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INTRODUCCION GENERAL

Las briofitas son un grupo de plantas no vasculares, divididas en tres grandes grupos: las de
mayor diversidad Bryophyta (musgos), Anthocerotophyta que cuentan con pocas especies,
y el grupo de diversidad intermedia Marchantiophyta (hepéticas) (Crandall-Stotler y

Stotler, 2000).

A lo largo del tiempo se ha especulado acerca de los posibles métodos de dispersion que
han llevado a las briofitas a tener una distribucion reducida o cosmopolita dependiendo de
la especie. Vanderpoorten & Goffinet (2009) retoman la teoria de Kirschner (2008), en la
cual se proponia que la distribucion de las briofitas se dio durante la separacion de la
pangea. Estos autores atinan que dicha explicacion no solo podria aplicarse a briofitas sino
también a otros grupos taxonémicos, debido a que al separarse Laurasia y Godwana se
registré una division que conllevo al aislamiento del Sur de América, Australia y Nueva
Zelanda lo cual podria ser la causa de que estas regiones presenten tasas elevadas de

endemismos.

Por su parte Tan & Pdcs (2000) proponen agrupar a las briofitas en cinco patrones de
distribucidn: distribucién artica y alpina, distribucion boreal, distribuciones norte y del sur,
distribucion tropical y distribuciones sub antarticas y antartica, esto como resultado de
estudios previos que muestran distribuciones bi-continentales para diferente especies de
briofitas. Estos autores recalcan que las briofitas cuentan con métodos de dispersion

sencillos ya sea por esporas 0 propagulos vegetativos.



Se ha planteado también la posibilidad de dispersion de esporas de briofitas por medio de
aves (Vanderpoorten & Goffinet, 2009). Otra teoria que se ha adoptado para explicar la
distribucion de las especies es el factor humano, algunos autores (Tan y Pocs, 2000;
Vanderpoorten y Goffinef, 2009) refieren que la posibilidad mas logica para la dispersion a
largas distancias es la introduccion de especies mediadas por el hombre. Aunque las
briofitas no son deliberadamente introducidas (a excepcion de algunos musgos de jardin)
esto se puede dar por error al introducirse plantas vasculares con briofitas en los tallos que

[levan a una colonizacién exitosa en nuevas regiones geograficas.

Biologia reproductiva de briofitas

Las briofitas comparten un ciclo de vida con alternancia de generaciones, es decir, tienen
una fase haploide (n) que es la que predomina y una fase diploide (2n) que se desarrolla
después de la fecundacion. Existen dos tipos de reproduccién en briofitas. 1) Reproduccion

sexual y 2) reproduccion asexual.

La primera ocurre tanto en organismos dioicos como en monoicos. En las especies dioicas
la estructura femenina se encuentra en un gametofito diferente a la masculina y se da una
reproduccion cruzada permitiendo recambio genético. Mientras que en organismos
monoicos los drganos sexuales femeninos y masculinos se encuentran en el mismo
gametofito a una distancia corta para aumentar asi las posibilidades de fertilizacion exitosa
y la produccion de esporofitos. Por lo tanto, la reproduccion en especies monoicas puede
llevar a la autofecundacion que implica la fusion de gametos genéticamente idénticos
producidos por el mismo gametofito o por diferentes miembros del mismo clon (Longton &

Schuster 1983).



En la reproduccion sexual el gametofito (n) (parte verde de la planta) produce gametos
femeninos (ovocélula) y gametos masculinos (anterozoides), la union de estas dos células
permite el intercambio de genes y se forma un esporofito (2n), en este se producen las

esporas (n) que daran origen a nuevos gametofitos (n).

Por otra parte la reproduccion asexual es una estrategia de suma importancia para el
mantenimiento y desarrollo de la poblacion asi como para la propagacion de la misma. Esta
se presenta en la mayoria de los musgos, en numerosas especies de hepéticas y en algunos

antocerotes (Longton & Schuster 1983).

Existen seis métodos de reproduccion asexual segun Longton & Schuster (1983) los cuales
varian dependiendo del grupo y de la especie: 1) La produccion de numerosos gametofitos
de un mismo protonema (método restringido a musgos), 2) La desintegracion de las partes
del gametofito mas viejas, por lo que el sector méas joven de las ramas pierde contacto con
la consiguiente multiplicacion vegetativa, 3) Desarrollo de ramas mediante los rizoides o
estolones, 4) La iniciacién de un nuevo gametofito por un sistema de rizoides, 5)
Regeneracion por fragmentos de gametofitos, 6) Produccion de gametofitos mediante

estructuras especializadas (propagulos).

La reproduccién asexual por medio de propagulos es una de las mas comunes y conocidas
para musgos Yy hepaticas, estos propagulos se pueden ubicar en los tallos, hojas o rizoides
dependiendo de la especie de briofita que se trate (Shaw & Goffinet, 2000) las plantas

resultantes de una reproduccion asexual son genéticamente iguales a su progenitor.



Division Marchantiophyta

La Divisiobn Marchantiophyta abarca especies que se distribuyen en la mayoria de los
ambientes terrestres que se conocen (Tan y Pdcs, 2000). Se considera que cuenta con un
aproximado de 6000-8000 especies a nivel mundial de acuerdo con Crandall-Stotler y
Stotler, (2000). Estas se agrupan en tres clases: Marchantiopsida, Jungermanniopsida y
Haplomitriopsida.

Dentro de la clase Marchantiopsida, tenemos a las hepaticas talosas complejas, las cuales
tienen una morfologia diversa. Por ejemplo, las del orden Marchantiales, presentan poros
en el talo que pueden estar asociados a camaras de aire, desarrollan estructuras
especializadas para portar los 6rganos sexuales (Arquegoniéforo y Anteridioforo), rizoides
de dos tipos (lisos y rugosos), escamas ventrales y en algunos géneros copas de dispersion
(Crandall-Stotler et al. 2009).

Targioniaceae forma parte de este orden, sin embargo posee una morfologia mas sencilla en
comparacion con el resto de los integrantes del orden. Esta familia es monogenérica y se
caracteriza por presentar un involucro que porta el arquegonio en la porcidn ventral apical
del talo, en lugar de un arquegoniéforo como los demas integrantes del orden.

Otra diferencia de Targioniaceae radica en la estructura masculina (anteridio) la cual se
ubica ligeramente embebido en una rama ventral corta anexa al gametofito femenino
(Schuster, 1992), estas caracteristicas definen a la especie como monoica y por la ubicacion
del macho respecto a la hembra es de tipo autoico (Shaw & Goffinet, 2000).

Algunas otras caracteristicas de esta familia es que el talo es firme, usualmente ligulado a
linear, la epidermis dorsal es firme y presenta poros claramente definidos rodeados de

varios anillos de células diferenciadas (Schuster, 1992). Entre las particularidades del



género, ademas de las arriba mencionadas, esta su alta tolerancia a la desecacion. Cuando
se encuentra deshidratada el talo se curva hacia dentro dandole a la planta una apariencia de
‘gusano’ de color negro (Schuster, 1992).

El género Targionia cuenta a nivel mundial con tres especies: T. elongata (Etiopia), T.
stellaris (Argentina) y T. hypophylla (cosmopolita) (Schuster, 1992, Bischler-Causse et al.,
2005).

La familia Targioniaceae y en especial, Targionia hypophylla ha estado sujeta a cambios en
su taxonomia debido a su plasticidad fenotipica, se han sinonimizado de 15 a 20 especies
descritas con anterioridad (Bischler-Causse et al., 2005; Consortium of North American
Bryophyta Herbaria). Estas sinonimias se han realizado Gnicamente mediante tratamientos

taxondmicos.

De acuerdo con Villarreal et al., (2016) Targionia hypophylla aparecié hace 100 a 110

millones de afios y su grupo hermano es Weisnerella denudata (Wiesnerellaceae).

Targionia hypophylla ha sido considerada como una especie cosmopolita, poliploide,
altamente variable y se presume que tiene una adecuacién alta, esto Gltimo debido a su

distribucion tan amplia (Bischler-Causse, 1998, Boisselier-Dubayle y Bishler, 1999).

Estructura genética y filogeografia

Debido a las particularidades descritas anteriormente para esta especie, Targionia
hypophylla resulta una especie interesante para estudiar aspectos poblacionales de

diversidad y estructura genética, entendiéndose esto como el andlisis del numero de



mutaciones, recombinaciones y alteraciones de un genotipo y que pueden llegar a
diferenciarlo genéticamente de los demas.

La estructura y/o diversidad genética se pueden cuantificar mediante diferentes parametros
poblacionales, como son: Diversidad nucleotidica, diversidad haplotipica, D" Tajima, F de
Fu, asi como el estadistico Fst (Wright, 1931) el cual mide la cantidad de Heterocigosis que
hay en la poblacién y proporciona una medida de estructura genética.

