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RESUMEN

Méndez-Gonzélez, |. D. (2014) Efectos paisajisticos en la distribucion de la diversidad genética en una
poblacion de Abies religiosa. Tesis Profesional (Biologia). Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma
de México, México, D. F. Pp — 114,

Debido a que la diversidad genética es resultado tanto de procesos contemporaneos como
historicos, su estudio permite realizar inferencias sobre la historia evolutiva de las
poblaciones. Las diferentes condiciones donde se distribuyen las poblaciones naturales
pueden provocar que partes de éstas queden parcialmente aisladas, lo cual moldea la
variacion genética de manera diferencial, provocando una estructura genética. Asimismo,

esta estructura influye en el papel de las diferentes fuerzas evolutivas.

Adoptando un enfoque de escala geografica fina, utilizando dos tipos de marcadores
moleculares con diferente cobertura, resolucion y tipo de herencia, y combinandolos con
datos ambientales y espaciales, el presente estudio tuvo como objetivos:

i) describir la variacion y estructura genética de la poblacion de Abies religiosa del volcan
Ajusco.

ii) identificar las determinantes y describir el papel de las diferentes fuerzas evolutivas en
dicha estructura genética.

iii) contrastar la eficacia de la dispersion del polen y la de las semillas.

iv) detectar loci con sefiales de seleccion natural y determinar la importancia de estos en la

diferenciacion genética.

La poblacién estudiada, se caracterizé por tener una diversidad genética elevada, tanto
nuclear como cloroplastica; y estar subdividida espacialmente en cuatro grupos genéticos y
dos linajes de cloroplasto. Ni la distancia geografica, ni la distancia ambiental, fueron los
responsables de la estructura genética observada. En cambio, ésta fue explicada por una
dinamica metapoblacional que, probablemente, ha sido provocada por la complicada historia
natural del volcan Ajusco. La dispersion del polen mostré ser mas efectiva que la de las
semillas. Se detectaron 14 loci candidatos a ser adaptativos y relacionados, principalmente,

con el tipo de suelo y el tipo de vegetacion. Por ultimo, la divergencia genética observada



entre las localidades fue resultado tanto de la baja capacidad de dispersién de la especie,
como de procesos selectivos que limitan, en cierto grado, el establecimiento de los
migrantes.

Palabras clave: diversidad genética, estructura genética, flujo genético, seleccién natural,

adaptacion local, metapoblacion, Abies religiosa, Ajusco.



1. Introduccion

1.1 Estudio de la diversidad genética

La diversidad genética se define como la cantidad de variabilidad genética existente en una
poblacion, especie o grupo de especies emparentadas, y constituye una fuente de
biodiversidad muy importante (Hughes et al., 2008). Debido a que ésta es resultado tanto de
procesos contemporaneos como de eventos historicos de naturaleza diversa (por ejemplo,
expansion y disminucion del tamafio poblacional, eventos de migracion y colonizacion,
adaptacién a nuevos ambientes, etc.), su estudio resulta de suma relevancia, ya que permite
obtener informacién sobre la historia evolutiva de la(s) poblacién(es). Asimismo, la cantidad y
distribucion de la diversidad genética dentro de una poblacién es moldeada por diferentes
fuerzas evolutivas como la seleccion natural, la deriva genética, la mutacién, la endogamia y
el flujo genético (Hedrick, 2011). Cada una de estas fuerzas puede tener efectos particulares
generales; por ejemplo, la deriva genética y la endogamia reducen el nivel de variacion,
mientras que la mutacion lo incrementa. Por otro lado, la seleccion natural y el flujo genético
pueden tanto aumentar como reducir la variacion genética, dependiendo de la situacion

particular especifica (Hedrick, 2011).

El estudio de la variacion genética emplea diversos marcadores moleculares. Las diferentes
caracteristicas de cada uno, como la tasa de mutacién y el tipo de herencia (biparental,
uniparental, genoma haploide, genoma diploide), permiten extraer informacién distinta, por lo
que es importante incluir mas de un tipo de marcador molecular dependiendo de los objetivos
del estudio. Por ejemplo, incluir marcadores moleculares neutrales y no neutrales perimitiria
identificar los procesos que determinan los patrones de variacion genética (Orsini et al.,
2013). Asimismo, incluir marcadores con tipos de herencia contrastantes, como pueden ser
marcadores nucleares y citoplasmicos, permite analizar la contribucion al flujo genético a

partir de la dispersion por polen o por semillas (Heuertz et al., 2003).

Los polimorfismos de tamano de fragmentos amplificados (AFLPs por sus siglas en inglés) se

encuentran entre los marcadores moleculares mas informativos (Gaudel et al., 2004). Esta
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técnica (Vos et al., 1995) se basa en la amplificacion selectiva de fragmentos de restriccion
obtenidos a partir de la digestion del ADN gendmico total. Debido a que para su desarrollo y
utilizacién no se requiere informacién previa acerca del genoma de la especie de interés, es
posible obtener un gran numero de marcadores dominantes (no es posible distinguir
individuos homaécigos de heterocigos) y bialélicos (para un tamafio dado, el fragmento se
codifica como presente o ausente; Gaudel et al., 2004) en una sola reaccién. A pesar de la
naturaleza dominante de estos marcadores, el gran numero de fragmentos generados
permite superar el rendimiento de algunos marcadores codominantes como los microsatélites
(Meudt & Clarke, 2006). Por otro lado, comparado con otros sistemas dominantes como los
polimorfismos de amplificacion aleatoria y las repeticiones de secuencias simples (por sus
siglas en inglés RAPDs e ISSRs, respectivamente) los AFLPs tienen un mejor rendimiento,
debido a su mayor reproducibilidad, robustez y calidad informativa (Meudt & Clarke, 2006).
Debido a estas ventajas, estos marcadores han sido utilizados en diversas aplicaciones, por
ejemplo, el mapeo genético, la identificacion de hibridos, el analisis de la diversidad genética,
la reconstruccion de filogenias recientes (Meudt & Clarke, 2006) y el estudio de la divergencia
adaptativa (Bonin et al. 2006). Este ultimo punto es de gran importancia, ya que la gran
cobertura genémica de los AFLPs permite incluir regiones que podrian estar en un fuerte
desequilibro de ligamiento con otras bajo seleccion, y asi estudiar procesos de adaptacion

local incluso en especies no modelo (Bonin et al. 2006).

Entre las desventajas de estos marcadores se encuentran la naturaleza anénima de los
fragmentos amplificados y la poca especificidad inherente a la técnica, lo que puede provocar
homoplasia (Caballero et al., 2008), es decir, fragmentos no homoldgos pueden presentar un
mismo estado de caracter como resultado de un evento de comigracion (estado de caracter
compartido “1”) o a pérdidas independientes del fragmento (estado de caracter compartido
“0”) (Meudt & Clarke, 2006).

La homoplasia en los AFLPs ocurre, principalmente de dos maneras: i) homoplasia por
tamano, que es aquella que ocurre cuando dos fragmentos de ADN pertenecientes a
individuos diferentes, presentan el mismo tamafio aunque su origen genémico sea distinto

(i.e. representan dos loci distintos), y son codificados como una misma banda (Gort et al.,
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2009). La magnitud de la homoplasia por tamafo puede ser de hasta el 13% en
comparaciones intraespecificas (Caballero et al., 2008). ii) La homoplasia por colisién, que
ocurre cuando en un mismo individuo se tienen fragmentos de distinto origen gendémico (i.e.
distintos loci) pero de igual tamafio. Estos fragmentos migran hacia el mismo sitio, por lo que
son considerados como un solo fragmento (Gort et al., 2009). Se ha reportado hasta un 30%
de bandas no detectadas debido a eventos de colision (Vekemans et al., 2002). La
homoplasia por tamafno o por colision puede provocar sesgos importantes en la estimacion
de la diversidad, la diferenciacion y la estructura genética (Gort et al., 2009). Principalmente
se subestima la heterocigosis, debido a la sobre estimacién de la frecuencia del alelo
dominante, lo que a su vez puede afectar los calculos de estadisticos de diferenciacién
poblacional, como FsT (Caballero et al., 2008). Debido a estas caracteristicas, es necesario
tomar ciertas precauciones al utilizar la técnica de AFLPs. Por ejemplo, es aconsejable evitar
el uso de fragmentos de tamafio pequeno (<100 pares de bases) y revisar el numero de
fragmentos amplificados por cada cebador; entre mayor sea el numero, mayor sera la
probabilidad de que haya eventos de homoplasia (Vekemans et al., 2002; Caballero et al.,
2008).

Los microsatélites estan formados por unidades de motivos cortos de nucleétidos repetidos
en tandem. A diferencia de los AFLPs, los microsatélites requieren un conocimiento previo del
genoma de la especie para disefiar los cebadores apropiados. La principal ventaja de estos
marcadores es que son (generalmente) codominantes, neutrales y multialélicos, por lo que a
menudo muestran una gran variacion entre individuos (Gaudel et al., 2004). La popularidad
de este marcador se debe en gran medida al potencial que poseen para realizar estimaciones
de migraciéon contemporanea o el poder para distinguir entre patrones de panmixia y tasas
altas de migracién. También permiten estimar las relaciones entre individuos (Selkoe &
Toonen, 2006) y calcular su tasa de mutacién (Gaudel et al., 2004), esto ultimo a diferencia
de los AFLPs.

La diversidad genética calculada a partir de diferentes marcadores moleculares depende de
factores especificos (tasa de mutaciéon y homoplasia) y no especificos del marcador (deriva y

flujo genético; Mariette et al., 2001). Por ello es de esperarse que utilizando dos tipos de
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marcadores moleculares los niveles de diversidad genética difieran al hacer comparaciones
interpoblacionales, aunque ambos tipos de marcadores deberian mostrar tendencias
similares dentro de cada poblacién (Mariette et al., 2001). Sin embargo, no todos los estudios
empiricos donde se ha comparado la diversidad y la diferenciacion genética utilizando AFLPs
y microsatélites han corroborado dicha idea (Gaudeul et al., 2004). Por ejemplo, al analizar la
diversidad genética dentro y entre poblaciones de Pinus pinaster se observo una gran
diferenciacion poblacional con ambos marcadores, debida en mayor parte a la presencia de
dos provincias geograficas, lo que indica que en esta especie la diferenciacién poblacional se
debe en mayor medida a factores no especificos del marcador (Mariette et al., 2002). Por
otro lado, un estudio realizado con Eryngium alpinum revel6 ciertas discrepancias entre los
resultados de cada marcador (Gaudeul et al., 2004). Las medidas de diversidad genética
inter e intrapoblacionales mostraron poca correlacion, mientras que el orden jerarquico de las
poblaciones con base en su diversidad genética no coincidié entre ambos marcadores
(Gaudeul et al., 2004). De esta forma, las diferencias en la precision de los patrones
detectados por cada marcador y su relacién con la escala espacial revelan la importancia de

las caracteristicas especificas del marcador (Gaudeul et al., 2004).

1.2 Estructura genética poblacional y patrones espaciales

Las poblaciones naturales tienen a menudo historias complejas que consisten en fases de
expansion y contraccion del tamafo poblacional, mientras que los patrones de migracion
entre poblaciones pueden fluctuar en el tiempo y el espacio. Cuando partes de una poblacion
se ven parcialmente aisladas debido, por ejemplo, a barreras geograficas o a cambios en el
medio ambiente, las fuerzas estocasticas y/o selectivas moldean la variacion genética de
manera diferencial, lo que a su vez afecta los patrones de flujo genético y apareamiento.
Dichas poblaciones pueden representarse como grupos entre los cuales la variacién genética
difiere claramente, existiendo una estructura genética poblacional (Corander et al., 2008).
Debido a que el flujo genético cuantifica la dispersion efectiva, es decir los eventos de
migracion que resultan en reproduccion exitosa, éste se ha considerado como la principal
fuerza evolutiva en el mantenimiento o la erosion de la estructura genética. Por lo tanto, su

estudio resulta de sumo interés para entender procesos microevolutivos en poblaciones
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fragmentadas (Munshi-South, 2012), ya que el nivel de flujo genético determina hasta qué
grado cada poblacion de una especie constituye una unidad evolutivamente independiente
(Slatkin, 1993).

Existen diversas aproximaciones para cuantificar la diferenciacién al interior de las
poblaciones naturales (Hedrick, 2011). Los estadisticos F funcionan como una herramienta
para descomponer la diversidad genética dentro y entre poblaciones (Wright, 1951). Estos
tienen especial relevancia ya que demuestran que la cantidad de diferenciacion genética
entre poblaciones se relaciona de manera predecible con las tasas de ciertos procesos
evolutivos, como la mutacion, el flujo genético y la deriva genética (Holsinger & Weir, 2009).
FsT es uno de los estadisticos descriptivos mas utilizados en la genética de poblaciones y se
define como la proporcién de la diversidad genética debida a las diferencias en las
frecuencias alélicas entre subpoblaciones con relacion a la poblacion total (Holsinger & Weir,
2009).

