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Resumen

Antecedentes: La diversidad topogréfica y climatica de la Zona de Transicion Mexicana (ZTM) favorecieron la riqueza de especies, la disyuncion y el
endemismo. 7igridia durangensis es una geéfita endémica con distribucion disyunta en la ZTM.

Preguntas y / o Hipotesis: ;Cual es la diversidad genética de Tigridia durangensis? ;Tiene estructura genética y filogeografica? ;Hubo cambios en su
historia demografica? ;Las oscilaciones climaticas del Cuaternario afectaron su area de distribucion?

Métodos: En el ADNcp, las regiones ndhF-rpL32, rpL32-trnL 'y 3 trnV-ndhC en 55 individuos de 10 poblaciones fueron secuenciadas. La diversidad y
estructura genética fueron calculadas con Hd, my F;. Los pardmetros G y N, estimaron la estructura filogeografica. Las relaciones genealdgicas fueron
estimadas con una red de haplotipos. Hipotesis filogenéticas fueron inferidas con Inferencia bayesiana y Méaxima verosimilitud. La demografia historica
fue determinada con pruebas de neutralidad, analisis de distribucion de diferencias pareadas (ADDP) y de graficas de lineas de cielo bayesianas. La
paleodistribucion fue estimada con modelos de nicho ecologico (MNE).

Resultados: Tigridia durangensis mostrd estructura genética y filogeografica. Nueve haplotipos fueron identificados, H1 y H2-H9 formaron dos linajes
intraespecificos. Las pruebas de neutralidad no fueron significativas. El grafico ADDP fue congruente con la red de haplotipos. Tigridia durangensis
experimento6 un cuello de botella durante el pasado reciente. Los MNE estimaron una distribucion disyunta en todos los escenarios.

Conclusiones: Un cuello de botella y la interrupcion del flujo genético entre los haplogrupos de Tigridia durangensis parecen estar asociados a procesos
orogénicos y al volcanismo de la Faja Volcanica Transmexicana.

Palabras clave: Endémico, estructura genética, estructura filogeografica, Faja Volcanica Transmexicana, Sierra Madre Occidental.

Abstract

Background: The topographic and climatic diversity of the Mexican Transition Zone (MTZ) has favored species richness, disjunctions and endemism.
Tigridia durangensis is an endemic geophyte with disjunct distribution in the MTZ.

Questions and / or Hypotheses: What is the genetic diversity of Zigridia durangensis? Does it have genetic and phylogeographic structure? Were there
any changes in its demographic history? Did the Quaternary climatic oscillations affect its area of distribution?

Methods: The cpDNA regions ndhF-rpL32, rpL32-trnL, and 3 trnV-ndhC of 55 individuals from 10 populations were sequenced. The genetic diversity
and the genetic structure were estimated with /d, n and F,. The parameters G and N, determined the phylogeographic structure. The genealogical
relationships were inferred with a haplotype net. Phylogenetic hypotheses were generated with Bayesian inference and Maximum likelihood. The demo-
graphic history was determined by means of neutrality tests, analyses of mismatch distribution (AMD) and Bayesian skyline plot. The paleodistribution
was estimated with ecological niche models (ENMs).

Results: Tigridia durangensis showed genetic and phylogeographic structure. Nine haplotypes were identified; H1 and H2-H9 formed two intraspecific
lineages. The neutrality tests were not significant. The AMD plot was congruent with the haplotype net. Tigridia durangensis experienced a bottleneck in
the recent past and the ENMs displayed a disjunct distribution in all scenarios.

Conclusions: In Tigridia durangensis, the bottleneck and the interruption of the gene flow between the haplogroups might have been associated with
orogenic processes and volcanism of the Transmexican Volcanic Belt.

Keywords: Endemic, genetic structure, phylogeographic structure, Sierra Madre Occidental, Transmexican Volcanic Belt.
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a filogeografia estudia los principios y procesos que gobiernan la distribucion geografica de los linajes,

dentro y entre especies cercanamente relacionadas (Avise 2000). Infiere diferenciacion entre poblaciones

de la misma especie y divergencia entre especies. Asume que los rasgos genéticos y morfologicos muestran

patrones de variacion geografica, los cuales dependen de la interaccion con procesos geologicos, climati-
cos y demogréaficos (Schaal et al. 1998, Dominguez-Dominguez & Vazquez-Dominguez 2009). La estructura gené-
tica es la distribucion no aleatoria de los alelos o genotipos en el espacio y el tiempo (Loveless & Hamrick 1984). En
contraste, la estructura filogeografica muestra las frecuencias y las similitudes haplotipicas entre poblaciones (Pons
& Petit 1996). Ambas medidas de diferenciacion estiman la diversidad biologica.

México posee una de las floras mas diversas. En él hay 22,969 especies de plantas vasculares, de las cuales
12,069 son endémicas (Ulloa ef al. 2017). Las angiospermas suman 22,126 especies (Villasefior 2016). Esta riqueza
ha sido ocasionada por la estructura geoldgica compleja, la topografia accidentada y la diversidad de climas (Mas-
tretta-Yanes et al. 2015). El pais se localiza entre los limites de las regiones Neartica y Neotropical (Hermogenes
De Mendonga & Ebach 2020). Su combinacién a lo largo de las principales cadenas montafiosas del pais forma
la Zona de Transicion Mexicana (ZTM, Halffter 1987, Halffter & Morrone 2017, Hermogenes De Mendonga &
Ebach 2020). La ZTM es un conjunto de provincias morfotectonicas y fisiograficas con edades y origenes distintos
(Ferrusquia-Villafranca 1993, Mastretta-Yanes et al. 2015). De acuerdo con Morrone (2019), la ZTM incluye cinco
provincias biogeograficas: Faja Volcanica Transmexicana (FVT), Sierra Madre Occidental (SMOc), Sierra Madre
Oriental (SMOr), Sierra Madre del Sur (SMS) y Tierras Altas de Chiapas (TACh). La FVT presenta los procesos
orogénicos mas recientes. Es un arco volcanico de 1,000 km de longitud y 80-230 km de ancho, localizado entre
los 17° 30’y 20° 25’ N, y 96° 20’ y 105° 20° W (Gomez-Tuena et al. 2005, Ferrari et al. 2012). Su formacion esté
dividida en cuatro episodios: 1) la instauracion de un arco de composicion intermedia durante el Mioceno temprano
y tardio (~ 20-10 Ma), 2) un episodio mafico en el Mioceno tardio (~ 11-7 Ma), 3) un episodio silicico y bimodal
entre el Mioceno tardio y el Plioceno temprano (7.5-3 Ma) y 4) la reinstauracion de un arco desde el Plioceno tardio
al Holoceno (2.5 Ma-presente Gomez-Tuena et al. 2005, Ferrari et al. 2012). Los cambios topograficos del altimo
periodo de formacion de la FVT coinciden en tiempo con las fluctuaciones climaticas del Cuaternario (Mastretta-
Yanes et al. 2015). Asi, la distribucion de las plantas fue causada por los procesos orograficos y los cambios climati-
cos. Por tltimo, durante el Pleistoceno los taxones afines a climas templados expandieron su rango de distribucion a
elevaciones mas bajas durante los maximos glaciales y lo contrajeron a elevaciones mas altas durante los maximos
interglaciales (Hewitt 2000).

