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Cada vida le ofrece su cosecha

y se extingue después.

Cada alma va hacia él como una flecha,
y en su gran alma chispa nueva es.

Cada transito en él es ensefianza;
cada humana afliccion,

un ala nueva para su esperanza
de perfeccion.

El la clave posee de tu estado;

él ha pesado

cada desliz;

él comprende por qué eres desgraciado,
jpor qué fuiste feliz!

Es el duefio y sefior por quien laboras;
es tu conciencia; mas con vastedad
vertiginosa, él sabe cuanto ignoras,

iy lleva en si tu eternidad!

El vela cuando duermes, y en tu mente
es un genial relampago, un tropel

de rimas, trémulo y resplandeciente.
Tu pasas si: mas él es permanente;

ti mudas, si: mas él es siempre fiel.
Sélo vives para tu subconsciente,

y mueres sélo para él.

El subconsciente, Amado Nervo
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INTRODUCCION

Las especies y los organismos que las componen son producto de su historia evolutiva,
es decir, de ancestria-descendencia a partir de modificaciones de un ancestro comun
(Castillo 2007). Dichas variaciones son generadas continuamente por mutacion, pero
su persistencia en el genoma esta determinada por diferentes factores histéricos,
ambientales y gendmicos (Wright 2001), como la seleccion natural que contribuye a dar
forma a la variacion fenotipica encontrada entre los individuos de una especie. La
seleccién natural es la fuerza que favorece las caracteristicas mas aptas para
prevalecer durante determinadas circunstancias ambientales (Darwin 1859). Sin
embargo, un estudio de Dobzhansky & Pavlovsky (1957) basados en Wright (1949) y
trabajando con moscas de la fruta vislumbré que los cambios evolutivos involucran
interacciones entre la seleccidn natural y la deriva génica.

La variacion genética puede estar presente en ambientes heterogéneos segun la
distribucion de la especie y es susceptible de sufrir presiones selectivas distintas segun
el ambiente. Esto conduce a la adaptacion local de las poblaciones.

En Meéxico es posible encontrar claros ejemplos de especies que tienen
poblaciones en condiciones ambientales diversas, pues es un pais megadiverso con
una gran heterogeneidad ambiental (Plascencia et al. 2011). Por ejemplo, los semi-
desiertos mexicanos han fungido como centro de diversificacién de los Juniperus, uno
de los géneros de coniferas (Familia Cupressaceae) mas diversos (Mao et al. 2010) y
cuyas especies se distribuyen en condiciones desde semi-desérticas hasta de alta
montafa (Adams 2014). En particular, dentro de la seccion Sabina, las especies J.
blancoi y J. monticola (Martinez 1946) tienen pocas poblaciones, todas restringidas a
picos de montafias o arroyos. Cada especie cuenta con 3 variedades descritas en
diferentes distribuciones altitudinales y ambientales que van de los 1,300 msnm hasta
los 4,500 msnm (Mastretta-Yanes 2009; Adams 2014). Por ello, J. blancoi y J.
monticola representan un sistema interesante para estudiar loci asociados a diferentes
condiciones altitudinales.

Las zonas donde crecen J. blancoi y J. monticola presentan una compleja

historia biogeografica, climatica y geoldgica que puede permitir tanto la persistencia
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poblacional como eventos de divergencia y especiacion (Mastretta-Yanes et al. 2015b).
El acervo genético de estas poblaciones de coniferas debe estar bajo diferentes
presiones de seleccion natural de acuerdo a la situacion ambiental en la que se
encuentran. Por lo que comparar la diferenciacion genética bajo diferentes condiciones
ambientales (alpinas y bosques de menor altitud) de poblaciones de J. blancoi y J.
monticola representa un sistema interesante en el que evaluar si la selecciéon natural
esta actuando sobre genotipos vinculados a adaptacion a condiciones alpinas. Esto es
interesante porque a diferencia de otras coniferas que habitan en rangos de
temperatura limitados, J. blancoi y J. monticola tienen registradas poblaciones a alturas
contrastantes asociadas a distintas condiciones ambientales.

La persistencia de las coniferas ante los actuales cambios climaticos es
importante econdmicamente en la industria maderera, asi como a nivel ecolégico. Sin
embargo, las coniferas han sido poco estudiadas a nivel genémico por que son
organismos no modelo con tamafios de genomas muy extensos, los cuales llegan a
mas de 20 Gb (Zonneveld 2012). Para sobrepasar esta limitante en este trabajo
utiizamos datos de double digest Restriction Site Association DNA sequencing
(ddRAD-seq). La secuenciacion ddRAD combinada con un adecuado manejo
bioinformatico permite reducir el error generado de un ensamblaje de novo.

Los datos obtenidos a partir de los loci ensamblados pueden asociarse a
diferentes caracteristicas ambientales. Estos datos permiten buscar loci asociados a
condiciones alpinas, en este caso a partir de la comparacion de poblaciones alpinas y
de baja altitud en J. blancoi y J. monticola. Encontrar loci asociados a condiciones
alpinas en coniferas es relevante porque nos puede informar sobre los mecanismos de
adaptacion local que les han permitido adquirir resistencia al frio o a la radiacion UV,
factores que varian de acuerdo a las diferencias altitudinales. Esto es util para
posteriormente emplear dichos loci como genes candidatos de resistencia a

condiciones alpinas en juniperos y otras coniferas.



MARCO TEORICO

En la evolucion bioldgica, los genes son considerados los “replicadores” y los individuos
son los “vehiculos” que utilizan los genes para su transmision. Los genes con las
modificaciones que son toleradas por la seleccion natural tienen continuidad evolutiva,

pero los individuos son efimeros (Cabrero & Camacho 2002).
GENETICA Y GENOMICA DE POBLACIONES

La genética de poblaciones es una disciplina interesada en el origen, cantidad y
distribucion de la variabilidad genética presente en las poblaciones naturales, asi como
el destino de esta variacion a través del tiempo y el espacio. Esto constituye la base
fundamental del cambio evolutivo, por lo que la evolucidon se considera como la
transformacién genética de las poblaciones en el tiempo y el espacio (Templeton 2006).

Para determinar los procesos histéricos y demograficos de una poblacién, los
genetistas de poblaciones construyeron modelos matematicos y propusieron métodos
para probar e inferir los parametros de los modelos a partir de los datos moleculares
disponibles (Nielsen & Slatkin 2013).

La genética de poblaciones comenzd explorando en un solo gen el
comportamiento de dos alelos que segregan de acuerdo a las leyes de Mendel,
utilizando el equilibrio de Hardy-Weinberg como modelo nulo de lo que sucede si ho
opera ningun proceso evolutivo. Posteriormente se analizaron algunas decenas y
centenas de genes que seguian sin ser comparables con el analisis brindado por el
genoma completo (Eguiarte et al. 2013). Los recientes avances en la metodologia
molecular y estadistica permiten reconstruir la historia evolutiva de las poblaciones con
un mayor numero de marcadores potenciando investigaciones ecoldgicas y de
conservacion a partir de la genémica de poblaciones.

Las variaciones a nivel de genes o genomas son conducidas ya sea por deriva

génica, flujo génico y/o seleccion natural.



Seleccion natural

Considerada por muchos como “La arriesgada idea de Darwin” (Dennett 1996), la
teoria de la seleccion natural es la pieza central del origen de las especies y de la
teoria evolutiva (Futuyma 2013). La seleccion natural parte del supuesto de que los
organismos se reproducen heredando sus caracteristicas a la progenie, sin embargo
las condiciones ambientales generalmente no seran las adecuadas para todos los
miembros de una poblacion, ya que usualmente hay variacion en sus caracteristicas.
De forma que solo aquellos con las caracteristicas que les confieran mayor adecuacion
sobreviviran y podran reproducirse con mayor probabilidad que los individuos con
caracteristicas asociadas a una menor adecuacion (Darwin 1859).

La seleccion natural esta tradicionalmente dividida dentro de cuatro tipos: a)
seleccion estabilizadora que se produce siempre que un individuo con un rasgo ha
tenido éxito con respecto a la gran mayoria de los individuos que comprenden una
poblacion. La mayoria de las variaciones con rasgos extremos en la distribucion son
seleccionados en contra, a efecto de mantener el estatus quo con la mayoria de los
individuos que poseen ese rasgo de éxito; b) seleccion direccional, que favorece
individuos con rasgos de un extremo de la distribucion y generan una mayor
adecuacion a los individuos que los portan; c) seleccion disruptiva, que suele abarcar
un rango de variacion y los fenotipos mas aptos estan en cada uno de los dos extremos
de variacion, siendo las formas intermedias seleccionadas en contra. El ultimo tipo, d)
el la seleccidon balanceadora, en la cual dos o mas variaciones de un mismo gen o

rasgo son mantenidos en la poblacion (Zeigler 2014) (Figura 1).

Aunque la seleccién natural disruptiva sea una fuerza motriz muy importante en
la evolucion, otras fuerzas, en particular, el flujo génico, son aspectos integrales del
proceso de adaptacion local (Kisdi 2002; Kawecki & Ebert 2004).



stabilizing selection directional selection disruptive selection balancing selection

frequency (follows fitness)

trait trait trait trait

Figura 1. Tipos de seleccidon. El area oscura indica la distribucion de la frecuencia actual
de un rasgo que se realiza por los individuos de una poblacién. El area clara indica la
misma distribucion de una generacion pasada. Las flechas indican el rasgo 6ptimo que
fue seleccionado positivamente, los demas valores fueron seleccionados negativamente.
(a) seleccion estabilizadora: mantiene a la poblacién en un valor optimo estable; (b)
seleccion direccional: transforma el valor de un rasgo mediante el incremento de la
frecuencia de los individuos cercanos a una distancia optima; (c) selecciéon disruptiva:
incrementa la frecuencia de valores grandes y pequeios de un rasgo a costa de los
valores intermedios; y (d) seleccion balanceadora: seleccion del arreglo 6ptimo entre

varios rasgos. Tomado de Loewe (2008).

Flujo génico

Se refiere a todos los mecanismos que generan movimiento de genes de una poblacién
a otra, debido al movimiento de gametos, semillas, individuos juveniles o adultos que
pueden actuar como una fuerza que mantiene integrada a la especie (Aguirre-Planter
2007).

El flujo génico permite conectar a un conjunto de demos (poblaciones) que
presentan adaptacion local, adaptacion debida a la seleccion natural actual o muy
reciente, que varia en relacion con las diversas condiciones ambientales que
experimenta cada poblacion (Kawecki & Ebert 2004). El efecto del flujo génico tiende a
oponerse a los efectos de seleccion local y asi limitar su adaptacion. Sin embargo

también puede reponer la poblacion local (e.g. contrarrestar efectos de la endogamia) y



la variacién genética local que son pre-requisitos para la evolucion por seleccion natural
(Lenormand 2002).

Deriva genética

Definida por Wright (1949), la deriva génica se refiere al cambio aleatorio en la
frecuencia de los genes. Tales variaciones son causadas por accidentes en el
muestreo de genes en poblaciones de tamafio finito. La hipotesis del azar en la deriva
génica no debe ser usada como escapatoria, ya que para ser aceptada requiere ser
demostrada (Dobzhansky & Pavlovsky 1957).