En afos recientes al avance en métodos analiticos ha llevado a la definicién de diversos
patrones que describen la estructura genética en relacion a los procesos y variables que la
determinan. Diferentes procesos pueden llevar a un mismo patrén, sin embargo, la correcta
interpretacion del patron observado depende de identificar la variable de mayor importancia
durante el proceso subyacente (Orsini et al., 2013). A continuacién se describen algunos de
estos patrones:

i) aislamiento por distancia (IBD; Wright, 1943). Este patron se define como el incremento en
la diferenciacién genética, como resultado de la disminucién en el flujo genético a medida
que aumenta la distancia geografica (Orsini et al., 2013). Para que esto ocurra se supone
que las poblaciones estan en equilibrio deriva-flujo genético (en las cuales el efecto de
fundador, es decir, el efecto en la diversidad genética debido al reducido tamafo poblacional
inicial, ha sido erosionado) y no estan afectadas por la seleccién natural (Wright, 1943).

i) aislamiento por resistencia (IBR; McRae, 2006). Este cuantifica la resistencia al flujo
genético a través de diversos habitats; a mayor resistencia a la dispersion, menor flujo
genético y por lo tanto mayor diferenciacion (Wang, 2013). En este patrén se considera

explicitamente la heterogeneidad espacial, asi como la forma del rango de distribucion de la

14



especie; al hacer esto en lugar de considerar el habitat como ilimitado o dividido simplemente
por barreras discretas, las predicciones sobre el flujo genético pueden ser muy precisas
(McRae & Beier, 2007).

iii) aislamiento por adaptacion (IBA; Nossil et al., 2009). Este patron asocia la variacion
genética con determinados habitats y/o variables ambientales como resultado de la seleccion
natural en contra del migrante (Andrew et al., 2012). Cuando la divergencia adaptativa
promueve barreras al flujo genético entre poblaciones de sitios ecolégicamente divergentes,
la diferenciacidon genética puede darse aun en loci neutrales, debido a la deriva genética; por
lo que no queda restringida a aquellos loci bajo seleccion (Orsini et al., 2013).

iv) aislamiento por colonizacion (IBC; Orsini et al., 2013). Este patron es generado por
eventos fundador y resulta dificil de interpretar ya que puede tener causas ecoldgicas y/o
evolutivas. Por ejemplo, la ventaja numeérica de los primeros colonizadores puede traducirse
en adaptaciones locales que a la vez disminuyen la probabilidad de establecimiento de
nuevos migrantes, de esta forma se refuerza el efecto de fundador debido a la reduccion en
el flujo genético, lo que conlleva a un escenario de monopolizacién (Orsini et al., 2013). Otro
escenario es la colonizacion serial (mas de un evento de colonizacion) en este caso se
espera una correlacion positiva entre la diferenciacién genética en loci neutrales y la
distancia geografica, dicha correlacion podria 0 no observarse en loci bajo seleccion
divergente, dependiendo de la fuerza de los procesos de adaptacion local (Orsini et al.,
2013).

1.3 Genética del paisaje

Los patrones mencionados anteriormente surgen de la unificacion de datos genéticos y
ambientales. Recientemente este segundo punto ha tenido un gran avance, debido sobre
todo al desarrollo de los sistemas de informacién geografica (SIG), que permiten capturar,
almacenar, manipular, analizar y desplegar en todas sus formas la informacién
geograficamente referenciada. La genética del paisaje se basa justamente en este tipo de
datos paisajisticos y busca entender los procesos microevolutivos que influyen en la
distribucion espacial de la variacidén genética intraespecifica (Manel et al., 2003). El método

general utilizado en la genética del paisaje consta de dos pasos importantes: i) la deteccién
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de discontinuidades genéticas vy ii) su correlacion con caracteristicas ambientales y/o fisicas
del paisaje (por ejemplo, gradientes de temperatura o la presencia de barreras fisicas o

ecoldgicas) (Manel et al., 2003).

Diversas herramientas se han desarrollado para llevar a cabo cada paso. Por ejemplo, los
métodos bayesianos de agrupamiento (Pritchard et al., 2000) determinan la estructura
genética de la poblacién basandose en genotipos individuales (Anderson et al., 2010); de
esta forma permiten realizar conclusiones a posteriori acerca de la intensidad y/o
direccionalidad del flujo genético. Algunos de estos métodos de agrupamiento tienen,
ademas, la capacidad de incluir informacion sobre la distribucion espacial de los individuos
para mejorar la resolucion de los datos (Corander et al., 2008). La inferencia, hecha dentro de
un marco bayesiano, acerca del numero de grupos genéticos y su ubicacion espacial se basa
en simulaciones (Guillot et al., 2005). Para llevarla a cabo se calcula la probabilidad de
encontrar cierto numero de grupos genéticos (k) con frecuencias alélicas especificas dados

los genotipos observados. La k con la mayor probabilidad posterior sera la elegida.

Geneland (Guillot et al., 2005) es un paquete para la plataforma R (R Core Team, 2013) que
utiliza datos geograficos y genémicos para inferir, dentro de un marco bayesiano, el numero
de grupos genéticos y la localizacién espacial de las discontinuidades genéticas entre dichas
poblaciones (Guillot et al., 2005). El modelo estadistico empleado considera el total de los
individuos como una serie de poblaciones en equilibrio Hardy-Weinberg, cuyos loci estan en
equilibrio de ligamiento, organizadas espacialmente en forma de una teselacién Poison-
Voronoi y con una distribucion espacial azarosa de los individuos dentro de cada una de ellas
(Guillot et al., 2005). Otro programa bayesiano de agrupamiento que puede utilizar
coordenadas geograficas es BAPS (Corander et al., 2008). Este utiliza el algoritmo espacial
de triangulacion de Delaunay para conectar a los individuos o sitios de muestreo a partir de
su localizacion. El modelo estadistico involucra tres parametros: una grafica que especifica
los vecinos de cada individuo, un parametro que brinda el peso especifico a la informacion
espacial en el esquema de inferencia y el numero de grupos genéticos (Corander et al.,
2008). Posteriormente es posible esquematizar el flujo genético mediante flechas

ponderadas, cuyo “peso” es proporcional a la cantidad de ancestria relativa entre el grupo
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genético que dona los migrantes y el que los recibe (Corander et al., 2008).

Varios analisis utilizando datos simulados y empiricos han demostrado la confiabilidad de los
métodos espaciales para la deteccion de limites genéticos (Safner et al., 2011). Sin embargo,
la presencia de patrones fuertes de aislamiento por distancia puede provocar una
sobrestimacién del numero de grupos genéticos (Safner et al., 2011). A pesar de esta
limitacion, dichos métodos son muy confiables bajo distintos escenarios (Safner et al., 2011) e
incluso cuando se tienen niveles de diferenciacion poblacional relativamente bajos (Latch et
al., 2006), por lo que han adquirido mucha popularidad. Por ejemplo, utilizando Geneland
(Guillot et al., 2005) se examino el efecto de las barreras geograficas sobre la dispersion y la
diversidad genética neutral en cuatro localidades arrecifales de los peces Diplodus vulgaris,
Mullus surmuletus, Serranus cabrilla, Oblada melanura, Tripterygion delaisi, Apogon imberbis
y Symphodus tinca (Galarza et al., 2009). En D. vulgaris, M. murmulletus y S. tinca la
ubicacién del limite genético coincide con la presencia de un primer frente oceanico, mientras
que en A. imberbis y O. melanura coincide con la presencia de otro frente oceanico; en S.
Cabirilla'y T. delaisi el limite genético no coincide con ninguna barrera fisica (Galarza et al.,
2009). Este estudio comparativo demuestra la capacidad de los métodos Bayesianos de
agrupamiento para identificar la ubicacion espacial de barreras geograficas y su efecto en la
diversidad genética, a la vez que sugiere la existencia de otros factores ecoldgicos o

conductuales que afectan la dispersion.

Otro método utilizado para analizar el flujo genético, esta basado en la teoria de circuitos, y
brinda especial relevancia a la conectividad entre poblaciones (McRae, 2006). En él, se
estructura espacialmente el flujo genético de manera similar a una corriente eléctrica, donde
concurren materiales de gran conductancia y de alta resistencia (McRae & Beier, 2007).
Dicho enfoque perrmite evaluar las caracteristicas fisicas del paisaje que aumentan o limitan
el flujo genético. Este método ha mostrado un mejor desempeno al compararse con pruebas
de aislamiento por distancia o de ruta de menor costo; este ultimo modela el costo relativo al
movimiento entre dos habitats asumiendo la existencia de una ruta 6ptima (Penrod et al.,
2006). Esto debido a que el flujo genético entre poblaciones reales puede ocurrir por mas de

una ruta e incluso realizarse de manera indirecta a través de varias generaciones (McRae &
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Beier, 2007).

Otra forma de analizar las determinantes de la estructura genética es realizar correlaciones,
utilizando la prueba de Mantel (1967) y de Mantel parcial (Bohonak 2002), entre las
distancias genéticas y las geograficas y/o ambientales. Con estas pruebas se analiza la
correlacion lineal entre gradientes ambientales y la variacion genética o geografica.
Recientemente, con el incremento del conocimiento ecoldégico de muchos sistemas naturales,
también se han utilizado para estudiar la correlacion entre distancias ecoldgicas y genéticas.
Sin embargo, estas pruebas solo son apropiadas cuando la hipétesis bajo estudio puede ser

formulada en términos de distancias (Orsini et al., 2013).

1.4 Genomica ecologica

El medio ambiente natural donde se desarrollan todos los organismos presenta una multitud
de desafios biodticos y abidticos, los cuales requieren respuestas que pueden ser en forma de
modificaciones en rasgos bioquimicos, fisioldgicos, genéticos, morfolégicos y/o conductuales,
en tiempos tanto ecoldgicos como evolutivos (Ungerer et al., 2008). Para poder adquirir un
conocimiento profundo sobre éstas se requiere una aproximacion multidisciplinaria, que
combine analisis organismicos, genéticos, gendmicos y experimentos de laboratorio, todo
dentro de un contexto ecoldgico (Ungerer et al., 2008). Una de estas aproximaciones, la
genomica ecologica, se define como un campo integrativo de conocimiento que busca
entender los mecanismos genéticos que subyacen a las respuestas de los organismos hacia
su ambiente natural (Ungerer et al., 2008). Uno de los objetivos de este campo de
conocimiento es detectar los loci responsables de las adaptaciones locales (Mosca et al.,
2014), es decir, de aquellas que surgen de la interaccion entre diferentes tipos de seleccién,
la cantidad de variacion genética, el flujo genético y la heterogeneidad ambiental (Alberto et
al., 2013). Esto permite, por ejemplo, predecir la respuesta de los organismos ante el cambio

global para asi generar herramientas de manejo y conservacion (Mosca et al., 2012).

A pesar del creciente interés en esta area de investigacion, aun quedan muchas preguntas

respecto a las bases moleculares y genéticas que subyacen la evolucion adaptativa (Jones
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et al., 2012). Sin embargo, estudios recientes han comenzado a responder estas
interrogantes. Por ejemplo, estudiando poblaciones naturales de Arabidopsis thaliana se
identificaron sefiales de adaptacién relacionadas con variables climaticas como la
temperatura, la precipitacion, la radiacion fotosintéticamente activa, la humedad relativa, la
duracién de cada estacion y la aridez (Hancock et al., 2011). En otro estudio, utilizando
diferentes ecotipos de esta especie, se detectaron variantes alélicas relacionadas con la
supervivencia promedio y el tiempo de vida del fruto (Fournier-Level et al., 2011). Estas
variantes fueron relacionadas positivamente con la adecuacion en distintos sitios

experimentales, lo que demuestra su caracter adaptativo (Fournier-Level et al., 2011).

Para identificar loci con senales de seleccidn natural y evaluar el papel de ésta en la variacion
genética se utilizan generalmente dos aproximaciones. La primera de ellas se basa en el
estadistico de diferenciacidén entre subpoblaciones FsT. La idea subyacente es que, mientras
los procesos demograficos afectan a todo el genoma, la seleccion solo actua sobre aquellos
loci involucrados en procesos adaptativos (Pannell & Fields, 2014). Considerando esto, es
posible generar una distribucion de valores de FST esperados bajo procesos demograficos
determinados, para después detectar aquellos cuyos valores son outliers (Lewontin &
Krakauer, 1973). De esta forma, loci bajo seleccion direccional mostraran valores de FsT
significativamente elevados, mientras que aquellos bajo seleccion balanceadora mostraran
valores significativamente bajos (Excoffier & Lischer, 2011). Uno de los primeros métodos
propuestos consiste en calcular la varianza esperada para FsT bajo diferentes distribuciones
de las frecuencias alélicas, posteriormente se pone a prueba si la varianza observada puede
ser obtenida en un escenario de neutralidad (Lewontin & Krakauer, 1973). Otro método
obtiene la distribucion de FsTa partir de un modelo de islas; aquellos loci ubicados en los
extremos de la distribucién generada seran considerados outliers (Beaumont & Nichols,
1996). Los métodos antes mencionados (Lewontin & Krakauer, 1973, Beaumont & Nichols,
1996) asumen que todas las poblaciones muestreadas son independientes o contribuyen en
igual medida a la poza de migrantes (Excoffier et al., 2009). El modelo jerarquico de islas
(Slatkin & Voelm, 1991), implementado en el programa Arlequin (Excoffier et al., 2005), toma
en cuenta la heterogeneidad de las afinidades entre poblaciones; y asume que el flujo

genético es mayor entre poblaciones dentro del mismo grupo genético (Excoffier & Lischer,
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2011).

Por otro lado, también se han formulado aproximaciones basadas en estadistica bayesiana
(Excoffier et al., 2005). Por ejemplo, Bayescan (Foll & Gaggiotti, 2008) es un programa
basado en el estadistico FsT que utiliza un escenario basado en un modelo de islas, en el
cual las frecuencias alélicas de cada subpoblacion estan correlacionadas debido a la
migracion desde una poza génica comun, de la cual difieren en distinto grado. En este
método el coeficiente de FST obtenido se descompone en un componente poblacién-
especifico, compartido por todos los loci, y otro componente locus-especifico, compartido por
las poblaciones. Por lo tanto, si para explicar el patron de diversidad de un locus determinado
es necesario utilizar el componente locus-especifico, entonces dicho locus se considera un
outlier (Foll & Gaggiotti, 2008).