Todos estos parametros poblacionales tienen como objetivo determinar si las poblaciones
estan en equilibrio de Hardy-Weinberg (el cual establece que una poblacién permanece en
equilibrio si sus frecuencias alélicas y genotipicas no cambian de una generacién a la
siguiente) y los posibles procesos o fuerzas evolutivas que se encuentren dirigiendo o

eliminando la variacion genética de las poblaciones.

En diferentes casos se ha observado una correlacion entre la estructuracion genética de las
poblaciones con el arreglo geografico, esto se interpreta como estructura filogeogréfica.
Entendiéndose la filogeografia como el estudio de la relacion entre la genealogia y la
distribucion geografica de las diferentes poblaciones para una especie dada. La
filogeografia ademas lidia con la historia y los componentes filogenéticos de la distribucién
espacial de los diferentes linajes de genes (Avise, 2000).

Para realizar estudios filogeograficos se utilizan fragmentos especificos de ADN o
proteinas llamados marcadores moleculares, los cuales estan relacionados a un rasgo de
herencia genética. Se usan principalmente para diferenciar taxones y localizar fuentes de

variacion genética.



Marcadores moleculares utilizados para briofitas

Las secuencias de ADN se han utilizado para estudios a nivel de especie tanto en plantas
vasculares como en briofitas. De estas secuencias podemos escoger tres genomas:
mitocondrial (mtADN), cloroplasto (cpADN) y nuclear (nADN). EI mtADN se utiliza para
resolver problemas a nivel de género, familia y 6rdenes, por su parte el cpADN es Util para
separar especies e incluso para resolver patrones filogenéticos asi como para disociar
problemas poblacionales aunque la resolucion de los resultados varian dependiendo de la
especie. Los marcadores de nucleo (nADN) se utilizan para resolver mayormente
problemas a nivel poblacional. (Azofeifa-Delgado., 2006; Shaw & Goffinet, 2000; Stech &
Quandt, 2010).

En 2010, se realizd una revision de los principales marcadores utilizados en las filogenias
de briofitas, en la cual se encontrd que las principales fuentes de variacién molecular son
las siguientes: 1) Secuencias de ADN, 2) Caracteristicas gendmicas estructurales, y 3)
Huellas Genéticas. En el consenso de los genes que se utilizan destacan la region
intergénica (trnL-F), la proteina ribosomal R4 (rps4), los espaciadores internos trascritos
(ITS), la subunidad 5 deshidrogenasa (Nad5) y ribulosa 1-5-bifosfato-
carboxilasa/oxigenasa (rbcL).

De acuerdo con Shaw et al., (2002) las regiones del genoma que se han utilizado para
analisis filogeograficos en briofitas provienen de genes del cloroplasto y nucleo. La regién
del cloroplasto mas ampliamente utilizada para resolver patrones a nivel infra especifico es
el trnL, el genoma del cloroplasto en plantas es conservado a nivel de sustitucion de

nucleotidos.



A pesar de que la especie T. hypophylla cuenta con una distribucion geografica muy amplia
no se han realizado estudios taxondmicos, moleculares o de variacion genética en esta
especie. El conocer la relacion entre la distancia geogréfica y la variacion genética de T.
hypophylla es importante debido a que nos puede ayudar a clarificar los diferentes cambios
evolutivos que han ocurrido a través del tiempo, asi como saber si existe una correlacion
entre la distribucion genética y la distribucion geografica entre las poblaciones.

Ademas, nos ayudara a entender si la distribucién cosmopolita de T. hypophylla esta
relacionada con los procesos de dispersion o con los diferentes cambios geoldgicos que han

sucedido en una escala del tiempo determinada.

LITERATURA CITADA

Avise, J.C. 2000. Phylogeography: The History and Formation of Species. Harvard
University Press, Cambridge, MA. 447 pp.

Azofeifa-Delgado,A. 2006. Uso de marcadores moleculares en plantas; aplicaciones en
frutales del tropico. Agronomia Mesoamericana 17(2): 221-242. 2006

Bischler-Causse, H. 1998. Systematics and Evolution of the genera Marchantiales.
Bryophytorum Biblioteca 51, 200pp.

Bischler-Causse, H., Gradstein, S.R., Jovet-Ast, S., Long, D.G., Salazar-Allén, N. 2005.
Marchantiidae. Flora Neotropica 97:1-262"

Boisselier-Dubayle, M. C y Bischler, H. 1999. Genetic Relationship between Haploid and
Triploid Targionia (Targioniaceae, Hepaticae). International Journal of Plant

Sciences 160: 1163-1169.



Consortium  of  North  American  Bryophyta  Herbaria (CNALH). 2017.
http//:bryophyteportal.org/portal/index.php. Accessed on July 28.

Crandall-Stotler, B., Stotler, R.E., 2000. Morphology and classification of the
Marchantiophyta. In: Shaw, A.J., Goffinet, B. (Eds.), Bryophyte Biology.
Cambridge University Press, Cambridge, pp. 21-70

Crandall-Stotler, B., Stotler, R.E., Long, D. 2009. Phylogeny and classification of the
Marchantiophyta. Edinburgh Journal of Botany 66: 1- 55.

Heinrichs, J., Hentschel, R., Wilson, R., Feldberg, K., y Schneider, H. 2007. Evolution of
leafy liverworts (Jungermanniidae, Marchantiophyta): estimating divergence times
from chloroplast DNA sequences using penalized likelihood with integrated fossil
evidence. Taxon 56: 31-44

Kirschner, H. 2008. Biogeography of South-West Asian Bryophytes- With special
Emphasis on the Tropical Element. Turkish Journal of Botany 32: 433-446.

Longton, R.E y R.M. Schuster. 1983. Reproductive Biology. In: R.M. Schuster (ed.). New
Manual of bryology. Hattori Botanical Laboratory, Nichinan. 386-462pp.

Schuster, R. 1992. The hepaticae and Antocerotae of North América. Vol VI. Columbia
University Press, NY.

Shaw, A.J y Goffinet, B. 2000. Bryophyte Biology. Cambridge University Press.

Shaw et al. 2002. Phylogeography and Phylodemography. The Bryologist 105(3), pp. 373-
383.

McDaniel, S.F y Shaw, A.J. 2003. Phylogeographic structure and cryptic speciation in the

trans-Antarctic moss Pyrrhobryum mnioides. Evolution 57(2):205-15.



-10 -

Stech, M y Quandt, D. 2010. 20,000 species and five key markers: The status of molecular
bryophyte phylogenetics. Phytotaxa 9: 196-228pp.

Tan, C. B y Pdcs, T. 2000. Bryogeography and conservation of bryophytes. En: A. J. Shaw
y B. Goffinet (eds.), Bryophyte Biology. Cambridge University Press.

Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. 28 Jul 2017 http://www.tropicos.org

Vanderpoorten, A y Goffinet, B. 2009. Introduction to Bryophytes. Cambridge University
Press.

Villarreal, J.C., Crandall-Stotler B.J., Hart, M.L., Long D.G y L. L Forrest. 2016.
Divergence times and the evolution of morphological complexity in an early land
plant lineage (Marchantiopsida) with a slow molecular rate. New Phytologist (2016)
209: 1734-1746

Wright, S. 1931. Evolution in mendelian populations. Genetics 16:97-159.



-11 -

ANALISIS FILOGEOGRAFICO DE Targionia hypophylla L. (Targioniaceae,

Marchantiopsida) BASADO EN MARCADORES DE CLOROPLASTO.

Resumen

Targionia hypophylla es una hepatica talosa de la familia Targioniaceae (Marchantiopsida),
y se distribuye ampliamente alrededor del mundo. Esta especie tiene un nimero
considerable de sinonimias, ademés de ser poliploide y tener una adecuacion alta. Por estas
caracteristicas de amplia distribucion alrededor del mundo, alta adecuacion y numero de
sinonimias la hacen una especie modelo para entender los procesos filogeograficos en
espacio y tiempo de una especie cosmopolita. El presente trabajo tiene como objetivo
conocer la historia evolutiva de Targionia hypophylla para responder la siguiente pregunta:
De acuerdo a los marcadores moleculares de cloroplasto rpoC1, trnK-psbA, trnL-F, ;Existe
una congruencia geografica en la distribucion de la variacion genética en las poblaciones de
T. hypophylla? Para responder esta pregunta se realizd un muestreo representativo del
rango geografico de T. hypophylla. Se solicitaron ejemplares a diferentes herbarios
internacionales, se realizaron salidas al campo en México y se pidié6 material fresco
mediante la red de Bridlogos —Bryonet. Se obtuvo un total de 297 secuencias de los
marcadores de cloroplasto: rpoC1 (370pb, n=114), trnL-F (716pb, n=105) y trnK-psbA
(1061pb, n=78) de la especie Targionia hypophylla pertenecientes a 31 poblaciones a lo
largo de su distribucion. Asi como también se obtuvieron secuencias para las especie
Targionia elongata (trnL-F= 1, trnKpsbA= 1). Para contestar nuestras preguntas se

realizaron diferentes analisis: Redes espaciales de haplotipos, estadisticos poblacionales
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(diversidades haplotipicas, nucleotidicas, D de Tajima y F de Fu) asi como andlisis de
variacion molecular entre regiones briofloristicas. No se encontré perdida de la
conectividad genética por distancia, asi como tampoco una estructuracion filogeografica
con los marcadores utilizados. Sin embargo, los datos sugieren que las poblaciones de T.
hypophylla se encuentran recuperandose de una reduccion en su tamafio efectivo
poblacional. Se concluye que T. hypophylla exhibe un patrén de distribucién genética
similar al de otras briofitas, la modificacion del ambiente en épocas recientes ejerce un
efecto negativo en T. hypophylla provocando decrecimiento en su tamarfio efectivo
poblacional.