Tigridieae (Iridaceae) incluye gedfitas bulbosas. Es una tribu monofilética y agrupa 203 especies. Dentro de
Tigridieae, la variabilidad morfologica de las flores contrasta con la uniformidad de las hojas y bulbos (Rodriguez
& Sytsma 2006, Munguia-Lino et al. 2017). Las plantas del género Tigridia Juss. desarrollan tépalos con colores
uniformes, variegados, maculados o estriados. Los tépalos internos presentan nectarios, los filamentos son connados
y las ramas del estilo son bifidas y opuestas a los estambres (Espejo-Serna & Lopez-Ferrari 1996, Espejo-Serna et al.
2010, Munguia-Lino 2016). La circunscripcion de Tigridia esté sujeta a debate (Rodriguez & Sytsma 2006, Goldblatt
et al. 2008, Chauveau et al. 2012). En Norteamérica, el grupo alberga ca. 41 especies y 11 subespecies en el sentido
de Molseed (1970). En contraste, Ravenna (1977), Goldblatt & Manning (2008) y Goldblatt (2015) incluyeron en
Tigridia alos géneros Ainea Ravenna, Cardiostigma Baker, Colima (Ravenna) Rodriguez & Ortiz-Catedral, Fosteria
Molseed, Rigidella Lindl. y Sessilanthera Molseed & Cruden para sumar 51 especies y 11 subespecies. Tigridia es
el grupo mas diverso de Tigridieae en cualquiera de los casos.

Tigridieae es un grupo endémico de América. Su distribucion geografica se extiende desde Missouri en los Esta-
dos Unidos de América hasta la provincia Pampefia en América del Sur. Sin embargo, tiene dos centros de diversifi-
cacion, uno localizado en la ZTM vy el otro ubicado en la subregion Chaqueiia (Munguia-Lino 2016). Tigridieae tiene
un origen sudamericano con una edad estimada en 35 Ma durante el Oligoceno Temprano (Goldblatt et al. 2008). Su
dispersion a América Central y México se estima en 23 Ma al inicio del Mioceno. Tigridia es el género mas diverso
dentro de Tigridieae y la mayor riqueza ocurre en México y Guatemala (Munguia-Lino et al. 2015). Goldblatt et al.
(2008) estimaron la diversificacion de Tigridia durante el Mioceno, hace 15 Ma. La diversificacion de Tigridia coin-
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cide con la formacion de la FVT, su levantamiento favorecid la diversificacion, persistencia, migracion y aislamiento
del género (Munguia-Lino et al. 2015).

Tigridia ha sido objeto de estudios taxonomicos, floristicos, filogenéticos y biogeograficos (Molseed 1970, Es-
pejo-Serna & Lopez-Ferrari 1996, 1998, Rodriguez 1999, Rodriguez & Sytsma 2006, Espejo-Serna et al. 2010,
Munguia-Lino 2016, Munguia-Lino et al. 2015, 2017). Los niveles bajos de variacion nucleotidica en las tigridias
mexicanas y guatemaltecas sugieren una radiacion adaptativa reciente, provocada por la diversidad topografica y
climatica, y su interaccion con los polinizadores (Rodriguez 1999).

La ZTM constituye el centro de riqueza de especies de Tigridia, alberga 36 especies y 18 endemismos (Munguia-
Lino 2016). Tigridia durangensis Molseed ex Cruden es endémica de la ZTM vy tiene distribucion disyunta (Cruden
1968, Munguia-Lino et al. 2015). Constituye un modelo ideal para evaluar los procesos biogeograficos que causaron
la disyuncién. Las plantas de 7. durangensis desarrollan inflorescencias de 3-15 cm de largo durante la antesis y
carecen de hojas caulinares. La inflorescencia tiene tres bracteas y en ocasiones la externa esta plegada en el apice.
Los tépalos externos son oblongos a obovado-oblongos y los internos son hastados y plegados abruptamente hacia
los nectarios (Figura 1). Molseed (1970) distinguio dos tipos de tigridias. Las especies que desarrollan las hojas du-
rante el inicio del periodo de lluvias y florecen hacia el final del mismo integran el primero. El segundo grupo, al que
pertenece T. durangensis, desarrolla primero la inflorescencia y después las hojas.

Figura 1. Habitat y morfologia de Tigridia durangensis. A) Habitat de las poblaciones en la Faja Volcanica Transmexicana; B) habitat de las poblaciones
en la Sierra Madre Occidental; C, D, G, H) individuos de la Faja Volcanica Transmexicana; E, F, I) individuos de la Sierra Madre Occidental. Fotografias
de J. Lopez (A, B, C, D, G, H) y J. Gonzalez-Gallegos (E, F, I).
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Las plantas de Tigridia durangensis crecen en Durango y Michoacan, México dentro del bosque de coniferas,
en llanos inundables durante el periodo de lluvias. Florecen entre junio-julio y fructifican entre agosto-septiembre.
Habitan en suelos arenosos y someros en Durango, pero arcillosos y profundos en Michoacéan. La antesis ocurre en la
mafiana y abejas (Exomalopsis Spinola), avispas pequefias (Polybia Lepeletier) y abejorros (Bombus Latreille) visi-
tan las flores. La informacion sobre la polinizacion es escasa. Los frutos tiran las semillas a través de tres aberturas
apicales, entre septiembre y octubre, las corrientes de agua dispersan las semillas.

