivicola ¥

Div. politica [
FVTM

19.000

18.000

0 25 50 75 100 125 150 175km
| | I _—

-100.000 -98.000

Figura 3. Mapa sitios muestreados de Draba jorullensis y D. nivicola hechas durante febrero — julio 2020, en la parte
centro-oriental de la FVTM. NT=Nevado de Toluca, TL=Tlaloc, TE=Telapon, |Z=lztccihuatl, CP=Cofre de Peorte y
PO=Pico de Orizaba) (Elaboracion propia).
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Para la primera parte del objetivo nUmero uno, se cortaron hojas con tijeras
estériles, de al menos seis individuos (basado en la abundacia de la planta en el
lugar) de D. nivicola y D. jorullensis por poblacién, separados al menos por 3 m para
evitar que sean individuos cercanamente emparentados. El material vegetal
(aproximadamente 1 g por individuo), se guardé en bolsas de té de 8 cm por. 10 e¢m,
en un contenedor hermético con gel silica. De igual manera, el material vegetal del
Iztaccihuatl, se almacend en gel silica hasta la extraccion genética. Una vez
deshidratadas, para la segunda parte del primer objetivo, es decir, la extraccion del
material genético, amplificacion y secuenciacion de las muestras, se guardaron a -
70 °C. Después fueron pulverizadas con perlas de tungsteno en el TissueLyser LT
(Qiagen) y se extrajo ADN de las muestras con el-método CTAB de Doyle y Doyle
(1990). La cantidad y calidad del ADN se midio por espectrofotometria en NanoDrop
(ThermoFisher Scientific) y se corrobor6 en geles de agarosa al 1%. Las muestras
con una relacion de absorbancia menor al estandar permitido fueron purificadas o
re-extraidas segun el caso. Se purificaron 47 muestras de ADN mediante columnas
de purificacion GFX (llustra GE) y las restantes fueron extraidas mediante el mini kit
de extraccion Dneasy (Qiagen).

Para generar las secuencias de ADN nuclear, se usaron cebadores para la
region ITS, espaciador. intergénico interno de ADN nuclear ribosomal, que
comprenden a los sitios ITS1 e ITS4, entre los cuales se encuentra la informacién
genética para la subunidad del ribosoma 5.8S. Y para las secuencias de ADN de
cloroplasto se usaron cebadores para los espaciadores intergénicos: trnL (region C
y D), matK-trnK y trnS-trnG (Cuadro 2) y se llevaron a cabo reacciones en cadena
de la polimerasa (PCR) para cada marcador molecular. Las reacciones finales de la
PCR fueron de 7 pL, que inclueyeron 1 uL de ADN, 1 pyL de cebadores, 1 pL de
solucion Q, 1.5 pL de agua libre de ARNasas, y 2.5 yL de 2x Qiagen multiplex
master mix (3 mM de MgCl;) (Qiagen Multiplex PCR Handbook, 2010). Las
condiciones para la reaccion consistieron en un ciclo de activacion a 95 °C por 15
minutos, seguido la desnaturalizacion a 94 °C durante 5 segundos, luego la etapa

de hibridacion a 57 °C durante 90 segundos y de elongacién 72°C durante 90
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segundos, esto repetido durante 35 ciclos, y con una extension final a 72°C durante
10 minutos. Para verificar el éxito de la amplificacién, los productos fueron
separados por electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1%. Se eliminé el
exceso de cebadores y nucleotidos, mediante la reaccion de la exonucleasa
ExoSAP IT (ThermoFisher Scientific), se afiadié 1 uL de enzima por cada 4 pL del
producto de PCR, las condiciones para esta reaccion fueron incubar a 37 °C por 15
minutos para activar la enzima y 15 minutos a 80 °C para desactivarla.
Posteriormente se llevaron a cabo reacciones de secuenciacion para cada
marcador, esto para mejorar la calidad de secuenciacién Sanger, consiste en afiadir
0.5 uL de BygDye Terminator v3.1 (ThermoFisher Scientific), 1 pL de bufer, 1.5 pL
de agua libre de ARNasas, 1 pL de cebador y-1 pL de ADN, se hicieron dos
reacciones por cada producto de PCR: forward y-reverse. Las condiciones para la
reaccion de secuenciacion fueron un minuto a 96 °C, seguido de 25 ciclos de 96 °C
durante 10 segundos, 50 °C por 5 segundos y 4 minutos a 60 °C, y se dejo reposar
a 4 °C. Todas las PCR’s se ejecutaron en un termociclador Aeris (ESCO).

Finalmente se purificaron los productos de la reaccion de secuenciacion con
15 pL de etanol al 100% y 1.25 yL de EDTA a 125 mM, incubado durante 15
minutos, seguido de centrifugacion a 3,000 g durante 30 minutos a 4 °C, se tir6 el
sobrenadante, se afiadieron 15 pL de etanol al 70% y se centrifugaron a 1,650 g
durante 16 minutos, finalmente se decanto6 el sobrenadante, se seco el pellet y se
resuspendié con 6 pL de formamida (altamente desionizada).

Los productos de las amplificaciones exitosas fueron separados por
electroforesis capilar en un secuenciador ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
(ThermoFisher Scientific). Los productos secuenciados fueron evaluados y editados
en-Sequencher v.4.1.4 (Gene Codes, 2002). La alineacion multiple de secuencias
se hizo en MEGA v.10.1.8 (Stetcher et al. 2020) con el algortimo MUSCLE. Se
generaron archivos FASTA con las matrices de secuencias para su andlisis
posterior. La extraccion de material genético, amplificacion de fragmentos y
secuenciacion se llevaron a cabo en el LANIVEG: Laboratorio Nacional de

Investigacion y Caracterizacion Vegetal, en Zapopan, Jalisco, en colaboracion con
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el Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias (CUCBA), durante

los meses de octubre y noviembre del afio 2020.

Cuadro 2. Caracteristicas de los cebadores de los marcadores usados en

este trabajo.

Regién Cebadores Tm®° | Long. ob. Long. Ref.
C es.
trnL (C- F:5’-cgaaatcggtagacgtacg-3’ 55.4 282 650 + 100 Tableret
D) R: 5’-ggggatagagggacttgaac- et al.
3 1991
trnS- F:5’-gccgctttagtccactcage-3’ 57.2 325-368 500+ 200 Hamilton
trnG R:5’-gaacgaatcacacttttaccac- , 1999.
3
matK- F:5'- 52.1 503-550 1,500+ Johnson
trnK ccctaatttacgatcaattcattcaat-3’ 130 & Soltis,
R:5-aactagtcggatggagtag-3’ 1994,
ITS F: §-tcctccgcttattgattge-3’ 54.5 567-569 745+ 128 Cheng et
R: 5'-tttcagctracccggcaacc-3’ al. 2016.
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Analisis de datos

Se calcularon las medidas estandar de diversidad genética, diversidad

haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica (17), sitios segregantes (S) y numero de

haplotipos. En vista de que los marcadores genéticos pueden estar sometidos a la
seleccién natural o deriva génica, se hicieron las pruebas de neutralidad (D de
Tajima y F’'s de Fu). También se midi6 el flujo genético, este ultimo con base a Nei,
(1987). Ademas, se genero la lista de haplotipos para cada marcadory especie con
DnaSP v.6 (Rozas et al. 2017). El flujo genético para cada poblacion o agrupaciones
de estas, se calcul6 siguiendo la ecuacion Nm = (1-FsT)/(4-Fst).de Yang, et al. 2019,
con los valores de Fst de poblaciones obtenidos en Arlequin, descrito mas adelante.
El indice de Nm se calculd de estas dos maneras tomando en cuenta la
sobrestimacion que existe cuando Nm se basa Unicamente en Fst de la especie.

Con la finalidad de estudiar la historia evolutiva de las poblaciones de ambas
especies de Draba, se construyeron las relaciones genealdgicas entre los
haplotipos ITS, trnL, matK-trnK y trnS-trnG por separado. Se construyeron redes de
haplotipos con el algortimo Network (Temepleton et al. 1992; Clemente et al. 2002),
en el programa PopArt (Leigh & Bryant, 2015).

Se midi6 la diversidad dentro de la poblacién (hs) y total (ht) para haplotipos
no ordenados y haplotipos ordenados (vs, vr) y dos medidas de diferenciacion
genética (Gst y NsT1) por poblacion, en el programa PERMUT 1.0 (Pons & Petit,
1996). La diferencia entre Nst y Gst radica en las implicaciones que tienen las
similitudes genéticas entre haplotipos mientras que Gst se basa en las frecuencias
alélicas. Se ejecutaron 10,000 permutaciones para cada corrida para probar
diferencias significativas entre ambos parametros. Si Nst es significantemente
mayor que Gsr, esto significa que dos alelos muestreados en la misma region son
filogeograficamente mas cercanos que dos alelos muestreados en diferentes
regiones. Por lo tanto, cuando Nst y Gst son iguales, no existe una relacién

filogeografica entre haplotipos y poblaciones (Pons & Petit, 1996).
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Los indices de diversidad molecular y comparados de Fst entre grupos se
calcul6 en Arlequin v3.11 (Excoffier et al. 2006). El analisis de varianza molecular
(AMOVA) se hizo con cuatro criterios de agrupacion y a partir de las diferencias
pareadas se exploraron las estructuras genéticas para las poblaciones. Los criterios
de agrupacion fueron: un solo grupo para determinar la fuente de variacién entre
poblaciones y dentro de poblaciones, y la otra forma de agrupacion fueron cada uno
de los volcanes (Nevado de Toluca, Cofre de Perote, Pico de Orizaba y
Tlaloc/Telapon/iztaccihuatl), debido a los pocos individuos que contenian y a la
cercania geografica, Tlaloc y Telapdn o Tlaloc e Iztaccihuatl, fueron tratados como
un solo grupo.