Palabras clave: Briofitas, Estadistica poblacional, Filogeografia, Genética de poblaciones.

Abstract

Targionia hypophylla is thalloid liverwort of the family Targioniaceae (Marchantiopsida),
and it is widely distributed around the world. This species has a considerable number of
synonyms, as well as being polyploidy and having high suitability. Due to these
characteristics of wide distribution around the world, high adaptation and number of
synonyms make it a model species to understand the phylogeographic processes in space
and time of a cosmopolitan species. The present work aims to know the evolutionary
history of Targionia hypophylla to answer the following question: According to the
molecular markers of chloroplast rpoC1, trnK-psbA, trnL-F, is there a geographical
congruence in the distribution of genetic variation in the populations of T. hypophylla? To

answer this question, a representative sampling of the geographical range of T. hypophylla
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was carried out. Copies were requested from different international herbaria, field trips
were made in Mexico and fresh material was requested through Bryonet network. A total of
297 sequences of the chloroplast markers were obtained: rpoC1 (370pb, n = 114), trnL-F
(716pb, n = 105) and trnK-psbA (1061pb, n = 78) of the species Targionia hypophylla
belonging to 31 populations throughout its distribution. As well as sequences were obtained
for the species Targionia elongata (trnL-F= 1, trnKpsbA= 1). To answer our questions,
different analyzes were carried out: haplotype spatial networks, population statistics
(haplotype, nucleotide, D de Tajima and F de Fu) as well as analysis of molecular variation
between bryofloristics regions. There was not loss of genetic connectivity by distance or a
phylogeographic structure with the used markers. However, the data suggest that
populations of T. hypophylla are recovering from a reduction in their effective population
size. It is concluded that T. hypophylla exhibits a pattern of genetic distribution similar to
that of other bryophytes; the modification of the environment in recent times exerts a

negative effect on T. hypophylla, causing a decrease in its effective population size.
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INTRODUCCION

La filogeografia en briofitas ha sido estudiada en tiempos recientes. Existen diferentes
procesos que llevan a una diferenciacion genética entre las poblaciones, como son: deriva
génica, mutaciones y seleccion natural. Sin embargo, comunmente las briofitas no
presentan una estructuracion genética definida por la distancia geografica entre las
poblaciones. Un claro ejemplo de lo anterior es el musgo Pyrrhobryum mnioides, el cual
cuenta con una distribucion amplia desde la region briofloristica holantartica hasta la
holartica (Scholfied, 1992). Esta especie de musgo presenta una estructura genética
definida por patrones de vicarianza por el surgimiento de montafias (McDaniel & Shaw,
2003). Existen diferentes estudios para hepaticas y musgos con rangos de distribucion
amplios que arrojan resultados similares: en donde la diferenciacion genética no esta
correlacionada con la distancia geografica al contrario la diferenciacion entre las
poblaciones se atribuyen al surgimiento de barreras geograficas como las montafias o a
aquellas que quedan relegadas en refugios glaciares (Grundmann et al. 2007; McDaniel &

Shaw., 2003; Buczkowska et al. 2010).

En briofitas con distribuciones cosmopolitas se ha encontrado que pueden compartir
haplotipos entre masas continentales lo cual sugiere un flujo genético histérico o en curso
dependiendo de la resolucion del marcador molecular que se utilice (Laenen et al. 2011;

Pisa et al.2015).

Para especies con distribucion disyunta entre masas continentales la historia parece no
cambiar a aquellas especies que exhiben una distribucion cosmopolita. Tal es el caso de dos

especies del género Metzgeria, distribuidas en Norteameérica y Europa en la cual la
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distancia geografica no es un factor determinante para desencadenar un proceso de
especiacion por aislamiento, al contrario el nimero de substituciones nucleotidicas entre
estas poblaciones fue bajo, atribuyendo esto a la existencia de flujo genético entre las

poblaciones (Fuselier et al. 2009; Fuselier et al. 2011).

Existen especies de briofitas que exhiben concordancia entre la distancia geogréafica y la
distancia genética de las especies, aungue esta estructuracion filogeografica sea insuficiente

para poder discernir entre algin proceso por aislamiento (Pokorny et al. 2011).

Targionia hypophylla es una especie de hepatica talosa compleja con distribucion
cosmopolita y morfolégicamente variable, cuenta con 15-20 sinonimias (Bischler-Causse et
al., 2005; Consortium of North American Bryophyta Herbaria) y actualmente se reconocen
dos variedades y dos subespecie para T. hypophylla (trépicos.org). Por ende, existe un
problema taxondémico con respecto al nimero de especies que deberian de reconocerse
dentro del género Targionia como validas e inclusive si la recientemente sinonimizada
Targionia lorbeeriana Mill. Frib se deberia considerar como una especie separada de
Targionia hypophylla. Sobre la controversia en cuanto a la sinonimia T. lorbeeriana-T.
hypophylla, Zamora et al. (1990) acotan que no existen caracteres morfoldgicos,
anatémicos ni ecoldgicos para reconocerlas como especies separadas, que solamente a
través de una dotacion cromosomica es posible realizar una determinacion precisa por lo

cual debe de considerarse como una misma especie.



-16 -

Para T. hypophylla se han realizado estudios de diferente naturaleza como conteo
cromosomico (Zamora et al. 1990), taxonomia numerica (Zamora et al. 1990), taxonomia
descriptiva para discernir entre especies (Scott & Price, 1988; Perold, 1993 ), asi como
estudios para analizar su respuesta a factores fisicos y quimicos para la induccion de

estructuras reproductivas (Bapna et al. 1984).

Otro de los trabajos es el realizado por Boisselier-Dubayle & Bishler (1999) quienes
analizaron isoenzimas de diferentes poblaciones de Europa, Africa, Australasia y las Islas
del Atlantico para Targionia hypophylla y Targionia lorbeeriana. Las autoras encontraron
un alto nivel de heterocigosis y duplicacion cromosémica que caracterizan a las especies
como triploides fértiles. Esta triploidia es explicada como el resultado de la hibridacion
entre dos muestras haploides, seguidas por la duplicacion cromosémica y la no disyuncion
meidtica. Ademas se observo la variacion morfoldgica entre los dos citotipos (haploide-
triploide), sus requerimientos ecoldgicos y su distribucion simpatrica, encontrandose que
tres de las colonias africanas y australianas triploides no comparten el mismo genoma con
las triploides de Europa e islas del Atlantico. Por lo que se indican origenes independientes

de las poblaciones Europa-Atlantico y poliploides afro-Australasia.

El presente trabajo tiene como objetivos conocer la historia evolutiva de Targionia
hypophylla para responder las siguientes preguntas: 1) De acuerdo a los marcadores
moleculares de cloroplasto trnK-psbA, trnL-F y rpoC1, ¢Existe una relacion entre la
distribucion genética y la distribucién geogréfica de las diferentes poblaciones de T.
hypophylla?, 2) En caso de obtener una diferenciacion genética, ¢El aislamiento de las

poblaciones se debe a procesos geoldgicos o al bajo o nulo flujo genético entre estas?.
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Materiales y métodos

Obtencion y determinacién de ejemplares

La obtencion de ejemplares, se realiz6 en salidas al campo (16 salidas realizadas entre
agosto 2015- abril 2017) para ejemplares mexicanos. Ademas se consiguio el préstamo de
ejemplares de todo el mundo provenientes de los siguientes Herbarios: Missouri Botanical
Garden (MO), Herbario de la Universidad de DUKE, Royal Botanical Garden Edinburgh
(RBGE), Instituto de Botanica de Brasil, Jardin Botanico de la Universidad de Helsinki y el
Herbario Nacional (MEXU) (Cuadro ).