Los procesos orograficos, el cambio climatico y el aislamiento en las cadenas montafiosas tropicales favorecen
la diferenciacion, la extincion, la dispersion y permanencia de linajes (Jetz et al. 2004, Rahbek et al. 2019). En la
ZTM, estudios filogeograficos previos demuestran que el aislamiento por distancia influye en la divergencia gené-
tica de Hunnemannia fumariifolia Sweet (Sosa et al. 2009). De igual manera, la divergencia de las poblaciones de
Nolina parviflora Hemsl. esta correlacionada con los episodios de formacion de la FVT (Ruiz-Sanchez & Specht
2013). Ademas, las montafias de la ZTM poseen diferentes condiciones climaticas y ecologicas que han favorecido
la especiacion en el género Dioon Lindl. (Gutiérrez-Ortega et al. 2018). También, en Lycianthes moziniana (Dunal)
Bitter, la FVT aisl6 las poblaciones de la SMOr y la SMS, y permitié su migracion hacia la SMOc durante el Holo-
ceno Medio (Anguiano-Constante ef al. 2021). Recientemente, un andlisis filogeografico del género Bakerantha L.B.
Sm. sugiere que su especiacion ocurrid en el Plioceno Tardio y estuvo asociada a la formacion de la FVT, la cual
actudé como una barrera que separ6 las especies del norte de las del sur (Romero-Soler et al. 2021). Por lo anterior,
predecimos que la orogénesis y las fluctuaciones climaticas en la ZTM fueron los eventos historicos que definieron
la distribucion actual de los linajes de Tigridia durangensis. Para probar esto, los objetivos planteados fueron: (1)
cuantificar la diversidad genética de T durangensis y determinar su estructura genética y filogeografica, (2) inferir
su demografia historica y (3) determinar las consecuencias de las oscilaciones climaticas del Cuaternario en su dis-
tribucion potencial.

Materiales y métodos

Area de estudio, poblaciones y muestreo. Los ejemplares depositados en los herbarios IBUG, IEB, MEXU, ZEA
(Thiers 2019) y bases de datos digitales (GBIF; www.gbif.org, [Bdata; www.ibdata.ib.unam.mx) fueron revisados
para conocer la distribucion de Tigridia durangensis. Los ejemplares sin coordenadas fueron georreferenciados
siguiendo el flujo de trabajo propuesto por Jin & Yang (2020). Tres poblaciones en la FVT (Michoacan) y siete en la
SMOc (Durango; Tabla 1) fueron muestreadas. Cada poblacion incluy6 a 10 individuos. La regionalizacion utilizada
fue la de Morrone et al. (2017). Elaboramos ejemplares de herbario y preservamos hojas en silica gel para su dese-
cacion y posterior extraccion de ADN (Funk et al. 2017).

Extraccion, amplificacion y secuenciacion de ADN. La extraccion, amplificacion y secuenciacion de ADN fueron
llevadas a cabo en el Laboratorio Nacional de Identificacion y Caracterizacion Vegetal (LaniVeg) de la Universidad
de Guadalajara. La extraccion de ADN fue realizada con el protocolo de Doyle & Doyle (1987). Los espaciadores
intergénicos ndhF-rpL32, rpL32-trnL 'y 3 trnV-ndhC de ADN de cloroplasto (Shaw et al. 2007, 2014) fueron ampli-
ficados mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La Tabla S1 muestra la secuencia de los cebadores para
cada region. Los componentes para una reaccion de 25 pL fueron: 1 pL de ADN (~100 ng/ pL), 2.5 pL Buffer 10x,
0.5 uL dNTP [10 mM], 0.5 uL BSA [2 %], 0.25 pL de cada cebador [10 mM], 1.5 uL de MgCl, [10 mM], 0.25 uL.
Invitrogen 7ag DNA polimerasa recombinante [5 U/uL] y 18.25 pL de agua libre de nucleasas.

Los parametros de amplificacion para el espaciador rpL32-trnl y 3 truV-ndhC fueron: 1) 80 °C por 5:00 min
para una desnaturalizacion inicial, 2) 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, primer alineamiento a 50 °C,
seguida de una rampa de 0.3 °C hasta 65 °C por 1 min y la extension a 65 °C por 4 min, 3) una extension final a 65
°C por 5 min. Las condiciones de los ciclos de PCR para el espaciador ndhF-rpL32 fueron: 1) 80 °C por 5 min para
una desnaturalizacion inicial, 2) 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, un alineamiento a 45 °C por 1 min,
una extension de 65 °C por 4 min, 3) una extension final a 65 °C por 5 min. Los productos PCR fueron verificados en
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geles de agarosa al 1 % antes de purificarse. Los volumenes utilizados para la purificacion de las muestras fueron: 5
uL producto de PCR y 1 uL ExoSAP-IT™ (PCR Product Clean-up Reagent). Un ciclo de purificacion fue ejecutado
con las siguientes condiciones en el termociclador: 37 °C por 15 min y 80 °C por 15 min. Los productos purificados
fueron preservados a 4 °C. El volumen final para la reaccion de secuenciacion fue de 4.5 pL.. La mezcla contuvo 0.5
puL BigDye™ Terminator v. 3.1 (Ready Reaction Mix), 1 pL BigDye Terminator v. 1.1 5x Sequencing Buffer, 1 pL de
cebador (F/R) [10 mM], 1 uL de producto PCR purificado, 1 pL de agua libre de nucleasas. Por ultimo, los productos
de la reaccion de secuenciacion fueron purificados con Ilustra MicroSpin G-50 Columns.

Tabla 1. Localidades, poblaciones muestreadas e indices de diversidad genética de Tigridia durangensis. PB) Provincia biogeografica;
FVT) Faja Volcanica Transmexicana; SMOc) Sierra Madre Occidental; N) nimero de muestras; S) nimero de sitios polimodrficos; h)

numero de haplotipos por poblacion; Hd) diversidad haplotipica; n) diversidad nucleotidica; H) haplotipos totales y su frecuencia.