Particularmente, en el caso de matK-trnK de ambas especies, el analisis de
AMOVA se hizo tomando en cuenta dos grupos maximo, esto debido a que el
namero de individuos de las poblaciones fue desigual. Para D. nivicola, el primer
grupo se conformé de las poblaciones Nevado de Toluca y Tlaloc (Oeste); y el
segundo de, Pico de Orizaba y Cofre de Perote (Este). De manera similar, para D.
jorullensis se asignaron dos grupos, el primero: Nevado de Toluca, Tlalocy Telapon
(Oeste) y el segundo: Pico de Orizaba y Cofre de Perote (Este). Ademas, se
calcularon las diferencias pareadas de Fst para las poblaciones con 10,000
permutaciones.

El numero mas probable de grupos (k) obtenido en los AMOVA'’s de Arlequin,
fue usado para correr el andlisis en SAMOVA 1.0 (Analisis espacial de varianza
molecular; Dupanloup et al. 2002), se eligié la corrida con el valor mas alto de Fcr
como lo sugieren los autores. Esto se hizo para reconstruir grupos de localidades
gue sean genéticamente homogéneas o diferentes entre cada una, maximizando la
proporcion de la variancia genética total para cada una de las localidades.

Para el segundo objetivo se construyeron matrices con ambas especies mas
grupos externos. Estos udltimos fueron seleccionados con base a la filogenia del
género Draba y sus especies cercanas de acuerdo con Jordon-Thaden et al. (2010).
Para el marcador nuclear ITS se construyo una matriz de 78 secuencias por 553

pares de bases que incluye seis especies como grupo externo: Arabis turrita, D.
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nemorosa, D. platycarpa (Tomostina platycarpa), D. aurea, D. helleriana y D.
cuneifolia. En el caso de trnL-F debido a la poca variacién encontrada, se redujo la
matriz a una secuencia por localidad y el grupo externo fue el mismo que para ITS
mas la secuencia de D. cuneifolia var. sonorae, la matriz final fue de 18 secuencias
por 329 pares de bases.

La matriz del marcador trnS-trnG se construy6 con 74 secuencias por 331
pares de bases, que incluyen como grupos externos a Draba nemorosa, Lepidium
draba y Lepidium propinquum. No se encontraron secuencias-de. este marcador
para Arabis turrita, D. cuneifolia, D. helleriana, D. aurea y D. platycarpa. Para el caso
del marcador matK-trnK, el grupo externo se compuso de cuatro especies: Arabis
turrita, A. alpina, Tomostina cuneifolia (Draba cuneifolia), Draba nemorosa y D.
aurea, la matriz se construy6 con 19 secuencias-de 762 pares de bases. Todas las

secuencias de los grupos externos fueron obtenidas de GenBank. (Ver Apéndice)

Se evaluaron los modelos evolutivos con JModelTest v.2.1, se selecciono el
mejor modelo para cada matriz.de acuerdo con el criterio de informacion de Akaike
(AIC) (Posada, 2008) y se construyo la genealogia con inferencia bayesiana (IB) en
el programa MrBayes v.3:2.7 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Los parametros para
cada matriz estan resumidos en el Cuadro 3. Todos los modelos se configuraron
con una distribuciéon del tamafio de poblacion tipo lognormal (4.6, 2.3), un reloj
relajado con distribucion lognormal (-1.6, 0.10) y un reloj coalescente, el nUmero de
generaciones de cadenas marcovianas de Monte Carlo (MCMC) fue de 2°000°000,
posteriormente se quemaron el 25% de las corridas y de los arboles con una
probabilidad posterior mayor a 0.05 y finalmente se visualizaron los arboles en
FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2014). Las fechas de divergencia estan basadas en el
modelo de reloj coalescente y en el reloj relajado con distribucion normal. Deben

tomarse con caucion estas fechas de divergencia.
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Cuadro 3. ParAmetros para la IB y modelo evolutivo por marcador.

Parametros Marcadores
Mr.Bayes ITS trnL-F trnS-trnG matK-trnK

nst 6 1 6 6
rates invgamma  equal gamma gamma
pinvar 0.8340 0 - 0.756
shapepr - 0.710 - 0.8
ploidy diploid haploid haploid haploid
Modelo de Tim3ef+l Tim2 TPM2uf+G TrN+I+G
JModelTest

La historia demogréfica de las poblaciones de D. jorullensis y D. nivicola fue
analizada para cada marcador usando BEAST v1.10.4 (Suchard et al. 2018). El
grafico de ‘skyline’, permite la estimacion de patrones histéricos del tamano de
poblacion de una genealogia sin la necesidad de restricciones a priori (Ho y Shapiro
2011). La manera de calibrar el tiempo en estos graficos es usando tasas de
sustitucion de cada marcador. La tasa de mutacion para el marcador nuclear ITS
fue asignada de acuerdo (Kay, Whittall, y Hodges 2006) que dice que la tasa de
sustitucion media para una herbacea perenne anual es de 4.13x10° (sitios por afio),
mientras que para los marcadores de cloroplasto, Jordon-Thaden et al. 2013,
informa que la tasa para trnL-F es de 8.24x10° (sitios por afio), para el marcador
trnS-trnG-'se desconoce la tasa de mutacion pero se tomd como referencia el
promedio de la tasa de sustitucion para Brassicaceae de De La Torre et al. (2017),
la cual es de 6.51x10°. Y para la tasa de mutaciéon de matK-trnK, fue asignada con
base a lo descrito por Koch et al. (2001), que equivale a 1.0 a 3.0 x 107 sitios por
afo. Estos parametros fueron introducidos en la configuracion del archivo xml para
cada marcador en BEAUt v1.10.4 (Drummond y Rambaut 2007), se corrieron

20’000°000 de generaciones, con muestreos cada 10,000 corridas
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Descripcion y anédlisis de caracteres morfolégicos

Adicional y complementariamente, se observaron caracteres morfolégicos de
las laminas foliares de Draba jorullensis y D. nivicola. Las laminas de ambas
especies fueron re-hidratadas en un bafio maria y vistas al estereomicroscopio
(Stemi DV4, Zeiss) y se tomaron fotografias con la camara AmScope (MD500).

Se midieron 15 caracteres de D. jorullensis (n=46) usando Image J v.1.52k,
los cudles fueron: longitud de pelo en el envés, longitud del pelo en el 4pice, longitud
de pelo medio, longitud de pelo en la base, longitud de pelo margen, longitud pelo
del haz, numero de pelos haz y envés, numero de bifurcaciones, longitud de
bifurcaciones, densidad del haz, densidad del envés, area del haz y envésy longitud
del margen. Posteriormente se hizo un andlisis de componentes principales (APC)
para determinar que variables aportaban la. mayor cantidad de variacion y un
analisis de agrupamiento jerarquico completo en JMP v.9.0.1, para ver si el arreglo
de cluster corresponde al agrupamiento geografico.

De D. nivicola (h=43) se midieron ocho caracteres, los cuales fueron: longitud
del pelo del margen en la parte basal, media y apical, presencia o ausencia de pelo
en el haz y envés, longitud de la base del pelo, longitud de las ramas del pelo y
namero de ramificaciones.

Muestras de laminas foliares de ambas especies fueron deshidradatas en un
tren de alcoholes (50%, 60%, 70%, 85%, 95% y 100%), luego secadas a punto
critico, montadas 'y recubiertas con oro, para ser observadas al miscroscopio
electronico de barrido (MEB), modelo EVO-50 (Carl Zeiss). Esto se hizo en el
LANIVEG en la Facultad de Ciencias Naturales (UAQ). Las fotografias fueron
utilizadas para la descripcion de los caracteres no visibles en el microscopio optico.
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VI. Resultados

1. Historia evolutiva de las poblaciones de ambas especies

Se analizaron tres marcadores de cloroplasto (trnL, trnS-trnG y matK-trnK) y
uno nuclear (ITS). Las matrices de datos de ambas especies fueron analizadas de
manera individual para no mezclar las historias evolutivas de cada gen o region. El
marcador trnL-(c-d) aportd casi nula variacion en ambas especies, el marcador trnS-
trnG fue el méas variable y se pudieron amplificar la mitad de los individuos para
matK-trnK, por lo tanto, no todas las poblaciones estan representadas.

La matriz de datos genéticos de ITS de D. nivicola (40 individuos) incluy6 un
total de 569 pares de bases, 4 gaps y con 21 sitios informativos. La red mas
parsimoniosa identificé 17 ribotipos (Cuadro 4, Figura 4), el haplotipo mas frecuente
fue Hap 1 (25.8%), el cual esta presente en todas las poblaciones. El haplotipo 13
fue el segundo mas frecuente (3.25%), presente en tres poblaciones (Figura 4,
derecha: Nevado de Toluca, Iztaccihuatl y Tlaloc), el resto de los haplotipos fueron
Gnicos y con pocos pasos mutacionales entre ellos. Se formé una horquilla en la
red, entre los haplotipos Hap 1, Hap 3 y Hap 7 (Pico de Orizaba, Cofre de Perote y
Tlaloc) (Figura 4, izquierda). Las horquillas muestran a los haplotipos cercanamente
relacionados, es decir, con.los mismos pasos mutacionales entre ellos.

En cambio, para D. jorullensis, la matriz de datos de ITS (32 individuos)
incluyo un total de 567 pares de bases, 6 gaps y con 38 sitios informativos. La red
mas parsimoniosa identific6 16 ribotipos (Cuadro 4, Figura 4), el haplotipo mas
frecuente fue Hap 1, este se encontré en todas las poblaciones (18.75%) excepto
en Tlaloc (Figura 5, derecha), siendo mas abundante en el Pico de Orizaba. El
segundo mas frecuente fue Hap 10, presente en dos poblaciones (2.5%) (Tlaloc y
Telapdn). El resto de los haplotipos fueron haplotipos Unicos y se formaron tres
horquillas entre 4 haplotipos: Hap 1, Hap 10, Hap 15 y Hap 16 (Cofre de Perote,

Telapdn, Tlaloc y Nevado de Toluca) (Figura 5, izquierda).
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La matriz de datos de trnL de Draba nivicola (43 individuos) fue de 283 pares
de bases, sin gaps y 5 sitios informativos. S6lo hubo dos haplotipos distintos: Hap
1 y Hap 2 que difieren por 5 pasos mutacionales (Cuadro 4, Figura 6, A). La matriz
del mismo marcador para Draba jorullensis (43 individuos), presenta una longitud
de 282 pares de bases, un gap, un sitio informativo y dos haplotipos, los cuales
difieren por un paso mutacional (Cuadro 4, Figura 6, B).