Se solicitd material fresco de la especie mediante la red mundial de brilogos Bryonet. De
todos los ejemplares obtenidos se corrobor6 la determinacion taxondmica de las diferentes
muestras de T. hypophylla para evitar posibles errores al momento de seleccionar el tejido

para los andlisis moleculares.

Obtencion de ADN y amplificacion de genes

Para la extraccion del ADN se utilizé el método propuesto por cada KIT adquirido para este
fin (Plant/Seed DNA Microprep, ZymoResearch y DNeasy plant MiniKit, Quiagen).

Se amplificaron los marcadores de cloroplasto rpoC1, trnL-F y trnK-psbA. Las reacciones
en cadena de la polimerasa (PCR) se llevaron a cabo en un volumen final de 25 ul (Cuadro
S1) utilizando un par de primers para cada marcador. Los productos de PCR se purificaron
utilizando ExoSAP-IT al 10% (USB corp) y se enviaron para su secuenciacion a la empresa
Macrogen Inc. (Seoul, Corea del Sur). El ensamblaje y edicion de las secuencias se realizd
con el programa ChromasPro© (McCarthy, 2004) para obtener la secuencia consenso de

cada muestra. El alineamiento de las secuencias se hizo de forma manual para el gen
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codificador rpoC1 y automatica para los otros dos marcadores en el editor del MEGA

7.0.20 (Tamura et al., 2013) utilizando los parametros por defecto.

Las secuencias obtenidas seran depositadas en GenBank, con los nimeros de acceso

correspondientes (Cuadro S2).

Estadistica descriptiva y redes de haplotipos.

Por medio del programa DnaSP (Rozas et al., 2003) se estim0 la diversidad haplotipica
(Hd, Nei, 1987) y nucleotidica (=, Nei, 1987), el nimero de sitios polimorficos, los sitios
parsimoniosamente informativos, el nimero promedio de diferencias nucleotidicas por
pares (k; Tajima, 1983) y el numero de mutaciones para cada marcador molecular, por
regiones briofloristicas y sin ningln tipo de agrupamiento para observar las diferencias en
el conjunto de datos.

Para analizar de manera grafica la variacion genética entre las diferentes poblaciones
(Posada & Crandall, 2001), se construyé una red de haplotipos en el programa PopArt

(Bandelt et al. 1999) para cada marcador molecular (rpoC1, trnK-psbA y trnL_F).

Estructura genética

Para determinar el grado de la diferenciacion genética entre las regiones briofloristicas, asi
como el patron geografico de subdivision poblacional, se realiz6 un analisis de varianza
molecular (AMOVA) considerando los indices de fijacion FCT, FST y FSC. Estos se
realizaron siguiendo dos agrupamientos: 1) Considerando a todos los individuos como una
poblacion en equilibrio Hardy-Weinberg (panmictica), y 2) agrupacién por reinos

briofloristicos (Scholfield, 1992).
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Mediante el célculo de Fst por pares entre las poblaciones de reinos briofloristicos se
estimd la diferencia genética entre estas. Para dichos analisis se consideraron 1,000
permutaciones para la estimacion de los valores de significancia utilizando ARLEQUIN 3.5

(Excoffier et al. 2005).

Demografia historica

Las pruebas neutrales de demografia poblacional (D de Tajima, 1993 y F de Fu y Li, 1993)
fueron calculadas en el programa Arlequin (Excoffier et al. 1992). La dindmica poblacional
a través del tiempo fue analizada por medio del modelo Extended Bayesian Skyline Plot
(EBSP) mediante el programa BEAST v.1.47 (Drummond et al. 2005; Drummond &
Rambaut, 2007). El analisis se realiz6 con la matriz concatenada y se utilizd una tasa de
mutacion de 1x10” (limite inferior) a 4x10™ (limite superior) sustituciones por sitio por
millon de afios (Laenen et al. 2014). Se establecio a priori un modelo de reloj molecular
relajado y se ejecutaron 150 millones de generaciones. La convergencia de los parametros

fue visualizada con Tracer v.1.5 (Rambaut & Drummond 2007).

RESULTADOS

Se obtuvo un total de 267 secuencias de los marcadores de cloroplasto: rpoC1 (370pb,
n=106), trnL-F (716pb, n=90) y trnK-psbA (1061pb, n=71) de la especie Targionia
hypophylla pertenecientes a 91 localidades a lo largo de su rango de distribucion, mientras
que para Targionia lorbeeriana se obtuvieron 30 secuencias (rpoC1=8; trnL-F=15; trnK-
psbA=7). Ademas se obtuvieron secuencias para la especie Targionia elongata (trnL-F= 1,

trnK-psbA= 1) (endémica de Africa) (Figura 1; Cuadro 1).
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Estadistica descriptiva

Analizando la totalidad de las muestras, sin realizar una segregacion por reinos
briofloristicos, se obtuvieron 36 sitios polimorficos y 23 haplotipos para el gen rpoC1,
mientras que para el gen trnK-psbA se obtuvieron 139 sitios polimérficos y 24 haplotipos.
Por su parte el gen trnL-F presentd 35 sitios polimorficos y 31 haplotipos (Cuadro 2). Se
obtuvieron diversidades haplotipicas altas y nucleotidicas bajas para los marcadores
moleculares utilizados (rpoC1 = Hd 0.7053 * 0.13356, = 0.13956 + 0.0056; trnL-F = Hd
0.8485 = 0.061, m 0.13956 + 0.02688; trnK-psbA= Hd 0.75552 + 0.043, m 0.01795

+0.0012) (Cuadro 2).

Al evaluar la diversidad genética por region briofloristica los resultados fueron similares,
obteniendo diversidades haplotipicas altas y nucleotidicas bajas para los tres marcadores.
Los marcadores trnL-F y trnK-psbA muestran un patron de diversidad similar al mostrado
en la region holantartica con una diversidad haplotipica muy alta (Hd=1) y una diversidad

nucleotidica baja.

Para dos de los tres marcadores (trnK-psbA y rpoC1) la region Paleotropical exhibe los
valores de Hd y ©= mas altos, mientras que para el trnL-F los valores mas altos fueron

obtenidos para la region holantértica (Hd) y holartica ().

La region con mayor numero de sitios polimorficos fue la neotropical para el trnL-F
(S=236) y el trnK-psbA (S=95), mientras que para el rpoC1 fue la regidn holartica (S=32).
El mayor numero de haplotipos se concentr6 en la region holartica para todos los

marcadores (Cuadro 2).
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Redes de haplotipos

Las redes de haplotipos para los marcadores de CADN no denotan estructura filogeogréafica
(Figura 2). Para el gen rpoC1, se observa un haplotipo central compartido por las cuatro
regiones briofloristicas (RB) asi como algunos haplotipos conectados por diferentes
representantes de las RB.

Para el gen trnK-psbA (Figura 2B) la red de haplotipos muestra la existencia de haplotipos
compartidos, sin embargo, se observa una ligera segregacion geografica de los haplogrupos.
Uno de estos haplogrupos se encuentra conformada casi en su totalidad por haplotipos
neotropicales y su contraparte por haplotipos holarticos, holantarticos y paleotropicales, sin
embargo estos se separan por un solo paso mutacional. Por su parte el trnL-F exhibe a los
haplotipos de las cuatro regiones briofloristicas (holantartica, holartica, neotropical y
paleotropical) mezclandose sin ninguln tipo de estructura geografica (Figura 2C).

En las redes de haplotipos para los tres marcadores (rpoC1, trnK-psbA y trnL-F), se
observa que las muestras de Targionia hypophylla y Targionia lorbeeriana se encuentran
compartiendo haplotipos (Figura 2) mezclandose entre si. Mientras que la muestra
representativa de Targionia elongata se encuentra conectada por 20 pasos mutacionales a la
red de haplotipos como un haplotipo privado para los genes trnK-psbA y trnL-F. Esta
especie se encuentra dentro del haplogrupo conformado por los ejemplares holarticos,

holantarticos y paleotropicales en trnK-psbA.

Estructura poblacional

Los valores de Fsten el resultado de las Amova resultaron no significativos para los tres

marcadores moleculares (trnL-F, trnK-psbA y rpoC1). Al evaluar el porcentaje de variacion



-22-

para las regiones briofloristicas, se encontro el porcentaje mas alto de diferenciacion dentro
de las poblaciones para los genes trnK-psbA (72.59%) y rpoC1 (75.3263%). EI marcador
molecular trnL-F demuestra una variacion del 99.33% entre las poblaciones dentro de los

grupos.