Poblacion Localidad Latitud  Longitud PB N S h Hd b H
Michoacan
1 M235 Los Azufres 19.8085  -100.668 FVT 0 1 0 0 HI1(8)
2 M304 Los Azufres 19.7951  -100.638 FVT 0 1 0 0 H1(4)
3 M308 Los Azufres 19.7865  -100.680 FVT 0 1 0 0 H1(4)
16 0 1 0 0 HI1(16)
Durango
4 D617 Cruz de Piedra 23.8474  -105.289 SMOc¢ 4 0 1 0 0 H2(4)
5 D620 Pueblo Nuevo 23.8124  -105.336  SMOc 5 0 1 0 0 H3(5)
6 D622 Hacienda Coyotes 23.6820  -105.431 SMOc¢ 5 1 2 0.6 0.00028 H3(3), H4(2)
7 D623 El Mirador 23.6693  -105.463 SMOc 5 0 1 0 0 H3(5)
H3(1), H5(3),
8 D624 El Salto 23.7261  -105.406 SMOc¢ 8 2 3 0.67  0.00051
H6(4)
Puerto de Buenos
9 D626 23.7072  -105.724  SMOc 6 2 2 0.33  0.00031 H5(5), H7(1)
Aires
10 D628 La Ciudad 23.7204  -105.676 SMOc 6 2 2 0.6 0.00056 H8(3), H9(3)
H2(4), H3(14),
H4(2), H5(8),
39 6 8 0.81  0.00063
H6(4), H7(1),
H8(3), H9(3)
Total 55 32 9 0.82  0.00554 H1-H9

Diversidad genética, estructura genética y estructura filogeogrdfica. La herramienta BLAST (Boratyn et al. 2013)
del NCBI (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) corrobord la identidad de las secuencias. La edicion y el ensamble fue-
ron realizados con el programa Sequencher v. 4.8 (www.genecodes.com). El algoritmo MUSCLE (Edgar 2004),
implementado en el programa PHYDE (Miiller et al. 2020), realiz6 un alineamiento automatico inicial, seguido de
un alineamiento manual. Los indels contiguos (ndhF: 277-285, 323-328; rpL32-trnL: 836-840) y las reversiones
(rpL32-trnL: 288-290, 351-360) fueron consideradas como cinco mutaciones. La matriz concatenada incluyo las se-
cuencias ndhF-rpl32 + rpL32-trnL + 3 trnV-ndhC. El fragmento rpL32 de la region ndhF-rpL32 fue excluido, debido
a que la mayoria de las secuencias no tuvieron buena calidad.
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El niimero de sitios polimoérficos (S), el nimero de haplotipos totales (H), el numero de haplotipos por poblacion
(h), la diversidad haplotipica (Hd) y la diversidad nucleotidica (n) fueron estimados con el programa de computo
DnaSP v. 6 (Rozas ef al. 2017). La diferenciacion genética dentro y entre poblaciones, asi como entre provincias
biogeograficas fue estimada con un analisis de varianza molecular (AMOVA) en Arlequin v. 3.5 (Excoffier & Lischer
2010). Las diferencias genéticas entre poblaciones fueron evaluadas con dos criterios: 1) las poblaciones fueron con-
sideradas un solo grupo (AMOVA no jerarquico) y 2) las poblaciones fueron separadas en FVT y SMOc (AMOVA
jerarquico). Las distancias entre los haplotipos fueron estimadas con el criterio de diferencia de pares de base y
10,000 permutaciones. El programa SAMOVA (Dunpaloup et al. 2002) identificd grupos geograficamente homogé-
neos. El nimero mas probable de grupos (K) fue estimado con las 10 poblaciones y la diferencia de pares de bases
fue utilizada como distancia molecular. Permut CpSRR v. 2.0 (Pons & Petit 1996) calcul6 con 10,000 permutaciones
el valor para los haplotipos no ordenados (4, /..), los haplotipos ordenados (v, v,) y los parametros de diferenciacion
(G Nep)-

Relaciones genealogicas e hipotesis filogenéticas. POPART (Leigh & Bryant 2015) infiri6 las relaciones genealogi-
cas de Tigridia durangensis con el método de parsimonia estadistica. Las relaciones de parentesco de los haplotipos
fueron inferidas con la matriz concatenada. 7Tigridia estelae Lopez-Ferr. & Espejo, T. flammea (Lindl.) Ravenna y
Cobana guatemalensis (Standl.) Ravenna fueron el grupo externo (Munguia-Lino 2016). jModelTest v. 2.1.10 estimé
los modelos de evolucion molecular. Los resultados del AICc (Akaike Information Criterion; Posada 2008) fueron
utilizados para elegir el modelo evolutivo. Las hipdtesis filogenéticas fueron evaluadas con Inferencia bayesiana
(IB) y Méxima verosimilitud (MV). La herramienta MrBayes v. 3.2 (Ronquist et al. 2012) implementada en el portal
CIPRES Science Gateway v. 3 (www.phylo.org) realizo los analisis de IB. La corrida fue configurada con 10 x 10¢
generaciones, cuatro cadenas de Markov y un muestreo cada 1,000 generaciones. El 25 % de los primeros arboles
fue descartado. Los nodos con probabilidades posteriores (PP) > 0.95 fueron considerados bien soportados. GARLI
v. 0.96 (Zwickl 2006) realiz6 el analisis de MV con 10 blisquedas y 500 réplicas bootstrap. El soporte para los clados
fue determinado con la regla de consenso de mayoria. El1 50 % de los arboles fueron retenidos después del quemado.
Los nodos con un porcentaje de bootstrap (PB) > 85 % fueron considerados con buen soporte.

Demografia historica. La demografia historica fue evaluada con tres estrategias. Primero, los indices D (Tajima
1989) y F, (Fu 1997) fueron estimados para identificar desviaciones en un tamafio de poblacion constante bajo el
modelo de mutacion neutral. Arlequin v. 3.5 (Excoffier & Lischer 2010) estimo los indices con 10,000 permutacio-
nes. Segundo, DnaSP v. 6 (Rozas ef al. 2017) realiz6 un analisis de distribucion de diferencias pareadas (ADDP)
con un modelo de poblacion en expansion. El ajuste de las distribuciones esperadas y observadas fue evaluado con
la suma de distancias cuadradas (SSD) y el indice de irregularidad de Harpending (7; Harpending 1994). Arlequin v.
3.5 (Excoffier & Lischer 2010) estimo los parametros de expansion demografica con 10,000 réplicas bootstrap. Ter-
cero, BEAST v. 1.10.4 (Suchard et al. 2018) ejecut6 el analisis de graficas de lineas de cielo bayesianas, para inferir
cambios en el tamafio efectivo de la poblacion (Ne) a través del tiempo. El analisis fue realizado con modelos de
sustitucion independientes para cada region, un reloj molecular relajado no correlacionado y un modelo coalescente.