La segunda aproximacién para evaluar el papel de la seleccion natural consiste en la
asociacion entre variantes alélicas determinadas y habitats particulares o variables
ambientales especificas; de esta forma se resalta la posible existencia de genes implicados
en procesos adaptativos (Pannell & Fields, 2014). Existen diversos métodos basados en esta
aproximacion. El mas sencillo de ellos busca detectar la correlacién entre las frecuencias
alélicas entre subpoblaciones con una variable ambiental determinada. Comunmente, el nivel
de significancia es evaluado utilizando el valor de p obtenido a partir de una prueba de
Student (Villemereuil et al., 2014). Una extension de este método es el uso de la regresién
logistica (Bonin et al., 2007). Este tipo de regresion describe la asociacion entre una variable
de respuesta cualitativa que sigue una distribucidén binomial y una o mas variables
predictivas, en este caso variables ambientales (Bonin et al., 2007); por lo tanto, resulta
perfectamente adaptable para marcadores dominantes, ya que estos tienen solo dos estados
posibles (presencia y ausencia) y por consiguiente presentan una distribucién binomial.
Posteriormente se puede utilizar el estadistico G y/o la prueba de Wald (Hosmer &
Lemeshow, 2000) para examinar el nivel de significancia de la asociacion (Bonin et al., 2007).
Otro método que ademas toma en cuenta la estructura poblacional es el de Modelos Mixtos
de Factores Latentes (FLMM por sus siglas en inglés) (Frichot et al., 2013). Este algoritmo

combina analisis de componentes principales con una regresion (Villemereuil et al., 2014),
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de esta manera la variacion genética es dividida en aquella que es explicada por variables
ambientales y aquella que es resultado de la historia demografica de la especie; esto
tedricamente reduce la tasa de falsos positivos, es decir la tasa a la cual los loci neutrales
son erréneamente considerados selectivos (Lotterhos & Withlock, 2014 ), cuando se tienen
escenarios de aislamiento por distancia (Frichot et al., 2013). Para mas informacién acerca
de las caracteristicas y el desemperio de distintos métodos basados en ambos tipos de
aproximaciones véase De Mita et al. (2013), Villemeuril et al. (2014) y Lotterhos & Withlock
(2014).

Comparando tres métodos basados en FsTy cinco basados en correlaciones ambientales se
encontré que el segundo tipo de aproximacioén (correlaciones ambientales) tiene un mayor
poder estadistico, aunque también presenta una mayor tasa de falsos positivos (De Mita et
al., 2013). Asi mismo, el rendimiento de cada método depende de varios factores: i) a mayor
diferenciacion genética y menor intensidad de seleccion, el poder de todos los métodos
evaluados disminuye. Sin embargo, incluso en escenarios con baja intensidad de seleccion
los métodos basados en correlaciones ambientales muestran suficiente poder y no son
afectados por el modelo demografico adoptado (De Mita et al., 2013); ii) a mayor tasa de auto
fertilizacion, mayor cantidad de falsos positivos, esto podria deberse al aumento en la
varianza genética entre poblaciones debido a la disminucién del tamafio poblacional efectivo
(De Mita et al., 2013); iii) en general el rendimiento de todos los métodos es mejor en un
esquema de muestreo que abarque un gran numero de poblaciones y no muchos individuos

en pocas poblaciones (De Mita et al., 2013).

En otra comparacion de estos métodos simulando escenarios mas complejos, como
estructuras poblacionales jerarquicas o seleccién poligénica (Villemereuil et al., 2014) se
resalta la necesidad de utilizar métodos mas flexibles, como el FLMM, que no dependan de
un modelo poblacional particular. También se recomienda el uso de un marco estadistico en
el que sea posible poner a prueba cada método en cuanto a su poder en relacién a la tasa de
falsos positivos. Esto resulta dificil debido a que cada método utiliza un criterio diferente para
medir el nivel de significancia estadistica, por ejemplo, el valor p utilizado en Arlequin no es

equivalente al factor Bayes utilizado en Bayescan (Lotterhos & Withlock, 2014). Sin embargo,
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utilizando el concepto de tasa de falso descubrimiento, es decir, la tasa a la cual loci
considerados selectivos son en realidad neutrales, es posible medir la significancia
estadistica en este tipo de estudios (Storey & Tibshirani, 2003). Esta aproximacion se basa
en el valor q, similar al valor p, que brinda a cada caracteristica su nivel individual de
significancia. Mientras que el valor p es una medida de significancia en términos de la tasa de
falsos positivos, el valor g es una medida en términos de la tasa de falso descubrimiento
(Storey & Tibshirani, 2003). Por ejemplo, una tasa de falsos positivos de 5% significa que, en
promedio, 5% de los loci realmente neutrales seran considerados outliers. Mientras que una
tasa de falso descubrimiento del 5%, significa que, de los loci considerados selectivos, en
promedio 5% son en realidad neutrales (Storey & Tibshirani, 2003). El uso de esta
metodologia permitiria obtener un balance entre la tasa de falsos positivos y la deteccion de
loci verdaderamente selectivos, ademas de ser una medida de significancia que puede ser

interpretada universalmente (Storey & Tibshirani, 2003).

1.5 Coniferas. Biologia, evolucion y ecologia

Las coniferas son un grupo de plantas con semilla que descienden de un ancestro comun en
el Paleozoico tardio. Hoy en dia, existen aproximadamente 550 especies de estas plantas,
distribuidas por todo el mundo, con excepcién de la Antartida. El nombre significa portador de
conos, sin embargo, la inclusion de las semillas dentro de un cono no es una caracteristica
de todas las coniferas. Si bien no existe una singularidad que una a todas estas especies y
las separe del resto de las plantas con semillas, existe amplia evidencia de su identidad y
diferenciacion como grupo natural. Por ejemplo, la estructura particular de los conos, cuando
estan presentes, es unica de las coniferas; las caracteristicas de la madera, como la
composicién del tejido conductor de agua (Unicamente con traqueidas), que las diferencia de
las plantas con flor y de las gnetales, asi como la estructura particular de sus granos de
polen (Eckenwalder, 2009).

Las coniferas mas antiguas conocidas datan del periodo Carbonifero tardio (Eckenwalder,
2009). Durante el periodo Pérmico éstas se volvieron mas abundantes, dominando al menos

en parte, los bosques secos de tierras bajas caracteristicos de este periodo; sin embargo,
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ninguna de estas especies pertenece a alguna de las seis familias existentes hoy en dia
(Eckenwalder, 2009). Durante el periodo Triasico, siguiendo las extinciones del Pérmico, las
coniferas continuaron diversificandose. Al final de este periodo, se encuentran fosiles
pertenecientes a tres de las familias actuales: Araucariaceae, Cupressaceae y
Podocarpaceae. Durante el Mesozoico, los bosques de coniferas se volvieron dominantes;
sin embargo, la primer evidencia incontrovertible de miembros con las caracteristicas
completas de las familias existentes restantes (Pinaceae y Sciadopityaceae) solo surge hasta

el Cretacico, hace unos 145 millones de afios (Eckenwalder, 2009).

Alrededor del mundo las coniferas se localizan en una gran variedad de habitats, dominando
especialmente los bosques boreales del hemisferio norte y continuando hacia el sur a través
de cadenas montafosas de gran altitud (Rushfort 1987). Una caracteristica de estas regiones
es un invierno largo y seco y un verano corto y frio. Las principales adaptaciones que
permiten la dominancia de las coniferas en estas regiones son la tolerancia a la falta de
humedad, y la capacidad para conservar agua y llevar a cabo un crecimiento acelerado
durante la temporada favorable (Rushfort 1987). Por el contrario, en regiones donde la
precipitacion supera los 100 cm anuales, como los bosques humedos de la costa oeste de
los Estados Unidos, también pueden ser dominantes; sin embargo en estas regiones el
verano puede ser muy calido y el potencial de evapotranspiracion muy alto, por lo tanto la
capacidad de tolerar periodos secos brinda a las coniferas una ventaja sobre otras plantas
(Rushfort 1987).

Dentro de la familia Pinaceae se encuentra el género Abies. Estos son arboles medianos a
grandes, con hojas arregladas generalmente en espiral con forma de aguja, que alcanzan la
madurez sexual a los 20 afos; viven en promedio 60 ainos, son Monoicos y sSus conos
masculinos se agrupan en la parte baja de la corona, mientras que los femeninos lo hacen en
la parte superior. Estos son polinizados por el viento y se rompen al llegar a la madurez,
liberando numerosas escamas ovuliferas con dos semillas aladas cada una, que también son
diseminadas por el viento. Todos los Abies son diploides con un numero cromosémico de
(2n) 24 (Eckenwalder, 2009). Los diversos abetos (nombre comun del género) se encuentran

cercanamente emparentados y muestran una apariencia uniforme, por lo que su clasificaciéon
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resulta complicada, ademas existe un componente geografico importante en su taxonomia;
particularmente en zonas como China, México y Guatemala, donde existen serios problemas
taxondmicos y de conservacion debido al poco conocimiento de las especies y a su

explotacion descontrolada (Eckenwalder, 2009).

En México los bosques de Abies cubren cerca del 0.16% del territorio nacional, estando
distribuidos de manera dispersa y localizada. Generalmente se presentan entre los 2,400 —
3,600 msnm, en la mayor parte de los casos restringidos a un cerro, una ladera o una
canada. Esta distribucion se explica debido a los altos requerimientos de humedad de los
abetos mexicanos (Rzedowski, 2006). Los bosques de Abies en México se encuentran en
sitios con caracteristicas climaticas muy particulares, que incluyen una estacion seca bien
definida y nevadas moderadas o incluso ausentes. Esto tiene consecuencias en la fenologia
de la comunidad, ya que las actividades de fotosintesis, absorcion y transpiracion
practicamente no son interrumpidas a lo largo del afio. Las areas de mayor extension se
encuentran en el Eje Neovolcanico Transversal; en la Sierra Madre Occidental y Oriental los
bosques de Abies son mas escasos, mientras que en la Sierra Madre del Sur solo se
encuentran manchones aislados, sobre todo en los estados de Guerrero y Oaxaca
(Rzedowski, 2006). Dependiendo del autor, en México se reconocen de seis a diez especies
(Martinez, 1948; Liu, 1971; Rushfort, 1987; Farjon, 1990) con un alto grado de endemismo
(Rzedowski 2006). La especie mas comun a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal, en el
centro del pais, es Abies religiosa (H. B. K.) Schl. Et Cham. Esta tiene una distribucion
mayoritariamente continua entre los 2,000 a 3,500 msnm. Los suelos donde se establece el
oyamel (nombre comun con que se conoce esta especie en los estados del centro) se
caracterizan por ser muy jovenes, de origen volcanico y con pendientes muy pronunciadas
(CONAFOR). Los bosques de esta especie tienen una gran importancia, ya que son los
habitats preferidos por la mariposa monarca (Danaus plexippus) durante la época invernal

(Anderson & Browler 1996). Su uso comercial mas importante es como “arbol de navidad”.

1.6 Coniferas: Estructura genética, ambiente y evolucion molecular

Las coniferas han experimentado numerosos cambios ambientales a lo largo de su historia
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ecoldgica y evolutiva (Hamrick, 2004). Las expansiones territoriales que han ocurrido desde
el final de las ultimas glaciaciones y la presencia de adaptaciones en areas recientemente
colonizadas resaltan la capacidad de estos organismos para adaptarse en respuesta a
fuerzas selectivas que pueden variar geograficamente (Mosca et al., 2014). La capacidad de
dispersion tanto del polen como de las semillas, asi como su tiempo generacional largo
hacen de las coniferas un valioso modelo de estudio para investigar la diferenciacion
genética en presencia de flujo genético, asi como el papel de la seleccion natural
dependiente del medio ambiente en la generacion de estructura genética poblacional (Mosca
et al., 2014). El flujo genético tiene un papel muy importante en este proceso ya que, por un
lado, podria retrasar ciertos procesos de divergencia ecologica, aun aquellos que implican
una fuerte seleccion contra el migrante, mientras que por otro, podria introducir alelos

ventajosos en la poblacion, posibilitando adaptaciones locales (Nossil et al., 2009).

Diversos estudios han examinado las determinantes de la diversidad y la estructura genética
en coniferas. Por ejemplo, a nivel intrapoblacional se han descrito patrones de estructura
genética a escala fina, la cual se pierde al analizar arboles adultos (Gonzalez-Martinez et al.,
2002). Este estudio es muy importante porque analiza el flujo genético sensu stricto; es decir,
toma en cuenta eventos posteriores a la dispersion, como la adaptacion a nuevos habitats.
Por otro lado, la distancia geografica ha sido identificada como una de las principales
determinantes de la estructura genética en diversas especies de coniferas (Cuenca et al.,
2003; Mimura & Aitken 2007; Delgado et al., 2007; Mosca et al., 2014); mientras que en
otras especies, ciertas variables ambientales han demostrado una mayor importancia, por
ejemplo: la precipitacion invernal (Mosca et al., 2012 y 2014), la temperatura al inicio de la
primavera (Mosca et al. 2014), la temperatura maxima estacional (Mosca et al. 2012) y la
aridez (Eckert et al., 2010).

Estudiando procesos de adaptacion local en coniferas se han encontrado loci con sefiales de
seleccién natural correlacionados con distintas variables ambientales, por ejemplo: la
temperatura global (Eckert et al. 2010), maxima y minima diaria (Tsumura et al., 2012) y
estacional minima (Mosca et al., 2012); la aridez global y en invierno (Eckert et al. 2010); la

cantidad de radiacion solar global y la profundidad maxima de la nieve (Tsumura et al., 2012);
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y la precipitacion estacional y en invierno y otofio (Mosca et al., 2012). La mayoria de los
genes detectados estan relacionados con distintos mecanismos de respuesta al estrés
abidtico, como la respuesta al estrés oxidativo (Eckert et al., 2010) o al inicio del frio otofal
(Mosca et al., 2014) e incluyen diversos procesos fisiologicos relacionados con la membrana
celular (Eckert et al. 2010; Mosca et al., 2014), el metabolismo de azucares (Eckert et al.
2010), la actividad fotosintética, la reparacién del ADN (Frichot et al., 2013) y la respuesta a
enfermedades (Frichot et al., 2013; Mosca et al., 2014). Estos trabajos resaltan la necesidad
de incluir datos ambientales y ecoldgicos en el estudio de la estructura genética, haciendo
posible evaluar la influencia de los procesos adaptativos en la limitacién del flujo genético
(Orsini et al., 2013).

La complicada historia biogeografica de México hace dificil discernir entre las distintas
fuerzas evolutivas que moldean la variacién genética de sus especies, en especial de
aquellas con distribucién montana. Se ha propuesto que entre hace 12,500 y 9,000 anos, al
final del Pleistoceno, el clima era mas humedo y frio que actualmente y los bosques
templados alcanzaron su maximo desarrollo en el pais (Lozano-Garcia, 1993). Se sabe que
el género Abies ya estaba presente en México durante el Plioceno medio (Graham, 1993).
Debido a esto es posible que las poblaciones de Abies mexicanos hayan tenido distribuciones
histéricas mas amplias en los periodos mas frios, y hayan quedado aisladas en los
interglaciales mas calidos tal como ocurre actualmente (Aguirre-Planter et al. 2000, Jaramillo-
Correa et al., 2008).