La matriz de datos para el marcador trnS-trnG de Draba nivicola (39
individuos) incluy6 368 pares de bases, 32 gaps y 202 sitios informativos (Cuadro
4). Ademas, se identificaron 38 haplotipos en total, en la mayoria de los casos hay
mas de cinco pasos mutacionales entre cada haplotipo y Unicamente un haplotipo
de la poblacion Tlaloc se repite dos veces (Figura 7). En la red obtenida se visualizan
muchas ramificaciones y una sola horquilla entre dos haplotipos del Nevado de
Toluca y uno de Tlaloc.

Para el caso de la matriz de datos de Draba jorullensis del mismo marcador,
esta incluyd 325 pares de bases, 89 gaps y 71 sitios informativos. La red mas
parsimoniosa identificd 34 haplotipos que no se repiten. Entre cada haplotipo hay
de diferencia de uno a 10 pasos mutacionales y se formaron tres horquillas entre
haplotipos internos de las poblaciones: Telapdn (3 haplotipos), Tlaloc-Nevado de
Toluca-Cofre de Perote (3 haplotipos) y entre haplotipos internos del Nevado de
Toluca (2 haplotipos) (Figura 8).

El marcador matK-trnK fue el que se amplific6 en menor medida, para el caso
de D. nivicola (18 individuos), la matriz incluyé 503 pares de bases, 4 gaps y 30
sitios. informativos. La red mas parsimoniosa identific6 13 haplotipos (Figura 9,
izquierda). El haplotipo mas abundante fue el Hap 4, compartido entre Cofre de
Perote y Tlaloc (9.6%) (Figura 9, derecha), siendo mas frecuente en el Cofre de
Perote (66%). Entre cada haplotipo hay de tres a un paso mutacionales, excepto
para el Hap 2 de Tlaloc, el cual tiene 17 pasos mutacionales con respecto al Hap 8
de Pico de Orizaba (Figura 9, izquierda). Se encontrd un haplotipo central, es decir,

gue tiene de uno a dos pasos mutacionales con respecto a la mayoria de los
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haplotipos, el cual fue el Hap 7 de Pico de Orizaba. Se observaron dos horquillas
entre haplotipos del Cofre de Perote y Pico de Orizaba.

Con respecto a D. jorullensis (17 individuos), la matriz fue de 541 pares de
bases, tres gaps, y 23 sitios informativos. La red mas parsimoniosa arrojo 16
haplotipos, la mayoria Unicos, excepto el Hap 2 (Figura 10, izquierda), fue
compartido entre Tlalocy Telapdn (2.5%) (Figura 10, derecha). Entre cada haplotipo
hay de uno a tres pasos mutacionales. Se forma una horquilla central entre

haplotipos de todas las poblaciones excepto del Cofre de Perote.

Pruebas de neutralidad

Los valores de las pruebas de neutralidad para todos los marcadores de las
poblaciones de D. nivicola son negativos, con-excepcion de la Fs de trnL. Las
secuencias ITS, trnL y matK-trnK, resultaron significantes para la Dty trnG-trnS y
matK-trnK, para la Fs (Cuadro 4). Esto indica una cantidad notable de haplotipos
raros y que las poblaciones han sufrido una reciente expansion, y posiblemente
precedidos por un cuello de botella.

De igual manera las pablaciones de D. jorullensis contienen haplotipos raros
y han sufrido una expansion, ya que los valores de las pruebas para los marcadores
de las poblaciones son negativos. Unicamente la Dr es significante para el marcador
ITS. Los valores positivos de Dty Fs indicarian un equilibrio entre deriva y mutacion,

caracteristico de una poblacion estable.

Flujo.genético

El flujo genético de ambas especies, se considera alto o suficientes para
contrarrestar la deriva génica, tomando en cuenta a Ellstrand (2014). El valor
obtenido de flujo genético (Nm) en DnaSP v.6 para el marcador nuclear ITS para D.
nivicola fue de 2.23 y para D. jorullensis 1.82. En el caso de los marcadores de
cloroplasto, el marcador trnL, obtuvo los valores més alto de Nm, siendo para D.
nivicola de 6.72 y para D. jorullensis de 5.86. Seguido por el marcador matK-trnK,

donde Nm para D. nivicola fue de 2.01 y D. jorullensis, 2.59. El marcador trnS-trnG,
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fue el que tuvo valores menores de flujo genético respecto a los demés, Nm para D.
nivicola fue de 0.94 y para D. jorullensis de 1.08.

En cuanto al flujo genético entre poblaciones (Cuadro 5), con respecto al
marcador nuclear ITS, las poblaciones de D. nivicola son similares entre si, con
valores entre 0.9 y 1. Siendo Tlaloc, con el valor mayor (1.09) y el Cofre de Perote
con el menor valor (0.929). De manera similar, para el marcador de cloroplasto trnL-
trnG-trnS, la poblacién Tlaloc tiene el valor mayor de flujo genético con 0.658
mientras que la poblacion del Nevado de Toluca presenta un valor.menor de flujo
genético de 0.508. Las demas poblaciones: Iztaccihuatl, Pico de Orizaba y Cofre de
Perote, su flujo genético es de 0.601, 0.582 y 0.625, respectivamente. Por ultimo, el
marcador matK-trnK, muestra que las poblaciones del este (Pico de Orizaba y Cofre
de Perote) tienen valores de flujo genético. menores (0.762 y 0.710,
respectivamente), a las poblaciones del oeste (Nevado de Toluca y Tlaloc) con un

valor de 1.19, sin embargo, estos valores no son significativos (Cuadro 5).

Por otro lado, la poblacién del Nevado de Toluca de D. jorullensis, con
respecto al marcador ITS, tiene el mayor flujo genético (0.996), y con respecto a
Tlaloc, el menor valor (0.747). Las demas poblaciones, Telapon, Pico de Orizaba y
Cofre de Perote, tienen valores de 0.825, 0.90 y 0.975 respectivamente. Los
marcadores de cloroplasto de manera contraria al nuclear, informan que para trnS-
trnG, Tlaloc es la poblacion con mayor flujo genético (0.723) y Telapdn la poblacion
con menor flujo (0.622), mientras que las otras poblaciones: el Nevado de Toluca,
Pico de Orizaba y Cofre de Perote tienen valores de flujo genético intermedios de
0.661, 0.676 y 0.691, respectivamente. Por ultimo, para el marcador matK-trnK, las
poblaciones del oeste (Nevado de Tolucay Tlaloc) presentan un valor de flujo menor
(0.843) que las poblaciones del este: Telapdn y en conjunto, el Pico de Orizaba con

el Cofre de Perote con valores de 0.922 y 0.952, respectivamente (Cuadro 5).
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Historia evolutiva de las poblaciones de Draba en la FVTM.

Cuadro 4. Resumen de los estadisticos clasicos del analisis de polimorfismos de ambas especies.

Sec. n h Hd S K ™ Ow Dt Fs pb

Draba nivicola

ITS 40 17 0.7 21 1.47 0.002 0.0097 -2.334* -14.851 569
trnL 43 2 0.047 5 0.233 0.0008 0.0040 -1.999* 0.488 283
trnS-trnG - 39 38 0.999 202 48.081 0.143 0.142 -0.924 -9.626* 368

matK- 18 13 0.928 30 4.647 0.0093 0.0174 -1.949* -2.70* 503
trnK

Draba jorullensis

ITS 32 16 0.784 38 3.64 0.0064 0.0168 -2.343* -6.117 567

trnL 43 2 0.047 1 0.0047 0.0001 0.0008 -1.117 -1.51 282

trnS-trnG 35 34 0.998 71. 13.761 0.0583 0.0730 -1.295 -22.26 325
matK- 17 16 0.993 23 4.36 0.0081 0.0126 -1.432 -2.068 541
trnK

Sec=marcador, n=nimero de secuencias, h=nimero de haplotipos, Hd= diversidad haplotipica, S= nimero de sitios
segregantes o informativos, k= el promedio de diferencias en nucleétidos = diversidad nucleotidica, Ow= tasa de
mutacion de la poblacién. D= D de Tajimay Fs= F de Fu. *Valores significativos negativos (p <0.05), en ambas pruebas,
revelan eventos histéricos de expansion demografica. Valores maximos entre ambas especies en negritas.
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Cuadro 5. Flujo genético de cada especie y sus poblaciones.

Draba nivicola

Marcador NT TL V4 PO CP

ITS 0.961 1.095 1.014 1.038 0.929

trnL-trnS- 0.508 0.658 0.601 0.582 0.625

trnG

matK-trnK 1.19 - 0.762 0.710
Draba jorullensis

Marcador NT TL TE PO CP

ITS 0.996 0.74795 0.825 0.900 0.975

trnS-trnG 0.661 0.723 0.622 0.676 0.691

matK-trnK 0.843 0.922 0.952

Valores calculados a partir de Fstcon la formula.Nm = (2-FST)/(4-FST). NT= Nevado de Toluca,
TL=Tlaloc, 1Z=Iztaccihuatl, PO=Pico de Orizaba, CP=_Cofre de Perote, TE= Telapdn.
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indices de diversidad genética y estructura geografica

La diversidad haplotipica (Hd) del marcador ITS para D. nivicola y D.
jorullensis, fue similar, de 0.7 y 0.784 respectivamente, sin embargo, D. jorullensis
tuvo una mayor diversidad nucleotidica (1) de 0.00649. ElI marcador trnL para
ambas especies fue poco informativo, la Hd para ambas especies fue de 0.047,
siendo D. nivicola la especie con la mayor diversidad nucleotidica (177=0. 00082).