No existe una tasa de sustitucion de nucleétidos de cloroplasto para Tigridia. Sin embargo, Wolfe et al. (1987)
estimaron estos valores en maiz y trigo (1.1 X 10 y 1.6 x10” sustituciones/nucledtido/afio), mismos que fueron em-
pleados para estimar el Ne. Los analisis fueron configurados con 30 x 10°y 20 x 10° generaciones, respectivamente
para cada tasa de sustitucién y un muestreo cada 1,000 generaciones. TRACER v. 1.5 corrobor¢ el tamafio efectivo
de la muestra (ESS > 200) y reconstruy6 el grafico de lineas de cielo bayesianas. Todas las pruebas fueron realizadas
a nivel de especie y grupos de poblaciones (FVT y SMOc).

Paleodistribucion. Modelos de nicho ecoldgico (MNE) fueron construidos para estimar el efecto de las oscilacio-

nes climaticas del Cuaternario sobre el area de distribucion de Tigridia durangensis. Los MNE fueron construidos
con las coordenadas geograficas de 52 registros (Tabla S2). Las 19 variables bioclimaticas de WorldClim-Global
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Climate Data (Fick & Hijmans 2017) fueron obtenidas a una resolucion de 2.5 arco-minutos. El analisis de compo-
nentes principales (ACP) identificé las variables correlacionadas (Cruz-Cardenas et al. 2014, Flores-Tolentino et al.
2019). Después y para reducir el sesgo por colinearidad, las dos variables con el valor de contribucion mas alto para
cada componente fueron elegidas (Cruz-Cardenas et al. 2014, Flores-Tolentino et al. 2019). Seis variables fueron
seleccionadas para construir los modelos (Tabla S3). MaxEnt v. 3.2 (Phillips et al. 2006) construy6 los MNE de T.
durangensis con 10 réplicas y un modelo de validacion cruzada. El area bajo la curva (AUC) > 0.9 fue utilizada para
evaluar los modelos. El modelo con el AUC mas alto fue elegido. ArcMap v. 10.0 (Esri 2010) reclasificé los valores
de idoneidad del modelo con base en el parametro Maximum training sensitivity plus specificity.

El MNE fue proyectado a tres escenarios climaticos pasados, para identificar cambios en su distribucion historica.
Estos fueron, Holoceno Medio (HM ~ 6 Ka), Ultimo Maximo Glacial (UMG ~ 22 Ka) y Ultimo Interglacial (UI ~
120-140 Ka). Los modelos de circulacion global empleados fueron HadCM3, MIROC-ESM y CCSM4 para el HM
y el UMG. Mientras que, para el Ul se utilizo MIROC-ESM (www.worldclim.com/paleo-climatel, www.paleoclim.
org). La resolucion de cada modelo fue 2.5 arco-minutos. Todas las variables fueron cortadas con el poligono de
México en ArcMap v. 10.0 (Esri 2010). Por ultimo, calculamos, en km?, el area de distribucion estimada para la
SMOc, la FVT y la suma de ambas en cada escenario y para cada modelo.

Resultados

Diversidad genética, estructura genética y estructura filogeogrdfica. El muestreo genético final incluy6 secuencias
de 55 individuos agrupados en 10 poblaciones. La matriz concatenada de ndhF + rpL32-trnL + 3 trnV-ndhC tuvo una
longitud de 2,155 pb (Tabla S1). Los sitios polimérficos (S) y haplotipos totales (H) identificados fueron 32 y nueve,
respectivamente. La Hd de Tigridia durangensis fue 0.82, mientras que la «t fue 0.00554 (Tabla 1). En las poblaciones
de la SMOc, Hd=0.81 y 1= 0.00063. En contraste, las tres poblaciones de la FVT tuvieron un haplotipo (H1) y Hd y
© fueron igual a cero. Las poblaciones de la SMOc tuvieron ocho haplotipos (H2-H9). H1 tuvo la frecuencia mas alta
(16 individuos, 29.1 % del total), seguido de los haplotipos H3 (14 individuos, 25.5 % del total) y H5 (8 individuos,
14.5 % del total). H2 y H6 fueron observados en cuatro individuos, que representaron el 7.3 % del total. A su vez, H8-
H9 estuvieron presentes en tres individuos o 5.5 % del total. Por Gltimo, un individuo tuvo el haplotipo H7 (1.7 %).

El AMOVA no jerarquico mostrd valores significativos de estructura poblacional en 7Tigridia durangensis (Tabla
2). Las diferencias entre las poblaciones explicaron el 96.69 % de la variacion genética. El 3.31 % de la variacion
fue explicada por las diferencias dentro de las poblaciones. Por su parte, el AMOVA jerarquico demostrd que las
diferencias entre los grupos fueron la principal fuente de variacion (F.. = 0.959, p < 0.01). La diferencia entre po-
blaciones dentro de los grupos (F,. = 0.602, p < 0.01) explico el 2.43 % de la variacion. Los resultados de SAMOVA
evidenciaron estructura genética y geografica significativa para dos grupos de poblaciones (K = 2), con un valor
F..=0.959 (p <0.05; Tabla 2).

El G, (0.746, se = 0.0986) sefial6 que Tigridia durangensis esta subdividida 'y F (0.966, p < 0.01) corrobor¢ la
estructura poblacional. La diversidad genética total (4, = 0.870, se = 0.0639; v, = 0.889, se = 0.2035) fue mas alta
que la diversidad promedio dentro de las poblaciones (h, = 0.221, se = 0.0944; v, = 0.024, se = 0.0106). Al final, los
resultados de la prueba de permutacion mostraron evidencia significativa de estructura filogeografica en las pobla-
ciones (N, = 0.973, se = 0.0162 > G = 0.746, se = 0.0986, p < 0.05).