Diversos estudios han examinado las consecuencias de estos eventos histéricos en la
cantidad y distribucién de la diversidad genética (Aguirre-Planter et al. 2000, Jaramillo-Correa
et al., 2008, Mugica-Gallart, 2013) asi como en las tasas de diversificacion e identidad
taxonoémica (Aguirre-Planter et al., 2012) de los Abies mexicanos. Utilizando diferentes
marcadores moleculares se han encontrado patrones de diversidad contrastantes (Tabla 1).
Sin embargo, una caracteristica en comun es una gran diferenciacion genética entre
poblaciones, incluso al compararse con lo reportado en otras coniferas (Aguirre-Planter et al.,
2000). Los tres estudios concuerdan en un fuerte efecto de la deriva genética asi como una

capacidad de dispersién limitada, incluso para el polen, como lo muestra el ADN de
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cloroplasto (Jaramillo-Correa et al., 2008). Dichas caracteristicas podrian sugerir un
escenario de aislamiento por distancia. Sin embargo dado que éste solo se demuestra en uno
de los estudios (Aguirre-Planter et al., 2000) para el caso de Abies religiosa, se sugiere que
las poblaciones de esta y las demas especies no han alcanzado un equilibrio deriva genética-
migracion (Aguirre-Planter et al., 2000, Mugica-Gallart, 2013). En cuanto a la identidad
taxondémica, la evidencia sugiere un estado incipiente de especiacion, lo que se refleja en la
existencia de haplotipos compartidos por la mayoria de las especies (Jaramillo-Correa et al.,
2008); es posible que esto se deba a eventos de introgresion durante los periodos glaciales,
al flujo genético contemporaneo, a la retencion de polimorfismos ancestrales o a una

combinacion de estos escenarios.

La poca divergencia interespecifica, combinada con la gran diferenciacion intraespecifica
plantea la necesidad de estudiar mas a fondo las determinantes de la distribucion de la
variacion genética en Abies mexicanos, incluyendo la influencia de la heterogeneidad
ambiental. Los estudios antes mencionados sefalan un fuerte impacto de la deriva genética,
a la vez que sugieren una capacidad de dispersion limitada. Para el caso del polen, esto
contradice la suposicion de que especies con polinizacion por viento tienen una gran cantidad
de flujo genético. Lo anterior puede deberse a la escala de los estudios previos, indicando
que es necesario analizar estos patrones tanto para el polen como para las semillas a escala
mas fina, es decir intrapoblacionalmente. Por ultimo, el papel de la seleccién natural ha sido
poco estudiado en los Abies mexicanos, la heterogeneidad ambiental dentro de su rango de
distribucion, la complicada historia demografica, con fases de contraccién y expansion, asi
como la distribucion actual a manera de manchones podrian sugerir la existencia de

adaptaciones locales.

La informacion obtenida a partir de aproximaciones como la genética del paisaje y/o la
gendmica ecolégica es de suma relevancia, ya que permite identificar las causas del
aislamiento de una poblacion, asi como la importancia de procesos microevolutivos (como las
adaptaciones locales) en su supervivencia a largo plazo. Estos resultados posibilitan la
formulacién de planes de conservacion, reforestacion, restauracién por introduccion de

diversidad genética (una vez que se conocen las afinidades evolutivas de las poblaciones), o
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el reestablecimiento de la conectividad entre poblaciones (en los casos pertinentes) en
especies amenazadas como los Abies mexicanos. Para formular planes de conservacion
efectivos es necesario considerar, y entender, el potencial adaptativo de las poblaciones ante
los cambios naturales y antropogénicos, tanto los actuales como los histéricos. Una forma de
hacer esto es estudiar poblaciones en zonas geograficas de las que se tenga conocimiento
acerca de su historia natural, asi como de las presiones actuales que amenazan su
viabilidad. El conocimiento generado a partir de este enfoque permitira identificar las
respuestas histéricas que estas poblaciones han tenido, para asi poder hacer predicciones
sobre su comportamiento frente a las presiones actuales. Las poblaciones de Abies
mexicanos mas amenazadas se encuentran en el Eje Neovolcanico Transversal, ya que ahi
se concentra la mayor diversidad humana del pais. Lo anterior, aunado al gran conocimiento
de la historia glacial de los volcanes del centro del pais (hay evidencia de glaciaciones en tres

volcanes de esta zona) hacen de estas poblaciones candidatos ideales para este fin.

Tabla 1. Niveles de diversidad en especies de Abies mexicanos utilizando diferentes marcadores moleculares.

art,
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1.7 Historia natural del Ajusco

El volcan Ajusco se encuentra en la parte sur de la provincia fisiografica de la Mesa Central
(Fig. 1). La cuenca tiene una altura promedio de 2,300 msnm y esta formada, casi en su

totalidad por mantos de lava y materiales piroplasticos (White 1990).
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Figura 1 — Ubicacién y modelo fisiografico del volcan Ajusco. Modificada de Garcia-Aguirre et al. (2007).

La montafiana conocida como Ajusco es en realidad un grupo de picos aislados a unos 1700
m sobre el nivel del piso de la cuenca; el volcan consiste en un conjunto de varias rocas
volcanicas formadas por mantos andesitico-daciticos en su parte inferior, que van cambiando
gradualmente de composicion hacia el este hasta que se hacen casi daciticos (White, 1990).
A mitad de la montafa se presentan mantos de andesita lamprobolita de piroxeno, la cual

continua con un agregado de las rocas de andesita hasta la cumbre. En el lado este
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alrededor del Valle del Doberman hay un gran cuerpo de roca que posiblemente corresponda
a rocas volcanicas del Terciario Medio de Schlaepfer (1968), éstas se presentan en los
flancos sureste del volcan. Hacia el oeste y noroeste se encuentran rocas antiguas conocidas
como la serie Andesitica de las Cruces (White 1990). Las cumbres del Ajusco sobresalen de
los mantos de lava y sedimentos volcanicos de la Serie Basaltica Chichinautzin del

Pleistoceno superior y del Holoceno (White 1990).

El volcan Xitle es un pequefio cono cineritico de la Serie Chichinautzin que se encuentra a 2
km del flanco noreste del Ajusco (Fig. 2). Este volcan produjo varios mantos delgados de lava
y una serie de erupciones mas recientes, fechadas con técnicas de radiocarbén en 2,422 +
250 afos y 1,960 + 70 anos, respectivamente (White 1990). Durante estas ultimas lanzé
varias capas de ceniza volcanica que cubrieron las praderas del noreste del Ajusco y los
depdsitos glaciales que ahi se encontraban. Hoy en dia, los flujos de lava del Xitle forman un
deposito continuo que va desde su parte sur hasta la ceniza negra de las morrenas de la

parte norte y noreste del Ajusco (Fig. 2).

Figura 2 — Flujos de lava del volcan Xitle. En rojo se detalla la ubicacién del Xitle y los flujos que impactaron el

noreste del volcan Ajusco. Los nimeros romanos indican la secuencia extrusiva de los flujos de lava: ) Agua
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escondida; I1) Héroes de 1910; Ill) Miguel Hidalgo; IV) Ciudad Universitaria; V) Pedregal de San Angel; VI)
Seminario y; VII) San Buenaventura Modificada de Delgado et al. (1998).

En el Ajusco se han inferido al menos cinco glaciaciones durante los ultimos 28,000 afos
(Tabla 2, Fig. 3). Los bordes o el delineamiento de los glaciares se enmarcan por las

morrenas laterales, o por las crestas cubiertas de depdsito glacial.

Los primeros glaciales que, con alguna certeza, alcanzaron las laderas inferiores del Ajusco,
fueron los de la glaciacion Marqués hace unos 27,190 (x 930) anos (White, 1990) . Después,
estos retrocedieron e incluso desaparecieron durante unos 2,000 afos, hasta la glaciacion
Santo Tomas, ocurrida hace 25,077 (x 680) afios, cuando volvieron a desarrollarse
(White,1990). Luego de éste periodo, el glacial retrocedié nuevamente y el area alrededor del
Ajusco, incluyendo la Cuenca de México, estuvo sometida a una historia eruptiva volcanica
complicada. En ésta se presentaron varios periodos de grandes precipitaciones de cenizas
volcanicas que fueron seguidos por la erosién de las mismas en las laderas altas del Ajusco y
por su acumulacion sobre las morrenas y los sedimentos coluviales. Durante este prolongado
tiempo de erupciones volcanicas tuvo lugar la glaciacion Albergue (hace 15,088 + 150) , que
fue un acontecimiento corto y tardio (White 1990). Sobre los depdsitos glaciales producto de
las tres glaciaciones mayores (glaciacion Marqués, glaciacion Santo Tomas y glaciacion
Albergue) se formaron los suelos inceptisoles, cuya diferencia radica en el grado de
desarrollo; siendo los mas desarrollados aquellos formados sobre el depdsito producto de la

glaciacién Marqués (White 1990).

Tabla 2. Longitud total y edad de los glaciares en los cuatro valles del Ajusco durante las glaciaciones del

Pleistoceno superior. La edad esta calculada a partir de técnicas de radiocarbono (White 1990).

El clima del Ajusco depende de la latitud y de la altitud de los diferentes picos (White 1990).
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La temperatura y la precipitacion media anuales son de 8.1 °C y 1,341 mm, respectivamente
(Garcia-Aguirre et al. 2007). En las alturas menores y en las zonas que rodean el volcan por
el sur, existe un clima calido de meseta, con inviernos secos y veranos frescos, segun la
clasificacion de Koeppen (White 1990). Alrededor de las laderas superiores hay un clima
lluvioso templado-calido sin estacién seca notable. Esta parte esta sometida a la influencia
del viento portador de humedad de los alisios del noreste en el verano. Las laderas
superiores tienen un clima de tundra (White, 1990). La parte norte es mas humeda que la
parte sur debido a una menor radiacion solar y a que el mismo volcan actua como una
barrera orografica contra los vientos prevalecientes de direccion noreste (Garcia-Aguirre et
al. 2007). Los veranos pueden ser mas prolongados y calurosos en la parte sur de la
montafa que en la norte, debido al clima tropical presente a corta distancia del sur de la
Meseta Central (White 1990).
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Figura 3 — Mapa que ilustra la ubicacién de las morrenas producto de las cinco glaciaciones ocurridas en el
volcan Ajusco. Modificada de White & Valastro (1984).

En los lados norte y noreste se encuentran varios tipos de suelo inceptisoles (ocreptos y
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andeptos), de acuerdo a la clasificacidon de suelos de la Séptima Aproximacion (1960),
mientras que las laderas mas secas y rocosas del sureste, sur y suroeste estan formadas por
entiosoles (ortentos) (White, 1990).

Existe una diferencia sustancial entre la pendiente norte y la sur. En la primera se encuentran
remanentes glaciales como morrenas (Fig 3), mientras que en la segunda se desarrollaron
fendmenos periglaciales como fluctuaciones frecuentes de temperatura y procesos
cryoclasticos (White & Valastro 1990), es decir produccion de clastos debido a la
fragmentacion de las rocas por el frio. El movimiento de estos clastos resultd en la formacion
de abanicos aluviales en la base de la pendiente. Estas diferencias entre las pendientes
provocan una asimetria en el volcan e influyen fuertemente en la distribucion de la

vegetacion (Garcia-Aguirre et al. 2007).

Tabla 3 — Comunidades vegetales en el volcan del Ajusco (Tomado de Garcia-Aguirre et al. 2007).

inte (°)

-45
-45
-40
-40
I=1V
10-50 15-45
2-50
5-10 8-35
1-20
10-70 10-35
5-70
20 - 80 5-18
5-30

En el Ajusco se encuentran definidas ocho comunidades vegetales segun un estudio
realizado bajo un enfoque fito-geomorfoldgico (Garcia-Aguirre et al. 2007) (Tabla 3). Cinco de
ellas corresponden al grupo de pinos y pastos, dos al de abetos y una es una comunidad de

pastos (Fig. 4). Las comunidades de Festuca, Pinus y Muhlenbergia crecen en la pendiente
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sur entre los 3,200 y 3,800 msnm. En todas las pendientes, entre los 3,400 y 3,900 msnm se
distribuyen comunidades de Festuca y Muhlenbergia, mientras que los bosques de Abies
estan mejor representados en la pendiente norte (2,900 — 3,200 msnm) y la noreste (3,200 —
3,560 msnm). En las pendientes sur y sureste (3,050 — 3500 msnm) solo se encuentran en
las barrancas mas profundas. Esta distribucion puede ser explicada por las condiciones de
humedad, fertilidad del suelo y proteccion del viento, requerimientos que son cumplidos en la
mayoria de las pendientes cdncavas del norte, asi como en algunas de estas pendientes en

el sur (Garcia-Aguirre et al. 2007).

A Bosgue de Abies

B: Festuca-Mulhenbergia-Pinus
= C Pinus-Festuca-Mulhenbergia-Calamagrostis
Bl D: Festuca-Mulhanbargia

— 1: Highvwray

I T | I 4T

Figura 4 — Mapa de la vegetacién del volcan Ajusco. (A) Los bosques de Abies se distribuyen en su mayoria
sobre la pendiente norte y noreste (comunidades 5y 7 de la Tabla 3). (B-D) Comunidades de pinos y pastos se
encuentran sobre todo en la pendiente sur y a grandes alturas (comunidades 1, 2, 3, 4, 6 y 8). Modificada de
Garcia-Aguirre et al. (2007).
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Si bien la condiciones ambientales donde se distribuye Abies religiosa dentro del Ajusco son
muy similares, existen factores que podrian sugerir la existencia de micro ambientes; esto
explicaria la distribucion tan localizada de esta especie y las diferencias en su abundancia
entre la pendiente norte y sur. Lo anterior podria sugerir la ocurrencia de procesos de
diferenciacion genética (adaptativa o neutral) a nivel intrapoblacional; asi como procesos de

adaptacion local.
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2. Objetivos generales

Identificar los elementos ecolégicos y/o historicos que influyen en la distribucion espacial de

la variacion genética de la poblacion de Abies religiosa del volcan Ajusco.