Pruebas de neutralidad y demografia historica

Los valores D de Tajima y F de Fu, fueron negativos y significativos para todos los
marcadores al tratar al conjunto de datos como una poblacién panmictica (Cuadro 4). Para
los marcadores trnK-psbA vy trnL-F segregados por regién briofloristica se encontré que la
region neotropical mantiene valores negativos y significativos para ambas pruebas (Cuadro
4). Mientras que las regiones holartica y paleotropical presentan valores negativos y
significativos solamente para D de Tajima. La regién holantéartica no presenta ningun valor

significativo para los marcadores, (Cuadro 1).

El anédlisis de Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) demuestra un decrecimiento
poblacional reciente, aproximadamente de 30 000 a 10 000 afios (Figura 3), seguido de una

expansion demogréafica.

DISCUSION

Taxonomia
Targionia hypophylla es una especie variable morfolégicamente, por esta razén ha

experimentado numerosos cambios en su clasificacion taxondmica en cuanto al nimero de
sinonimias y/o inclusive al nimero de especies que deben de reconocerse en el género. El

género Targionia cuenta con 3 especies reconocidas: T. elongata (Etiopia), T. stellaris
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(Suramérica) y T. hypophylla de amplia distribucion (Schuster, 1992; Bischler-Causse, et
al., 2005).

Una cuarta especie se encuentra en disputa, T. lorbeeriana que se encuentra distribuida en
el Mediterraneo y Australia. EXxiste un estudio taxondmico basado en caracteristicas
morfologicas y cromosémicas (Zamora et al. 1990) con respecto a si la especie Targionia
lorbeeriana debe de ser sinonimo de T. hypophylla o debe de considerarse como una
especie diferente de esta. De acuerdo con nuestro estudio no existe evidencia molecular
para separar a T. lorbeeriana de T. hypophylla.

En el presente estudio se encontrd que existen haplotipos compartidos entre T. hypophylla y
T. lorbeeriana. Una filogenia preliminar (Magafia-Marcial et al. datos inéditos no
publicados) indica que ambas especies son parafiléticas, por lo que la hipdtesis de
manejarse como especies separadas deberia ser desechada y considerar a T. lorbeeriana
como un sinénimo de T. hypophylla. Esta sugerencia ya se habia realizado basandose en
datos meristicos y caracterizacion de esporas (Perold, 1993), en donde al considerar las
diferencias en morfologia y citogenética no se encontré ningin caracter que soporte la
separacién de ambos taxones. En estos estudios los autores concluyeron que estas
variaciones pueden ser debidas a las distintas condiciones ambientales o ecolégicas donde
la poblacion de estudio reside (Zamora et al. 1990; Perold, 1993).

En nuestros anélisis utilizamos la especie Targionia elongata, especie endémica de Africa
(parte Norte de Etiopia), para corroborar si genéticamente se encontraba separada de
Targionia hypophylla y encontramos que aunque se ubica dentro de la red de haplotipos
esta no compartia haplotipos con T. hypophylla. Nuestros resultados indicaron que T.

elongata se ubica como un haplotipo privado para trnL-F y trnK-psbA, ubicandose como
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parte del haplogrupo holartico, holantartico y paleotropical. La explicacidn para encontrarla
conectada a estos haplogrupos podria ser por su distribucion conocida, que es solamente
para la parte norte de Etiopia resaltando que para esta porcion de Africa se cuenta con
presencia de la especie T. hypophylla (y de ejemplares antes catalogados como T.
lorbeeriana) por lo cual las poblaciones podrian estar en simpatria. Cabe mencionar que
para esta especie solo se utilizo un ejemplar debido a la poca accesibilidad a las muestras de
herbario. Por lo que afiadir méas ejemplares de T. elongata a un estudio de esta naturaleza
podria resultar interesante para analizar si realmente esta especie se encuentra separada de
T. hypophylla o si este haplotipo privado es efecto de la baja representatividad de T.
elongata en el muestreo obtenido. Las redes de haplotipos para los dos marcadores
mencionados anteriormente no representaron modificaciones al analizarse sin la muestra de

T. elongata (datos no mostrados).

Demografia historica y variacion genética.

Las poblaciones de Targionia hypophylla, de acuerdo con el analisis de marcadores de
cloroplasto, exhiben una alta diversidad haplotipica pero baja diversidad nucleotidica
(Cuadro 2). En briofitas este patron de diversidad genética es habitual, se ha reportado en
diversas especies tanto de hepaticas foliosas y talosas asi como musgos (Boisselier-Dubayle
& Bischler, 1997; Buczkowska et al. 2010; Chiang & Schall, 1999; Laenen et al. 2011). Al
analizar la diversidad genética por region briofloristica se observaron regiones con
diversidades haplotipicas de 1 como fue la regidén holantértica para trnK-psbA vy trnL-F,
esta regién fue la Unica que en nuestro estudio conté con un nimero de muestra pequefia

(N=5) y esto se debid a los requisitos de intercambio y préstamo de material biolégico en
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Australia. Por lo cual la alta diversidad haplotipica (Hd=1) para esta region, podria deberse
al tamafo de muestra, aunque de acuerdo a los resultados de diversidad haplotipica alta
para las regiones briofloristicas restantes; es probable que aumentando el numero de
muestras en esta region la diversidad haplotipica siga manteniéndose alta fluctuado entre

0.7-0.9 como en las demas regiones (Cuadro 2)

La diversidad genética se calcula para comprender como se distribuye la diversidad a lo
largo de las poblaciones en un area geogréfica y dependiendo de la combinacién de los
valores se asocia a un evento definido. La naturaleza de los valores obtenidos (Hd alta y =
baja) representan de manera general poblaciones con crecimiento poblacional répido a
partir de una poblacion con tamafio efectivo poblacional pequefio (Grivet et al., 2009;

Holsinger, 2006).

Aunado a lo anterior, las pruebas de neutralidad muestran valores negativos y significativos
para sus dos componentes (D de Tajima y F de Fu), lo que es consistente con los valores de
diversidad genética obtenidos. La diversificacion haplotipica observada para T. hypophylla,
en donde se comparten los haplotipos para la totalidad de las regiones briofloristicas, nos
podria sugerir un ancestro en comun para la especie como ha ocurrido para otras especies
de briofitas, donde se ha reportado la recolonizacion de los continentes gracias a
poblaciones protegidas por refugios pleistocénicos climaticos conservando su mismo
habitat para su posterior expansion (Laenen et al. 2011; Cronberg, 2000; McDaniel &
Shaw, 2003). Aunque para T. hypophylla esto no esta clarificado con la naturaleza de los

estudios realizados, una investigacion posterior sobre el proceso de colonizacién de T.
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hypophylla podria ser util para resolver la incognita de como T. hypophylla ha logrado

dispersarse y sobrevivir en diferentes ambientes.

De acuerdo al resultado obtenido del andlisis Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) se
deduce que durante el ultimo méaximo glacial (LGM) las poblaciones de T. hypophylla se
encontraban constantes. Pero hace 30,000 afios el tamafio poblacional decrecio ligeramente,
esta fluctuacion es evidente alrededor de los 12 a 5 mil afios en donde las poblaciones
decrecen de manera abrupta. Esto puede deberse al aumento de la temperatura, ya que
recordemos que esta especie aunque su distribucion se asume como cosmopolita se
encuentra mayormente asociada a climas frios y de alta montafia de acuerdo a datos de
referencia y de distribucion potencial (Magafia-Marcial et al. datos inéditos no publicados).
Sin embargo, el EBSP muestra un aumento en el tamafio efectivo poblacional hace

aproximadamente 4 a 3 mil afios (Figura 3).

Preguntarse si las briofitas serdn capaces de sobrevivir a las fluctuaciones en el clima ha
sido una de las mayores preocupaciones en briologia. Los estudios para conocer los efectos
del aumento de la temperatura se han basado principalmente en plantas vasculares (Corlett
& Westcott., 2013; Parmesan & Hanley., 2015; Amedie, 2013). Sin embargo, He et al.,
(2016) realiz6 una revision de las implicaciones que podria tener el aumento de la
temperatura sobre las poblaciones de briofitas encontrando que para Marchantiophyta el
rango de temperatura Optima para fotosintetizar es de -20 a 27°C dependiendo de la
especie. Particularmente, para hepaticas talosas complejas, como lo es T. hypophylla, la
temperatura optima es de 20°C; mientras que para Bryophyta las temperaturas oscilan entre

-22 a 27°C. Sin embargo diferentes estudios demuestran que las briofitas son capaces de
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sobrevivir periodos de desecacion, aumento de temperatura y luz (Bates et al. 2005;
Desamore et al. 2012). De acuerdo a la NASA la temperatura global ha aumentado 0.9° C
en los dltimos 135 afos, se predice que la temperatura puede aumentar de 1.5° a 2.5°C
(Hansel et al. 2006; Yuan et al. 2004) durante el periodo interglacial. Las briofitas en
general pueden sobrevivir aumentos de temperatura en un rango de 2 a 3°C (Dirckson,
1964; Antropova, 1974), por lo cual el aumento de la temperatura no deberia ser un factor
de riesgo para las briofitas. Estos datos climaticos ayudan a explicar las variaciones

encontradas en la demografia poblacional de T. hypophylla.