Relaciones genealogicas e hipotesis filogenéticas. La red de haplotipos mostrd una relacion entre nueve haplotipos
distribuidos en la SMOc y la FVT (Figuras 2, 3A). H3 fue el mas frecuente y estuvo relacionado con H2, H4-H9
por una mutacion. Por el contrario, H1 tuvo una diferencia de 26 pasos mutacionales con H3. La topologia generada
por IB fue mas robusta y se muestra en la figura 3B. Los haplotipos de Tigridia durangensis fueron agrupados en
dos ramas (PP = 0.96, PB = 50; Figura 3B). En otras palabras, hubo una divergencia entre el haplotipo H1 y el clado
formado por los haplotipos H2-H9.
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Tabla 2. Resultados del analisis de varianza molecular (AMOVA) y del analisis espacial de varianza molecular (SAMOVA). A) Resul-
tados de las pruebas de AMOVA; B) resultados de las pruebas de SAMOVA, K = 2 grupos; df) grados de libertad.

Fuente de variacién df Suma de Componentes de Porcentaje de Indice de fijacién
cuadrados la varianza variacién

A) AMOVA

1. Sin grupos definidos

Entre poblaciones 9 312.440 6.32015 Va 96.69 F . =0.966"
Dentro de las poblaciones 45 9.742 0.21648 Vb 3.31
Total 54 322.182 6.53663

2. Dos grupos (FVT y SMOc)

Entre grupos 1 296.541 12.97316 Va 95.97 F,=0959"
Entre poblaciones dentro de 8 15.899 0.32811 Vb 2.43 F . =0.602"
los grupos

Dentro de las poblaciones 45 9.742 0.21648 Vc 1.60 F,=00983™
Total 54 322.182 13.51775

B) SAMOVAK =2

Entre grupos 1 296.541 12.97316 Va 95.97 F..=0.959"
Entre poblaciones dentro de 8 15.899 0.32811 Vb 2.43 F.=0.602"
los grupos

Dentro de las poblaciones 45 9.742 0.21648 Vc 1.60 F,=0983"
Total 54 322.182 13.51775

*p<0.05;" p<0.01;"" p<0.001.

Figura 2. Distribucion geografica de las poblaciones y de los haplotipos de Tigridia durangensis. SMOc) Sierra Madre Occidental; FVT) Faja Volcanica
Transmexicana. El nimero junto al grafico circular corresponde a la poblacion sefialada en la tabla 1.
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Demografia historica. A nivel de especie, los indices Dy F mostraron valores positivos, pero no significativos (Tabla
3). En contraste, Dy F fueron negativos y no significativos para las poblaciones de la SMOc. Mientras que los valores
Dy F fueron nulos en la FVT (Tabla 3). Para Tigridia durangensis, el ADDP mostr6 una distribucion observada bi-
modal (Figura 4A) y unimodal para las poblaciones de la SMOc (Figura 4B). A nivel de especie, el valor de SSD fue
significativo, pero 7 no fue significativo (Tabla 3). Por otro lado, a nivel de grupos de poblaciones, estos fueron signifi-
cativos para la SMOc (Tabla 3). Los graficos de lineas de cielo bayesianas de T. durangensis con tasas de sustitucion
1.1 x 10?®y 1.6 x 107 sustituciones/nucledtido/afio tuvieron tendencias similares y mostraron un periodo de estabilidad
~2.5-0.5 Ma, seguido de un cuello de botella ~ 0.1 Ma (Figura 5A, B). A nivel de grupos de poblaciones, el Ne en la
SMOc fue estable en ~ 0.08 Ma (Figura 5C, D). Por el contrario, el ADDP y el Ne en la FVT mostraron valores nulos.

Figura 3. Red y cladograma de haplotipos de 7igridia durangensis con base en las regiones ndhF + rpL32-trnL + 3 ‘trnV-ndhC de ADN de cloroplasto. A) Red
de haplotipos, el tamafio de los circulos representa la frecuencia, las lineas entre los haplotipos sefialan el niimero de mutaciones; B) cladograma basado en In-
ferencia bayesiana, los nimeros sobre los nodos representan las probabilidades posteriores y los porcentajes de bootstrap, respectivamente. H1-H9) haplotipos.

Tabla 3. Resumen estadistico del analisis demografico de Tigridia durangensis. FVT) Faja Volcanica Transmexicana; SMOc) Sierra
Madre Occidental; N) numero de individuos; S) ntimero de sitios polimorficos; H) niimero de haplotipos; Hd) diversidad haplotipica; w)
diversidad nucleotidica; D) D de Tajima; F) FS de Fu; SSD) suma de distancias cuadradas; ) indice de irregularidad de Harpending.

indice FVT SMOc¢ Especie

N 16 39 55

S 0 6 32

H 1 8 9

Hd 0 0.81 0.82

n 0 0.00063 0.00554

D -0.13164 2.33106
p=0.4875 p=0.9494

. -2.22895 10.88315

s p=0.1067 p=1
0.00761 ** 0.09075 *
D -

S8 p=0.0000 p=0.0194

. 0.10015 *** 0.06405
p =0.0000 p=0.2448

*p<0.05;" p<0.01;" p<0.001.
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Paleodistribucion. E1 MNE fue estimado con 52 registros (Tabla S2). Con base en el ACP, los primeros tres com-
ponentes explicaron el 95 % de la variacion. Las variables bioclimaticas BIO05, BIO06, BIO09, BIO11, BIO12 y
BIO18 fueron utilizadas para construir el MNE (Tabla S3). El MNE mostr6 cambios en el area de distribucion de
Tigridia durangensis. Contracciones y expansiones del area predicha fueron observadas en los diferentes escenarios

Figura 4. Grafico de distribucion de diferencias pareadas de Tigridia durangensis. A) Todas las poblaciones; B) poblaciones de la Sierra Madre Occiden-

tal. La linea gris representa el crecimiento poblacional esperado, la linea negra representa el crecimiento poblacional observado.

Figura 5. Graficos de lineas de cielo bayesianas de Tigridia durangensis. A) Todas las poblaciones con tasa de sustitucion 1.1 x 10 sustituciones/nu-
cledtido/afio; B) todas las poblaciones con tasa de sustitucion 1.6 x 10~ sustituciones/nucleétido/afio; C) poblaciones de la Sierra Madre Occidental con
tasa de sustitucion 1.1 x 107 sustituciones/nucledtido/afio; D) poblaciones de la Sierra Madre Occidental con tasa de sustitucion 1.6 x 10~ sustituciones/
nucleodtido/afio. La linea azul en el centro representa el valor medio del tamaiio efectivo de la poblacion a través del tiempo, las dreas sombreadas repre-
sentan el intervalo de confianza del 95 %.
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climaticos (Figuras 6, 7; Tabla 4). El area de distribucion estimada en el UI fue mayor que en los otros periodos
(Figura 7B). Durante el UMG hubo una disminucién del area estimada con respecto al Ul (Figura 7B; Tabla 4).
Mientras que, durante el HM ocurrié un incremento en el area estimada a lo largo de la FVT, asi como en la parte sur
de la SMOc (Figura 7B; Tabla 4). En el Presente, el area de distribucion estimada fue menor que en cualquier otro
escenario (Figura 7B; Tabla 4).