Adaptacion local

Es la adaptacion a ambientes locales. Particularmente si la dispersion es limitada las
poblaciones a menudo se adaptan a ambientes locales. Una manera de destruir el
complejo de genes adaptados localmente puede ser la hibridacion o flujo génico entre
diferentes poblaciones (Templeton et al. 1986)

Para que una poblacion pueda adaptarse localmente debe existir un ambiente
heterogéneo que genere una presion selectiva local (Blanquart et al. 2013). La base
genética de la adaptacion local podria ser explicada por: (a) pleiotropia antagoénica, en
la cual hay un efecto contrario en la adecuaciéon que genera los alelos de un locus del
genoma en ambientes distintos o (b) neutralidad condicional, en el que un alelo
muestra ventaja en su adecuacién en determinado ambiente, pero es neutral en un
ambiente distinto (Kawecki & Ebert 2004; Mitchell-Olds et al. 2007; Anderson et al.
2013).

La adaptacion a las condiciones ambientales locales juega un papel fundamental
en la generacion y mantenimiento de la biodiversidad durante la contraccion y
expansion de la distribucion geografica de las especies y mediante la especiacion,
ademas de las dinamicas ecologicas y evolutivas de las interacciones de especies

(Blanquart et al. 2013). La adaptacién local también refleja una profunda complejidad al



ser el resultado de las interacciones entre la seleccion natural, el flujo de genes y otros

procesos evolutivos (Kawecki & Ebert 2004).

Convergencia evolutiva

A menudo diferentes especies evolucionan de manera similar a los cambios
ambientales. Un ejemplo comun son el desarrollo de las alas en insectos, aves y
murciélagos (Losos 2011), pero la convergencia también puede darse a nivel
molecular, como la evolucién de fenotipos parecidos a partir de los mismos genes. Un
ejemplo de lo anterior recientemente se encontré en coniferas (Yeaman et al. 2016).

El estudio de genes responsables de adaptacion incremento el interés en determinar si
episodios independientes de adaptacion se han logrado a través de exactamente los

mismos mecanismos moleculares o no (Tiffin & Ross-Ibarra 2014).

SECUENCIACION DE GENOMAS Y OBTENCION DE SNPS

En los ultimos afos se han desarrollado multiples tecnologias para el analisis de
genomas (Metzker 2010), que pueden ser clasificados en dos grandes grupos;
marcadores bioquimicos y marcadores moleculares. Dentro de esta segunda
clasificacion encontramos a la secuenciacion de ADN y a la identificacion de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism), que son mutaciones puntuales en secuencias de
ADN (Glenn 2011; Eguiarte et al. 2013). Los SNPs son abundantes en los genomas, su
variacién entre los individuos suele estar representada por dos o mas de los cuatro
nucledtidos posibles y evolucionan en términos generales de acuerdo a un modelo
sencillo de mutacion de sitios infinitos (Schlétterer 2004). Los SNPs proporcionan una
muestra representativa del genoma, reducen la varianza de muestreo entre loci y
permiten identificar loci candidatos a la seleccion (Morin et al. 2004).

Actualmente, los SNPs pueden analizarse por diversos medios (Khlestkina &
Salina 2006), uno comun es el llamado RAD-seq (Restriction Site Association DNA
sequencing, Davey et al. 2011). EI método RAD consiste en el analisis del ADN

asociado a sitios de restriccion, por medio de secuenciacion masiva que permite
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submuestrear el genoma en lugares presuntamente homoélogos en muchos individuos
para identificar SNPs e indels en secuencias de ADN cortas (Baird et al. 2008).

El uso de RADseq esta incrementando en un amplio espectro de analisis
evolutivos, que van desde relaciones filogenéticas dentro de un género (Jones et al.
2013) hasta estudios de asociacion en la escala del genoma para identificar regiones
bajo seleccion (Parchman et al. 2012) y de estudios ecoldégicos y de conservacion
(Narum et al. 2013).

Desde el 2008 a la fecha se han desarrollado diferentes variaciones del RAD-
seq, entre las que se incluyen la doble digestion RAD (ddRAD; Figura 2).

El método ddRAD ofrece un amplio grado de modificacion, pues dependiendo de
las enzimas elegidas y el tamafno de fragmentos seleccionados, se pueden obtener
hasta decenas de miles de SNPs por individuo a muy bajo costo, ademas de permitir
identificar y excluir fragmentos excesivamente frecuentes, cualidad muy valiosa para
organismos con genomas grandes no secuenciados aun. A su vez esta técnica lidia
con ciertas desventajas como ser susceptible a pérdida de alelos y requerir ADN
gendmico de mas alta calidad en comparacion de los demas métodos RAD (Puritz et al.
2014).

Como cualquier método, ddRAD también posee errores (Mastretta-Yanes et al.
2015a), los mas frecuentes son los relacionados directamente con técnicas de
laboratorio inadecuadas, la presencia de indels (Peterson et al. 2012); variacién en la
cobertura (Catchen et al. 2013); paralogos y regiones repetidas (Hohenlohe et al. 2012)
y el mapeo sin usar genoma de referencia (Hohenlohe et al. 2012).

Ademas, la escala sobre la cual los datos seran ensamblados vy
filogenéticamente utiles esta inherentemente limitada por mutaciones que alteran los
sitios de reconocimiento de restriccion causando “locus dropout’ que se ven
manifestados como un factor limitante para identificar loci ortélogos (Eaton 2014). Los
errores ademas pueden llevar a inferencias inexactas en cuanto homocigotos, equilibrio
Hardy-Weinberg, endogamia, estructura de la poblacion y expansion demografica.

Sin embargo, el efecto de estos errores puede mitigarse al reportar las tasas de
error o incorporarlas dentro del analisis de datos (Mastretta-Yanes et al. 2015a).

Efectuando este analisis en las tasas de error, potenciamos la confiabilidad de la



secuenciacion RAD en el alineamiento de los datos, por lo que pueden utilizarse para
descubrir polimorfismos (SNP) entre especies que no tienen secuencia de referencia
(Hohenlohe et al. 2012), caracteristica presente en la mayoria de organismos que no

son modelos de estudio.

A
RAD . X Rare cut site == Genomic interval present in library
sequencing Common cut site == Sequence reads
Individual 1 __ == — — —
Genomic DNA > % > % & =
Individual2 == = = ==
B
double digest RADseq —
Individual 1 — @ E E] —
—
Genomic DNA =& E——x = <
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uumur
|
X
U

Figura 2. Secuenciacion RAD comparada con ddRAD. (A) RAD-seq utiliza una enzima de
restriccion, con tamano de seleccion amplio genera librerias representadas de manera
reducida. (B) ddRAD-seq con dos enzimas de restriccion, excluye regiones flanqueadas
por [a] sitios cercanos o [b] distantes del sitio de restriccion. Recuperacion de
fragmentos representados en la libreria son senalados en rojo. Correlacion de regiones
entre individuos representada con barras verdes y amarillas. Tomado de Peterson et al.
(2012).

El ensamblado de secuencias RAD puede realizarse con diversos programas
especializados, como Stacks (Catchen et al. 2013), Rainbow (Chong et al. 2012) o
pyRAD (Eaton 2014). Dentro de estos, pyRAD intenta maximizar la informacion
filogenética entre muestras dispares de secuenciaciones RAD. La mayor diferencia
entre pyRAD y Stacks, es la manera en que los loci son agrupados. Stacks reune las
lecturas (reads) agrupandolos con respecto al menor numero de diferencias (N) entre
ellas, pero no contempla indels. En cambio pyRAD usa secuencias similares basado en
un alineamiento global de las secuencias a través del programa Vsearch, permitiendo

un mejor conjunto de datos que incluye la relacion de muestras alejadas (Eaton 2014).



Por estos motivos, pyRAD se recomienda para analisis filogenéticos o que involucren a

varias especies.

SISTEMA DE ESTUDIO

JUNIPERUS BLANCOI Y JUNIPERUS MONTICOLA

Los bosques de encinos y coniferas son tipos de vegetacion muy caracteristicos que
comienzan a hacerse presentes en el Centro y Sur de México (Arroyo-Cabrales et al.
2008). Uno de los grupos mas diversos dentro de las coniferas que habitan estos
ecosistemas es Juniperus, que comprende arboles y arbustos siempre verdes,
generalmente dioicos rara vez monoicos y es uno de los géneros de mas reciente
diversificacion dentro de las coniferas (Rai et al. 2008; Adams 2014).

El tamafo del genoma de los Juniperus es ~12 Gb distribuidos en 11
cromosomas (Nystedt et al. 2013), caracteristica que lo coloca junto a los genomas
mas pequenos dentro de las coniferas, las cuales llegan a mas de 20 Gb (Zonneveld
2012; Zimin et al. 2014). Aun asi los juniperos tienen los genomas mas grandes en
comparacioén a las Angiospermas, que por lo general son menores de 5 Gb (Dodsworth
et al. 2015).

Actualmente el género Juniperus se distribuye a lo largo del hemisferio norte
(Figura 3). Juniperus tiene aproximadamente 75 especies distribuidas en tres secciones
(Figura 4): Caryocedrus (seccion mas ancestral del género, con una sola especie en el
Mediterraneo), Juniperus (con 14 especies) y Sabina (seccidbn mas reciente, que
presenta la mayor diversidad, aproximadamente 60 especies), con amplia distribucion
en México (Adams 2014).

El origen de los Juniperus fue probablemente en Eurasia. Su diversificacion
comenz6 durante el Eoceno, se ralentizé en el Oligoceno y finalmente aceleré en el
Mioceno-Plioceno. Los juniperos de la seccion Sabina llegaron del Norte de América
por un proceso divergente ocurrido en Europa hace ~38 Ma. Colonizaron habitats
calidos-semiaridos hasta ocupar climas frios y humedos abundantes durante el

Mioceno (Mao et al. 2010). Interesantemente, parece que las especies de Juniperus
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adaptadas a altas montafias son las de mas reciente divergencia dentro del género
(Mao et al. 2010). Entre estas especies de relativa reciente diversificacion que ocupan
habitats alpinos se encuentran J. blancoi y J. monticola.

.....

Section Juniperus
excluding J. communis

- Juniperus communis
D Section Caryocedrus

Figura 3. Distribucion del género Juniperus. Tomado de Mao et al. (2010).

Juniperus blancoi es una especie rara con nueve poblaciones conocidas,
pequefas y separadas en alturas de 1,350 a 3,250 msnm (Mastretta-Yanes 2009).
Cambios en el clima, formacién de montafias y heterogeneidad ambiental favorecieron
su diversificacion hace 9 Ma (Moreno-Letelier et al. 2014). Cuenta con tres variedades:
(1) huehuetensis representada por arbustos en los cerros mas altos de la SMOc
(Mohinora y Huehuento), (2) mucronata con arboles que habitan a lo largo de las orillas
de arroyos en Sonora (Yécora) y (3) blancoi con arboles y arbustos que habitan a lo
largo de arroyos permanentes y planicies de inundacién distribuidas al fondo de los
arroyos, en bosques de pinos-encinos-juniperos (El Salto, Rio Patitos, La Preciosita
San José Rincdn y Presa Brokman) (Mastretta-Yanes et al. 2012).

Juniperus monticola tiene mas y mayores poblaciones que J. blancoi pero
también puede considerarse una especie rara, ya que sus poblaciones son
relativamente pequefas y restringidas a picos aislados de la FVTM y SMO. Su
diversificacion fue a partir de un linaje de Norte América hace ~5 Ma. Cuenta con tres
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variedades: (1) orizabensis, arbustos que habitan en el limite de la vegetacién arborea
y por encima de este. Se distribuyen desde los 2,850 m hasta los 4,500 m en grietas

rocosas. (2) monticola, arboles o arbustos de habitats rocosos en bosques subalpinos

de encino-juniperos, pinos-oyameles, con distribuciéon desde los 2,400 m hasta los

4,300 m, por encima del limite de la vegetacién arborea. (3) compacta, arbustos que

habitan desde los 3,000 m hasta 4,500 m de elevacién en el borde del limite de la

vegetacion arbdérea de bosques de pino o por encima de este en montafias con

pastizales alpinos, usualmente en grietas rocosas o sobre afloramientos volcanicos

rocosos (Adams 2014).