2.1 Objetivos particulares

Determinar la diversidad y estructura genética de la poblacion de Abies religiosa del volcan

Ajusco.

Comparar la intensidad del flujo genético producto de la dispersion a través del polen y de las

semillas, asi como su efecto en la estructura genética intrapoblacional.

Identificar loci posiblemente afectados por seleccion natural y su relacién con determinadas

variables ambientales, asi como su importancia en la diferenciacion genética.
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3. Justificacion

La complicada historia biogeografica de los Abies mexicanos hace dificil discernir entre las
distintas fuerzas evolutivas que han moldeado su variacién genética. Es posible que las
poblaciones de estas especies hayan tenido fluctuaciones en cuanto a su tamario y
distribucion, estos eventos demograficos sin lugar a dudas han tenido un fuerte impacto en la
cantidad y distribucion de la diversidad genética (Aguirre-Planter et al. 2000, Jaramillo-Correa
et al., 2008). Entender las consecuencias genéticas de dichos procesos demograficos, a
distintas escalas geograficas, es importante para conocer bajo qué condiciones los cambios
en las distribuciones pueden amenazar la existencia de determinadas poblaciones y/o
especies o, por el contrario, tener un rol activo en la generacion de la diversidad de especies
(Knowles & Alvarado — Serrano, 2010). La poca divergencia interespecifica, combinada con
la gran diferenciacién intraespecifica de los Abies mexicanos plantea la necesidad de
estudiar mas a fondo las determinantes de la distribucién espacial de la variacion genética.
La deriva genética y el flujo genético han sido senaladas como las principales fuerzas
evolutivas que actuan sobre estas especies (Aguirre-Planter et al. 2000, Jaramillo-Correa et
al., 2008, Mugica-Gallart, 2013). Es necesario analizar el papel de dichas fuerzas a escala
microespacial e intrapoblacional, ya que estas tienen una gran influencia en poblaciones
pequenas y localizadas, como las de las especies endémicas (Hamrick & Loveless, 1984);
ademas, la importancia relativa de cada proceso depende (en gran medida) de la capacidad
de dispersion de la especie focal, que a su vez esta correlacionada con la escala espacial
(Orsini et al., 2014).

La informacion aqui obtenida complementa el conocimiento previo acerca de los procesos
evolutivos macroespaciales (Aguirre-Planter et al., 2000; Jaramillo-Correa et al., 2008;
Mugica-Gallart, 2013), ademas de que permite estudiar un espectro mas amplio del flujo
génico al utilizar marcadores moleculares con diferentes patrones de herencia. En este
estudio se analizo explicitamente, y por primera vez para los Abies mexicanos, el papel de la
seleccién natural en la generacién de la estructura genética intrapoblacional; esto no solo
brinda un panorama mas amplio sobre la historia evolutiva de este género en México, sino

que permite identificar los factores ambientales que han provocado el surgimiento de
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adaptaciones locales. El conocimiento de las presiones que afectan la dinamica evolutiva de
las poblaciones a un nivel microespacial, asi como la informacion obtenida a partir de las
distintas aproximaciones empleadas en este estudio, permiten generar estrategias de
conservacion y manejo de poblaciones fragmentadas debido a presiones como la
urbanizacién, la agricultura o los incendios forestales, todas situaciones particularmente
relevantes para el Eje Neovolcanico Transversal donde se concentra la mayor densidad

poblacional (humana) en el pais (INEGI).
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4. Hipotesis

La distribucion espacial de la variacion genética depende de factores paisajisticos, como la

distancia geografica, o de similitudes ecolégicas entre localidades.

Dado que la capacidad de dispersion del polen es mayor que la de las semillas, no se

encontrara estructura genética cuando se estudien los marcadores moleculares de

cloroplasto.

Las diferencias ambientales presentes en la poblacion estudiada, generan adaptaciones

locales intrapoblacionales y estas se reflejan en unos pocos loci afectados por seleccion

natural.

39



5. Método

Analisis moleculares

5.1 Obtencion, extraccidon y amplificacion de muestras

Para el muestreo, realizado durante diciembre del 2012, se localizaron 12 puntos sobre la
carretera Picacho — Ajusco que rodea el volcan (Fig. 5); alli se colectaron aciculas de 20
individuos separados por 10 metros 0 mas dependiendo de la abundancia de la especie en

cada localidad. Cada arbol colectado fue georeferenciado utilizando un GPS (Anexo 1a).
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Figura 5. Ubicacién geografica y nombre de las doce localidades ubicadas sobre de la carretera Picacho —

Ajusco que rodea el volcan Ajusco donde se realizé el muestreo. En cada localidad se tomaron aciculas de 20

individuos y la geo referencia individual.

ElI ADN se extrajo utilizando el kit “DNeasy plant mini kit” (QIAGEN) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para comprobar que la extraccion fue exitosa se corrieron 5 L
del ADN en un gel de agarosa al 1% en TBE y tefiido con bromuro de etidio, con una

corriente de 100 V durante 30 minutos, para después observarlo bajo luz ultravioleta.

El protocolo utilizado para la obtencién de polimorfismos de tamafo de fragmentos
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amplificados (AFLPs) constd de cuatro pasos:
1. EI ADN gendmico (1 pL) fue digerido utilizando cinco unidades de la enzima de
restriccion Eco RI (Invitrogen) y tres de Tru 1/ (Mse I) (Thermo Scientific), en el buffer
Tango 2X (Thermo Scientific) a un volumen final de 15 pL. La mezcla se incubo por tres
horas a 37° C y luego por otras tres horas a 65° C.
2. Se ligaron los adaptadores EcoRI-adapter (F_CTCGTAGACTGCGTACC y
R_AATTGGTACGCAGTCTAC) y Msel-adapter (F_GACGATGAGTCCTGAG y
R_TACTCAGGACTCAT) con concentraciones de 3.8 mM y 0.38 mM, respectivamente.
Esto se hizo en un volumen total de 6.47 uL que contenia bufferT4 (1.53X), NaCl2 (0.003
mM), BSA (0.001 mg/mL) y una unidad de Ligasa (Invitrogen). Posteriormente se afiadid
6.47 L de ADN-digerido. La reaccion se incubo por 3 horas a 37° C y el producto final se
diluyé 1:10 con agua bidestilada.
3. Se realizé un PCR pre-selectivo con la siguiente mezcla: 1X de Green go Taq Flexi
Buffer, 1.5 mM de MgCI2, 0.5 mM de dNTPs, 0.2 mM de cebador Eco+0, 0.2 mM de
cebador Mse+0, una unidad de Go Taq Flexi DNA Polymerase (PROMEGA), y 3uL del
producto diluido de la ligacion, para un volumen total de 50pL.
El programa de amplificacion fue el siguiente: 2 minutos de desnaturalizacién a 94° C,
seguido de 25 ciclos de 20 segundos de desnaturalizacién a 94° C, 1.5 minutos de
alineacion a 57° C y 3 minutos de extension a 72° C.
4. Se realiz6 un PCR selectivo con la siguiente mezcla: 1X de Green go Taq Flexi Buffer,
1.5 mM de MgClz, 0.5 mM de dNTPs, 0.5 mM de cebador Eco+3, 0.5 mM de cebador
Mse+4, una unidad de Go Taq Flexi DNA Polymerase (PROMEGA), y 2.5 yL del producto
del PCR preselectivo, para un volumen total de 12.5 pL. (Véase Anexo 2a para
informacion sobre la secuencia y combinaciones de cebadores usados).
El programa de amplificacion para este ultimo paso fue el siguiente: 2 minutos de
desnaturalizacion a 94° C, seguido de 25 ciclos de 20 segundos de desnaturalizacion a
94° C, 1.5 minutos de alineacion a 57° C y 3 minutos de extension a 72° C, por ultimo un

ciclo de extension de 40 minutos a 60° C.

La intencidn de realizar una segunda ronda de amplificacion (PCR selectivo), utilizando
cebadores con cierto numero extra de oligonucledtidos, es tener un submuestreo del total de
fragmentos de restriccién obtenidos en el primer PCR, de esta forma tanto la especificidad

como la reproducibilidad del método aumentan.
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Para comprobar el éxito de las amplificaciones, preselectiva y selectiva, estas se analizaron
mediante una electroforesis, utilizando 3pL del producto final en un gel de agarosa al 1.5% en
buffer de corrida TBE, tefiido con bromuro de etidio, utilizando una carga de 100 V durante

30 minutos, para después observarlo bajo luz ultravioleta.

En las reacciones de PCR selectivo el cebador con la secuencia Eco se encontraba marcado
con un fluordéforo; utilizando los servicios de secuenciaciéon de la Universidad de llinois en
Urbana-Champaign se obtuvo un electroforegrama de cada reaccién. En este
electroforegrama (o perfil genético) cada fragmento amplificado es reportado con su tamafio

(en pares de bases, pb) e intensidad (medida en unidades de fluorescencia relativa, rfu).

5.2 Seleccidén de fragmentos y reproducibilidad de AFLPs.

Debido a la naturaleza andnima e inespecifica de los AFLPs fue necesario realizar una serie
de pruebas para verificar la confiabilidad y seleccionar unicamente los fragmentos
reproducibles. Para ello se eligieron ocho muestras al azar con las que se realiz6 el protocolo

completo por duplicado (réplicas).

Los perfiles genéticos de todas las muestras, incluyendo las réplicas, fueron analizados
utilizando dos programas. Primero se empled el programa Peak Scanner (Applyed
Biosystems) para detectar los fragmentos amplificados contenidos en el electroforegrama asi
como su tamanio e intensidad. Posteriormente se utilizé el paquete para R v3.0.2 (R core
team, 2009) RawGeno v2.02 (Arrigo et al., 2009) para agrupar y marcar los
electroforegramas, con base en esto se seleccionaron los fragmentos amplificados que
cumplieron con una serie de condiciones. Cada combinacién de cebadores se analizé por
separado, posteriormente se unieron los resultados. La primera fue una intensidad minima de
100 rfu, a partir de esto se eliminé el 5% de los individuos con menor numero de fragmentos
amplificados (es decir, aquellos para los cuales la reaccion de PCR no fue exitosa). La
segunda condicion evalud la reproducibilidad del fragmento; para lo cual se eliminaron los
fragmentos cuyo estado (presencia/ausencia) no coincidiera en al menos siete de los ocho

individuos replicados (87.5 % de reproducibilidad minima). Por ultimo, se eliminaron aquellos
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fragmentos cuya presencia se encontrara en menos del 5% del total de la poblacién (para
evitar sesgos por homoplasia). Para mas detalle del procedimiento realizado véase el Anexo
2b.

Con los marcadores retenidos se generd una matriz binaria (presencia/ausencia) para cada
combinacion de cebadores. Posteriormente los individuos eliminados en el primer paso
(aquellos que para una, o varias combinaciones de cebadores en especifico tuvieron un
numero de fragmentos amplificados menor al 5%) se identificaron y concatenaron; aquellos
con reacciones no exitosas de PCR mayores del 20% del total de fragmentos amplificados
(utilizando las ocho combinaciones de cebadores) fueron eliminados de la base de datos.
Una vez excluidos estos individuos se repitio el analisis en RawGeno, pero sin eliminar el 5%
de los individuos con menor numero de fragmentos amplificados. Por ultimo se combiné la

informacion de cada combinacion de cebadores para obtener una matriz binaria final.

5.3 Amplificacién de microsatélites de cloroplasto

Se genotiparon tres microsatélites de cloroplasto (Pt30204, Pt71936 y Pt63718) descritos
como polimérficos para Abies religiosa (Jaramillo-Correa et al., 2008), utilizando los
oligonucledtidos descritos en Vendramin et al. (1996). Las condiciones de PCR para los tres
loci fueron las siguientes: 2.5X de buffer para PCR, 1.25 yL de MgCL2, 0.2 uL de dNTPs (10
mM), 0.5 pyL de cada oligonucleétido, una unidad de Taq polimerasa (Invitrogen) y 1.5 yL de
ADN. El programa de amplificacion fue el siguiente:

2 minutos de desnaturalizacion a 95° C, seguido de 35 ciclos de 1 minuto de
desnaturalizacion a 95° C, 1 minuto de alineacion a 55° C y 1 minuto de extension a 72° C, y
por ultimo un ciclo de extension de 7 minutos a 72° C. Para comprobar que la amplificacion
fue exitosa se corrieron 3 uL del producto en un gel de agarosa al 1.5% en TBE, tefiido con
bromuro de etidio, con una carga de 100 V durante 30 minutos, para después observarlo
bajo luz ultravioleta. Las muestras se analizaron utilizando un secuenciador automatico ABI
Prism 3730xI (Applied Biosystems) del servicio de analisis de fragmentos en el Roy. J. Carver
Biotechnology Center de la Universidad de lllinois en Urbana-Champaign. Posteriormente,
utilizando el programa Peak Scanner (Applied Biosystems) se determiné el tamafo de

fragmentos en cada locus para cada individuo.
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Analisis estadisticos

5.4 Diversidad genética.

AFLPs

Utilizando el software Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005) se calculé el numero de loci
utiles por localidad, es decir aquellos que no presentaron mas del 5% de datos faltantes. A
partir del numero de estos se calcul6 el porcentaje de loci utiles respecto al maximo posible,
es decir al numero total de loci incluidos en la matriz binaria final, y el porcentaje de loci
polimorficos (%Pol) por localidad. Ademas, se calcul6 el valor del marcador ponderado por
su frecuencia (indice D — W) para cada localidad; dividiendo la frecuencia de cada loci por
localidad entre la frecuencia total en la poblacién, posteriormente se sumaron estos valores.
Para controlar las diferencias en el tamano de muestra, este indice se calculé utilizando cinco
individuos por localidad tomados al azar. En poblaciones aisladas por mucho tiempo se
espera que este indice tenga un valor alto, debido a la acumulacién de fragmentos raros
producto de mutaciones; mientras que en poblaciones establecidas recientemente se
esperan valores bajos, lo que permitiria diferenciar entre vicarianza histérica y dispersion
reciente (Schonswetter & Tribsch 2005). Para cada medida se calcul6 la media y la

desviacion estandar.