Tabla 4. Superficie estimada de 7Tigridia durangensis en los diferentes escenarios climaticos. FVT) Faja Volcanica Transmexicana;
SMOc) Sierra Madre Occidental.

Escenario FVT (km?) SMOc (km?) Suma (km?)
Presente 8,184 23,569 31,753
Holoceno Medio 15,692 33,436 49,128
CCSM 22,970 37,260 60,230
HadCM3 19,130 54,421 73,550
MIROC-ESM 30,618 53,188 83,805
Ultimo Maximo Glacial 8,527 23,816 32,343
CCSM4 19,026 35,025 54,051
HadCM3 18,568 31,814 50,382
MIROC-ESM 21,663 64,222 85,885
Ultimo Interglacial 26,438 55,640 82,078

Discusion

En Tigridia durangensis el valor de m (0.00554) fue bajo. Las hipotesis filogenéticas generadas por Goldblatt e al.
(2008) sugieren una radiacion adaptativa del grupo hace 15 Ma. En otras palabras, el grupo experimentd una espe-
ciacion rapida. La irregularidad topografica y la variacion climética en la ZTM facilitaron el proceso. En contraste, el
valor de Hd (0.826) fue alto y puede explicarse por el aislamiento y ausencia de flujo génico entre las poblaciones de
la SMOc y la FVT. En T. durangensis, los valores de m y Hd son comparables con los observados en Iris dichotoma
Pall e I. loczyi Kanitz (Zhang et al. 2020, 2021). En general, la diversidad genética en 7. durangensis fue baja.

Por otro lado, los resultados del AMOVA, bajo un modelo jerarquico y no jerarquico, evidenciaron diferenciacion
genética significativa entre las poblaciones de la FVT y SMOc (Tabla 2). Los resultados del AMOVA y del SAMOVA
fueron congruentes e indicaron la presencia de dos grupos (Tabla 2). E1 AMOVA reflejo la correlacion de la diversi-
dad haplotipica a diferentes niveles de subdivision jerarquica (Excoffier ef a/. 1992). Cuando una especie muestra es-
tructura, la diversidad haplotipica y el nimero de sitios segregantes aumentara dentro de las poblaciones muestreadas
(Slatkin 1987). La evidencia sugiri6 que las poblaciones de la FVT y SMOc son grupos genéticos distintos. Mas atn,
el valor de F, (0.966) mostro ausencia de flujo de genes entre ambas (Tabla 2). En Tigridia durangensis, las co-
rrientes de agua dispersan las semillas. Considerando que la herencia del plastoma es maternal y Tigridia es alogama,
se puede interpretar que no existe flujo de semillas entre las poblaciones de la FVT y la SMOc.

Los valores de G, (0.746) y F. (0.966) en Tigridia durangensis indicaron estructura poblacional (Tabla 2). Asi
mismo, la prueba de permutacion [N, (0.973) > G, (0.746)] fue estadisticamente significativa. De acuerdo con Pons
& Petit (1996), cuando N > G, existe estructura filogeografica. Los resultados apoyan la hipdtesis que la compleji-
dad topografica de la ZTM ha influido en la estructura genética y filogeografica de las poblaciones de 7. durangensis.
En Iridaceae, Zhang et al. (2020) encontraron estructura poblacional y filogeografica en Iris dichotoma. Los autores
proponen que su diversidad y estructura genética fueron ocasionadas por la orogenia de las zonas de contacto entre
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montafias. Un patron similar, donde la formacién de montafias ocasiond estructura genética entre poblaciones se
presenta en Pinus strobiformis Engelm. (Moreno-Letelier & Pifiero 2009), Hunnemannia fumariifolia (Sosa et al.
2009), Nolina parviflora (Ruiz-Sanchez & Specht 2013) y Lycianthes moziniana (Anguiano-Constante ef al. 2021).

Los haplotipos en la red de Tigridia durangensis y el cladograma formaron dos grupos (Figura 3). El primero,
distribuido en la SMOc incluy6 a H2-H9 (Figuras 2, 3). H3 fue el mas frecuente y por lo tanto el ancestral, y fue rela-
cionado con el resto por una mutacion. El segundo grupo incluyé a H1, localizado en la FVT (Figura 2). H1 conecto
a H3 por 26 pasos mutacionales (Figura 3A). Esto es apoyado por el valor de F; (0.966), el cual refleja la ausencia
de haplotipos compartidos entre los grupos. Asimismo, los multiples pasos que separaron al haplotipo de la FVT de
los de la SMOc sugieren que estas poblaciones fueron aisladas por un evento de separacion histdrico (Avise 2000).
Al respecto, Ruiz-Sanchez & Specht (2013) mencionan que el surgimiento de la FVT separo a los linajes de Nolina
parviflora.

Figura 6. Modelos de nicho ecologico de Tigridia durangensis. A) Provincias biogeograficas de la Zona de Transiciéon Mexicana, FVT-Faja Volcanica
Transmexicana, SMOc-Sierra Madre Occidental, SMOr-Sierra Madre Oriental, SMS-Sierra Madre del Sur, TACh-Tierras altas de Chiapas; B) area
estimada para el presente; C-E) Holoceno Medio (~ 6 Ka); F-H) Ultimo Maximo Glacial (~ 21 Ka); I) Ultimo Interglacial (~ 120-140 Ka). Los puntos
amarillos representan los sitios de registro, los puntos azules representan los sitios de colecta.