ﬂ{:luniperus pingii 1093
73/1.00 Juniperus pingii 1093
100/1.00 Juniperus squamata 1221
%/umpems squamata 1212
72/0.97 Juniperus indica
b———Juniperus komarovii
54/0.99 Juniperus recurva var, coxii
- 100/1.00.200/1.00 Juniperus tibetica
ELER 100/1‘00'_:_/umperus tibetica 2021
93/1.00 Juniperus tibetica 1240
100/1.00 ————Juniperus convallum
100/1.00! 100/1.00 Juniperus saltuaria
90/1.00 Juniperus przewalskii
Juniperus pseudosabina
Juniperus pinchotii 1
Juniperus pinchotii 2 1\
Juniperus comitana c
99/1.00 Juniperus angosturana -
83/0.97 99/1.00| 99/1.00 Juniperus coahuiiensis 1 Q9
2 Juniperus coahuiiensis 2
77/0.94 85/0.99 | 56/0-87 Juniperus monosperma 1 ©
Juniperus monosperma 2 (V)
Juniperus ashei
| Juniperus gamboana e
- ;umgerus d?é)eana —0 [§)
1000 —— funperts Ui I |
—
100/1.00{ 76/0.99 10071.00 Juniperus californica_ 0
96/1.00 | 99/1.00 Juniperus occidentalis
100/1.00 ﬁlml:/umperus osteosperma
100/1.00 Jna0 Juniperus flaccida 1
100/1.00 . Juniperus flaccida 2 o
100/1.00L————_ Juniperus monticola Yk
90/1.00 Juniperus scopulorum 1 U)
100/1.00 Juniperus scopulorum 2 —— o
76/1.00 Juniperus horizeontalis 1 3
52/0.95 Juniperus horizeontalis 2
96/1.00 Juniperus blancoi ————jk \
e seLo0f———SAT funiperts virginiana  ——@
87/1.00 99/1.00 Iunrgerus raqcicoEJr QJ
100/1,oo|:—lumperus ermudiana
83/1.00 b Juniperus lucayana
75/1.00 Juniperus saxicola .
90/- Juniperus sabina var. davurica ® —
71/0.92 100/1.001—%- Juniperus sabina var. sabina
80/0.91 99/1.00 Juniperus sabina var. arenaria 1498 s
100/1.00 - uniperus sabina var. arenaria 1530
100/1.00 100/1.00 Juniperus semiglobosa 1
100/1.00 —— Juniperus semiglobosa 2
Juniperus microsperma 1216
63/1.00 Juniperus chinensis 1 —
Juniperus chinensis 2
Juniperus gaussenii
Juniperus procumbens 1
100/1.00 Juniperus procumbens 2
100/1.00 Juniperus thurifera
85/1.00 | 95/1-00 99/1.00 Juniperus excelsa
83/1.00 99/1.00 Juniperus polycarpos
. I mmmq: Juniperus procera 1
100/1.00 Juniperus procera 2
Juniperus phoenicea o 0
87/1.00 Juniperus communis var. saxatilis Xizan S
64/0.99 [81/1.00 Juniperus communis var. saxatilis Pakistan o
5970.99] 96/1.00 Juniperus communis var. communis Q
87/1.00 a Juniperus communis var. depressa 1 Q
54/ [ 67/1.00 /1. Juniperus communis var. depressa 2 By
— Juniperus taxifolia BSG c
98/1.00 98/1.00 — Juniperus rigida var. rigida
. 100/1.0 Juniperus rigida var. conferta 3
99/1.00 81/1.00 Juniperus fromoana var. mairei 1 ~
100/1.00 85/1.00 5ms Juniperus fromoana var. mairei 2 .
00/1.00) 79/1.0 Juniperus fromoana var. formosana ~
55/0.51 | 100/ 89/0.98 ———_ Juniperus oxycedrus Q
53/0.82 71/1.00 b———————— Juniperus deltoides Q
: 100/1.01 Juniperus drupacea 1 w0
T00/1.0 Juniperus drupacea 2 'SeCt. Caryocedrus

Figura 4. Filogenia de Juniperus. Con una estrella se seiala a Juniperus blancoi, con dos

estrellas a Juniperus monticola y con circulos a los grupos externos (outgroups)

ocupados. Tomado de Mao et al (2010).
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FAJA VOLCANICA TRANSMEXICANA Y SIERRA MADRE OCCIDENTAL

Se han definido 19 provincias biogeograficas dentro del territorio de México con base
en cuatro sistemas de clasificacion, entre las cuales se encuentran la Faja Volcanica
Transmexicana (FVTM) y la Sierra Madre Occidental (SMOc; CONABIO, 1997). Estas
provincias se caracterizan por presentar picos de montafias mayores a los 3,000 m de
altitud y presentar bosques de coniferas y encinos, sin embargo ambas tienen origenes
geologicos e historias climaticas diferentes.

En la actualidad la FVTM se extiende desde Nayarit, en el Océano Pacifico
hasta Veracruz en el Atlantico y se prolonga de nuevo al Pacifico (Mooser & Ramirez
1987). La FVTM se conformd por procesos fisiograficos ocurridos en la Era Cenozoica,
hace aproximadamente 20 Ma. Los procesos que definieron su evoluciéon y su
configuracion involucran apilamientos en un arco volcanico. Los mayores cambios en
su perfil de relieve ocurrieron durante el Cuaternario (1.5 Ma al presente) en el Centro
de México, donde se produjo la alineacion de estratovolcanes como el Nevado de
Colima, Sierra Nevada (lztaccihuatl-Popocatépetl) y Cofre de Perote en un arco
volcanico (Arroyo-Cabrales et al. 2008). En su porcion este dominan climas templados
subhumedos, semiarido templado y semifrio subhumedo, mientras que en la porcién
oeste dominan los climas semicalidos subhumedos (Gamez et al. 2012). Una
caracteristica importante de la FVTM es que los grandes estratovolcanes que la
conforman representan picos de gran pendiente, inmersos en territorios semicalidos, de
modo que alcanzan a formar condiciones alpinas aisladas entre si como “islas en el
cielo” (Mastretta-Yanes et al. 2015b).

Por otro lado, la SMOc es el mas largo y continuo de los sistemas montafiosos
de México: una cadena de cerca de 1,160 km de longitud, que corre desde la costa del
Océano Pacifico, al Sur de la frontera mexicano-estadounidense hasta la altura de
Nayarit y Jalisco, donde converge con la FVTM (Morrone 2005; Gonzalez-Elizondo et
al. 2012). La SMOc es mas antigua que la FVTM, es resultado de diferentes episodios

magmaticos y tectdnicos durante el Cretacico-Cenozoico (65 Ma) (Ferrari et al. 2005).
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HIPOTESIS

» Existiran diferencias genéticas entre poblaciones dentro de cada especie de

Juniperus que ocurren en condiciones de alta y de baja altitud.

» SNPs presentes en poblaciones de J. blancoi y J. monticola en condiciones
ambientales similares pueden ser considerados SNPs candidatos que ocurrieron

mediante procesos de adaptacion local.

» Juniperus blancoi y J. monticola, a pesar de ser especies distintas y no cercanas
dentro del género Juniperus, podran presentar loci asociados a condiciones de
alta y de baja montafa independientemente de la especie, debido a procesos de

convergencia evolutiva.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Comparar poblaciones de J. blancoi y J. monticola bajo diferentes condiciones
ambientales (alpinas y bosques de menor altitud), mediante un analisis bioinformatico
de datos ddRAD, para encontrar posibles loci candidatos sobre los que la seleccion

natural esté actuando.

METAS PARTICULARES

Para cumplir con lo anterior se establecieron las siguientes metas particulares:

X3

%

Optimizar los parametros de ensamble de novo de datos ddRAD con el

programa pyRAD, minimizando el error y maximizando la recuperacion de SNPs.

X3

%

Ensamblar de novo vy filtrar los datos arrojados por la secuenciacién ddRAD con

los parametros optimizados.

X3

%

Examinar la estructura poblacional de ambas especies.

X4

Buscar SNPs asociados a condiciones alpinas, mediante la comparacién de las

L)

poblaciones de alta y de baja montaha de ambas especies.

>

» Determinar las relaciones filogenéticas entre poblaciones de J. blancoi y J.

monticola.
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MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo es un analisis bioinformatico de datos ddRAD obtenidos
previamente para las especies J. blancoi y J. monticola segun se describe a

continuacioén. Se presentan analisis propios a partir del paso ensamblado de novo.
METODOS MOLECULARES

Muestreo y obtencion de ADN

El muestreo (Figura 5) y obtencion de ADN fue realizado en trabajos previos. En total
se colectaron durante 2008-2009 (Tabla 2) ocho poblaciones de J. blancoi y sus
variedades en la SMOc y la FVTM (Mastretta-Yanes 2009); durante los afios 2010-
2011 doce poblaciones de J. monticola en la Faja Volcanica Transmexicana y una en la
Sierra Madre Oriental (Mastretta-Yanes 2014); y como grupos externos se usaron
cuatro poblaciones de J. flaccida, una de J. zanonii y J. deppeana en el 2012
(Mastretta-Yanes 2014). Tambien se analizaron muestras de las especies J.
scopolorum y J. virginiana proporcionadas por R. Adams (Mastretta-Yanes 2009).

La obtencion de ADN de las muestras de cada individuo de J. monticola se
realiz6 a partir de sus hojas con el kit Quiagen DNeasy Plant Mini (69106) y la
extraccion de J. blancoi y los outgroups usando el método CTAB modificado de

Vazquez-Lobo (1996). La calidad del ADN extraido se confirmé mediante electroforesis.
Diserio experimental de las librerias ddRAD

Las muestras fueron secuenciadas en un trabajo previo (Mastretta-Yanes 2014) con la
técnica ddRAD (Peterson et al. 2012; Parchman et al. 2012) utilizando las enzimas
Sbfl-HF (TGCA|C) y Msel (T|TA). Sbfl es una enzima de corte muy raro, por lo que esta
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combinacion de enzimas permite generar relativamente pocos loci en un genoma de
~11Gb.

Las extracciones de ADN fueron azarosamente distribuidas en 10 grupos, cada
uno destinado en principio a constituir una libreria para la secuenciacion. Cada grupo
fue compuesto por 24 muestras que incluian individuos, replicas y negativos (sin
muestra de ADN). Se considerd que en cada grupo hubieran dos replicas de individuos
dentro de la libreria (denominados como intralibreria), una replica de un individuo
dentro de otra libreria (denominado como interlibreria) y un negativo (ANEXO 1). Las
replicas tenian la misma fuente de ADN pero fueron procesadas con un barcode
independiente. Las posiciones en las placas de PCR fueron azarosamente
seleccionadas a un individuo con un barcode individual. La digestion, ligacion y pasos
de PCR fueron realizados en las mismas placas para cada grupo. Las muestras de
cada grupo fueron después mezcladas (pool) juntas en un mismo tubo y la seleccién
del tamano para los grupos fue realizada en el mismo gel.