Diferencias genéticas a micro escala

Las estructuracion genética de las poblaciones de Targionia hypophylla a escala geogréafica
amplia es inexistente sin embargo a micro escala se encontraron poblaciones con
diferencias genéticas minimas en la region holartica, dos ejemplares (Portugal, Africa) se
encuentran separados por hasta 10 pasos mutacionales para los tres genes. En la filogenia
preliminar en donde se utilizaron secuencias de otros Marchantiales (Magafa-Marcial et al.
datos inéditos no mostrados) ambos ejemplares (Portugal y Africa) se encontraron en un
clado separado del resto de las muestras de T. hypophylla mezclandose con ejemplares del

género Mannia sugiriendo un posible evento de introgresion.

La hibridacion en briofitas ha sido documentada en diversas ocasiones tanto para musgos
(Wyatt et al. 1992; Jankowiak et al. 2005; Karlin et al. 2009) como para hepaticas
(Odrzykoski et al. 1996; Vilnet et al. 2012), en algunos casos la hibridacidn entre especies
puede conllevar a la aparicion de una nueva especie para la ciencia (Barbulescu et al.

2017). En el caso de las muestras de T. hypophylla, que se encuentran compartiendo genes
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con el género Mannia seria importante realizar un estudio sobre hibridacion para ver si
existe alguna introgresion de estos géneros asi como un estudio ecoldgico mas fino para
delimitar si existen poblaciones de estos géneros que se encuentren viviendo en simpatria.
Biogeografia

Dispersién

Se han analizado diferentes patrones y/o regionalizaciones para comprender la distribucion
de las briofitas en el mundo. Tan & Pdécs (2000), propusieron cinco patrones tomando en
cuenta las zonas climaticas predominantes en el planeta con subdivisiones sucesivas,
mientras que Scholfield (1992) consideré cinco reinos briofloristicos basandose en la
distribucion de las plantas vasculares. Sin embargo ninguna de estas dos propuestas sobre
patrones de distribucion nos explican las distribuciones disyuntas en briofitas, por lo que se
ha asumido que estas distribuciones son historicas o asociadas a eventos de dispersion

(esporas, fragmentacién, rutas migratorias de aves) y/o introduccion accidental (Tan &

Pdcs, 2000; Vanderpoorten & Goffinet, 2009).

Los resultados de los analisis de varianza molecular (AMOVA) para observar la
concordancia entre la red de haplotipos y la distribucién geografica segregada por reinos
briofloristicos revelan conectividad genética a lo largo del rango de distribucion de T.
hypophylla. La baja diferenciacion genética entre briofitas con distribuciones extensas ha
sido reportada en diversas ocasiones. Por ejemplo, para el musgo, Bryum argenteum,
especie cosmopolita, se ha estudiado su origen y variacion, demostrando que aunque tiene
su origen en las islas de Tenerife, no exhibe una estructuracion genética definida con

respecto a su amplio rango de distribucion (Pisa et al. 2015). Otros estudios como los
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realizados para especies de hepaticas de distribucion disyunta de los géneros Metzgeria y
Apometzgeria, asi como para la especie de musgo Calyptrochaeta asplenoides, demuestran
que la distancia geografica no es una barrera eficaz para impedir el flujo genético entre
estas (Fuselier et al. 2009, 2011; Pokorny et al. 2011). Lo anterior, puede ser atribuido a las
diferentes formas de dispersion que presentan como son: dispersion por agua, por aire e
inclusive por actividad antropogénica, lo que conlleva a la dispersion a largas y cortas

distancias (Vanderpoorten & Goffinet, 2009; Bequaert, 1921).

De acuerdo con diferentes estudios, es comun que las especies cosmopolitas exhiban baja
diferenciacion poblacional entre masas continentales (McDaniel & Shaw, 2003, 2005) y
que estas especies se encuentran relacionadas frecuentemente con ambientes modificados o
fragmentados por actividad antropogénica, sefialando la importancia de las migraciones
transcontinentales en el grupo. (Pisa et al.2015; Schuster, 1983). Aquellas especies que han
exhibido diferenciacion genética entre masas continentales se ha atribuido a la retencion de

polimorfismos historicos (Szdvényi et al. 2008).

La capacidad de viabilidad de las espora varia dependiendo de la especie de briofita, se han
documentado esporas que sobreviven un par de horas (Wiklund & Rydin, 2004;
Vanderpoorten & Goffinet, 2009) hasta aquellas que sobreviven afios. Tomando en cuenta
la caracterizacion de las esporas de T. hypophylla (J. Shevock, comunicacion personal,
Mayo 5, 2017; Deutsch, 1912) se esperaria una tasa de viabilidad alta, debido a que posee
ornamentacion y una coraza para protegerse de la desecacion. Por lo tanto, pensar que la
falta de estructuracion filogeografica de las poblaciones de T. hypophylla, puede estar

siendo sostenida por la capacidad de las esporas de viajar largas distancias y, ademas
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mantenerse viables por largos periodos de tiempo hasta encontrar las condiciones propicias

para su desarrollo es factible.

Aunado a lo anterior, se debe de reconocer las caracteristicas morfolégicas y fisiologicas de
T. hypophylla para protegerse de los cambios en el ambiente, como enrollar su talo de
manera ventral para protegerse de la desecacion en diferentes ambientes, porque a pesar de
su asociacion a climas frios y de alta montafa, T. hypophylla ha sido registrada en climas
xeréfilos como en el desierto de Mojave, de acuerdo a una simulacion sobre la distribucion
potencial de la especie (Magafia-Marcial et al. datos inéditos no publicados) se observa que
T. hypophylla tiene una afinidad por ambientes que rondan una humedad de 400 a 700mm
anual y por una temperatura templada que oscile entre 15° y 25° C. Lo anterior coincide
con algunas colectas realizadas para este estudio en areas para las cuales no se tenia registro

para esta especie en México.

Conclusiones

1) La baja estructuracion poblacional para Targionia hypophylla, indica una capacidad
historica de flujo génico que permitio la colonizacion de lugares con condiciones
ambientales contrastantes de acuerdo a los datos de colecta de los ejemplares y
registros de herbario.

2) Targionia hypopylla se esta recuperando de un evento de disminucién en el tamafio

efectivo poblacional.
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3)

4)

5)

6)

La homogeneidad genética observada para la especie de estudio, puede ser
explicada por la combinacion de dos factores: el crecimiento demografico reciente y
una distribucion cosmopolita histérica.

Las regiones briofloristicas propuestas no son una barrera efectiva para la
segregacion de esta especie.

Un anélisis mas fino con marcadores de alta resolucion como los microsatélites
ayudarian a clarificar los posibles eventos de hibridacion.

Los datos moleculares sustentan la sinonimia de Targionia lorbeeriana con

Targonia hypophylla.
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Cuadros y Figuras

Cuadro 1. Localidades de muestreo de los ejemplares de Targionia hypophylla, obtenidos
para este estudio, asi como la informacion de secuencia por marcador molecular.