Para el caso del marcador trnS-trnG, el cual resultdé muy variable para ambas
especies, la Hd de D. nivicola y D. jorullensis fue de 0.999 y 0.998 respectivamente,
siendo D. nivicola la especie con mayor diversidad nucleotidica (11=0.1431). Por
ultimo, el marcador matK-trnK, tuvo una mayor diversidad haplotipica para D.
jorullensis (Hd=0.993) que para D. nivicola (Hd=0.928), no obstante, D. jorullensis
obtuvo una menor diversidad nucleotidica (17=0. 00812) que D. nivicola (171=0. 00931)
(Cuadro 4).

La estructura filogeografica para D. nivicola con el marcador ITS, fue nula o
baja y no significativa (Nst=-0.024; Gst= -0.0009 £ 0.0226, p < 0.05). La diversidad
genética entre todas las poblaciones (ht=0.955 + 0.0155; vr= 0.954 + 0.2923) fue
menor que los valores dentro de la poblacién, (hs= 0.963 + 0.029; vs=0.976 +
0.9976), aunque los alelos ordenados dentro de la poblacién son mas diversos. Para
el caso de D. jorullensis, la estructura filogeografica con el mismo marcador, fue de
igual manera nula 0 baja y no significativa (Nst=-0.007; Gst= 0.025 £ 0.0095, p <
0.05). La diversidad genética entre todas las poblaciones (ht =0.964 + 0.007; vT=
0.963 £ 0.1644) fue mayor que los valores dentro de la poblacion (hs=0.941 + 0.034;
vs=0.969 * 0.217), de igual manera que en D. nivicola, los alelos ordenados dentro
de la poblacién son mas diversos.

Con respecto al marcador trnS-trnG, la estructura filogeografica de D. nivicola
fue baja o nula y no significante (Nst=0.019 £ (0.0083); Gst=-0.002 £ 0.0132, p <
0.05). La diversidad genética entre todas las poblaciones (ht=0.988 + 0.0054; vT=
0.992 + 0.0079) fue menor que los valores dentro de la poblacion (hs= 0.990 +
0.0071; vs=0.972 £ 0.065). Para el caso de D. jorullensis, de igual manera que con

D. nivicola hay una estructura filogeogréfica baja o nula y no significativa (Nst= -

35



0.022 £ (0.0431); Gst=-0.05 £ 0.0042, p < 0.05). La diversidad genética entre todas
las poblaciones (ht =0.984 + 0.005; vr= 0.980 £ 0.1227) fue menor que los valores
dentro de la poblacion (hs= 0.989 + 0.011; vs=1.001 + 0.1319).

Finalmente, para el marcador matK-trnK, la estructura filogeografica de D.
nivicola, como en los casos anteriores, fue baja o nula y no significativa (Nst=0.067;
Gst=0.054, p < 0.05). La diversidad genética entre todas las poblaciones (ht=0.946
+ 0.029; vr= 0.939 * 0.264) fue mayor que los valores dentro de la poblacion (hs=
0.894 * 0.061; vs=0.876 + 0.264). Asimismo, para D. jorullensis, la estructura
filogeogréfica fue baja o nula y no significativa (Nst= 0.015; Gst="-0.029, p < 0.05).
De manera similar, la diversidad genética de D. jorullensis entre todas las
poblaciones (ht =0.984 + 0.005; vr= 0.980 = 0.1227) fue mayor que los valores
dentro de la poblaciéon (hs= 0.982 + 0.018; vs=0.945 + 0.305).

Las diferencias de los parametros de hty vr y hs y vs para todos los
marcadores son bajas, indicando una baja diferenciacion. Los valores de Nsr
tienden a ser cercanos a cero o negativos.

El andlisis de AMOVA para ITS de ambas especies, mostré que entre 101.7%
(Cuadro 6) y 93.76% (Cuadro 7) de la variacion genética proviene dentro de las
poblaciones, cuando las poblaciones se agruparon en 4 grupos. El valor de Fcr para
D. nivicola con 4 grupos fue de 0.069 (ns, p < 0.05) y para D. jorullensis fue de -
0.1036 (ns, p <0.05) (Cuadro 8).

En cuanto al analisis de SAMOVA para este marcador, arroj0 una k=4,
obteniendo un valor mas alto de Fcr cuando el nimero de grupos fue cuatro Para el
caso de D. nivicola, la poblacién del Iztaccihuatl fue agrupada con el Nevado de
Toluca y para D. jorullensis, la poblacion de Telapon y Tlaloc fueron tomadas como
un-grupo, las demas poblaciones fueron tratadas como grupos independientes. Los
valores de Fsrt no fueron significativos, sin embargo, para el caso de D. nivicola, las
poblaciones: Iztaccihuatl, Tlaloc y Pico de Orizaba, los valores de Fst son negativos.
El valor mayor de Fst fue de la poblacion Cofre de Perote. Asimismo, para D.
jorullensis, los valores de Fst no fueron significativos, pero la poblacion con un valor
mayor fue Tlaloc (Fst=0.20164) (Cuadro 9).
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Los marcadores de cloroplasto (matK-trnK y trnS-trnG) muestran una baja
diferenciacion entre poblaciones, en el caso de D. nivicola la diferenciacion ocurre
entre poblaciones del oeste (Nevado de Tolucay Tlaloc) y del este (Pico de Orizaba
y Cofre de Perote). D. jorullensis también tiene una baja diferenciacion genética
entre poblaciones, Telapdn es el mas diferenciado del resto.

Ademas, el andlisis de AMOVA para trnL-trnS-trnG (matriz_concatenada)
para D. nivicola, arrojo que el 69.49% de la variacion genética proviene dentro de
las poblaciones (cuando se agrupan en 4, p > 0.05), mientras-que el 37% de la
variacion proviene de la variacion entre poblaciones dentro de grupos (este valor no
es significativo) (Cuadro 6.2). Similarmente, el analisis de AMOVA para D.
jorullensis (matriz Gnica de trnS-trnG), mostré que el 73.13% de la variacion genética
proviene dentro de las poblaciones y que el 17.81% proviene entre poblaciones
dentro de los grupos, cuando estos se agrupan en 4 grupos (p > 0.05) (Cuadro 7.2).

Cuando el arreglo fue de cuatro grupos (k=4) para ambas especies, el
SAMOVA obtuvo valores significativos para Fsrt, en el caso de D. nivicola fue de
Fst=0.3051 y para D. jorullensis, Fst=0.2689 (p > 0.05), no obstante, el valor de Fsc
también fue significativo para D. jorullensis cuando k=4 (Fsc=0.01958; p > 0.05)
(Cuadro 8). El arreglo de k=3 en SAMOVA para D. nivicola, obtuvo el valor de Fcs
significativo, pero cuando k=4, este ya no lo fue. El valor mayor de Fst poblaciones
de D. nivicola fue para el Nevado de Toluca (Fst=0.39333), mientras que para D.
jorullensis, el valor méas grande de Fsr fue para la poblacion Telapon (Fst=0.30231),
estos valores no son significativos (Cuadro 9).

Finalmente, el caso de matK-trnK para ambas especies, el andlisis de
AMOVA entre los grupos Oeste y Este, de igual manera que en los casos de los
marcadores anteriores, la mayor parte de la variacion genética se concentra dentro
de las poblaciones. Para el caso de D. nivicola fue de 78.7% (p > 0.05) (Cuadro 6.3)
y 91.29% en D. jorullensis (p > 0.05) (Cuadro 7.3). Los indices de fijacion
Fsc=0.0114 y Fs1=0.2121, fueron significativos para Draba nivicola y no

significativos para D. jorullensis (Cuadro 8). El valor de Fst para las poblaciones del
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Oeste es de Fst=-0.156 y para el Pico de Orizaba y Cofre de Perote Fsrvale 0.189

y 0.231 respectivamente, estos valores no fueron significativos (Cuadro 9).
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Figura 4. Red de ribotipos (TCS-Network) de Draba nivicola, los colores representan a las poblaciones (izquierda), y
distribucién de las proporciones de ribotipos en cada poblacion, los colores representan ribotipos (derecha). EI nimero
total de ribotipos de D. nivicola es de h=17. NT=Nevado de Toluca, TL=Tlaloc, I1Z=lIztaccihuatl, CP=Cofre de Perote,

PO=Pico de Orizaba.
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Hap_14

Figura 5. Red de ribotipos (TCS-Network) de Draba jorullensis, los colores representan a las poblaciones (izquierda)
y distribucion de las proporciones de ribotipos en cada poblacion, los colores representan ribotipos (derecha). El
numero total de ribotipos de D. nivicola es de h=16. NT=Nevado de Toluca, TL=Tlaloc, TE=Telapén, CP=Cofre de
Perote, PO=Pico de Orizaba.
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Figura 6. Redes de haplotipos (TCS-Network) de Draba jorullensis y Draba nivicola del marcador trnL-(c-d). A) Draba
nivicola. B) Draba jorullensis, los colores representan poblaciones. C) y D) Proporciones de haplotipos de ambas
especies en las poblaciones. CP=Cofre de Perote, PO=Pico de Orizaba, TL=Tlaloc, TE= Telapon, 1Z=lztaccihuatl,
NT=Nevado de Toluca.
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Figura 7. Red de haplotipos (TCS-Network) de Draba nivicola del marcador trnS-trnG, los colores representan poblaciones
(izquierda) y las proporciones de haplotipos en cada poblacién, los colores representan haplotipos (derecha). El nimero total de
haplotipos (h) fue 38. CP=Cofre de Perote, PO=Pico de Orizaba, TL=Tlaloc, I1Z=Iztacihuatl, NT=Nevado de Toluca.
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Figura 8. Red de haplotipos (TCS-Network) de Draba jorullensis del mrcador trnS-trnG, los colores representn poblaciones
(izquierda) y las proporciones de-haplotipos en sus poblaciones, los colores representan haplotipos (derecha). El nimero total
de haplotipos (h) fue de 34. CP=Cofre de Perote, PO=Pico de Orizaba, TL=Tlaloc, TE=Telapon, NT=Nevado de Toluca.
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Figura 9. Red de haplotipos (TCS-Network) de Draba nivicola del marcador matK-trnK, los colores representan
poblaciones (izquierda) y sus proporciones en cada poblacion, los colores representan haplotipos (derecha). El
numero total de haplotipos de D. nivicola es h=13. CP=Cofre de Perote, PO=Pico de Orizaba, TL= Tlaloc, NT=Nevado

de Toluca.
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Figura 10. Red de haplotipos (TCS-Network) de Draba jorullensis del marcador matK-trnK, los colores representan
poblaciones (izquierda). Y las proporciones de haplotipos en cada poblacion, los colores representan haplotipos
(derecha). El nuamero total de haplotipos de D. jorullensis es h=16. CP=Cofre de Perote, PO=Pico de Orizaba,