Con el proposito de optimizar los recursos, los grupos fueron secuenciados con
single-ends reads en 6 lanes para las 10 librerias, ubicando las librerias 1y 10 en lanes
separadas y a las librerias restantes en pares por cada lane ( 2-3, 4-5, 6-7 y 8-9) de
llumina HiSeq2000, usando el servicio provisto por Lausanne Genomic Technologies
Facility, Suiza (Mastretta-Yanes 2014). Los detalles completos utilizados durante el

trabajo de laboratorio se encuentran en Mastretta-Yanes (2014).
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Figura 5. Distribucion geografica de las 21 poblaciones de Juniperus en las diferentes
regiones biogeograficas. (a) Puntos de muestreo con la categoria altitudinal asignada.
(b) Regiones biogeograficas de los puntos de muestreo. Perfil altitudinal de las
poblaciones de (c) J. blancoi (modificado de Moreno et al., 2014) y (d) J. monticola. (ver
Tabla 1 y ANEXO lII).
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Tabla 1. Agrupacion de las principales caracteristicas de cada poblacion.

Poblacién de Clave Especie Estado Regién Altitud Cat Coordenada
muestreo de Rep. Alt*
Huehuento Hu . blancoi Dgo. SMOc 3150-3200 Alta 24.07528
-105.7395
El Salto ] . blancoi Dgo. SMOc 2500 Baja 23.756317
-105.378333
Mohinora Mh . blancoi Chih. SMOc 3150-3200 Alta  25.96011
-107.050288
Preciosita Pr . blancoi Tlax. FVTM 2700-2800 Baja 19.445106
-98.574342
Presa Bk . blancoi Edo. Méx. FVTM 2700-2800 Baja  19.652639
Brokman -100.149361
Rio Patitos Zh . blancoi Jal. SMOc 1700 Baja 21.351944
-103.567389
San José Sn . blancoi Edo. Méx. FVTM 2700-2800 Baja  19.652639
Rincoén -100.124083
Yécora Yc . blancoi Son. SMOc 1300 Baja 28.374722
-108.76056
Ajusco Aj . monticola  D.F. FVTM 3900 Alta 19.212944
-99.256944
Cerro Blanco | Bl . monticola Edo. Méx. FVTM 3524 Baja 19.569861
-100.236444
Citlaltépetl Ci . monticola Pue. FVTM 4210 Alta 19.5006306
-97.294806
Cofre de Pe . monticola  Ver. FVTM 4058 Alta 19.492067
Perote -97.149448
El Chico Ch . monticola  Hgo. SMOr 2976 Baja 20.207917
-98.754111
Iztaccihuatl Iz . monticola Edo. Méx. FVTM 4201 Alta 19.140889
-98.642611
La Negra Ne . monticola  Pue. FVTM 4420 Alta 18.982667
-97.310833
Malinche Ma . monticola  Tlax. FVTM 4055 Alta 19.24075
-98.034417
Nevado de Co . monticola  Jal. FVTM 3935 Alta 19.571528
Colima -103.616444
Nevado de To . monticola Edo. Méx. FVTM 4037 Alta 19.5126306
Toluca -99.772389
Popocatépetl | Pp . monticola Edo. Méx. FVTM 4120 Alta 19.05333
-98.6365
Tancitaro Ta . monticola Mich. FVTM 3506 Baja 19.425778
-102.319944
Tlaloc TI . monticola Edo. Méx. FVTM 4075 Alta 19.411583
-98.711306

* La determinacion de la categoria altitudinal es relativa a cada especie, considerando
como ha sido definida por trabajos previos (Moreno-Letelier et al. 2014 para J. blancoi) y

si se encontré creciendo en bosque o pastizal alpino (J. monticola).
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Tabla 2. Tamanos de muestra utilizados (numero de individuos por poblacién, ver

detalles mas adelante).

Poblacion # Individuos # Individuos # Individuos en
colectados replicados ensamblado
Huehuento 10 1 10
El Salto 8 2 8
Mohinora 10 1 10
Preciosita 6 2 6
J. blancoi Presa Brokman 6 0 4
Rio Patitos 8 1 7
San José Rincén 6 1 5
Yécora 8 1 6
Total Jb 62 9 56
Ajusco 10 1
Cerro Blanco 10 3
Citlaltépetl 10 1 10
Cofre de Perote 10 0 7
El Chico 10 1 9
Iztaccihuatl 10 1 8
La Negra 10 3 10
J. monticola Malinche 10 2 9
Nevado de Colima 10 1 10
Nevado de Toluca 10 1 8
Popocatépetl 10 2 8
Tancitaro 10 0 10
Tlaloc 10 1 10
Total Jm 130 17 116
Outgroups 8 4 0
Negativos 10 0 0
Total 210 30 172

*Los outgroups consisten en cuatro poblaciones de J. flaccida (dos replicas), una de J.
zanonii (una replica), J. deppeana, J. scopolorum (una replica) y J. virginiana. Los
negativos incluian todos los reactivos con los que se procesaron las muestras, a

excepcion del ADN y se consideré uno para cada libreria.

20



ENSAMBLAJE DE NOVO Y FILTRADO DE DATOS RAD

Demuiltiplexeo

Los reads de los Juniperus fueron previamente demultiplexeadas y filtradas de acuerdo
a su calidad usando el software Stacks v. 1.17 mediante: (1) el truncado final de los
reads en una longitud de 87 pb (fundamentado en la disminucién de calidad en esta
posicion para cada lane 10), (2) removiendo cualquier read con uncalled base (N), (3)
descartando reads con bajos scores de calidad (score limite 22-28, dependiendo de la
lane secuenciada), (4) descartando reads que hubieran sido marcadas por el filtro de
pureza de llumina, (5) filtrando secuencias de los adaptadores y (6) rescatando tags

(distancias maximas de 1 entre los barcodes) (Mastretta-Yanes 2014).

Optimizacion del ensamblado de novo

Los datos demultiplexeados en Stacks fueron ensamblados y genotipificados usando
pyRAD v.3.0.5 (Eaton 2014), a partir del paso 2 (i.e. posterior al demultiplexeo, Tabla
3). El software pyRAD es una herramienta de ensamblaje y genotipificacion que utiliza
una agrupacion de alineamientos mediante algoritmos que permiten la incorporacion de
variacién de indeles, por lo que es particularmente util para analisis que involucren
especies diferentes (Eaton 2014).

El ensamblaje de novo en pyRAD se realizd6 como se detalla a continuacion,
usando una computadora Mac OS Yosemite version 10.10.3, 3.5 GHz Intel Core i7, 16
GB 1600 MHz DDR3. Primero se realizd una corrida con 240 muestras para conocer la
cantidad de reads obtenidos por cada muestra (Tabla 2, Individuos colectados y
replicados). De manera similar al método descrito por Mastretta-Yanes (Mastretta-
Yanes et al. 2015a) en el software Stacks, se optimizaron los parametros de
ensamblaje en pyRAD, para minimizar el error y maximizar la recuperacion de SNPs.
pyRAD se corrié primero con diferentes modificaciones de algunos parametros en el

subconjunto de 30 muestras replicadas, (Tabla 2, Individuos replicados).
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Posteriormente, se evaluaron los efectos en el modelo de llamado de SNPs sobre las

tasas de error, el numero de datos perdidos (missing data) y el numero de SNPs

recuperados.

Tabla 3. Descripcion de los pasos del procesamiento de ensamblado de novo de pyRAD

Paso desarrollado

por pyRAD

Accion que realiza

Archivos generados/utilizados.

Filtrado

Agrupamiento de

muestras

Estimar tasas de
errory

heterocigosidad

Crear secuencias

consenso

Agrupar
secuencias
consenso a través

de las muestras

Alinear y filtrar

paralogos

Filtra el llamado de bases de baja
calidad. Sitios por debajo del valor
establecido son tomados como “N” y
reads con mas “N” de las permitidas
son descartadas.

Registra el nUmero de veces que se
observa un read. Agrupa segun su
coincidencia dentro de la similitud de
secuencia establecida.

Los estima conjuntamente a partir
del reconteo de las bases en cada
sitio de cada cluster.
Descarta aquellos con ““ de la
cobertura minima, “+” del nimero de
sitios indeterminados, “+ del niumero
de sitios heterocigéticos, o “+” del
numero de alelos permitidos.

Si en heterocigotos, un alelo es
azarosamente muestreado y utilizado
en este paso, de todas formas
ambos alelos son retenidos en el
conjunto final de datos.

Proceso mas rapido que facilita la
optimizacién de la cobertura en las

muestras.

Usa el nivel de calidad Phred registrado
en los archivos FASTQ.

Arroja archivos .edit del directorio edits.

Usa a VSEARCH.
Arroja archivos .clustS.gz en el directorio

clust.xx.

Usa la ecuacion ML de (Lynch 2008)
Arroja un archivo Pi_estimate.ixt en el
directorio stats.

Usa el promedio del paso anterior.

Usa el mismo agrupamiento del paso

anterior.

Arroja archivos .loci tipo FASTA o

formatos alternativos para analisis

posteriores, estadisticas finales en el

directorio stats.
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Tabla 4. Descripcion de los parametros pyRAD y su efecto en el ensamble (ver Figura 6).

Parametro

Efecto en el ensamble

Minimo de
cobertura para un
cluster (-Mindepth)
default 5

Maximo numero de
sitios con calidad
menor a 20 (-NQual)
default 4

Umbral de
agrupamiento
(WClust) default .90

Maximo de
individuos con
sitios polimorficos
(MaxSH) default 4

Minima cobertura
por taxon (MinCov)
default 4

Se refiere al minimo de “depth-of-coverage” (reads) para hacer
un base call en cada sitio dentro del cluster. Si es bajo los
errores pueden pasar por datos reales, considerando mas loci
de los existentes. Si es alto los datos reales pueden pasar como
errores, pareciendo homocigotos.

Se refiere al maximo numero de sitios de baja calidad, sitios
indeterminados (N) en el paso 2. Se selecciona con respecto al

umbral de agrupamiento.

Umbral de similitud utilizado por Vsearch para agrupar las
secuencias, se ingresa como decimal. Se recomienda usar de
acuerdo al NQual elegido. Este se calcula como el porcentaje
del resultado de la longitud de los reads menos el NQual (ej.
Long.=80-NQual=4/80 = 0.95). Si es bajo permite mayor nimero
de sitios indeterminados y si es alto excluye reads con muchos
sitios indeterminados

Se refiere al maximo numero de sitios polimorficos compartidos
en un locus. Permite detectar paralogos potenciales, como un
sitio de heterocigotos compartida a través de muchas muestras,
probablemente representa la agrupacion de paralogos con una
diferencia fija en lugar de un verdadero sitio de heterocigotos.
Minimo nimero de muestras para un locus dado que se retendra
en los datos finales. Si el numero es igual al nimero total de
muestras dara loci que solamente compartan todas las
muestras. Si es un valor bajo, como 4, dara una matriz mas
extendida, ya que arrojara valores donde este presente en al

menos cuatro muestras de los datos.
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Figura 6. Filtrado y ensamblaje con parametros pyRAD. (a) Minimo de cobertura para un
(c) Umbral de

agrupamiento. (d) Maximo de individuos con sitios polimoérficos. (e) Minima cobertura

cluster. (b) Maximo numero de sitios con calidad menor a 20.

por taxén. En verde se representa el SNP/read aceptado en el ensamblaje y en rojo los

rechazados de acuerdo al valor asignado en cada parametro.

Para el ensamblaje los siguientes parametros clave (Tabla 4) fueron corridos con
los valores especificados en los paréntesis: minimo de cobertura para un cluster (-
Mindepth- 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15), maximo numero de sitios con calidad menor a

0 (-NQual- 10, 8, 6, 4, 3, 2), umbral de agrupacion (-WClust- .88, .90, .93, .95, .96, .97)
y porcentaje maximo de individuos con sitios polimérficos compartidos en un locus (-
MaxSH- 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%). El WClust se calculé con
respecto al NQual. El MaxSH fue calculado para las 60 muestras totales como un

porcentaje y usado en el procesamiento como el nUmero entero resultante. Solamente
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un parametro fue variado a la vez, manteniendo los otros fijos de acuerdo a lo sugerido

para los valores default de pyRAD (Tabla 4).