Para analizar las relaciones entre el tamafio de muestra, la cantidad de informacion
disponible y los valores de diversidad (%Pol e indice D — W) se calculé de manera
independiente el coeficiente de Pearson entre pares de variables utilizando R v3.0.2 (R core
team, 2009). Al probar simultaneamente multiples hipotesis, la probabilidad de error tipo | (es
decir, la probabilidad de rechazar al menos una de las hipotesis probadas, siendo ésta
verdadera) aumenta de manera proporcional al numero de hipétesis probadas (Joost et al.,
2007). En este caso, las combinaciones entre pares de variables calculadas resultan en un
total de seis hipétesis, por lo que la probabilidad de error tipo | a un nivel de confianza del
0.05 es solo del 26.5%, debido a ello no se utilizé ningun tipo de correccion para

comparaciones multiples.

Microsatélites de cloroplasto

Los haplotipos de cloroplasto (clorotipos) fueron definidos ensamblando los genotipos
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obtenidos para cada locus. Utlizando los clorotipos se calculo la diversidad genética con el
software Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005). Ademas se obtuvo el niumero de clorotipos

y su frecuencia dentro de cada localidad y para toda la poblacion.

5.5 Estructura genética

AFLPs

Para cuantificar la variacién genética contenida dentro y entre las localidades se realizé un
analisis de varianza molecular (AMOVA) utilizando el indice de fijacién FsT. Para medir la
distancia genética entre localidades se calcul6 este indice pero de manera pareada entre
todas las localidades. Ambos analisis se realizaron en el software Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier
et al., 2005). Para todos los casos, el nivel de significancia se evalu6 a partir de la
distribucion nula de los valores pareados de estos estadisticos en 1,000 permutaciones bajo
la hipotesis de cero diferenciacion entre localidades. De esta manera se calcula el valor p
como la proporcion de las permutaciones que llevan a un valor del estadistico mayor o igual
al observado. Al calcular el indice de fijacion FST de manera pareada se presenta el problema
de multiples hipotesis simultaneas. Para lidiar con esto, los valores p de este indice
calculados con microsatélites fueron corregidos utilizando el valor q (basado en la tasa de
falso descubrimiento) calculado en el paquete gvalue (Dabney et al., 2013 ) para R v3.0.2 (R
Core Team, 2013). En el caso de los AFLPs se utilizé la correccion de Bonferroni (Shaffer,
1995), ya que muchas de las comparaciones hechas (es decir, FST pareada) tuvieron valores

p igual a cero, lo que imposibilitd el uso de la correccidon basada en el valor q.

Para analizar la estructura genética poblacional tomando en cuenta la localizacién espacial
de los individuos se utilizaron dos métodos Bayesianos de agrupamiento. Primero se utilizd
Geneland v4.0.3 (Guillot et al., 2005) para R v3.0.2 (R Core Team, 2013), en el que se
efectuaron cinco corridas independientes de 1,000,000 de iteraciones cada una y efectuando
un muestreo cada 1,000 iteraciones; el rango de grupos genéticos posibles (k) fue de 1 a 12
(ya que éste fue el numero de localidades muestreadas). Para elegir la corrida con mayor
probabilidad se utilizo el valor de la densidad posterior promedio y luego se descartaron las
primeras 200 iteraciones guardadas para dicha corrida. Finalmente se obtuvieron el numero
de grupos genéticos, la distribucion espacial de cada grupo y la probabilidad de pertenencia

a cada grupo sobre el espacio muestreado. El segundo método fue implementado en el
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programa BAPS v6.0 (Corander et al., 2008), en éste se agruparon espacialmente los
individuos muestreados (para hacer comparables los resultados con los de Geneland v4.0.3;
Guillot et al., 2005) utilizando un modelo sin mezcla. Para ello se realizaron 10 corridas
independientes probando valores de k de 1 a 12. Con la finalidad de evaluar la intensidad y
direccionalidad del flujo genético, entre los grupos identificados, posteriormente se realizé un
analisis bajo un modelo de mezcla. En este analisis se esquematizo el flujo genético
utilizando flechas ponderadas; el “peso” de cada flecha es igual a la cantidad de ancestria
relativa entre el grupo genético que dona los migrantes y aquel que los recibe (Corander et
al., 2008). De esta forma se obtuvo el numero de grupos genéticos, la distribucidon espacial
de cada grupo, el nivel de mezcla por individuo y estimados de la direccion e intensidad del

flujo genético entre los grupos identificados.

A partir de la estructura genética obtenida con Geneland v4.0.3 (Guillot et al., 2005) se
realizd otro AMOVA utilizando el programa Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005), para
cuantificar la variacion genética contenida entre grupos genéticos, entre localidades dentro

del mismo grupo genético y dentro de las localidades.

Microsatélites de cloroplasto

Para medir la distancia genética entre localidades se calcul6 el estadistico Fst de manera
pareada entre todas las localidades con Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005). El método
utilizado se baso en la suma de las diferencias cuadradas de el tamano de los alelos, por lo
que resulta analogo a RST de Slatkin (Slatkin, 1995), de esta manera se controlo el efecto de
la mutacion, ya que este estadistico esta basado explicitamente en el modelo de mutacion

paso a paso. El nivel de significancia se evalud de la misma manera que para los AFLPs.

Para determinar el numero de linajes de cloroplasto presentes en la poblacion, asi como su
ubicacion espacial se utilizoé el programa BAPS v6.0 (Corander et al., 2008). En éste se
realizd un analisis de agrupamiento espacial basado en individuos bajo un modelo sin
mezcla. Se probaron valores de k de 1 a 12 en 10 corridas independientes para cada valor y
posteriormente se utilizé la corrida con la mayor probabilidad posterior para obtener el

numero de grupos genéticos y su distribucion espacial.
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5.6 Modelo causal

Para explorar las determinantes de la estructura genética se pusieron a prueba dos hipoétesis
bajo el marco de un modelo causal. En este marco conceptual se busca identificar la
hipotesis que explicaba mejor la diferenciacion genética utilizando pruebas de Mantel y de
Mantel parcial (Wang & Summers, 2009). La hipotesis seleccionada fue aquella que mostro
una correlacion significativa con la diferenciacion genética, aun cuando el efecto de la o las
hipotesis alternativas haya sido removido mediante las pruebas de Mantel parcial (Wang &
Summers, 2009).

Se utilizaron dos matrices de diferenciacion genética, una construida con AFLPs (G)
utilizando el estadistico FsT y la otra con microsatélites de cloroplasto (g) utilizando el
estadistico FsT analogo a RsT. Ambas matrices fueron las obtenidas previamente con el
software Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005). Las dos hipdtesis probadas fueron la
distancia geografica (IBD) y la distancia ecolégica (IBA). La matriz de distancia geografica (D)

fue construida utilizando el programa Geographic Distance Matrix Generator v1.2

(http://biodiversityinformatics.amnh.org/open_source/gdma/). Para construir la matriz de
distancia ambiental (A) se realiz6 el siguiente procedimiento: i) utilizando las capas de
informacion geografica disponibles en el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(http://www.inegi.org.mx/) se seleccionaron las variables ambientales que presentaban al
menos dos valores en la zona de estudio (esto debido a la resolucion de los datos
disponibles comparado con la escala espacial del estudio), las cuales fueron: “Tipo de roca”,

“Tipo de suelo”, “Regidn hidrolégica” y “Tipo de vegetacion” (Anexo 3a); ii) a partir de estas
variables se construyd una tabla en la que se especifica el valor de cada variable ambiental
en cada localidad; iii) para reducir la variacion en los datos se realizd un analisis de
correspondencias multiples (MCA) con el paquete FactoMineR v1.26 (Husson et al., 2013)
para R v3.0.2 (R Core Team, 2013). Este analisis es analogo al analisis de componentes
principales, para el caso de variables cualitativas; iv) a partir de las dimensiones obtenidas
con el MCA se calcularon las distancias euclidianas entre localidades utilizando el paquete
vegan v2.0 (Oksanen et al., 2013) para R v3.0.2 (R Core Team, 2013); la matriz A se

construyo a partir de estas distancias.

Una vez construidas las matrices, se realizaron las pruebas de Mantel para todas las
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combinaciones de variables, posteriormente se realizaron las pruebas de Mantel parcial para

controlar el efecto de una variable sobre otra, ambas pruebas se realizaron con el paquete
vegan v2.0 (Oksanen et al., 2013) para R v3.0.2 (R Core Team, 2013). De esta forma se

evaluaron los factores que influyen en la diferenciacidén poblacional y su relacion con las dos

formas de dispersion: la de las semillas+polen (AFLPs) y la del polen (microsatélites de

cloroplasto); a la vez que se puso a prueba la relacion entre la diferenciacién genética dada

por ambos tipos de dispersion.

5.7 Deteccién de loci bajo seleccion natural

Para detectar loci con sefales de seleccion natural se utilizaron tres aproximaciones:

Bayescan v2.1 (Foll & Gaggiotti, 2008): este analisis se realizé utilizando dos modelos
distintos cuya diferencia radica en el coeficiente de endogamia utilizado (Fis). El
algoritmo utilizado en este programa requiere informacién a priori acerca de la
probabilidad de la hipétesis neutral, una probabilidad de 1 significa que, para cada loci
se asume que tanto la hipotesis selectiva como la neutral tienen la misma probabilidad
de ser correctas. Una probabilidad a priori alta disminuye el numero de falsos
positivos, pero también reduce el poder para detectar loci bajo seleccion (Foll &
Gaggiotti, 2008). El valor utilizado fue 10, que es el recomendado en el manual del
programa para bases de datos con unos pocos cientos de marcadores. Para estimar
las frecuencias alélicas es posible equilibrio de Hardy-Weinberg o bien considerar
ciertas desviaciones de éste, esto se hace a través del coeficiente de endogamia Fis.
Cuando no se tiene informacién previa sobre este coeficiente, se utiliza un intervalo
entre 0.0 y 1.0. En el primer modelo se utilizé este intervalo ya que permite explorar
distintos valores para Fis. Para el segundo modelo el intervalo utilizado fue de 0.192 a
0.216, estos valores fueron calculados empiricamente para Abies religiosa, utilizando
microsatélites nucleares (Mugica-Gallart, 2013) e isoenzimas (Aguirre-Planter et al.,
2000), respectivamente. En ambos analisis se realizaron 5000 iteraciones con un
intervalo de corte cada 10 iteraciones, 20 corridas piloto de una duracion de 5,000
iteraciones y un periodo de calentamiento de 50,000 iteraciones. solo fueron
escogidos loci con sefales de seleccidn divergente, es decir aquellos con valores de
FsTinusualmente altos.

Modelo jerarquico de islas: este analisis, implementado en el programa Arlequin
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v3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005), toma en cuenta la estructura poblacional subyacente.
Tres modelos fueron puestos a prueba. El primero de ellos (MJI-G) se basé en la
estructura genética poblacional obtenida con el andlisis realizado en Geneland v4.0.3
(Guillot et al., 2005). Mientras que para el segundo (MJI-S) y tercero (MJI-V) se utilizo
una estructura genética poblacional definida con base en las variables ambientales
“Tipo de suelo” y “Vegetacion”, respectivamente. Las variables ambientales “Tipo de
roca” y “Cuenca hidroldgica” no fueron utilizadas, ya que al agrupar con base en ellas
se rompia uno de los supuestos del método; el flujo genético entre localidades
pertenecientes a distintos grupos era mayor que entre localidades dentro del mismo
grupo. solo fueron escogidos aquellos loci con sefiales de seleccidn divergente.
Método de analisis espacial (SAM) implementado en el programa matsam v2.0 (Joost
et al., 2007). Este método se basa en regresiones logisticas y busca probar la
asociacion entre las frecuencias alélicas y las variables ambientales (Joost et al.,
2007). Este tipo de regresion resulta ideal para marcadores con informacion binomial,
como los AFLPs. Las variables ambientales utilizadas fueron las primeras dos
dimensiones obtenidas con el MCA. Los individuos pertenecientes a la misma
localidad fueron asignados con el mismo valor para cada dimension ambiental, ya que
el MCA fue realizado a nivel de localidad debido a la resolucion espacial de los datos
ambientales. El nivel de significancia de los coeficientes calculados por la regresiéon
logistica se evalué mediante el estadistico G y/o la prueba de Wald (Hosmer &
Lemeshow, 2000); estas pruebas buscan determinar si el modelo que incluye la
variable ambiental es mas informativo sobre la variable de respuesta que un modelo
qgue no incluya dicha variable (Joost et al., 2007). Este analisis permite utilizar
individuos con falta de informacion en algunos loci, sin embargo, en estos casos el
estadistico G no puede ser calculado. Debido a que esta situacion esta presente en la
base de datos utilizada, el nivel de significancia para algunos loci solo fue evaluado
utilizando la prueba de Wald. Para solucionar este problema y darle robustez a los
resultados el analisis se realizé en dos etapas. Primero se utilizaron todos los loci, sin
importar si tenian informacion faltante o no, y se seleccionaron aquellos con
asociaciones significativas para ambos estadisticos (o solo para la prueba de Wald, en
el caso de los loci con falta de informacion). Posteriormente se retiraron los individuos
con falta de informacién en aquellos loci detectados solo con la prueba de Wald y el

analisis fue repetido. En este segundo analisis no se seleccionaron nuevos loci, solo
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sirvié para calcular el estadistico G y confirmar el posible caracter selectivo de los loci
detectados en el primer analisis y que presentaron falta de informacion. Realizar este
analisis en dos etapas permite detectar el patron global de seleccion (ya que utiliza
todos los individuos sin importar si presentan falta de informacion) y, por otra parte,
resulta sumamente conservador, ya que evalua la significancia de cada correlaciéon
mediante dos estadisticos. El numero de loci y de variables ambientales hacen
necesario correr un gran numero de modelos univariados para poder detectar sefales
de seleccion natural, lo que aumenta la probabilidad de error tipo | (Joost et al., 2007).
Para lidiar con este problema se utilizé la correccion de Bonferroni (Shaffer, 1995).
Aquellos loci cuyas asociaciones hayan permanecido estadisticamente significativas
para ambas pruebas, después de esta correccion, fueron considerados putativamente

selectivos.