TL=Tlaloc, TE=Telapdén, NT=Nevado de Toluca.
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Cuadro 6. Analisis molecular de varizanza (AMOVA) de Draba nivicola de los
marcadores: ITS, trnL-trnS-trnG y matK-trnK.

Cuadro 6.1. AMOVA de ITS.

Fuente de g.l. Suma de Componentes de | % Varianza
variacion cuadrados varianza
Entre grupos 3 2.681 0.06325 7
Entre poblaciones 1 0.577 -0.07289 -8.07
dentro de grupos
Dentro de 35 31.967 0.91333 101.7*
poblaciones
Total 39 35.225 0.90369

*p <0.05, 4 grupos, basados en SAMOVA. g..=Grados de libertad.

Cuadro 6.2 AMOVA de trnL-trnS-trnG

Fuente de g.l. | Sumade Componentes % Varianza
variacion cuadrados de varianza

Entre grupos 3 257.78 -1.7204 -6.58
Entre 1 56.94 9.69567 37.1

poblaciones

dentro de

grupos

Dentro de 34 617.5 18.16176 69.49*
poblaciones

Total 38 932.22 26.13703

*p <0.05, 4 grupos, basados en SAMOVA. g.l.=Grados de libertad.

Cuadro 6.3 AMOVA de matK-trnK

Fuente de g.l. Sumade Componentes % Varianza
variacion cuadrados de varianza
Entre grupos 1 5.607 0.5435 20.31
Entre 1 2.265 0.0243 0.91*
poblaciones
dentro de
grupos
Dentro de 15 31.628 2.1085 78.78*
poblaciones
Total 17 39.5 2.67

*p <0.05, 2 grupos: NT y TL como grupo Oeste y, POy CP como grupo Este.

g.l.=Grados de libertad.
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Cuadro 7. Andlisis Molecular de Varianza (AMOVA) de los marcadores ITS,

trnS-trnG y matK-trnK de Draba jorullensis.

Cuadro 7.1 AMOVA de ITS.

Fuente de g.l. Suma de Componentes de | % Varianza
variacion cuadrados varianza
Entre grupos 3 7.201 -0.19046 -10.36
Entre poblaciones 1 2.7 0.30514 16.6
dentro de grupos
Dentro de 27 46.53 1.72356 93.76*
poblaciones
Total 31 56.431 1.83824

*p <0.05, 4 grupos, basados en SAMOVA. g.l.=Grados de libertad.

Cuadro 7.2 AMOVA de trnS-trnG.

Fuente de g.l. Sumade Componentes % Varianza
variacion cuadrados de varianza
Entre grupos 3 62.627 0.6598 9.06
Entre 1 11.55 1.29676 17.81*
poblaciones
dentro de
grupos
Dentro de 30 159.76 5.32553 73.13*
poblaciones
Total 34 233.937 7.28209

*p <0.05, 4 grupos, basados en SAMOVA. g.l.=Grados de libertad.

Cuadro 7.3 AMOVA de matK-trnK.

Fuente de g.l Suma de Componentes % Varianza
variacion cuadrados de varianza
Entre grupos 1 3.98 0.3059 13.35
Entre 1 1.66 -0.1064 -4.64
poblaciones
dentro de
grupos
Dentro de 14 29.29 2.092 91.29*
poblaciones
Total 16 34.94 2.29

*p <0.05, 2 grupos. NT, TL y TE como grupo Eeste, y PO y CP como grupo Este.
g.l.=Grados de libertad. NT=Nevado de Toluca, TL=Tlaloc, TE=Telapon, PO=Pico de
Orizaba, CP=Cofre de Perote.
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Cuadro 8. Indices de fijacion de ambas especies.

Draba nivicola

Marcador | Fer | Fsc | Fst
ITS 0.069 -0.0867 -0.0106
trnL-trnS-trnG -0.6581 0.34805 0.30514*
matK-trnK 0.20308 0.01142* 0.21218*
Draba jorullensis
ITS 0.15041 0.06238 -0.10361
trnS-trnG 0.09062 0.19582* 0.26689*
matK-trnK 0.1335 -0.05358 0.08707

*p <0.05, basados en los resultados de los analisis moleculares de varianza

(Cuadros 6y 7).

Cuadro 9. Valores de Fst para D. nivicola y D. jorullensis por

poblacién obtenidos en Arlequin.

Draba nivicola

Poblacién ITS trnL-trnS- matK-trnK
trnG
NT 0.03185 0.39333 -0.1566
TL -0.07601 0.27316
1z -0.01143 0.31858 -
PO -0.03115 0.3339 0.1897
CP 0.05619 0.2994 0.2317
Draba jorullensis

Poblacion = | ITS | trnS-trnG matK-trnK
NT 0.00273 0.27079 0.12495
TL 0.20164 0.22151
TE 0.13995 0.30231 0.0621
PO 0.07951 0.25893 0.03837
CP 0.01959 0.24657

Los valores en negritas de matK-trnK para D. nivicola y trnS-trnG de D.
jorullensis significan que son significativos, basados en los resultados

del AMOVA de Fsc.
NT=Nevado de Toluca, TL=Tlaloc, TE=Telapon,
PO=Pico de Orizaba, CP=Cofre de Perote.

|Z= lztaccihuatl,
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2. Historia genealégica mediante IB.

Las estimaciones de tiempo y divergencia basadas en la matriz de ITS que
incluyen a ambas especies mas seis especies como grupos externos, sugieren que
la separacion de las tres secuencias del género Draba de su pariente mas lejano,
Arabis turrita, ocurrié hace 470,000 afios (0.47 Ma). La separacion de la especie
asiatica D. nemorosa de las especies de Draba en América, ocurrid hace 0.22 Ma,
mientras que el tiempo de divergencia de D. cuneifolia y D. platycarpa del resto de
las especies americanas es de 0.1613 Ma. Actualmente, D. platycarpa y D.
cuneifolia fueron asignadas al género Tomostina de acuerdo con Jordon-Thaden
(2010), la informacion revelada en este analisis bayesiano, separa a estas dos
especies del resto de las americanas, y establece un timpo de divergencia de 0.09
Ma. Los tiempos de divergencia entre las especies norteamericanas con el resto de
las especies de Draba de la FVTM, coincide con el ultimo periodo glacial (Glaciacién
de Wisconsin, Enriquez de Salamanca, 2011), que ocurri6 hace 20,000 afios
aproximadamente, ya que el clado de D. nivicola se muestra con una edad de 0.025
Ma. Por otra parte, aunque la topologia de este arbol no resuelve la monofilia de D.
jorullensis con respecto a D. nivicola. Se puede considerar a este clado es joven, ya
gue surge hace 0.056 Ma, de acuerdo con estas estimaciones en MrBayes. Y
ademas algunas de las secuencias de D. jorullensis del Cofre de Perote tienen una
edad de divergencia-entre 0.01 y 0.007 Ma, y otras del Nevado de Toluca de 0.009
Ma (Figura 11).

Encambio, la historia de divergencia de los marcadores de cloroplasto es un
poco diferente. El arbol arrojado del marcador trnL, muestra dos clados separados
hace 2.4 Ma. El clado que incluye a la especie menos relacionada (Arabis turrita),
se agrupa junto con la especie asiatica (Draba nemorosa) y Draba (Tomostina)
platycarpa. Este clado divergio hace 0.3 Ma. Mientras que el clado que comprende
a D. jorullensis y D. nivicola, y las otras especies americanas (D. cuneifolia var.

sonorae, D. cuneifolia, D. helleriana y D. aurea), divergio hace 0.083 Ma. El tiempo
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de divergencia para las dos especies de interés en este estudio es de 0.0321 Ma
(32,000 afios) aproximadamente (Figura 12).

De manera similar para el marcador matK-trnK, las secuencias obtenidas
fueron menores a la longitud esperada. La edad sugerida de divergencia entre D.
nivicola y D. jorullensis del resto del grupo externo fue de 2.6 Ma. La edad de
divergencia entre la mayoria de las secuencias tanto de D. nivicola como de D.
jorullensis es de 0.055 Ma (55,000 afios) y no hay una separacion clara entre estas,
sin embargo, hay una secuencia de D. nivicola de la poblacion Tlaloc que diverge
aproximadamente 150,000 afos (0.149 Ma) del resto (Figura 14).