NUmero de secuencias por

marcador Coordenadas
Region TrnK-
Briofloristica Pobla_cién Localidad TrnE-F pst&A rpoC1 %d Lﬂ’_ﬂtud Oriqen/Va_ucher
Holantartica Australia Australia 1 1 1 29.15055556  99.939527778 Helsinki 34097 25.07.81
1 1 1 35.33833333  33.165000000 CANB_572D 3.03.2010
1 1 1 -32.84527778  137.99583330 CANB 13494A 23.08.2016
1 1 1 -32.45111111  137.97666670 CANB 13065A 21.08.2016
1 1 1 -31.31666667  148.91666670 CANB 580B_S/f
Holartica Asia Mugla 1 - 1 38.78333333  -121.0166667 DUKE GH-1068D 16.10.1952
Canada Galiano 1 - 1 1.166666667  34.490000000 DUKE 17341 3.06.1962
Harrison - 1 1 1.007000000  34.706666667 DUKE_S/Vaucher_26.07.1966
Shawanigan lake 1 - 1 16.18333333  -96.53333333 DUKE 4473 12,05.1970
Sur Pender 1 - 1 18.36516667  73.760527778 DUKE 17169 2.06.1962
Chipre Cyprus - - 1 27.21666667  90.583333333 RBGE S/Vaucher 28.04.1962
Kyrenia 1 1 35.33833333 33.165000000 Herb. Schafer-Verwimp 37989 21.01.2017
Kyrenia 1 1 1 9.083333333 _ 36.550000000 Herb. Schéfer-Verwimp 38043 25.01.2017
Espafia Islas Canarias 1 1 1 40.62138889  14.528333333 RBGE 25 19.04.2000
Prov. Jaen 1 - 1 37.61666667 -121.9 DUKE 8925 15.04.1980
Estados
Unidos Alameda - - 1 19.538 -100.3780167 MEXU 4227 28.03.1993
El Dorado - - 1 19.75581667  -100.2954167 MEXU_4343_2.04.1993
Idaho - - 1 37.9136357 -3.004084 MO 17900 10.08.1941
Multnomah 1 - - 37.21807 28.3665 MO_622_23.08.62
Puerto Rico - 1 1 1.007 36.50033333 DUKE 1044 9.07.1934
USA 1 1 - 19.10305556 _ -97.03666667 Helsinki_2184 5.05.1981
Francia Pyréneés Orientales 1 1 1 20.21666667  -98.55 Louis Thouvenot 4330 26.01.2017
Voutezac 1 - - 20.21666667 __ -98.55 1. Charissou / EBUM_19130 11.01.2017
talia Parque Nacional
Vesuvic - 1 - -8.62778 37.22778 RBGE 35522 27.02.2006
Puglia Prov.
Foggia 1 - 1 19.60638889  -100.2416667 DUKE 703 15,05.1997
Silicia, Prov.
Agrigento 1 - 1 16.18333333  -96.53333333 DUKE_627_11.05.1997
Sorrento 1 1 1 -8.62778 37.22778 RBGE 35495 26.02.2006
Japon Saitama 1 1 1 -13.65333333 _ -73.38833333 RBGE 24711-b 4.09.1993

Portugal Algarve 1 1 1 -35.0075 -57.90972222 RBGE_15861 25.03.1989
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Alré 1 1 1 36.84444444  -117.1569444 RBGE 353 24,03.1989
Braganca Bacal 1 1 1 -8.62778 37.22779 Herbario LISU 262585 31.01.2001
Lisbon, Castelo 1 1 1 48.917 -123.417 RBGE 15680 20.03.1989
Mesquita - - 1 -8.62778 37.22781 Herbario LISU 264568 27.03.2000
Praia de Vittoria 1 1 1 35.33166667  33.1733333 Herb. Schafer-Verwimp 33323 27.05.2012
Sierra de Monchique 1 1 1 20.21666667 _ -98.55 Ron D. Porley _S/Vaucher 6.11-2014
Reino Unido  Exeter. UK. - - 1 50.717 -3.533 EBUM_346DGA 13.02.2002
Exeter. UK. 1 1 1 50.717 -3.533 EBUM 348DGA 13.02.2002
Republica )
Checa N Bohemia 1 1 1 16.32833333  -96.59527778 DUKE 12983 9.04.1999
Rusia Khabarovskyj 1 1 1 S/ID S/D MNHN-FR_PC0728524 S/f
Turquia Prov. Adyin 1 - 1 -1.007 36.50033333 DUKE 334a/71 28.03.1971
Neotropical Brazil Mato Grosso 1 1 - 28.10111111  85.32888889 Inst.Bot.Brasil 1961 2009
Chile Antoffagasta 1 - 1 48.651179 -123.644996 MO 8598 12.09.1972
Chacabuco - - 1 22.07388889  -159.4986111 MO 22918 2.08.1980
Cordillera - - 1 37.2891 13.5898 MO 20367 22.08.1982
Cordillera 1 - 1 37.84501 27.83963 MO 22957 17.09.1989
Mexico Angangueo 1 - 1 19.79766667  -100.1568 MEXU 3142 4.01.1989
Caminoa la
mina, Tlalpujahua 1 1 1 2149773333  -99.94851667 EBUM_MMKY 124 17.04.2016
Carretera A-60,
Villa Victoria - 1 20.62678333  -104.7344833 EBUM MMKY 104 15. 04.2016
1 1 1 20.62796667 -104.732 EBUM_MMKY 105 15.04.2016
1 1 1 20.44081667 -104.7644 EBUM_MMKY 107_15. 04.2016
Chincua 1 1 1 17.31355 -96.48346667 EBUM_MMKY 114 16.04.2016
Chupicuaro 1 1 1 19.67408333  -101.5775167 EBUM_MMKY 39_29.08.2015
1 1 1 19.67383333 -101.5772833 EBUM_MMKY 42 29.08.2015
Cuxtepeques 1 - 1 19.7979 -100.1568833 MEXU_67158 9.05.1988
Desierto de los
Leones - 1 19.2612 -99.38883333 MEXU_S/Vaucher_26.11.1944
- - 1 19.2612 -99.38883333 MEXU_S/Vaucher 26.11.1944
El Chico, Hidalgo 1 1 1 20.18206667  -98.71808333 EBUM_MMKY 63_15.11.2015
1 1 1 20.18206667  -98.71808333 EBUM_MMKY 64 15.11.2015
1 1 1 20.18211667  -98.71795 EBUM_MMKY 65_15.11.2015
1 1 1 20.18288333 -98.7168 EBUM_ MMKY 71 15.11.2015
1 1 1 20.18288333  -98.7168 EBUM_MMKY 62B_15.11.2015
1 - 1 20.1825 -98.717 EBUM MMKY 70 15.11.2015
1 1 1 20.18268333 -98.7267666666 EBUM_MMKY 66_15.11.2015
Ichaqueo 1 1 1 19.67611111 -101.1538889 EBUM MMKY 19C 22.08.2015
1 1 1 19.58826667 -101.10765 EBUM_MMKY 21_22.08.2015
1 1 1 19.5878 -101.1084667 EBUM MMKY 26A 22.08.2015
1 1 1 19.58258333  -101.1276683 EBUM_MMKY 59 _17.10.2015
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Ixtlan de Juarez 1 1 41.85277778  -6.721388889 EBUM_MMKY136 21.08.2016
Los Azufres 1 1 19.796 -100.6888333 EBUM MMKY 77 16.12.2015
1 1 19.796 -100.6888333 EBUM_MMKY 79 16.12.2015
1 1 19.79633333 -100.68693333 EBUM MMKY 85 17.12.2015
1 1 19.79615 -100.6866833 EBUM_MMKY 88 17.12.2015
Oaxaca - 1 20.18288333  -98.7168 MEXU 2437 4.07.1966
Ocampo,
Zitacuaro 1 1 17.31355 -96.48346667 EBUM MMKY 109 15. 04.2016
- 17.31355 -96.48346667 EBUM_MMKY 110 15. 04.2016
1 1 17.31355 -96.48346667 EBUM MMKY 111 15. 04.2016
Ocuilan 1 1 19.33333333 -99.18333334 EGR-P6cs 9546/P_9.08.1995
Queretaro 1 1 40.62916667  14.53972222 RBGE 29750 22.03.2001
Rio Chiquito 1 1 19.5885 -101.1073333 EBUM MMKY 15 16.08.2015
- 1 19.67168333 -101.146816667 EBUM MMKY 54 30.08.2015
San Cristobal - 1 19.80201667  -100.1613333 MEXU HH42 13.05.1973
San Juan del Rio 1 1 -7.092222222  39.72833333 EBUM MMKY206 5.11.2016
S. Tilapa - La
Marquesa 1 1 19.75576667 -100.29555 EBUM MMKY 98 15.04.2016
1 19.79795 -100.1570667 EBUM MMKY 99 15. 04.2016
1 20.62678333  -104.7344833 EBUM_MMKY 100 15.04.2016
Sierra Mascota, Jal 1 1 2149773333  -99.94851667 EBUM MMKY 127 23.04.2016
Uruapan 1 1 425 2.75 EBUM MMKY226 11.02.2017
1 1 425 2.76 EBUM MMKY227 11.02.2017
Villa Madero - 1 19.29778333 -101.346816666 EBUM MMKY 92 29.12.2015
1 19.29778333 -101.346816667 EBUM_MMKY 93_29.12.2015
Zirahuén 1 1 19.42128333 -101.7617 EBUM Promep 15 21.03.2011
1 1 19.42747222 -101.759777777 EBUM_Promep 37_14.07.2011
- 1 19.42756667 -101.7574 EBUM_MMKY 27 28.08.2015
- 1 19.42406667 -101.75873333  EBUM_MMKY 38 28.08.2015
Peru Andahuylas - 1 4558931 -122.07641 MO 5764 9.05.1973
Anta, Cuzco - 1 37.851 15.285 MO_5674_8.05.1973
Cajamarca - 1 37.2891 13.5898 MO 6144 23.05.1973
Jauju - 1 9.416666667  34.41666667 MO_5393_28.04.1973
Titicaca 1 1 27.61666667  87.36666667 RBGE_12205 21.04.2006
Puerto Rico Pafiuelas - 1 19.36853333  -100.0228167 MEXU_1044 9.07.1939
Uruguay Uruguay 1 1 9.083333333  36.55 CANB 2621 2.10.2010
Paleotropical Africa Etiopia 1 - 21.43 -99.701666667  Helsinki_12461_21.10.1982
Jerid Sahara 1 1 19.58333333  -100.2166667 EGR-P6cs_03038/AW_2.04.2003
Malawi 1 1 27.62833333  99.26083333 RBGE M49352 30.06.1991
Marruecos 1 1 -1.283333333  36.81666667 MO_11748_3,05,2001
Uganda - - S/D S/D RBGE 1175 23.03.1951
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Arabia
Saudita Arabla Saidta 1 27.58333333  89.63333333 RBGE 6098 17.03.1987
Camer(n Mann’s Spring 1 S/D S/D RBGE 351 25.03
China China 1 37.11352778  102.880781 RBGE 40095 14.09.2010
1 37.11352778  102.880781 RBGE 32179 12.10.2003
1 40.82861111  14.39722222 RBGE 39996 9.09.2010
1 36.9 30.68333333 RBGE 27273 25.07.1997
1 -15.93611111  35.50805556 RBGE 32731 28.10.2003
India Buthan - 39.02055556  -122.4755556 RBGE 28696 18.09.1999
India 1 24.93416667 98.7844444445 RBGE 30950 2.02.2002
Kenia Nairobi Shergarh 1 19.06666667  -99.31666667 EGR-P6cs_04052/A 20.04.2004
Nyandarva - 19.3 -99.55 EGR-Pdcs 02030/M _17.03.2002
Malawi Zomba Plateau,
Kuchawe - 19.08333333 _ -98.68333333 EGR-Pécs 9170/P_7.04.91
Nepal Nepal 1 27.50641 -99.50754 RBGE 21243 15.10.1991
Nepal 1 42.4245 -3.161055555 RBGE 30256 21.09.2001
Rasuwa 1 -23.64416666  -70.41083333 RBGE 22051 24.04.1992
Nigeria Nigeria - 41.73108333  -8.162277778 RBGE 13487 10.1947
Tanzania Kibakwe - 40.25952 -123.84187 MO 4925 2.06.2005
Tunez Tanzania - 16.7376 -92.6367 EGR-Pdcs 6988/B_2-03.1985
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Cuadro 2. indices de diversidad genética para las poblaciones de T. hypophylla utilizando datos de cADN.