Cada uno de los métodos utilizados tiene distintos supuestos (véase la Introduccion); asi
mismo, bajo diferentes escenarios ecoldgicos o demograficos, el poder para detectar sefales
reales de seleccion natural puede variar entre ellos (Villemeuril et al., 2014). Debido a esto
solo se mantuvieron algunos de los loci detectados por todos los métodos. Los criterios
utilizados para conservar estos loci fueron los siguientes: todos los loci detectados con SAM
fueron conservados, esto debido al uso de dos pruebas para medir el nivel de significancia
que junto con el caracter conservador de la correccion de Bonferroni (Garcia 2004; Narum
2006) hacen de SAM una aproximacion suficientemente conservadora (Joost et al., 2007); en
el caso de Bayescan solo se mantuvieron aquellos loci detectados por este método y al
menos uno de los tres modelos jerarquicos de islas; aquellos loci detectados solo por los
modelos jerarquicos de islas fueron conservados siempre y cuando aparecieran en los tres

modelos utilizados.

Para evaluar la relacion entre los loci putativamente selectivos y la diferenciacion genética,
se calculd el indice de diferenciacion genética Fst de manera pareada entre localidades
utilizando Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005) con base en las frecuencias alélicas de los
loci que cumplieron con los criterios antes descritos. Posteriormente se realizaron pruebas de
Mantel entre esta matriz de rsT pareada y las matrices de distancia ambiental y geografica,
de manera independiente, utilizando el paquete vegan v2.0 (Oksanen et al., 2013) para R

v3.0.2 (R Core Team, 2013). Las matrices de distancia ambiental y geografica fueron las
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mismas que las utilizadas en las pruebas de Mantel realizadas en el modelo causal.

5.8 Procesos selectivos y diferenciacion genética

Para examinar el papel de la seleccion natural en la diferenciacion genética y contrastarlo
con el papel de procesos neutrales, se construyé un modelo basado en el algoritmo Random
Forest (Breiman, 2001). Este algortimo es una extension de los arboles de clasificacion y
regresion; la idea detras de estos métodos es dividir de manera recurrente la base de datos
en estratos cada vez mas pequenos, con el fin de obtener el mejor ajuste posible. Para ello el
espacio de muestra se divide en dos regiones, dentro de las cuales se ajusta un modelo,
posteriormente se repite este proceso varias veces. El mayor componente de estos métodos
son las reglas de seleccion y de finalizacidn. La primera determina como sera la division en
cada estrato, mientras que la segunda determina el estrato final a ser formado, es decir, el
término de las divisiones. Los arboles de clasificacion y de regresion han demostrado una
gran precisioén y capacidad para caracterizar interacciones complejas entre variables,
superando a técnicas parameétricas mas tradicionales, por lo que su uso en modelacién
ecologica ha aumentado (Cutler et al., 2007). A diferencia de los arboles de regresion y
clasificacion, la aproximacion empleada por Random Forest no brinda una estructura clara
para el modelo de asociacion final, es decir, no genera un arbol final que puede ser
interpretado como un modelo de asociacion; en vez de esto, estima una medida de la
importancia de cada variable predictiva con respecto a la variabilidad observada en la

variable de respuesta (Foulkes, 2009).

Antes de explicar el algoritmo empleado en Random Forest es necesario definir la notacion
utilizada, asi como algunos términos. Se define X = (x1,..., Xp) como el set de variables
predictivas potenciales p, y “y” como el rasgo bajo investigacién, donde n es el numero de
individuos en la muestra. La impureza del arbol se define como la suma de la medida de
impureza en cada nodo terminal del arbol (Foulkes, 2009). Comenzando con b =1, el
algoritmo empleado (Foulkes, 2009) funciona de la siguiente manera:

1 — Realiza un muestreo aleatorio con remplazo n1 de aproximadamente 2/3 de n, denomina
éste como la muestra de entrenamiento (LS). Luego deja que los datos restantes n2 = n—nt
conformen los datos fuera de la bolsa (OOB).

2 — Utilizando solo los datos LS, genera un arbol “no podado” muestreando al azar un
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subconjunto de variables predictivas p para utilizarlas en cada nodo como variables
potenciales para la division.
3 — Utilizando solo los datos OOB:
a) Registra la impureza del arbol, dendtalo como Trb.
b) Permuta el valor de cada variable predictiva xj, registra la impureza del arbol para
cada valor permutado con cada variable predictiva j=1,..., p. Denota este valor como
TTbj y define la importancia de cada variable predictiva como &bj = TTbj — TTb.
4. Repite los pasos (1) — (3) para el total de arboles a construir b = 2,..., B, calcula la
importancia de cada variable predictiva en cada arbol construido 81j,...,08;.
5. Calcula la importancia total de cada variable predictiva (6)) definida como la suma de la
importancia de cada variable predictiva en cada arbol construido (61j,...,068)) entre el niumero
total de arboles (B).

A partir del algoritmo explicado anteriormente, es necesario sefalar dos diferencias con
respecto a la aproximacion tradicional de los arboles de regresion y clasificacion. Primero, los
arboles construidos son “no podados”, la idea de podar el arbol es implementar un paso extra
en el algoritmo que busque cuales nodos/ramas pueden ser removidos sin afectar en exceso
el desempeno del arbol. La aproximacion utilizada en Random Forest no requiere de este
paso, ya que la importancia relativa de cada variable predictiva es evaluada de manera
independiente en el paso tres del algoritmo. Segundo, para la division de cada nodo Random
Forest solo utiliza un subconjunto de las variables como predictores potenciales; es decir, en
lugar de determinar la mejor division entre todos los predictores potenciales, se considera
una muestra aleatoria de estas variables (tipicamente cerca de un tercio de las variables)
como variables divisoras potenciales. Una ventaja de utilizar un subconjunto aleatorio de
variables predictoras potenciales es que brinda una aproximacion natural para manejar
colinearidades en los datos. Esto permite que, en teoria, los valores de importancia de cada
variable no estén influenciados por la colinearidad entre variables, como podria ser el caso

de dos loci en desequilibrio de ligamiento (Foulkes, 2009).

La relevancia de la aproximacion empleada por Random Forest es que permite evaluar la
importancia de cada variable predictiva tomando en cuenta posibles colinearidades o
interacciones complejas entre las variables predictivas. El concepto de importancia de cada

variable se basa en la idea de que permutar el valor de una variable sin importancia no
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provoca cambios en la impureza total del arbol, mientras que permutar los valores de una
variable muy influyente lleva a un incremento en la medida de la impureza total (Foulkes,
2009). De esta manera es posible identificar variables importantes altamente relacionadas
con la variable de respuesta, esto con fines interpretativos; y/o detectar el numero minimo de
variables necesarias para una buena prediccién sobre la variable de respuesta (Genuer et
al., 2010).

Combinando los genotipos obtenidos a partir de AFLPs y microsatélites de cloroplasto se
construyo una matriz de distancia entre localidades (Cavalli-Sforza & Edwards, 1967)
seguido de un analisis de coordenadas principales (PCoA); éste método permite visualizar y
explorar las disimilitudes dentro de una base de datos, por lo que en este contexto se
interpreté como una medida de la diferenciacion genética entre localidades. Asimismo, se
calcularon las frecuencias alélicas de todos los loci por localidad, ambos analisis se
realizaron en el programa FAMD v1.31 (Schluter & Harris, 2006). Para evaluar la importancia
en la diferenciacion genética intrapoblacional de los loci neutrales y los loci putativamente
selectivos, se construyd un modelo; en éste se realizaron regresiones de tipo Random Forest
utilizando como variables predictivas las frecuencias alélicas de todos los loci por localidad
(hipotesis nula), las frecuencias alélicas de los loci putativamente selectivos detectados en
los analisis previos (hipoétesis selectiva) y las frecuencias alélicas de los loci putativamente
neutrales, es decir todos los loci menos los putativamente selectivos (hipotesis neutral).
Como variable de respuesta se utilizaron la primera y la segunda coordenada resultado del
PCoA, cada una de manera independiente, por lo que se tienen dos regresiones para cada
hipétesis. Para medir la bondad de ajuste de cada hipétesis se utilizé el porcentaje de la
varianza explicada por las variables predictivas (analogo a una pseudo R cuadrada). La
interpretacion de este modelo es que si la variacion genética neutral tiene una mayor
importancia, entonces se puede concluir que el flujo genético observado esta determinado,
en su mayoria, por la capacidad de dispersion de la especie; ya que no existen procesos
adaptativos suficientemente importantes como para imponer restricciones al establecimiento
de los migrantes. Por el contrario, si la variacion genética selectiva tiene una mayor
importancia, entonces se puede concluir que el flujo genético observado esta fuertemente
influenciado por procesos adaptativos, que imponen restricciones al establecimiento de los

migrantes.
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Con el fin de identificar los loci de mayor relevancia en la diferenciacion genética se calculo la
importancia de cada locus en la hipotesis que mostré el mayor porcentaje de la varianza
explicada. A partir de esta informacion se busco detallar dicha hipétesis bajo un modelo
basado en la mayor parsimonia posible, para ello se eliminaron una a una las variables de
menor a mayor importancia, hasta tener un modelo que explique el mayor porcentaje de la
varianza (genética) con el menor numero posible de variables predictivas. El nivel de
significancia de las hipotesis selectivas se evalud a partir de la distribucion nula de los
valores de la varianza explicada por modelos aleatorios. Esta distribucidén se obtuvo
realizando regresiones tipo Random Forests utilizando como variables predictivas las
frecuencias alélicas de 14 loci tomados al azar a partir de la base de datos completa, y como
variable de respuesta la primera y la segunda coordenada resultado del PCoA, de manera
independiente. De esta manera se calculo el valor p como la proporcidn de las regresiones
que llevan a un valor de la varianza explicada mayor o igual al observado en las hipotesis
selectivas, el numero de regresiones aleatorias utilizado fue 550. Para obtener un estadistico
que refleje el desempefio de cada una de las hipétesis, se calculd el coeficiente de Pearson

entre los eigenvectores predichos y los observados utilizando R v3.0.2 (R Core Team, 2013).
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6. Resultados

Analisis moleculares

6.1 Extraccion de muestras, amplificacion y seleccion de marcadores AFLPs

Debido probablemente a la condicién del tejido recolectado, la extraccion de 11 muestras (de
las 240 disponibles) no resultd6 en ADN de calidad aceptable, estas muestras fueron
descartadas del estudio incluyendo la amplificacion de AFLPs y microsatélites del cloroplasto,

por lo tanto se retuvieron 229 individuos.

Se probaron trece combinaciones de cebadores, de los cuales ocho tuvieron una alta

reproducibilidad (Anexo 2a).

Tabla 4. Resultados del analisis de reproducibilidad de AFLPs realizado en RawGeno (Arrigo et al., 2009) para
ocho combinaciones de cebadores. Numero y porcentaje de fragmentos polimérficos por combinacién de
cebadores utilizando 229 individuos de A. religiosa distribuidos en doce localidades ubicadas en el Vocan
Ajusco. Numero de fragmentos finales (# Fragmentos Final) una vez que se eliminaron aquellos individuos
cuyas reacciones negativas de PCR provocaron un exceso de falta de informacién (>20%). De esta manera se

construyd la matriz binaria final con 213 individuos y 394 fragmentos polimorficos.

39 3i
72 39
1722 9.33
71 43

El analisis de reproducibilidad realizado en RawGeno (Arrigo et al., 2009) consto de tres
filtros y fue realizado en dos etapas. En la primera etapa el numero final de fragmentos
polimorficos fue de 418 (Tabla 4), posteriormente se eliminaron aquellos individuos con
reacciones de PCR no exitosas (16 individuos en total). Con los individuos restantes (213) se
repitié el analisis de reproducibilidad. Del total de fragmentos reportados en los
electroferogramas para las ocho combinaciones de cebadores, el 53.03% fueron eliminados
debido a que no superaron el umbral de intensidad, el 17.55% fueron eliminados debido a
que no cumplieron los criterios de reproducibilidad entre las muestras genotipadas por

duplicado y el 17.11% fueron eliminados debido a su baja frecuencia en la poblacién. En total
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se conservaron 394 fragmentos con los que se construyo la matriz binaria final (Tabla 4). La
cantidad de fragmentos polimoérficos por combinacion de cebadores varié desde 10
(combinacién 3a) hasta 94 (combinacién 3c) (Tabla 4). Se encontrd una correlacion negativa
y significativa entre el tamafio de los fragmentos y su frecuencia en las combinaciones 1a, 3f
y 3g (p = 0.011, 0.034, 0.002, respectivamente; mas informacion sobre los resultados del

analisis de reproducibilidad Anexo 4a).

Analisis estadisticos

6.2 Diversidad genética

Un porcentaje elevado de los loci retenidos fueron polimoérficos dentro de cada localidad de
Abies religiosa (74.208%) muestreada en el volcan Ajusco. Sin embargo, la localidad “Las
Vacas” mostrd un porcentaje considerablemente bajo (32.083%) con respecto a las demas
(Tabla 5). Como era de esperarse, todos los haplotipos fueron de copia unica. Todas las
localidades, a excepcion nuevamente de “Las Vacas”, mostraron un valor alto para el indice
D - W (Tabla 5). El tamafio de muestra por localidad no tuvo una correlacion significativa con
el numero de loci utiles (p > 0.05); sin embargo, si la tuvo con el %Pol y con el indice D - W
(R=0.87,p<0.001y R=0.86, p <0.001, respectivamente). Dicha significancia se perdié al
excluir de la correlacién a la localidad “Las Vacas” ( p > 0.05). Ni el %Pol ni el indice D - W se
correlacionaron con el numero de loci utiles (p > 0.05). El %Pol se correlacion6
significativamente con el indice D - W (R = 0.793, p < 0.01), pero esta correlacién perdio

significancia al exlcuir la localidad “Las Vacas” (p > 0.05).
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Tabla 5. Diversidad genética de la poblacién de A. religosa del volcan Ajusco muestreada en 12 localidades. Se
analizaron 213 individuos genotipados para 394 AFLPs. El numero de loci Utiles se refiere a aquellos loci que
fueron informativos por encima del 95% para cada localidad. El porcentaje de loci utiles fue calculado en
relacién al nimero maximo posible de loci Gtiles (394). El porcentaje de loci polimérficos por localidad fue
determinado en relacion al numero de loci utiles. Mientras que el indice W — D, relaciona la frecuencia del
marcador en cada localidad con la frecuencia total en la poblacion. Este indice se calculd utilizando cinco

individuos tomados al azar en cada localidad.