Adicionalmente, la genealogia basada en el marcador trnS-trnG, muestra que
no hay una clara separacion entre D. jorullensis y D. nivicola. El clado que
comprende tanto a D. nemorosa, D. jorullensis y D. nivicola, surgio
aproximadamente hace 1.2 May la separacion con las secuencias de Lepidum spp.,
ocurrié hace 1.8 Ma. A pesar de que no hay una clara separacion entre ambas
especies, hubo diferencias de edades de divergencia para algunas poblaciones. Por
ejemplo, se sugiere que las secuencias de D. nivicola, del Cofre de Perote y Pico
de Orizaba, surgieron entre 800,000 y 600,000 afios atras, en comparacion con las
mismas poblaciones pero de D. jorullensis, las cuales ocurrieron entre 370,000 y
220,000 afios atras respectivamente. Las secuencias mas recientes para ambas
especies oscilan entre los 60,000 (0.06 Ma) y 15,000 afios (0.015 Ma). Algunas
secuencias, sobre todo del Nevado de Toluca y del Cofre de Perote de D. nivicola,
guedan sin resolver, y de manera similar, algunas secuencias del Nevado de Toluca

y Pico de Orizaba para D. jorullensis quedaron sin resolver (Figura 13).
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Figura 11. Relaciones genealogicas establecidas por el marcador nuclear ITS de
ambas especies en el programa MrBayes. Arabis turrita, D. platycarpa, D. cuneifolia,
D. helleriana, D. aureay D. nemorosa conforman el grupo externo. La escala del eje
inferior representa millones de afios. Los taxa de color azul representan a D.
jorullensis y los de color rosa a D. nivicola. Las etiquetas de los nodos corresponden
a la edad del clado.
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Figura 12. Relaciones genealdgicas establecidas por el marcador de cloroplasto
trnL (seccion C-D) de ambas especies en el programa MrBayes. Arabis turrita, D.
platycarpa, D. nemorosa, D. helleriana, D. aurea, D. cuneifolia y D. cuneifolia var.
sonorae conforman el grupo externo. La escala del eje inferior representa millones
de afnos. Las etiquetas de los nodos corresponden a la edad del clado.
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Figura 13. Relaciones genealdgicas establecidas por el marcador de cloroplasto trnS-trnG de ambas especies en el programa
MrBayes. Draba nemorosa, fue incluida como especie hermana de D. nivicola y D. jorullensis, mientras que Lepidium draba y L.
propinquum funcionan como_ otro grupo externo. Taxa de color rosa=D. nivicola. Taxa de color azul= D. jorullensis. NT=Nevado
de Toluca, 1Z=lIztaccihuatl, TE=Telapdn, TL=Tl&loc, CP=Cofre de Perote, PO=Pico Orizaba. La escala del eje inferior representa
millones de afos. Etiquetas de los nodos representand la edad de clado en Ma.
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Figura 14. Relaciones geneal6gicas establecidas por el marcador de cloroplasto matK-
trnK de ambas especies en el programa MrBayes. El grupo externo esta conformado por:
Arabis turrita, A. alpina, Draba cuneifolia, D. nemorosa y D. aurea. La escala del eje inferior
representa millones de afios. Las etiquetas en los nodos corresponden a la edad del clado
en Ma. NT=Nevado de Toluca, CP= Cofre de Perote, TL=Tlaloc, DJ= Draba jorullensis, DN=
Draba nivicola.
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Historia demogréfica de las poblaciones de Draba en la FVTM

De manera complementaria a la historia genealdgica de las poblaciones de
ambas especies con base en los marcadores moleculares (ITS, trnS-trnG y matK-
trnK), se evalud la historia demografica de estas. La Figura 15, muestra que en el
caso de ITS, las poblaciones de D. nivicola (A) y D. jorullensis (B), tuvieron.una
ligera contraccion en sus poblaciones durante los 10,500 y 5000 afios (para el caso
de D. nivicola) y entre 40,000 y 10,000 (para el caso de D. jorullensis), retomando
en los ultimos 10,000 un crecimiento de las poblaciones.

De manera semejante sucede lo mismo para el marcador trnS-trnG, en la que
se observa una contraccion poblacional en los altimos 24,000 afios (0.024 Ma), mas
marcada para D. jorullensis (Figura 16 B) que para D. nivicola. Esta ultima muestra
una ligera contraccion demografica desde los dltimos 10,000 afios. Antes de eso,
las poblaciones se mantienen sin cambios (Figura 16 A).

Finalmente, para el caso del marcador matK-trnK, las poblaciones de D.
nivicola. (Figura 17 A), se observé una contraccion demogréfica en los ultimos 1,000
afios (0.001 Ma). Se observa un patron similar para D. jorullensis (Figura 17 B),
hace 750,000 afios comenz6 una contraccién demografica y en los ultimos 20,000

anos se observa sin cambios.
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Figura 15. Graficos de ‘skyline’ generados con el marcador nuclear ITS, el eje x
corresponde al tiempo medido en afilos mientras que el eje y, al nUmero de
generaciones. A) Draba nivicola y B) Draba jorullensis.
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C 0025 005 0075 01
Time
Q Figura 16. Graficos de ‘skyline’ generados con el marcador de cloroplasto trnS-trnG,
el eje x corresponde al tiempo medido en millones de afios mientras que el eje y, al
namero de generaciones. A) Draba nivicola y B) Draba jorullensis.
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Figura‘ 1 aficos de ‘skyline’ generados con el marcador de cloroplasto matK-
trnK, x corresponde al tiempo medido en millones y miles de afos
res mente, mientras que el eje y, al nUmero de generaciones. A) Draba

ola 'y B) Draba jorullensis.
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3. Descripcion y anédlisis de caracteres morfoldgicos

De manera complementaria a los analisis anteriores, los caracteres medidos
en las hojas de ambas especies se analizaron para distinguir distintos fenotipos
entre poblaciones. Aunque hay diferentes fenotipos entre poblacines de ambas
especies, ninguno fue Unico a una localidad. Las ldminas foliares de Draba nivicola
miden longitudinalmente 1.58 + 0.5 cm y de ancho 0.37 + 0.08 cm, y en la base
miden 0.25 + 0.07 cm. También se observaron tres fenotipos distintos: pelo ausente
en envés (cero pelos en un mm?) y haz, pelo escaso (de 5 a 10 pelos por mm?) sélo
en el raquis y pelo abundante (mas de 50 pelos por mm?) en ambos lados de la
lamina (Figura 18). Se observaron tricomas en la parte basal de las hojas, asi como
en el margen y apice. Los tricomas basales miden 0.30 = 0.1 mm, los tricomas del
margen son similares y miden 0.29 + 0.08 mm mientras que los tricomas apicales
0.21 £ 0.08. mm.

Los tricomas son de tipo dendritico, con un tronco basal mas corto que sus
ramas. En la mayoria, los tricomas tienen un tronco con 5 6 4 ramificaciones y en
cada ramificaciéon hay una bifurcacién. En promedio los troncos de los tricomas
miden 49.56 + 15.39 um y las ramas 107.19 + 28.26 um (Figura 20). Se observaron
al MEB estomas anisociticos de 10.09 + 1.47 um de longitud.

Similarmente, las laminas de Draba jorullensis miden longitudinalmente 1.99
+ 0.6 cm, de ancho 0.55 + 0.14 cm, y la parte basal 0.27 +£ 0.08 cm. Se observaron
tricomas de dos tipos en el margen, haz y envés. Los tricomas son de tipo simple y
bifurcados. La longitud de los tricomas simples de la parte basal de las hojas es de
0.86 + 0.32 mm. Los tricomas marginales de la parte medial y apical miden 0.67 +
0.2'mm. Los tricomas bifurcados miden 0.16 + 0.1 mm en la parte basal y las ramas
bifurcadas, casi siempre iguales en tamafio miden 0.21 + 0.07 mm de longitud. De
igual manera que con D. nivicola, en Draba jorullensis también se observaron tres
fenotipos de presencia o ausencia de tricomas (Figura 19; Figura 21). Los estomas

observados al MEB, de tipo anisocitico, miden 10.31 + 2.03 pum.
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Figura 18. Hojas de Drba nivicola al icroscopio
E) Cofre de Perote, C)y F) Pico de Orizaba.
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Figura 19. Hojas de Draba jorullensis al microscopio 6ptico. Parte superior, envés, parte inferior, haz. Ay D, Nevado
de Toluca, By E, Cofre de Perote, C y F, Telapdn. Se observan dos fenotipos: glabro (B y E) e hirsuto (A, D, Cy F).
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Figura 20. Hojas de Draba nivicola al MEB; Parte superior, enveés, parte inferior, haz. Ay D, Cofre de Perote; By F,
Nevado de Toluca; C Pelo dendritico de A; G pelo dendritico de B.
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Figura 21. Hojas de Draba jorullensis al MEB. Parte superior, envés, parte inferior, haz; Ay D, Nevado de Toluca; B
y E,Tlaloc; C y F, Cofre de Perote.
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El andlisis de componentes principales (ACP) de Draba jorullensis (Figura
22), mostrd que tres componentes principales explican la mayoria de la variacion.
El primer componente principal concentra 41.3% de la variacion total (y?=52.01,
p<0.0001) el segundo componente explica en un 25.6% la variaciéon (x?=28.8,
p<0.0007) y el tercer componente en un 17.65% (%?=15.09, p<0.01). Ademas, el
agrupamiento jerarquico (método Ward) con base en los caracteres medidos,
muestra que se forman cinco grupos, pero no hay agrupamiento de .acuerdo con su

geografia (Figura 23).
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Figura 22. Ordenamiento de los componentes principales de las variables
morfoldgicas de D. jorullensis. N= Nevado de Toluca, T=Tlaloc, E=Telapon, P=Pico
de Orizaba y C=Cofre de Perote.
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Figura 23. Dendrograma de los caracteres morfologicos de D. jorullensis. Se
agruparon en 5 clusters (k=5). El color rojo corresponde a Nevado de Toluca, el
morado a Telapon, el verde a Tlaloc, el azul a Pico de Orizaba, el amarillo a Cofre
de Perote. Los grupos estdn marcados con un simbolo.
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El ACP de D. nivicola resulté en tres componentes principales que explican
la mayoria de la variacion (Figura 24). El primer componente principal explica el
52.8% de la variacion total (y°=31.4, p>0.0002), el segundo componente concentra
un 20.9% de la variacion (x2=4.39, p>0.4) y el tercer componente explica un 15.2%
de la variacion total (y?=1.15, p>0.5). De igual manera que con D. jorullensis, el
agrupamiento jerarquico (método Ward) con base en los caracteres medidos,

muestra que se forman cinco grupos, pero no hay agrupamiento de .acuerdo con su

geografia (Figura 25).
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Figura 24. Ordenamiento de los componentes principales de las variables
morfolégicas de D. nivicola. N=Nevado de Toluca, T=Tlaloc, I=Iztaccihuatl, P=Pico
de Orizaba y C=Cofre de Perote.
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Figura 25. Dendrograma de los caracteres morfolégicos de D. nivicola. Se
agruparon en 5 clusters (k=5). El color rojo corresponde a Nevado de Toluca, el
morado a Iztaccihuatl, el verde a Tlaloc, el azul a Pico de Orizaba, el amarillo a
Cofre de Perote. Los grupos estan marcados con un simbolo.
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VIl. Discusioén

1. Historia evolutiva a través de la estructura genética.

Los analisis hechos revelan que no hay una estructura filogeografica de las
poblaciones de estas especies herbaceas perennes. En contraste con lo que se ha
encontrado para otras especies alpinas de la misma familia, como Arabis alpina
(Koch et al. 2006; Assefa et al. 2007).