Ensamblado de novo y analisis de calidad de todas las muestras

Con los cuatro parametros optimizados (-Mindepth- 12, -NQual- 6, -WClust- .95, y -
MaxSH- 30%, ver discusion adelante) se generd el ensamblaje de novo y filtrado de los
datos arrojados por la secuenciacion ddRAD (Tabla 2, Individuos en ensamblado),
utilizando tres tipos de compilaciones sin las muestras replicadas: (1) todas las
muestras de la poblacién J. blancoi y J. monticola (nombrada JbyJm con 192 muestras,
ANEXO 1I), (2) solamente las muestras de J. blancoi (hombrada Jb con 62 muestras,
ANEXO 1) y (3) solamente las muestras de J. monticola (nombrada Jm con 130
muestras, ANEXO II).

Posteriormente para eliminar la mayor cantidad de missing data dentro las
muestras se recurrié a modificar el porcentaje minimo de SNPs presentes por taxon
(“cobertura minima por taxén”) incrementando el parametro gradualmente cada 5% (-
MinCov- de 5% a 85%) en cada compilacion, procesando los archivos con los
programas VCFtools v.0.1.14 (Danecek et al. 2011) para obtener los individuos con
mayor cantidad de missing data y poder eliminarlos. Los formatos requeridos se
obtuvieron con PLINK v.1.07 (Purcell et al. 2007). El porcentaje de MinCov se modificd
de acuerdo al numero de individuos por cada compilacién. Sobre esos resultados se
evaluaron tres aspectos: el numero de SNPs recuperados, el porcentaje de missing
data y el numero de muestras eliminadas por poseer menos del 80% de los SNPs
totales.

Con los parametros de las muestras compiladas establecidos (-Mindepth-12, -
NQual- 4, -WClust- .95, -MaxSH- 30% y -MinCov- 65%, ver discusion adelante), se
volvid a correr el programa pyRAD para las tres compilaciones excluyendo las
muestras que no cumplieran con al menos 20% de los SNPs totales.

Una vez que los SNPs pasaron los filtros de calidad de genotipificacién vy
llamado, se realizd un analisis exploratorio mediante un Analisis de Componentes

Principales (PCA, por sus siglas en inglés) con el uso de la paqueteria SNPRelate
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v.1.2.0 (Zheng et al. 2012) de R version 3.2.1 (R Development Core Team) para
corroborar que la ubicacion de las muestras en cada libreria y lane no interviniera con

la variacién presente en la distribucidn de las muestras, ni con la de las especies.

Filtrado por SNPs ligados

Para minimizar el sesgo en la variacion de frecuencias se descartaron los SNPs
ligados, conservando so6lo el primer SNP por cada RAD-locus (secuencia de 86 bases).
Esto se realizd6 mediante scripts de R, PLINK y VCFtools. El efecto en la estructura
poblacional se analiz6 mediante comparacion de PCAs con datos incluyendo y

excluyendo los SNPs ligados.

GENOMICA DE POBLACIONES Y ANALISIS FILOGENETICO

Analisis de estructura poblacional por categorias MAF

Los alelos raros pueden contribuir a la diferenciacion poblacional y adaptacion local,
pero también pueden ser producto de errores en la generacion de datos. Para evaluar
el efecto de analizar el universo completo de datos contra la exclusion de alelos raros,
con los SNPs no ligados se aplico un filtro de los SNPs con diferentes rangos de
frecuencia: excluyendo (1) SNPs con MAF menor a 0.05, (2) SNPs con MAF menor a
0.1, (3) SNPs con MAF mayor a 0.05, (4) SNPs con MAF mayor a 0.1 y (5)
considerando todos los SNPs. De esos filtros se realizaron los PCA correspondientes
para determinar que filtro permitia diferenciar de mejor manera (mayor porcentaje de
variacion explicada por los primeros dos componentes) las poblaciones. Los analisis
subsecuentes se realizaron con los cinco conjuntos de datos, pero sélo se presenta en

resultados los que explican mejor la variacion.

26



Estructura genética de la distribucion de la variacion

Para determinar la estructura poblacional y posibles patrones de flujo génico se
procedid a analizar ambas especies con ADMIXTURE v.1.3 (Alexander et al. 2009),
modelo que incluye un procedimiento de validacion cruzada que permite identificar el
valor de K (numero de poblaciones genéticamente diferentes) para el cual el modelo
tiene mejor exactitud de prediccién, ademas de que este programa mejora la velocidad
de procesamiento en comparaciéon con STRUCTURE (Liu et al. 2013). La validacion
cruzada se calculd con las diferentes K de acuerdo al numero total de poblaciones
muestreadas mas uno, por lo que para J. blancoi se utilizaron K's de 1-9 y para J.

monticola K's de 1-14.

Identificacion de SNPs asociados a categorias altitudinales

Las categorias altitudinales se consideraron como bajas desde los 1300-3000 msnm y
altas a partir de los 3000 msnm los de J. blancoi y en J. monticola como bajas desde
los 2900-3900 msnm vy altas a partir de los 3900 msnm, debido a que las condiciones
en el noroeste del pais son diferentes a las de la FVTM (Tabla 1).

El indice de Fst es una medida de la diferenciacion genética entre subdivisiones de una
poblacion (Hedrick 2011), que puede utilizarse para identificar SNPs bajo seleccion
(Excoffier et al. 2009) asociados a condiciones ambientales, en este estudio en
particular altitud baja y alta, mediante métodos que consideren los outliers de los
estimados Fsr. Para identificar los outliers de Fst se obtuvieron los formatos de archivos
requeridos con el programa PLINK y posteriormente el analisis de los Fst se realizdé con
la paqueteria snpStats v.1.15.4 (Clayton 2015) de R. Los individuos se agruparon por
condicion ambiental y por poblaciones, calculando su Fst pareada. Los SNPs con Fsr
alta se determinaron considerando el 5% de SNPs que mostraran mayor valor de Fsr

entre el total de SNPs asociados a condiciones ambientales y a sus poblaciones.
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Relaciones filogenéticas

El método Neighbor-Joining (NJ) permite agrupar a los individuos y generar
dendrogramas considerando las distancias genéticas (Pefia 2012). Al realizar un arbol
con el método de NJ se espera que los individuos pertenecientes a una misma
poblacién formen grupos segun sus similitudes poblacionales.

Para realizar los NJ se corrieron nuevamente los datos con pyRAD para anadir
los grupos externos. En concreto, se utilizaron los individuos de las compilaciones
finales (ver Ensamblado de novo y analisis de calidad de todas las muestras),
afiadiendo los grupos externos correspondientes a cada compilacion: J. flaccida, J.
zanonii y J. deppeana para Jm; J. scopolorum y J. virginiana para Jb; y todos los
outgroups para Jbydm. Los valores o6ptimos de cada parametro se modificaron de
acuerdo al cambio de individuos en cada compilacién. Con estas nuevas compilaciones

se realizaron arboles NJ con la paqueteria phytools v.0.5-38 (Revell 2012) de R.
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RESULTADOS

ENSAMBLAJE DE NOVO Y FILTRADO DE DATOS RAD

Demuiltiplexeo

En general se muestra una distribucion aleatoria en el numero de reads por muestra,
independiente de la especie o0 poblacién. Los controles negativos presentan una
cantidad de reads minima en comparacion a los reads del resto de las muestras
(representan 1.4%, min= 841, max= 80,842, promedio= 16,644)

Al examinar el numero de reads por muestra (min= 361, max= 5,888,556,
promedio= 1,132,947), no se observa variacion asociada a las especies, aunque
algunos individuos de J. blancoi muestran considerablemente mas reads que el resto
de las muestras (Figura 7). Sin embargo es mas importante la variacién dependiendo
de la libreria donde fueron procesadas las muestras (Figura 8). Las librerias que
obtuvieron mayor cantidad de reads promedio se presentaron en la libreria 1
(2,437,127) seguida de la libreria 6 (1,434,510).
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Figura 7. Numero de reads obtenidos por especie; J. blancoi (71 muestras); J. monticola

(147 muestras); negativos (10 muestras); y outgroups (12 muestras).
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Figura 8. Numero de reads obtenidos por cada libreria. Diez librerias procesadas en 6
lanes (1, 2-3, 4-5, 6-7, 8-9 y 10).
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Figura 9. Numero de reads obtenidos por cada poblacién. J. blancoi (8 poblaciones), J.
monticola (13 poblaciones), negativos y outgroups. Las claves de las poblaciones

corresponden a los sefalados en la Tabla 1.

Las muestras que obtuvieron menor cantidad de reads fueron las librerias 5
(521,396) y 4 (745,882). Las poblaciones con menor numero de reads fueron el Nevado
de Colima (499,067), Ajusco (580,517) y el Cofre de Perote (599,247); las poblaciones
con mayor numero de reads fueron La Preciosita (1,940,915), Huehuento (1,798,760) y
Citlaltépetl (1,691,726) (Figura 9).
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Optimizacion del ensamblado de novo y analisis de calidad

Se determinaron como parametros optimizados aquellos donde se aumento el niumero
de SNPs, reduciendo el missing data y considerando la tasa de error entre los
replicados (Mindepth 12, NQual 4, WClust 0.95, MaxSH 30% y MinCov 65%). Al
incrementar el valor de los parametros que afectan el minimo de cobertura para un
cluster (Mindepth, 7-15; Figura 10) y el umbral de agrupamiento (WClust, 88-97; Figura
11), la tasa de error en los SNPs asi como en el numero de SNPs y missing data
disminuyeron (Tabla 5 y Tabla 6). Al incrementar el nUmero maximo de individuos con
sitios polimérficos (MaxSH, 10-90), disminuy6 la tasa de error y el porcentaje de
missing data, sin embargo el numero de SNPs incrementd conforme al valor de dicho

parametro (Figura 12, Tabla 7).

Parametro
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Tasa de error en los SNPs

Figura 10. Efecto de variar el minimo de reads para hacer un llamado de base (Mindepth)
en pyRAD sobre la tasa de error en las muestras replicadas. Con mayor Mindepth
disminuye la tasa de error. A partir de valores mayores a 13 la dispersiéon de los datos
comienza a incrementar, por lo cual se utiliza 12 como el valor 6ptimo. * indica la media

de los datos y la linea dentro de la caja la mediana.
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Aquellos parametros que brindaron el mayor numero de SNPs y el menor
porcentaje de missing data se utilizaron para identificar el valor 6ptimo para cada
parametro: el minimo de cobertura para un cluster (Mindepth) se establecié en 12, el
umbral de agrupamiento (WClust) en 0.95, en concordancia con el maximo numero de
sitios con calidad menor a 20 (NQual) en 4 y un nimero maximo de individuos con

sitios polimoérficos (MaxSH) en un valor correspondiente al 30% para todos los datos.

Tabla 5. Valores obtenidos al modificar minimo de cobertura para un cluster (Mindepth)

en pyRAD sobre las muestras replicadas.

Mindepth D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15
Missing 94,403 76,683 61,807 50856 42,205 35,178 29,190 25,103 21,558
data 809% 790% 771% 752% 735% 715% 694% 66.8% 651%
# de 116,624 96,956 80,141 67,562 57,372 49,155 42,035 37,577 33,072
SNPs
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Figura 11. Efecto de variar el umbral de agrupamiento (WClust) en concordancia con el
maximo numero de sitios con calidad menor a 20 (NQual) en pyRAD sobre las muestras
replicadas. Incrementar los valores de WClust permite menor niumero de sitios con
calidad menor a 20 (NQual), esto disminuye la tasa de error ya que se excluyen reads
con muchos sitios indeterminados. Se consideré a 0.95 como el valor éptimo debido a
que permitié algunos sitios indeterminados (4) y mediante el cual se obtuvo menor tasa

de error. * indica la media de los datos y la linea dentro de la caja la mediana.
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Tabla 6. Valores obtenidos al modificar el maximo niumero de sitios con calidad menor a
20 (NQual) en concordancia con el umbral de agrupamiento (WClust) en pyRAD sobre las

muestras replicadas.