TrnL-F TrnK-psbA rpoC1l

Poblacion n Hn S Hd £ SD n+SD n Hn S Hd +SD nn+SD n Hn S Hd £ SD n+SD

Holartantica 5 4 1 1.000+£0.177 0.06813+0.0078 5 5 45 1.0000+0.126 0.02367 +0.0014 5 3 11 0.7000 +0.21800 0.01267 +0.0345
Holértica 38 18 34 0.797 +0.067 0.21446+0.0084 23 12 48 0.8740% 0.060 0.0074 +0.0124 35 14 32 0.8450 +0.04700 0.01487 +0.1257
Neotropical 48 12 236 0.890+0.043 0.07933+0.0104 38 8 95 0.3390+ 0.100 0.0083+0.0084 58 13 13 0.8160 % 0.00845 0.00845 + 0.0456
Paleotropical 15 15 151 0.978+0.035 0.18113+0.0100 8 8 66 1.0000+ 0.063 0.0469 +0.0643 15 10 26 0.9700 +0.02267 0.02267 % 0.0067
Todas 105 31 35 0.8495+0.061 0.13956+0.0042 78 24 139 0.7552+ 0.043 0.0179+0.0012 114 23 36 0.7053%0.13356 0.13956 + 0.0056
n: tamafio de muestra, Hn: nimero de haplotipos, S: nimero de sitios polimérficos, Hd: diversidad haplotipica, z: diversidad nucleotidica, SD:

desviacion estandar.

Cuadro 3. Analisis de varianza molecular (AMOVA) utilizando de cDNA por reinos briofloristicos y poblacion en EHW.

TrnL-F TrnK-psbA rpoC1
p 0, ~ 0, L
. % de Indice de /°. de_ . Indice de /°. de_ . Indice de
Grupos Fuente de variacion variacion  Fijacion P- valor variacio Fijacion P- valor variacio Fijacion P- valor
n n
Entre Grupos -4.24 Fer! (74389 Fer: - Fer:
Rei Briofloristi ' -0.04243 ’ -1.90 0.01897 0.33822 0.11367 -0.12728 0.31152

€INOs Briotorisicos  gntre Poblaciones dentro de los Fsc! Fsc: Fsci-

(S(glo'{'e'd' 1992) grupos P33 gosaae 9430 2330 028758 03214 245680 010213 0.4206
uatro grupos . For: For: Fsr:0.038
genéticos) Dentro de las poblaciones 064504 4chg3  0.0904 5559 0.27406  0.2456 75.3263 15 02114

POblaCiénHe_r\‘NEqUi"brio Entre poblaciones 2.96 Fst: 0.06843 27.93 Fer: 0.0000 3.03 For: 0.1564

(Un grupo genético)  Dentro de las poblaciones 97.04 0.02957 72.07 0.27928 96.97 0.03028
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Cuadro 4. Estimacion de la demografia histérica utilizando las D de Tajimay las F de Fu.

Reino Briofloristico

Marcador / Equlibrio H-W D de Tajima Pvalor FdeFu Pvalor
trnL-F Holantartica -0.86871 P>0.10 -0.81473 P>0.10
Holartica -2.07501 P<0.05* -2.12371 P>0.10

Neotropical -2.56986 P>0.001* -4.50820 P<0.02*

Paleotropical -1.82898 P<0.05* -2.01002 P>0.10

Total -2.22285 P<0.01* -2.15205 P>0.10

trnK-psbA  Holantartica -0.81243 P>0.10 -0.84975 P>0.10
Holartica -1.95915 P<0.05* -2.16300 P>0.10

Neotropical -5.79226 P<0.001* -5.65291  P<0.002*

Paleotropical -1.86605 P<0.01* -2.00275  P<0.02*

Total -2.75390 P<0.001* -5.90293  P<0.002*

rpoC1 Holantartica -0.92693 P>0.10 -0.92693 P>0.10
Holartica -1.62888 P>0.10  -0.46269 P>0.10

Neotropical -0.96558 P>0.10 -1.48133 P>0.10

Paleotropical -0.73181 P>0.10 -0.76087 P>0.10

Total -2.20511 P<0.01* -2.33458  P<0.05*

*p < 0.01, **p < 0,001
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Simbologia
Paleotropical Holantal.ﬁca Ejemplares georeferenciados
Capensis Neotropical

T. hypophvlla

Holartica T lorbeeriana

Figura 1. Sitios de muestreo y regiones briofloristicas para los ejemplares registrados para este estudio.
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Figura 2. Redes de haplotipos para los marcadores de cCADN (A) rpoC1, (B) trnK-psbA,
(C) trnL-F. Los colores representan los reinos briofloristicos (Schofield, 1992). Entre
paréntesis () se encuentra el nimero de pasos mutacionales entre haplotipos. Haplotipos

compartidos por T. hypophylla y T. lorbeeriana (+), Haplotipos privados de T. elongata

().
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Figura 3. Historia demografica de las poblaciones de Targionia hypophylla usando

Extended Bayesian Skyline Plots (EBSP) para las secuencias concatenadas (rpoC1, trnK-

psbA, trnL-F). Las lineas punteadas representan la ubicacion del limite de confianza

superior (Max), la media (X) y el limite inferior (Min) del HPD = 95%.
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Informacion complementaria

S1. Condiciones generales de PCR para los marcadores moleculares utilizados.

Condiciones especificas para la amplificacién de productos de PCR.

rpoC1 369pb
Herbario Frescas
25 ul 25 ul
Temperatura
°C) 53.1 57
MgCl, 4mMMQgCl, 1.5mMMgCl,
Primers 0.2um 0.2um
DNA 15 1
trnL-F
trnK-psbA
Herbario Frescas
25 ul 25 ul
Temperatura 55 55
MgCI2 4mMMgCI2 4mMMgCI2
Primers 0.2um 0.3um
DNA 15 1

Para la amplificacién de los genes se realizaron diluciones de cada muestra de 1/5, 1/10, 1/50 y
1/100 o algunas muestras sin diluir. Dependiendo de la concentracion de ADN/ul se utilizaba la
dilucion correspondiente, de acuerdo a la siguiente tabla:

Cantidad de ng/ ul Dilucion
1-20 Sin diluir
20-30 1/5
30-49 1/10
50-80 1/50
Més de 80 1/100