La diversidad genética dentro de las poblaciones de las especies de Draba es
mayor que la diversidad entre ellas. Esto es diferente de lo que se ha encontrado en
especies perennes alpinas lefiosas, como Abies, las cuales tienen una baja
diversidad genética y alta diferenciacion entre poblaciones (Aguirre-Planter et al.
2000).

En el caso de las especies de Draba, la diferenciacion genética entre
poblaciones es baja. Esta diferenciacion genética baja puede ser consecuencia de
un crecimiento poblacional reciente, lo cual es congruente con los valores negativos
y significativos obtenidos en las pruebas de neutralidad (Dt y Fs), ademas de la
relacion entre la diversidad haplotipica y nucleotidica (Avise, 2000; Hamilton, 2009).

Especificamente, para ambas especies de Draba, hay un ribotipo esta presente
en todas las poblaciones en gran porcentaje, esto sugiere que quizas hubo flujo
genético nuclear a. través del polen, como se ha visto en poblaciones de
Psittacanthus calyculatus en la FVTM (Pérez-Crespo et al. 2017), y esto ha ocurrido
durante la Ultima glaciacion (Figura 11). Ademas, la relacion entre los estimadores
Gst provenientes de informacion nuclear y de cloroplasto, también reflejan estas
diferencias del flujo genético mediado por polen o por semillas. De ser posible que
exista un flujo genético nuclear, indicaria una posible polinizacién efectiva por medio
de dipteros de las familias Syrphidae, Tachinidae, Muscidae y Anthomyiidae (Inouye,
2019; Arroyo et al. 1982), como se ha visto en otras especies alpinas en Ameérica del
Sur. Con respecto a la dispersion de semillas en Draba, y otras Brassicaceae, se
sugiere que uno de los dispersores de semillas podrian ser las aves (entre las

plumas) que comparten patrones de vicarianza similares (Mummenhoff y Franzke
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2007; Jordon-Thaden, 2010). Durante los muestreos en los volcanes visitados, se
observaron pequeifias aves paseriformes posando entre la vegetacion del zacatonal,
posiblemente Junco phaesonotus y Oriturus superciliosus, estos podrian ser otros
candidatos a la dispersion de las semillas de Draba. Ademas, la forma de vida
herbacea perenne, como un caracter especifico ecolégico (Loveless y- Hamrick,
1984; Baranzelli et al. 2020) de Draba, también es un factor importante a notar en la
historia del flujo genético.

El patrén del flujo genético observado en las redes de ribotipos, sugiere que el
Cofre de Perote es la poblacién ancestral y que este flujo genético ha sido en
direccion oeste, hacia los volcanes del centro (Tlaloc y Telapon). Para ambas
especies, los pocos pasos mutacionales que hay entre los ribotipos del Nevado de
Toluca y Cofre de Perote, indican que el Nevado podria ser parte del linaje ancestral,
tomando en cuenta que éste (1.3 Ma) y el Cofre de Perote (1.6 Ma) son los picos
mas viejos del area de estudio.

Las redes de haplotipos de cloroplasto sugieren que el flujo genético por medio
de dispersion de semillas, se da entre poblaciones cercanas como el Nevado de
Toluca y Tlaloc. Y debido a que el Cofre de Perote contiene la mayoria de los
haplotipos, y estos comparten pocos pasos mutacionales con los haplotipos de otras
poblaciones, se sugiere que el Cofre de Perote podria ser la poblacién ancestral.

A diferencia de otras especies endémicas raras de la misma familia, e.g. el
complejo Streptanthus glandulosus, cuyas poblaciones se diferenciacion en
consecuencia del aislamiento en ‘islas edaficas’ y el poco flujo genético entre ellas
(Mayer et al. 1994), el flujo genético de las poblaciones de ambas especies de Draba
en los picos de la porcién centro-oriental, no se ve limitado por la distancia entre
estas ‘islas altitudinales’. Los valores encontrados sugieren que el flujo genético es
lo suficientemente alto para prevenir divergencia genética por deriva (Wright, 1931).
Ademas, los analisis de los caracteres morfoldgicos de ambas especies indican que
no existe una relacion entre los fenotipos observados y la localidad de las muestras.

Estos resultados, aunque existen diferentes fenotipos, no revelan una diferenciacion
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morfoldégica Unica para cada pico, posiblemente consecuencia de la poca
diferenciacion genética.

Uno de los caracteres morfolégicos importantes son los tricomas. Los de D.
jorullensis con respecto a los de D. nivicola difieren en las ramificaciones y en el
tamafio. Algo similar se ha visto en el género Pachycladon (Brassicaceae) con tres
especies nativas de Nueva Zelanda, estas poseen morfologia de hojas similares, pero
tricomas con diferente morfologia de tipo bifurcado y dendritico, ademas de una
variacion de densidad de pelo entre especies. Mershon et al., (2015), informan que la
morfologia de los tricomas es una caracteristica que regula la reflectancia y
absorbancia de la luz en las hojas del género Pachycladon, la especie glabra de este
género posee una capacidad menor para absorcion y reflectancia de la luz respecto
a las especies con tricomas abundantes. Cabe sefialar que los tricomas observados
de Draba en este trabajo y los de Pachycladon, son de tipo no glandular. Los tricomas
no glandulares generalmente presentan compuestos fendlicos (flavonoides) y una de
las posibles funciones de estos compuestos es la proteccién contra la radiacion
ultravioleta (UV-B) (Bickford, 2016). Por ende, una capa densa de tricomas no
glandulares con flavanoides, resultaria en una barrera dinamica que modifica el
microclima de la hoja, de acuerdo con la relacion de densidad de pelos y
concentracion de flavonoides, esta proteccion brindada por los compuestos fendlicos
se veria traducida en una fijacién de carbono mayor, ya que la fotosintesis no se veria
interrumpida por compuestos dafinos provocados por radiacion UV-B (Liakoura et al.
1997).

Las diferencias entre D. nivicolay D. jorullensis de morfologia y densidad también
podrian ser consecuencia a la diferente exposicion de radiacion UV-B a la que estan
sometidas, ya que los individuos de D. nivicola se encuentran totalmente expuestos
en el dosel de la vegetacion alpina, mientras que los de D. jorullensis se encuentran
en un gradiente de menor a mayor exposicion a la radiacion debido a que también se
encuentran entre el bosque de coniferas y no Unicamente en el zacatonal como D.
nivicola. Se esperaria que los tricomas dendriticos de D. nivicola confirieran una

mayor proteccion a la radiacién que los bifurcados de D. jorullensis, ya que ademas,
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la densidad de estos es mayor en D. nivicola que en D. jorullensis, sin embargo, son
necesarios estudios posteriores sobre la ecofisiologia de los tricomas de estas

especies alpinas.

2. Patrén biogeografico de las especies de Draba en la FVTM.

La estimacion genealdgica y de divergencia, indican que las poblaciones tanto
de D. nivicola como de D. jorullensis son recientes y corresponden posiblemente a
finales del Pleistoceno. La separacion del género Draba respecto a Arabis turrita y
Lepidium sp., es consistente con lo encontrado por Jordon-Thaden (2010) con
respecto al grupo central de Draba, el cual se origind aproximadamente durante el
comienzo del Pleistoceno (edad Gelasiense: 2.6.- 1.8 Ma; Gradstein et al. 2021),
posteriormente hubo una radiacion para el género Draba durante las épocas
interglaciales y una estabilizacion de linajes en las épocas glaciales. La dispersion de
semillas de Draba pudo haber estado relacionada con la fauna del Pleistoceno. La
fecha de divergencia para las especies de Draba (incluyendo a su pariente asiatico D.
nemorosa), de acuerdo con el marcador ITS, corresponden a la fecha de radiacion de
nuevos linajes de Draba en la'.edad o piso Chibanense (Pleistoceno medio) propuesto
por Jordon-Thaden (2010), sin embargo, se debe tomar en cuenta que este marcador
es influenciado por la evolucion (recombinacion) (Koch et al. 2003). Con respecto al
marcador trnL, este sugiere que el origen de las especies tanto del grupo externo
como D. nivicola y D. jorullensis, ocurrié hace 2.4 Ma, lo cual también es consistente
con lo encontrado por Jordon-Thaden (2010) y ademas, muestra que tanto D. nivcola
como D. jorullensis, surgieron alrededor de 37,000 afios, en una época interglacial,
no obstante, se debe tomar en cuenta el tamafio obtenido de las secuencias para trnL
(Cuadro 6), es menor a lo esperado.