Los resultados de las pruebas de neutralidad en Tigridia durangensis fueron contrastantes a nivel de especie y sus
poblaciones en la SMOc. A nivel de especie, los valores de D y F's fueron positivos y sugieren un cuello de botella.
Sin embargo, no fueron estadisticamente significativos y se infiere un Ne constante. Por otro lado, los mismos indices
para las poblaciones de la SMOc tuvieron valores negativos, pero no significativos. Esto sugiere estabilidad del
tamafio poblacional (Tabla 3). De forma similar, el indice SSD fue estadisticamente significativo en 7. durangensis
y SMOc. En consecuencia, no hubo crecimiento. Caso contrario, en la SMOc, el valor de r fue significativo y se
puede interpretar como un crecimiento poblacional reciente. Por tltimo, a nivel de especie los valores positivos y no
significativos para r sugieren una estabilidad poblacional.

El ADDP gener6 un grafico bimodal en Tigridia durangensis (Figura 4A). Esto refleja la estructura de la red de
haplotipos. La primera curva indica dos diferencias pareadas entre los haplotipos del haplogrupo en la SMOc. En
contraste, la segunda curva representa 26 diferencias entre los haplotipos de la SMOc y el haplotipo de la FVT. De

1051



Filogeografia de Tigridia durangensis

acuerdo con Avise (2000), el ADDP bimodal sugiere que las poblaciones de la SMOc y de la FVT fueron separadas
por un evento histérico. Los resultados son similares a los observados por Hoffmann et al. (2003), Miller et al. (2006)
y Horne et al. (2008), quienes sugieren que la separacion de las poblaciones ocasionada por barreras geograficas
conduce a la formacién de linajes independientes. Por el contrario, el ADDP de las poblaciones de la SMOc generd
una distribucion unimodal a la izquierda, lo que indica expansion poblacional reciente (Figura 4B). En conclusion,
los indices D, F; y SSD sugieren equilibrio poblacional en T. durangensis.

Los graficos de lineas de cielo bayesianas mostraron que el Ne de Tigridia durangensis fue estable durante la
mayor parte del Pleistoceno y experimentd un cuello de botella en el pasado reciente (Figura SA-B). En contraste, el
Ne de las poblaciones de la SMOc fue estable (Figura SC-D). Los resultados fueron congruentes con las pruebas de
neutralidad a nivel de especie y con las poblaciones de la SMOc. Esto indica equilibrio poblacional.

En los MNE se encontrd que dos variables estan relacionadas con precipitacion (BIO12 y BIO18), dos con tempe-
raturas calidas (BIO5 y BIO9) y dos con temperaturas frias (BIO6, BIO11). Tigridia durangensis es una gedfita y se ha
documentado que las plantas con este habito tienen rangos térmicos amplios y son resistentes a precipitaciones bajas
(Sosa & Loera 2017, Howard et al. 2020). Tigridia durangensis crece en sitios con temperaturas templadas y semifrias
y precipitaciones que oscilan entre 600-1,200 mm. El periodo de lluvias favorece su crecimiento vegetativo, pero esta
adaptada a condiciones de sequia a lo largo del afio ya que tiene bulbos que le permiten tolerar la época de estiaje.

El MNE mostré que Tigridia durangensis tiene una distribucion disyunta en la ZTM (Figura 6B). Los resultados
sugieren que la distribucion disyunta de 7. durangensis resultd de la formacion de la FVT. La SMOc concentrd
la mayor diversidad genética, lo que representa un area de estabilidad medioambiental en los distintos escenarios
climaticos (Figura 7). Las areas geograficas con diversidad genética alta forman refugios y son caracterizados por la
presencia de condiciones ecologicas estables durante las fluctuaciones climaticas (Gong et al. 2008).

Figura 7. Area de distribucion estimada de Tigridia durangensis en los diferentes escenarios climaticos. A) Area de congruencia entre modelos. B)
Tendencias del area en los diferentes escenarios. P) Presente, HM) Holoceno Medio (~ 6 Ka), UMG) Ultimo Méximo Glacial (~ 21 Ka), UI) Ultimo

Interglacial (~ 120-140 Ka), C) Area de congruencia en los cuatro escenarios.

Los distintos escenarios climaticos mostraron expansiones y contracciones (Figura 6, Tabla 4). Tigridia durangen-
sis crece en llanos estacionalmente inundables dentro del bosque de coniferas. Este tipo de vegetacion es favorecido
por suelos acidos de origen volcanico, esta ampliamente distribuido en climas secos a subhiimedos con temperaturas
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anuales que varian entre 6-28 °C (Lozano-Garcia et al. 2019). En el centro de México, las variaciones de humedad
y temperatura previas al UMG provocaron fluctuaciones en los bosques de Pinus L. De acuerdo con el registro pali-
nolégico, estos aumentaron su cobertura cuando las condiciones fueron frias y secas, la disminuyeron cuando fueron
mas humedas (~ 21 Ka) y la aumentaron cuando el clima fue templado y seco (~ 19 Ka; Metcalfe et al. 2000). En el
UMG las condiciones humedas y frias provocaron fluctuaciones del area de distribucion de Alnus Mill., Quercus L.
y Pinus (Metcalfe et al. 2000). Durante el Holoceno, la temperatura aumento y el Holoceno Temprano fue himedo
(Lozano-Garcia et al. 2019). En contraste, el HM tuvo periodos de sequia que favorecieron el incremento del bosque
de Quercus. Finalmente, los intervalos de sequia y la actividad humana y agricola en el Holoceno Tardio (~ 3 Ka) han
reducido el bosque de Pinus. Por otra parte, el norte de México tuvo condiciones frias y huimedas en el Pleistoceno
Tardio y el Holoceno Temprano. Mientras que, el HM fue céalido y hiimedo (Metcalfe et al. 2000). Las poblaciones
de T. durangensis de la FVT crecen en la Cuenca del Lago de Cuitzeo. De acuerdo con Caballero et al. (2010), en
esta zona hubo descenso de temperatura y condiciones de sequia durante el UMG, lo que provoc6 la disminucion del
area de distribucion de 7. durangensis.

Tigridia durangensis tiene una distribucion disyunta en la ZTM, la cual fue constante en los escenarios climaticos
pasados. El AMOVA, SAMOVA, la red de haplotipos, el cladograma y el ADDP indicaron que las poblaciones de la
FVT yla SMOc son linajes distintos. Por lo anterior, se sugiere que los procesos orogénicos y el volcanismo de la FVT
causaron el cuello botella y la interrupcion del flujo genético entre los haplogrupos.

Material suplementario

El material suplementario de este articulo se puede consultar aqui: https://doi.org/10.17129/botsci.3003
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