NQual y WClust C87 C90 C93 C95 C96 Cc97
Missing data 257,358 148,568 105,943 65,639 61,158 65,639

85.64% 84.06% 83.01% 81.56% 80.49% 79.61%
# de SNPs 319,217 176,734 105,943 80,475 61,158 42,357
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Figura 12. Efecto de variar el nimero maximo de individuos con sitios polimérficos
(MaxSH) en pyRAD sobre las muestras replicadas. Aumentar el MaxSH disminuye la tasa
de error entre las muestras. La tasa de error al aumenar el MaxSH se mantiene similar a
partir del valor 30, por lo cual se utilizé como valor 6ptimo. * indica la media de los datos

y la linea dentro de la caja la mediana.

Tabla 7. Valores obtenidos al modificar el nimero maximo de individuos con sitios

polimérficos (MaxSH) en pyRAD sobre las muestras replicadas.

MaxSH P10 P20 P30 P40 P50 P60 P70 P80 P90

Missing | 151,592 153,538 153,999 154,076 154,136 154,136 154,136 154,136 154,136
data 83.75% 82.32% 81.83% 81.74% 81.7% 81.69% 81.67% 81.67% 81.67%
# de | 181,007 186,518 188,190 188,505 188,659 188,694 188,728 188,739 188,739
SNPs
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Tras las pruebas con el parametro que afecta la minima cobertura por taxén
(MinCov) el numero de SNPs recuperados fue mayor en los conjuntos Jm y JbyJm
(Figura 13); el porcentaje de missing data fue menor en el conjunto Jm (Figura 14); y el
numero de muestras eliminadas por poseer mas del 80% de missing data fue menor en
los conjuntos Jb y Jm que en el JbyJm (conjunto con ambas especies) (Figura 15).

Se eligi6 el 65% como valor final para las tres compilaciones, debido a que con
este valor se obtuvo menor cantidad de missing data (23.8%, 24.4% y 23%; Figura 14),
menor numero de muestras descartadas (19, 7 y 14; Figura 15) y mayor recuperacion
de SNPs (7,757, 4,250 y 7,913; Figura 13) para las compilaciones Jbydm, Jb y Jm,
respectivamente. De acuerdo a este porcentaje y eliminando las muestras
correspondientes (Figura 15), el parametro MinCov (Minimo numero de muestras para
considerar un locus) del conjunto JbyJm se establecié en 112 considerando 173
muestras; para el conjunto Jb se determin6 en 36 para 55 muestras; y en el conjunto

Jm se fij6 en 75 considerando 116 muestras.
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Figura 13. Niumero de SNPs obtenidos en cada conjunto.
- 7 75-
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Figura 14. Porcentaje de missing data obtenido en cada conjunto.
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Figura 15. Namero de muestras eliminadas en cada conjunto por poseer mas del 80% de

missing data en los SNPs totales.

Tabla 8. Valores obtenidos antes y después de eliminar las muestras con >80% de

missing data en los SNPs totales. Ajustando el parametro MinCov en los tres conjuntos

de datos.

Conjunto Conjunto Jb Conjunto Jm

JbyJm

MinCov 125 40 85
MinCov descartando 112 36 75
muestras >80% de missing
data.
# SNPs por muestra 7,757 4,250 7,913
# SNPs por muestra 9,382 4,973 8,628
descartando muestras
>80% de missing data.
Missing data 23.8 % 24.4 % 23%
Missing data descartando 18.9% 18.4% 17%
muestras >80% de missing
data.
Nimero de  muestras 19 7 14

eliminadas (>80% de

missing data por muestra)
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Los datos finales que se ocuparon para los analisis exploratorios y gendmicos
después de eliminar las muestras >80% de missing data consisten en 9,382 SNPs en la
compilacion de JbyJm (173 muestras); 4,973 SNPs en Jb (55 muestras); y 8,628 SNPs
en Jm (116 muestras). Con un porcentaje de missing data de 18.9%, 18.4% y 17%
respectivamente (Tabla 8).

El numero de poblaciones por especie se mantuvo a lo largo del ensamblaje
(ocho en J. blancoi y trece en J. monticola, Tabla 2) con un promedio de siete y nueve
individuos por poblacion en J. blancoi y J. monticola respectivamente. Se eliminaron
maximo tres individuos por poblacion (Cofre de Perote, Tabla 2) y las poblaciones se
mantuvieron con al menos cuatro individuos (Presa Brokman, Tabla 2) y maximo diez

individuos en J. blancoi y J. monticola ver Tabla 2.

(a) (b)

Libreria
Ju01
Ju02
Ju03
Ju04
Ju05

* Ju06
Ju07

01 Ju08

Ju09

Ju10

Especie
0.0 © ommasDd J. blancoi

¢ J. monticola

Eigenvector 2 explicando 2.31%
Eigenvector 2 explicando 2.31%

0.00 0.05 -0.10

-0.10 -0.05 -0.05 0.00 0.05
Eigenvector 1 explicando 28.53% Eigenvector 1 explicando 28.53%

Figura 16. PCA con los dos componentes principales, a partir del conjunto JbyJm
coloreados segun la libreria en la que fueron secuenciadas las muestras. (a) Diez
librerias procesadas en 6 /anes (1, 2-3, 4-5, 6-7, 8-9 y 10). (b) Individuos diferenciados por

especie.

En el analisis exploratorio con el PCA las muestras finales se distribuyen
independientemente de la libreria y lane en la que fueron procesadas (Figura 16a) y se
agrupan en dos grandes conjuntos separados, uno (verde en Figura 16b) en donde se
ubican todas las muestras de las poblaciones de la especie J. blancoi y otro (morado

en Figura 16b) al que pertenecen las muestras de las poblaciones de la especie J.
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monticola. En estos analisis ~28% de variacion esta explicada por el primer

componente principal, que es el que separa las muestras de ambas especies.

Filtrado por SNPs ligados

Los PCA de cada especie y filtros probados muestran que existe una estructura
poblacional y que el porcentaje de la variacidon explicada por dicha estructura varia
dependiendo del filtro utilizado.

En el PCA del conjunto Jb se observa que existen tres grupos separados entre
si asociados al primer componente que explica 10.63% de la variacién; y al segundo
componente que explica el 7.44% de la variacion (Figura 17a). En el conjunto Jm el
primer componente del PCA explica el 3.16% de la variacion y el segundo un 2.7% de
la variacion (Figura 18a). En ambas especies, al descartar los SNPs considerados
como ligados (2,705 en Jb y 5,752 en Jm, ver métodos) el porcentaje de variaciéon
asociada a cada componente principal se increment6 entre el 0.62% y 0.10%, para el
primer y segundo componente en Jb (Figura 17b), y entre el 0.06 % y 0.21 % para el

primer y segundo componente, respectivamente en Jm (Figura 18b).
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Figura 17. PCA con los dos componentes principales, a partir del conjunto Jb. (a)
Considerando SNPs ligados. (b) Descartando SNPs ligados. Cédigos de poblaciones

como en Tabla 1.
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Figura 18. PCA con los dos componentes principales, a partir del conjunto Jm. (a)
Considerando SNPs ligados. (b) Descartando SNPs ligados. Cédigos de poblaciones

como en Tabla 1.

GENOMICA DE POBLACIONES Y ANALISIS FILOGENETICOS

Analisis de estructura poblacional por categorias MAF

El espectro de frecuencia permitié observar la distribucion de alelos y su efecto sobre la
estructura poblacional. Esto permitié elegir el filtro MAF mas adecuado considerando
los SNPs conservados y descartados en cada filtro, asi como sus porcentajes de
variacidon para obtener mayor soporte a la estructura genética propuesta.

En el espectro de frecuencias de J. blancoi (Figura 19a) y J. monticola (Figura
19b) se muestra que hay mayor cantidad de SNPs con frecuencias menores o iguales a
0.05 y mas aun con frecuencias menores o iguales a 0.1 con respecto a los demas

filtros.

Los alelos raros suelen clasificarse como aquellos con una frecuencia < 0.05 6 <

0.1. Al observar la distribucion del porcentaje de variacion, las MAF < 0.1 agruparon de

manera separada a una poblacion de cada especie de Juniperus (Yécora y el Chico,

para J. blancoi y J. monticola, respectivamente; Figura 20), que no muestra esta
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distribucién cuando se consideran frecuencias comunes (>0.05 y >0.1). En los PCAs
con los SNPs MAF < 0.05 también se diferencio la misma poblacién de cada especie,

pero de forma mas clara.
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Figura 19. Espectro de frecuencias. Arriba, frecuencias de J.blancoi y abajo, frecuencias
de J.monticola.

Los filtros MAF > 0.05 y >0.1 descartan los alelos raros. En ambas especies el
porcentaje de variacion explicada por el primer componente incremento utilizando el

filtro MAF > 0.1 (7.7% mas para Jb y 0.59% para Jm, con relacién a la variacion de los
SNPs sin algun MAF.

Es interesante destacar que en ambas especies al utilizar los datos < 0.1 el primer

componente discrimind a una sola poblacion (Yécora en Jb y a ElI Chico en Jm). Sin

embargo al descartar frecuencias alélicas < 0.1, la distribucién de variacion en la
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poblaciéon de Rio Patitos se acerco a Yécora en Jb (Figura 21) y la poblacion de El
Chico se aproximo al grupo central del primer componente en Jm (Figura 22).

En el conjunto Jb, el filtro MAF > 0.1 permite que el porcentaje de variacién en el
primer y segundo componente sea de 28.21% y un 8.63%, respectivamente (Figura
21). La distribucion de la variacion fue similar a la obtenida anteriormente (Figura 17b),

pero uno de los grupos se subdividid.
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Figura 20. PCA con los dos primeros componentes principales. (a) Conjunto Jb con MAF
< 0.1. (b) Conjunto Jm con MAF < 0.1. Cédigos de poblaciones como en Tabla 1. Notese

que en Jb la poblacién Yécora (Yc) y en Jm la poblacion El Chico (Ch) se diferencian del

resto.

Similar a la compilacion Jb, en los datos Jm con el filtro MAF >0.1 se incrementé
el porcentaje de variacion explicada, llegando a 6.53% y 4.25% para el primer y
segundo componente, respectivamente (Figura 22). La distribucion de la variacion se
modificé de la agrupacién anterior de Jm (Figura 18b) con la inclusién de una poblacion
al grupo central. Para los analisis de estructura genética se eligio utilizar las frecuencias
> 0.05 y > 0.1, ya que pese a que disminuyeron el numero de SNPs, arrojaron un
mayor porcentaje de variacion explicada por los primeros dos componentes del PCA, lo

que permite visualizar una mayor estructura poblacional dentro de cada especie.
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Finalmente se opto por elegir MAF >0.1 ya que junto a los PCA (Figura 21 y 22),

vislumbra de mejor manera la estructura genética de los datos.

Estructura genética de la distribucion de la variacion.

A partir de los PCA anteriores y del posterior analisis ADMIXTURE se encuentra que
ambas especies presentan una estructura poblacional asociada geograficamente. Con
el analisis de ADMIXTURE se encontr6 una K=4 para J. blancoi y K=3 para J.
monticola, independientemente del filtrado MAF utilizado (>0.05 6 >0.1). En J. blancoi
dicha estructura es mas marcada que en J. monticola (Figura 23).