Las poblaciones recientes presentan una alta diversidad genética,
numerosos haplotipos Unicos y ninguna estructura filogeografica. Esto se ha visto
en la especie alpina de la misma familia, Arabis alpina, de la cual se sabe que las
poblaciones africanas son mas diversas que las poblaciones del centro de Europa,

sugiriendo que hubo una expansion post-glacial de Europa Central hacia el sur
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(Koch et al. 2006). De manera similar, la ausencia de estructura filogeografica y
abundancia de haplotipos unicos de las poblaciones de D. nivicola y D. jorullensis,
sugieren que son poblaciones recientes. Ademas, no hay clados resueltos para
cada una de las especies en los arboles de genes, sin embargo, el arbol del
marcador trnS-trnG, muestra que la poblacion del Cofre de Perote de Draba nivicola
es la mas ancestral (0.8 Ma) y que las poblaciones del Nevado de Toluca y Tlaloc
son mas recientes (0.04 y 0.015 Ma). Particularmente, en el caso del Cofre de
Perote, cabe sefialar que este volcan se formo su principal estructura hace 1.3 -0.5
Ma (Carrasco-Nufiez et al. 2010), lo que es coherente con la existencia de las
poblaciones de D. nivicola presentes ahi hace 0.8 Ma. Algunas secuencias de trnS-
trnG del Nevado de Toluca y del Cofre de Perote de D. nivicola, y de manera similar,
algunas secuencias del Nevado de Toluca y. Pico de Orizaba para D. jorullensis
guedan sin resolver, posiblemente representen secuencias ancestrales (Figura 13,
Ver Apéndice Figura 26).

En consecuencia, la historia demografica de D. nivicola, también se puede
pensar en una colonizacion reciente en direccion este-oeste como se ha visto para
otras especies distribuidas en la FVTM (Aguirre-Planter et al. 2000; Ruiz-Sanchez y
Specht, 2013; Anguiano-Constante et al. 2021). Esto concuerda con la edad de los
volcanes, siendo el Cofre de Perote el mas viejo, seguido del Nevado de Toluca y
Tlaloc es mas joven.

En cambio, la colonizacion de los volcanes por D. jorullensis no parece ser en
direccion este-oeste. EI mismo marcador para D. jorullensis sugiere que el Pico de
Orizaba y Tlaloc son poblaciones ancestrales (0.37 Ma) y que Telapon y Nevado de
Toluca son las mas recientes (0.25 y 0.02 Ma). Esto concuerda con el arbol del
marcador ITS, el cual muestra al Nevado de Toluca como la mas reciente (0.009 Ma).
La amplia distribucién de D. jorullensis, podria ser producto de un patron distinto de
migracion y expansion durante la glaciacién de Wisconsin. Para completar este patrén
biogeogréfico es necesario analizar las poblaciones faltantes, especialmente las mas
lejanas como el Nevado de Colimay Tacana. Ademas, Jordon-Thaden (2010), sefial6

qgue en el estudio filogenético con el marcador trnL, D. jorullensis presentdé un
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haplotipo ancestral que se relacionaba con el grupo externo, que en su mayoria
correspondian con la parte sur de la cordillera de Norte América y la cordillera de
Surameérica, lo cual pone a D. jorullensis en relacién con las cordilleras del Anillo de
Fuego. Esto ultimo explicaria la edad de las poblaciones de D. jorullensis en la
genealogia de trnS-trnG, si esta especie esta biogeograficamente mas relacionada
con las especies de Draba de la cordillera del Sur, el patron de migracion y de flujo
genético seria distinto y posiblemente de sur a norte. Ademas, la edad de los volcanes
y el volcanismo reciente de la FVTM (Mastretta-Yanes et al. 2015), ha dado forma al
establecimiento de las especies. Por ejemplo, las erupciones histéricas como de la
erupcion del Pico de Orizaba de tipo andesitica-dacitica hace 0.35 Ma (Macias, 2005),
y de lava en Telapon hace 0.38 Ma y Tlaloc hace 0.94 Ma (Macias et al. 2012),
coinciden con el establecimiento y radiacion de las poblaciones de D. jorullensis en
estos picos.

Durante el ultimo periodoo glacial, el nivel del limite de la vegetacion en las
montafas bajé hasta los 1,000 m y la temperatura se mantuvo en un rango de 2 a 9
°C. Es posible que esto pudo haber causado que las poblaciones de tanto D. nivicola
como D. jorullensis, migraran a altitudes mas bajas y que se reprodujeran libremente
(‘genetic admixture’). Ademas de eso, las poblaciones fueron influenciadas por las
fluctuaciones climaticas del Pleistoceno. Los analisis tanto de los marcadores de
cloroplasto como del nicleo muestran una radiacion de la mayoria de las poblaciones
de Draba entre los 0.05 — 0-015 Ma. Esto coincide con las fechas de la dltima
glaciacion. Posteriormene las poblaciones se contrajeron ligeramente y se
mantuvieron en elevaciones mas altas una vez que las condiciones fueron calidas
comenzando el Holoceno. Los resultados de los graficos de ‘skyline’ apoyan esta
hipbtesis de contraccion reciente de las poblaciones de Draba, seguido de una ligera
expansion o estabilizacion. Las fechas difieren para cada marcador, debido al tamafio
diferente de muestra y tasa de mutacion de los marcadores (Ho y Shapiro, 2011). A
pesar de esto, la contraccién y estabilizacién coincide con el fin de la era glacial,

alrededor de los 10,000, comienzo del Holoceno.
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No se ha podido afirmar que las especies de Draba permanecieron en una
dinamica de isla alpina y distancia, en la que las poblaciones se refugiaron en los
picos para después colonizar nuevos picos en la época interglacial, ya que genética
y morfolégicamente son muy similares, esto indicaria que posiblemente adn no ha
pasado suficiente tiempo para su diferenciacion genética, después de la expansion
y estabilizacion demografica combinada con la dinamica de volcanismo reciente
(Mastretta-Yanes et al. 2015).

Draba nivicola es una de las cuatro especies endémicas a la porcién centro-
oriente de la FVTM y ninguna es exclusiva de un soélo pico. Y Draba jorullensis, en
cambio tiene una distribucion mas amplia (Steinmann et al. 2021). Para entender
con mayor profundidad la historia de colonizacién de especies en los picos de la
FVTM, es importante estudiar a las demas especies endémicas como Castilleja
tolucensis, Plantago tolucensis y Cerastium purpusii, que posiblemente podrian
tener patrones demograficos similares a los de Draba. Aunque las poblaciones de
Draba en la FVTM no se encuentren en un evidente cuello de botella, la protecciéon
de los ecosistemas donde habitan, propicia a su vez la conservacion del habitat de

otras especies endémicas, especialmente de reptiles y anfibios (Sunny et al. 2015).

VIIl. Conclusiones

La hipotesis propuesta en un principio de la existencia una estructura genética
tipica de poblaciones aisladas, en Draba en las poblaciones naturales de la FVTM
es rechazada, ya que los resultados muestran que aparentemente no existe una
barrera geografica que limite el flujo genético y que ademas estas poblaciones son
muy recientes (finales del Pleistoceno). La diversidad genética de las poblaciones
de Draba de ambas especies es alta. Existe poca o nula diferenciacién genética
entre poblaciones. Las poblaciones de ambas especies de Draba sufrieron una
reciente expansion post-glacial y posiblemente por eso el flujo genético no es bajo y
parece estar mediado a través del polen mas que por la dispersion de semillas. El
patrén biogeografico de D. nivicola se puede explicar por medio de una colonizacion

este-oeste promovida principalmente por las fluctuaciones climaticas (periédos
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glaciales e interglaciales), ademas por el volcanismo reciente y el efecto de
conectividad de poblaciones en altitudes mas bajas durante el periodo glacial.
Mientras que el patron biogeografico de D. jorullensis parece ser distinto, no se
tienen los datos completos para afirmar el sentido de la colonizacion de los volcanes,
no obstante, el volcanismo reciente ha formado el establecimiento de poblaciones
naturales de esta especie. Los resultados obtenidos apoyan al paradigma de la

diversificacidon y expansion de especies del Pleistoceno.
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X. Apéndice

Ejemplares de herbario: Draba nivicola: QMEX 00000163; QMEX 00000164,
QMEX 000000308; QMEX 0000000765; QMEX 00000769; QMEX 00000771,
QMEX 00000776. Draba jorullensis: QMEX 00000775; QMEX 00000783; QMEX
00000788; QMEX 00000789; QMEX 00001163; QMEX 00001132; QMEX
00001153; QMEX 00001154; QMEX 00001159; QMEX 00001155.

Accesiones de GenBank: ITS: Arabis turrita, AJ232906; Draba nemorosa,
MKO044724; Draba platycarpa, AF146492; Draba aurea, DQ467639; Draba
helleriana, DQ467533; Draba cuneifolia, DQ467526. trnL: Draba platycarpa,
GU202647; Arabis turrita, DQ180265; Draba nemorosa, DQ466927; Draba
cuneifolia, DQ467111; Draba helleriana, DQ467115; Draba aurea, DQ467212;
Draba cuneifolia var. sonorae, GU202708. trnS-trnG: Lepidium draba AY833709;
Lepidium propinquum, AY833694; Draba nemorosa, HM047328. matK-trnK:
Tomostina cuneifolia, MF963480; Draba nemorosa, JF953670; Draba aurea,
JN966259; Arabis turrita, AF144347; Arabis alpina, MK926402.
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Figura 26. Historia genealdgica (arriba) de D. jorullensis (azul) y D. nivicola (rosa) en las poblaciones naturales en la FVTM y la
cronologia de la formacion de los picos principales (abajo), con sus erupciones y Ultima glaciacion (asteriscos azules). (Elaboracion
propia con imagenes modificadas de Carrasco-Nufiez, 2010 y Garcia-Tovar et al. 2015).
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