En Juniperus blancoi no se observa un patron que divida a las poblaciones por
latitud o provincia biogeografica, sin embargo las poblaciones se agrupan de forma
similar a como se encontré en estudios previos (Mastretta-Yanes et al. 2012; Moreno-
Letelier et al. 2014) con datos de cloroplasto y pocos loci nucleares. En concreto se
encontré que las poblaciones de Presa Brokman, La preciosita y San José del Rincén
se agrupan juntas, al igual que Yécora y Rio Patitos. La diferencia con los resultados
presentados aqui es que Huehuento forma un grupo distinto de Mohinora y El Salto.

En el conjunto Jm se ve un gradiente en las poblaciones segun su ubicacién
geografica oeste (Nevado de Colima y Tancitaro ), centro (Cerro Blanco, Nevado de
Toluca, Ajusco, Tlaloc, Iztaccihuatl, Popocatépetl, La Malinche) y este (La Negra,
Citlaltépetl, Cofre de Perote) dentro de la FVTM (Figura 22).
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Figura 21. PCA con los dos componentes principales a partir del conjunto Jb,

descartando SNPs ligados y utilizando MAF >0.1. Cédigos de poblaciones como en Tabla
1.
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Figura 22. PCA con los dos componentes principales a partir del conjunto Jm,

descartando SNPs ligados y utilizando MAF >0.1. Cédigos de poblaciones como en Tabla
1.
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Figura 23. Agrupamiento genético de las poblaciones con los datos filtrando MAF < 0.1
para (a) poblaciones de J. blancoi acomodadas latitudinalmente de norte (lado izquierdo)
a sur (lado derecho); y (b) poblaciones de J. monticola acomodadas por longitud de
oeste (lado izquierdo) a este (lado derecho). Perfil altitudinal de las poblaciones de (c) J.

blancoi (modificado de Moreno et al., 2014) y (d) J. monticola.

43



Identificacion de SNPs asociados a categorias altitudinales

Las categorias altitudinales se consideraron como bajas desde los 1300-3000 msnm y
altas a partir de los 3000 msnm los de J. blancoi y en J. monticola como bajas desde
los 2900-3900 msnm vy altas a partir de los 3900 msnm, debido a que las condiciones
en el noroeste del pais son diferentes a las de la FVTM (Tabla 1). Se identificaron 548
SNPs en J. blancoi y 501 SNPs en J. monticola. Se determinaron como SNPs
informativos el 5% con Fsr alta.

Considerando el 5% de los SNPs con Fst mas elevada, 28 y 25 SNPs se
asocian a categorias altitudinales (Figura 24); mientras que 28 y 26 SNPs se asocian a
las diferentes poblaciones (Figura 25) de J. blancoi y J. monticola respectivamente.
Ningun SNP se comparte en las que diferencian categorias altitudinales entre especies.
Sin embargo al comparar SNPs con Fsr alta de categorias altitudinales y de
poblaciones se detectan cuatro SNPs compartidos dentro de cada especie (Tabla 9).
Dado que no se cuenta con un genoma de referencia y que estas secuencias son de 86

pb resulta dificil interpretar los resultados de una busqueda en BLAST.
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Figura 24. FST de los SNPs con MAF > 0.1. Linea continua representa el 10% de los SNPs
con la mayor FsT, linea punteada el 1% y en colores el 5% de los SNPs con FST mas alta,
pareando la categoria altitudinal dentro de cada especie. (a) SNPs de J. blancoi. (b) SNPs

de J. monticola.
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Figura 25. FST de los SNPs con MAF > 0.1. Linea continua representa el 10% de los SNPs
mas altos, linea punteada el 1% y en colores el 5% de los SNPs con FST mas alta,
pareando las poblaciones dentro de cada especie. (a) SNPs de J. blancoi. (b) SNPs de J.

monticola.

Relaciones filogenéticas

Los dendrogramas construidos por NJ (Figura 26b y 27b) recuperan la misma
topografia que la filogenia construida por Mao et al. (2010).

Dentro de J. blancoi los NJ distinguen tres clados donde se agrupan las ocho
poblaciones. El primer clado contiene las poblaciones de Huehuento, Mohinora y El
Salto. Yécora conforma un solo clado. Finalmente individuos de San José Rincon,
Presa Brokman, La Preciosita y Rio Patitos forman otro clado (Figura 26a).

En J. monticola la longitud e las ramas es menor en comparacion a J. blancoi. El
primer nodo agrupa a Tancitaro y el Nevado de Colima en una rama y en la otra puede
diferenciarse El Chico de todas las demas poblaciones. Ademas se observa que los
individuos de Citlaltépetl y La Negra se agrupan juntos (Figura 27).

Los grupos externos, J. deppeana (1) J. flaccida (6), J. zanonii (2), se
encontraron cercanos al agrupamiento de J. monticola (Figura 26a) y las especies de J.
virginiana (1) y J. scopolorum (2), se ubicaron mas proximas a J. blancoi (Figura 27a) lo
cual coincide con la proximidad presente en el arbol filogenético desarrollado por
(Adams & Schwarbach 2013).
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Tabla 9. Ubicacién (numero de RAD-loci y SNP) de SNPs con FST alta en la division por

categoria altitudinal o poblacion. En negritas se indican los SNPs compartidos al

considerar poblaciones y habitats en J. blancoi y J. monticola.

Categoria altitudinal

Poblacion

J. blancoi
68:53
206:31
233:16
356:76
587:34
596:07
955:53
986:42
1067:03
1162:44
1407:13
1470:24
1490:83
1717:21
1885:03
1893:13
1934:06
2124:44
2322:81
2354:17
2356:24
2472:50
2576:70
2778:15
2786:12
2874:32
2905:18
2951:18

J. monticola
258:47
701:29
719:10
782:13
843:32
884:09
1073:30
1421:15
1432:03
1617:62
1632:18
1692:12
1693:03

1807:13
1933:17
1971:49
1977:23
2015:60
2112:23
2130:31
2477:32
2555:24
2823:45
2870:24
3138:11

J. blancoi
242:13
286:61
350:70
478:15
518:60
596:07
620:45
918:03
1000:30
1162:44
1197:40
1286:32
1649:77
1732:13
1836:83
1892:33
1934:06
2124:44
2139:06
2157:57
2211:07
2244:09
2350:25
2376:41
2425:25
2523:47
2536:23
2728:41

J. monticola
179:04
243:28
265:40
282:11
320:63
538:16
648:58
777:54
1030:23
1078:31
1191:55
1632:18
1677:49
1685:06
1688:13
1693:03
1799:48
1805:56
1854:17
1971:49
2146:21
2336:64
2420:04
2477:32
2555:24
2658:15
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Figura 26. (a) Arbol NJ de 55 individuos de J. blancoi. Cada poblacién es representada en

un color diferente, en negro se representan los grupos externos cercanos a J. blancoi.

La raiz es J. virginiana. (b) Arbol NJ de ambas especies. La raiz es J. virginiana.
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Figura 27. (a) Arbol NJ de 116 individuos de J. monticola. Cada poblacion es
representada en un color diferente, en negro se representan los grupos externos

cercanos a J. monticola. La raiz es J. zanonii. (b) Arbol NJ de ambas especies. La raiz es

J. virginiana.
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DISCUSION

ENSAMBLAJE DE NOVO Y FILTRADO DE DATOS RAD

Demuiltiplexeo

Se encontro variacion en el numero de reads obtenidos por muestra. Esto parece estar
asociado primero a la libreria en la que fueron procesadas (Figura 8), principalmente
porque la libreria 1 produjo una mayor cantidad de reads. Lo anterior puede deberse a
variacion durante el trabajo de laboratorio, ya que la libreria 10 también se secuencié
en una sola /lane y no generé una cantidad de reads equivalente, y la libreria 6
(segunda con mayor reads) fue secuenciada en conjunto con otra libreria (libreria 7).
Dado que las muestras fueron procesadas al azar posterior a la extraccion,
posiblemente la diferencia en la cantidad de reads se deba a la calidad y cantidad del

ADN asociado a cada muestra (Bonin et al. 2004).
Optimizacion del ensamblado de novo

Modificar los parametros para alcanzar la optimizacion de las muestras ya se ha
reportado en otros estudios utilizando el software Stacks (Mastretta-Yanes et al.
2015a), sin embargo el presente trabajo representa la primera vez que se efectia con
los parametros de pyRAD. Esto permiti6 una mayor precision al elegir los valores
optimos segun las tasas de error en nuestras muestras, por lo cual se comprueba que
dicho método es igual de relevante para el software pyRAD.

Al modificar el minimo de cobertura para un cluster (Mindepth) estamos
afectando directamente el llamado de loci. Entre mas laxo sea este parametro es mas
probable que errores de secuenciacion sean tomados como variacion alélica,
incrementando erroneamente la estimacion de heterocigdsis. Conforme disminuimos el
valor de este parametro permitimos mayor incertidumbre en el ensamblaje (Figura 6),

por lo que obtenemos mayor numero de SNPs a costa de mayor missing data, lo cual
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se ve reflejado en una mayor tasa de error de los SNPs. Lo inverso sucede al aumentar
los valores en este parametro. Si se establecen valores bajos es posible obtener
estimaciones heterocigoticas pobres, ya que es muy dificil distinguir los errores de la
secuenciacion de heterocigotos en profundidades bajas (Mindepth, por debajo de 5). Si
este parametro es incorrecto podria conducir a un exceso de llamadas de heterocigotos
por llamadas ambiguas de SNPs (N).

El maximo numero de sitios con calidad menor a 20 (NQual) permite considerar
determinado numero de diferencias entre los reads de un individuo. Considerar valores
altos de NQual genera mayor incertidumbre en el ensamblaje ya que se aceptan mayor
namero de llamados de SNPs de baja calidad que aumentan la tasa de error. Estos
resultados son contrarios a lo encontrado por Hapke & Thiele (2016), quienes indican
que modificar el NQual no tiene mayor influencia en los analisis con pyRAD. El umbral
de agrupamiento de las secuencias (WClust) debe ser considerado segun el NQual
elegido. EI WClust es el valor utilizado para agrupar a los reads dentro de los individuos
y entre los individuos. La reduccién en los valores de WClust corresponde a un
aumento en la tasa de error que incrementa de manera drastica cuando se permiten
umbrales de tolerancia menores a 0.90.

Las tasas de error cuando varian los valores de MaxSH no modificaron en gran
medida la proporcion de la obtencion de SNPs en comparacion a los demas
parametros evaluados, similar a lo encontrado a través de similitudes entre muestras
pares (Hapke & Thiele 2016).

En los tres conjuntos (Jb, Jm y Jbydm) se obtuvieron mayor nimero de SNPs al
considerar valores bajos en la cobertura minima (MinCov, <20). El MinCov considera el
namero de muestras (individuos) que comparten la presencia de un SNP. Disminuir
drasticamente el MinCov genera una matriz de datos mas laxa donde existen falsos
positivos y falsos negativos al generar matrices mas estrictas al aumentar el MinCov
(Eaton 2014).

El valor de los parametros se ajustd con el numero de muestras en cada
compilaciéon. Los conjuntos Jbydm y Jm presentan mayor numero de SNPs que en el
conjunto Jb, sin embargo la proporcion de SNPs obtenidos con respecto a la cantidad

de muestras comprobdé que los conjuntos Jb y Jm obtuvieron mayor cantidad de SNPs.
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Los conjuntos con muestras de la misma especie aumentaron la compatibilidad de
SNPs con respecto al conjunto JbyJm que agrupa dos especies diferentes. El conjunto
JbyJm obtuvo mas incompatibilidades de SNPs, debido a que las mutaciones en el sitio
de restriccion de la enzima varian entre las especies (Mastretta-Yanes et al. 2014).

Incrementar el valor de MinCov cerca del niumero total de muestras favorece que
los SNPs detectados estén en la mayor cantidad de muestras. Sin embargo, valores
>50% de los individuos disminuyen la probabilidad de que esos SNPs existan en
ambas especies. Contrario a elegir valores muy laxos, que incluyen a SNPs poco
relevantes e incrementan el missing data en la matriz de datos. Las muestras
eliminadas por tener >80% de missing data en los SNPs totales aumentan cuando se
utilizan valores bajos en el MinCov.

Con los filtrados finales el missing data de los tres conjuntos de datos disminuyd
~6% en los 3 conjuntos, haciendo notoria la relevancia de ajustar adecuadamente el
MinCov, descartando las muestras con al menos >80% de missing data en los SNPs

totales.

Filtrado SNPs ligados

En este estudio nos referimos a los SNPs ligados como aquellos que comparten el
mismo RAD-locus (86pb). Se han detectado errores de desequilibrio de ligamiento (DL)
en poblaciones de reciente mezcla. Y debido a que el software ADMIXTURE no
considera el DL (Alexander et al. 2009) se decidié analizar solo el primer SNP de cada
RAD-loci lo cual garantiza la calidad de llamado.

El porcentaje de variacién asociado en los PCA aumento al descartar los SNPs
considerados ligados, a pesar de descartar mas de 8,000 SNPs entre ambos conjuntos.
Esto probablemente se debe a que el desequilibrio de ligamiento causado por la
mezcla entre poblaciones puede provocar resultados erroneos, como la sobrestimacion
de ancestria que se ve reflejado en una mayor cantidad de grupos (Kaeuffer et al.
2007) o mezclas poblacionales falsas (Falush et al. 2003). Los SNPs descartados

disminuyen el porcentaje de variacion y son considerados redundantes.
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GENOMICA DE POBLACIONES Y ANALISIS FILOGENETICOS

Poblaciones ancestrales de J. blancoi y J. monticola.

Si se descartan frecuencias alélicas minimas MAF < 0.1, se esta disminuyendo el ruido
que interviene al diferenciar los grupos por posibles errores de secuenciacion. Sin
embargo también pueden ser efecto de estructura por categorias altitudinal o
poblacional. Las variantes raras pueden ser alelos derivados que surgen en
poblaciones especificas después de una divisiébn del ancestro comun. Por lo tanto
pueden ser SNPs privados o particulares de una poblacién, importantes para atribuir
caracteristicas fenotipicas especificas (Choudhury et al. 2014).

Juniperus blancoi y J. monticola tienen a Yécora y El Chico respectivamente
como poblaciones diferenciadas por SNPs privados. Dichos SNPs podrian sefalar a
Yécora y El Chico como las poblaciones ancestrales de cada especie. Para J. blancoi
esto se ha observado antes en un estudio con marcadores de cloroplasto donde se
encontré que J. blancoi proviene de una distribucion ancestral establecida en el
noroeste de México en la SMOc (Mastretta-Yanes 2009). Lo cual fortalece el supuesto
de que Yécora, la poblacion mas al noroeste de México, pueda ser considerada como
la poblacién ancestral de J. blancoi.

De esta forma, aunque descartar alelos raros pueda servir para descartar ruido,
en este caso parece también descartar los loci con variacion privada de las poblaciones
ancestrales de estas especies. Esto es similar a lo propuesto por Choudhury et al.
(2014).

Estructura genética de dos especies de Juniperus asociada a

contrastantes historias evolutivas

Los arboles NJ construidos para ambas especies recuperan la topologia filogenética ya
reportada en estudios con marcadores nucleares, cpADN y nrITS (Mao et al. 2010). De

manera similar los PCA de J. blancoi recuperan una estructura similar a la encontrada
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por Moreno-Letelier et al. (2014). Sin embargo, estas especies difieren en el nivel de
estructura genética encontrado entre sus poblaciones, lo que indica que tienen historias
evolutivas contrastantes.

El PCA de J. blancoi muestra tres posibles grupos diferenciados (Figura 21). El
primer grupo incluye a Huehuento, Mohinora y El Salto. El segundo a La Preciosita,
San José Rincoén, Presa Brokman y Rio Patitos. Finalmente el tercero incluye a Yécora.
Se encontré que Rio Patitos podria compartir ancestria con Yécora o bien con las
poblaciones de la FVT (Figura 23a).

Similar a lo encontrado por Moreno-Letelier et al. (2014) en J. blancoi se nota un
agrupamiento de las poblaciones Presa Brokman, San José Rincén y La Preciosita.
Estas poblaciones comparten condiciones altitudinales y latitudinales (Figura 23c). Las
poblaciones de Mohinora (var. huehuetensis) y El Salto (var. blancoi) comparten la
misma ancestria. De igual forma Rio Patitos (var. blancoi) y Yécora (var. mucronata)
parecen haber tenido una ancestria comun a pesar de estar distantes geograficamente
(Jalisco y Sonora, respectivamente), ademas de que existen otras poblaciones
intermedias entre ellas.

Los grupos ancestrales identificados para J. blancoi no corresponden con los
grupos definidos por las variedades taxondmicas y presentan una distribucidon
geografica disyunta, similar a lo reportado con marcadores nucleares y de cloroplasto
(Mastretta-Yanes et al. 2012; Moreno-Letelier et al. 2014).

Acorde al estudio de Moreno-Letelier et al. (2014) cada clado dentro de J.
blancoi se asocia a un tiempo de divergencia relativamente antiguo. El Salto,
Huehuento y Mohinora a 7.7 Ma, Presa Brokman, San José Rincon y La Preciosita a
6.3 Ma y Yécora y Rio Patitos a 6.1 Ma, lo cual indica que se trata de poblaciones muy
aisladas entre si por periodos largos. Esto apunta a que J. blancoi pudo ser abundante
en el pasado y después haber atravesado por sucesivas fragmentaciones como lo
discute Mastretta-Yanes et al. (2012).

El PCA de J. monticola muestra tres posibles grupos (Figura 22). El primer grupo
incluye a Citlaltépetl, La Negra y Cofre de Perote, que son las poblaciones mas al este
de la FVTM. El segundo a La Malinche, Popocatépetl, Iztaccihuatl, Tlaloc, El Chico,

Ajusco, Nevado de Toluca y Cerro Blanco, que son poblaciones del centro de la FVTM.
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Finalmente el tercer grupo formado por Tancitaro y el Nevado de Colima, que se
encuentran en el extremo oeste de la FVTM. Este agrupamiento coincide con las
variedades morfologicas previamente descritas: J. monticola var. orizabensis, var.
monticola y var. compacta respectivamente (Adams et al. 2007). La divisiébn en grupos
de poblaciones (oeste, centro y este), que son cercanas entre si, pero que se
encuentran mas alejadas de poblaciones de otros grupos es congruente con una
dinamica de islas en el cielo como la propuesta para la FVTM (Mastretta-Yanes et al.
2016). Lo anterior sugiere que la dinamica de flujo génico de estas poblaciones
posiblemente fue influenciada por los cambios climaticos del Pleistoceno.

Aunque en este estudio no realizamos analisis de reloj molecular, Mao et al.
(2010) reporta una divergencia entre J. monticola y J. flaccida de aproximadamente 5
Ma, lo cual es mas reciente que la divergencia de 9 Ma entre las poblaciones de la
FVTM y el resto de las poblaciones de J. blancoi. Esta divergencia entre especies es
notoria en el PCA y los NJ (Figura 16b y Figura 27b-28b). Dentro de J. blancoi
encontramos una diferenciacion marcada dentro de las poblaciones (Figura 23a),
atribuida al tiempo de divergencia y a su condicién fragmentada. Caracteristicas que
podrian considerarse dentro de la taxonomia de J. blancoi para elevar a nivel de
especie a algunas de sus poblaciones.

Los Juniperus son tolerantes a condiciones aridas y semiaridas (Adams 2014).
De hecho J. flaccida, la especie mas cercana a J. monticola, crece en condiciones
templadas a semiaridas del centro de México (Adams et al. 2007). Por ende es posible
que la disminucion de la temperatura del Mioceno-Plioceno pudiera haber favorecido la
especiacion de J. monticola y su posterior colonizacidn de los ambientes alpinos donde

hoy se encuentra.
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SNPs asociados a categorias altitudinales

Los cambios en la distribucion durante diferentes condiciones climaticas se ha
reportado en México para oyameles y pinos (Moreno-Letelier & Pifiero 2009). Sin
embargo, el origen adaptativo del género Juniperus a climas secos y calidos (Mao et al.
2010) los convierte en un modelo interesante para analizar la adaptacién a habitats
mas humedos vy frios presentes en montafas alpinas.

Uno de los retos de este trabajo fue detectar SNPs que diferencian tanto
poblaciones como categorias altitudinales, pues los primeros ocasionan incertidumbre
debido al efecto demografico que interviene en la diferenciacion asociada a la altitud
(cuatro encontrados en este trabajo). Para aminorar el efecto de esto en la presente
tesis, primero se determiné la estructura poblacional dentro de cada especie.

En el presente estudio buscamos loci diferenciados por categorias altitudinales
entre dos especies de Juniperus. Estos loci pueden considerarse SNPs candidatos que
se diferenciaron mediante procesos de adaptacion local. Sin embargo, hace falta
complementar estos supuestos con analisis particulares de adaptacion local (Wang et
al. 2014; Vangestel et al. 2016).

Los resultados obtenidos permiten rechazar la hipotesis de que J. blancoi y J.
monticola compartan loci asociados a condiciones de alta y de baja montafa
independientemente de su especie. Encontrar diferentes SNPs que diferencian a
poblaciones alpinas de las de baja montafia en cada especie nos habla de al menos
dos vias por las cuales cada especie se adaptd. Esto contrasta con los resultados
encontrados por Yeaman et al. (2016) donde se encontré convergencia entre dos
especies de coniferas separadas hace mas de 140 Ma. Una posible razén es que en
dicho estudio se utilizd secuenciacion de genomas completos, incluyendo loci
paralogos, mientras que aqui se examiné un submuestreo del genoma y los loci

paralogos se descartaron mediante los filtrados.
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1)

CONCLUSIONES

Este trabajo se muestra la importancia de estimar la tasa de error a partir de
muestras duplicadas, ya que esto nos permite elegir los parametros mas
adecuados, considerando el numero de SNPs obtenidos y el menor porcentaje
de missing data.

Optimizar los parametros en agrupamientos separados por especie permite
recuperar mayor numero de SNPs que considerando a J. blancoi y a J.
monticola dentro de una misma matriz de datos.

La estructura poblacional nos habla de procesos de divergencia y especiacion
ocurridos recientemente en la historia evolutiva de las coniferas. Los periodos de
especiacion y divergencia que tuvieron J. blancoi y J. monticola estan ligados a
variaciéon ambiental producto de procesos histéricos.

La estructura poblacional es mucho mas marcada en J. blancoi que en J.
monticola.

Mediante el analisis bioinformatico de datos ddRAD se logré comparar
poblaciones de J. blancoi y J. monticola bajo diferentes condiciones ambientales
(alpinas y bosques de menor altitud).

Se encontraron 24 y 21 loci candidatos sobre los que la seleccion natural
posiblemente esta actuando en J. blancoi y J. monticola, respectivamente. Estos
loci difirieron entre especie, por lo que no se apoya la hipétesis que la
adaptacion a condiciones alpinas se didé por convergencia evolutiva entre loci

ortdlogos.
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