100.000
78.426
70.051
70.051
65.750
93.000
120.000
102.750

Las localidades con mayor y menor diversidad de clorotipos fueron, respectivamente,
“Sauco” y “Las Vacas” (Tabla 6). Se encontraron 65 clorotipos, de los cuales solo el 6%
tuvieron una frecuencia por encima del 5%; de estos, 35 (53%) fueron exclusivos de un

individuo, la localidad con mayor numero de clorotipos exclusivos fue “Valle del Tezontle”
(Tabla 6).
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Tabla 6. Diversidad genética del ADN de cloroplasto de la poblaciéon de Abies religiosa perteneciente al volcan

Ajusco muestreada en doce localidades. Se analizaron 229 individuos genotipados para tres microsatélites.

AN DM D

6.3 Estructura genética

Los resultados del AMOVA, calculado con AFLPs, indicaron que la mayor parte de la
variacion genética se encontré dentro de las localidades (86.74%), el restante (13.26%) se
debid a las diferencias entre localidades. El indice de fijacién a nivel poblacional (FsT) fue de
0.134.

Las diferenciacidon genética entre localidades y mediada por la dispersion de las
semillas+polen (calculada con AFLPs) fue significativa en 63 de las 66 comparaciones
(95.45%; Fig. 6, A); mientras que aquella mediada por la dispersién del polen (calculada con
cpADN) solo fue significativa en 27 de ellas (40.9%; Fig. 6, B). El rango de valores de FsT fue
menor con AFLPs (0.04876 a 0.26741) que con cpADN ( - 0.05347 a 0.50918); a pesar de

encontrar algunos valores negativos con este marcador, ninguno de ellos fue significativo.

Ninguno de los dos tipos de marcadores mostré un patron claro en la diferenciacién genética
entre localidades y su ubicacién espacial. En la mayoria de las comparaciones, realizadas

con AFLPs, se observaron diferencias significativas sin importar la ubicacion de una localidad
con respecto a otra. La localidad “Los Perros” mostré el mayor numero de comparaciones no
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significativas (3), mientras que “Apapaxtles fue la localidad mas diferenciada, mostrando
valores altos de FsT con respecto a la mayoria de las otras (Fig. 6, A). Con cpADN la
localidad mas divergente fue “Capilla”, siendo la Unica que presenté diferencias significativas
con todas las demas (Fig. 6, B). Con este marcador, la diferenciacién genética, cuando fue
significativa, no tuvo relacion con la ubicacién espacial; por ejemplo, la localidad mas
divergente (“Capilla”) mostré un valor muy elevado (0.433) al compararse con su vecina

“Basurero”, este valor solo es superado por el obtenido en la comparacion con “La Curva”
(0.509) (Fig. 6, B).
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Figura 6. Distancias genéticas entre 12 localidades de A. religiosa ubicadas en el volcan Ajusco calculadas con
dos tipos de marcadores moleculares. (A) Matriz pareada de FST utilizando 394 AFLPs (N=213). (B) Matriz de
pareada de FST, analogo a RST, utilizando 3 microsatélites de cloroplasto (N=229). En blanco se eliminaron
aquellas comparaciones que no fueron significativas después de utilizar la correcciéon de Bonferroni (A) y del

valor q para multiples comparaciones (B).

Los analisis realizados en Geneland v4.0.3 (Guillot et al., 2005) y BAPS v6.0 (Corander et

al., 2008) mostraron resultados concordantes. Utilizando AFLPs se detectaron cuatro grupos
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genéticos cuya distribucion espacial fue a manera de parches. Si bien entre los dos analisis
algunos individuos fueron asignados a distintos grupos genéticos, el patrén general resultd
ser concordante (Fig. 7, B y D); por ejemplo, ambos analisis presentaron tres localidades
cuyos individuos pertenecen a un solo grupo genético (“Las Vacas”, “La Curva” y “Cabafias”).
Asi mismo las localidades “Los Perros” y “Capilla” se dividen espacialmente en dos grupos

genéticos, en los dos analisis (Fig. 7, B y D).

La poblacién de A. religiosa perteneciente al volcan Ajusco esta compuesta solo por dos
linajes de cloroplasto (Fig 7, C). “Capilla” fue la localidad con mayor numero de individuos
pertenecientes al linaje 2 (Fig 7, C; color rojo) el resto de los individuos pertenecientes a este

linaje se encontraron esparcidos en una baja frecuencia dentro de cuatro localidades mas.

EI AMOVA realizado tomando en cuenta la estructura genética obtenida con Geneland v4.0.3
(Guillot et al., 2005) indicé que la mayor parte de la variacién genética se distribuy6 dentro
de las localidades (78.37%); mientras que el resto lo hace entre grupos genéticos (14.11%) y
entre localidades dentro del mismo grupo genético (7.52%). El indice de fijacion entre
localidades dentro del mismo grupo genético (FSC) fue de 0.08759, entre localidades sin
importar el grupo genético (FsT) fue de 0.2136 y entre grupos genéticos (FCT) fue de
0.14107.
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Figura 7. Estructura genética de la poblacién de A. religiosa perteneciente al volcan Ajusco utilizando dos tipos
de marcadores moleculares. (A) Mapa con la ubicacién de las doce localidades muestreadas. (B) Distribucion
espacial de los cuatro grupos genéticos detectados por el programa Geneland v4.0.3 (Guillot et al., 2005)

utilizando 394 AFLPs (N=213): los puntos negros indican la ubicacion espacial de cada individuo, los colores la
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distribucion espacial de cada grupo genético y por lo tanto, la pertenencia de cada individuo a determinado
grupo genético. (C) Diagrama de Voronoi representando la ubicacion espacial de los dos linajes de cloroplasto
detectados por el programa BAPS v6.0 (Corander et al., 2008) utilizando tres microsatélites de cloroplasto
(N=229): cada color representa un linaje distinto. (D) Diagrama de Voronoi representando la ubicacion espacial
de los cuatro grupos genéticos detectados por el programa BAPS v6.0 (Corander et al., 2008) utilizando 394
AFLPs (N=213): cada color representa un grupo genético.

Nombre de cada localidad: 1 = Sauco, 2 = Zacatonal, 3 = Las Vacas, 4 = La Curva, 5 = Los Perros, 6 =

Cabanfas, 7 = La Y, 8 = Valle del Tezontle, 9 = Basurero, 10 = Capilla, 11 = Apapaxtles, 12 = La Fortaleza.

El bajo numero de individuos con mezcla y la relativa homogeneidad de los grupos genéticos
indican que el flujo genético entre localidades es limitado (Fig. 8, A). La mayor parte de la
migracion se dio entre individuos pertenecientes al mismo grupo. Los grupos 1y 2 recibieron
migrantes de todos los grupos genéticos, el grupo 4 no recibié migrantes del grupo 3 pero si
de los otros dos grupos, mientras que el grupo 3 solo dond y no recibe migrantes de ningun
otro grupo (Fig. 8, B).
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Figura 8. (A) Probabilidad de asignacion de cada individuo de Abies religiosa (N=213, colectados en doce
localidades distribuidas en el volcan Ajusco) a K grupos genéticos. Este analisis se realizé con 394 AFLPs bajo
un modelo de mezcla. Cada linea vertical representa un individuo y el color indica la probabilidad de asignacién
a determinado grupo genético asi como el porcentaje individual de mezcla. (B) Inferencias a posteriori sobre la
intensidad y direccionalidad del flujo genético entre los cuatro grupos genéticos previamente detectados (B).Ver

Fig. 7 (D) para la ubicacion espacial de los grupos genéticos.
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6.4 Modelo causal

Para realizar la matriz de distancia ambiental se utilizaron las dos primeras dimensiones
obtenidas en el MCA. La primera dimension explico el 60.9% de la variacién ambiental y se
encontré compuesta principalmente por las variables “Tipo de Suelo” y “Tipo de
vegetacion”(30.6% y 31.6%, respectivamente; la segunda explico el 29.44% y se encontro
compuesta principalmente por la variable “Tipo de vegetacién” (60.1%). En conjunto ambas
dimensiones explicaron el 89.84% de la variacion ambiental. Ninguna de las dos hipotesis
puestas a prueba (es decir, IBD y IBA) explico la diferenciacion genética mediada por la
dispersion de las semillas+polen (AFLPs). Por otro lado, la distancia ecolégica entre
localidades explico la diferenciacion genética mediada por la dispersion del polen (cpADN),
aun cuando se controlé por el efecto de la distancia geografica (Tabla 7). La diferenciacion
genética producto de la dispersion de las semillas+polen generé un patron distinto a aquel
producto de la dispersion del polen. La distancia geografica y la distancia ecoldgica
mostraron una correlacion positiva y significativa (Tabla 7), esta correlacion no tiene
implicaciones en el analisis, ya que al utilizar las pruebas de Mantel parcialse controla el

efecto de una variable sobre otra (Wang & Summers, 2009).
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Tabla 7. Resultados de las pruebas de Mantel y de Mantel parcial realizadas en el paquete vegan (Oksanen et

al., 2013) para R (R Core Team, 2013) con el fin de encontrar la hipétesis que mejor explica la diferenciacion

genética entre 12 localidades de Abies religiosa del volcan Ajusco, bajo el marco de un modelo causal. Las dos

hipétesis puestas a prueba fueron: aislamiento por distancia (IBD) y aislamiento por adaptacion (IBA). En

negritas y cursivas se resaltan las asociaciones estadisticamente significativas (p < 0.05).

u.//4
0.015
0.966
0.022

Abreviaciones: G, diferenciacion genética calculada con AFLPs; g, diferenciacion genética calculada con

cpADN; D, distancia geografica entre localidades; A, distancia ecoldgica entre localidades. El “~” indica la

variable “z” utilizada en la prueba de Mantel parcial.
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6.5 Deteccidn de loci bajo seleccion natural

En su conjunto los cinco modelos utilizados bajo las tres aproximaciones distintas detectaron
28 loci con senales de seleccion natural. En Bayescan v2.1 (Foll & Gaggiotti, 2008) se
probaron dos modelos, el primer modelo utilizé un intervalo para FIs de 0.0 a 1.0 y detectd
dos outliers, el segundo modelo utilizé un intervalo de FIS de 0.192 a 0.216 ( verMugica-
Gallart, 2013; Aguirre-Planter et al., 2000) y detectd tres outliers; dos de estos fueron los
mismos que en el primer modelo (Anexo 5a), por lo que se decidi6 utilizar los resultados del
segundo modelo. Los modelos jerarquicos de islas, implementados en el programa Arlequin
v3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005), detectaron 9 (MJI-G), 22 (MJI-S) y 18 (MJI-V) outliers
respectivamente (Anexo 5b). La aproximacion basada en SAM, implementada en el
programa matsam v2.0 (Joost et al., 2007) fue realizada en dos etapas, en la primera se
detectaron 12 loci putativamente selectivos, algunos sin valor de significancia para la prueba
G. Luego de eliminar las muestras con falta de informacion, se calculé el valor de este
estadistico y se confirmo el caracter putativamente selectivo de siete de los 12 loci

identificados en la primer etapa (Anexo 5c).

Después de eliminar aquellos loci que no cumplieron con los criterios descritos previamente
(ver Materriales y Método) se conservaron 14 loci, que constituyen el 3.55% del total de
AFLPs genotipados (Tabla 8; Fig. 9). Estos incluyeron el 100% de los outliers detectados con
Bayescan v2.1 (Foll & Gaggiotti, 2008), el 55.55% de los outliers detectados con MJI-G, el
50% de los outliers detectados con MJI-S, el 63.15% de los outliers detectados con MJI-V y

el 100% de los loci putativamente selectivos detectados con SAM (Tabla 8; Fig. 9).
Las pruebas de Mantel no mostraron una correlacion entre la diferenciacion genética

calculada con base en las frecuencias alélicas de los loci putativamente selectivos y la

diferenciacion ambiental o la distancia geografica (p > 0.05, en ambos casos).
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Tabla 8. Loci putativamente selectivos en la poblacion de A. religiosa del volcan Ajusco. Cinco métodos fueron
utilizados: Bayescan, modelo jerarquico de islas basado en la estructura genética detectada con Geneland (MJI-
G), modelo jerarquico de islas basado en la estructura genética arbitraria con base en el tipo de suelo (MJI-S),
modelo jerarquico de islas basado en la estructura genética arbitraria con base en el tipo de vegetacion (MJI-V)
y el método de analisis espacial (SAM). Estos loci fueron conservados ya que cumplieron con los criterios

establecidos en el método. Para estos analisis se utilizaron 213 individuos genotipados para 394 AFLPs.
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Figura 9. Numero de loci putativamente selectivos en la poblacion de A. religiosa del volcan Ajusco detectados
con diferentes métodos. Se utilizaron cinco métodos: Bayescan, modelo jerarquico de islas basado en la
estructura genética detectada con Geneland (MJI-G), modelo jerarquico de islas basado en la estructura
genética arbitraria con base en el tipo de suelo (MJI-S), modelo jerarquico de islas basado en la estructura
genética arbitraria con base en el tipo de vegetacion (MJI-V) y el método de analisis espacial (SAM). En azul se
muestra el total de loci detectados por cada método, en naranja los loci retenidos de acuerdo a los criterios

descritos en el método. Para estos analisis se utilizaron 213 individuos genotipados para 394 AFLPs.
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6.6 Procesos selectivos y diferenciacion genética

Con el fin de contrastar la importancia de los procesos selectivos y neutrales en la
diferenciacion genética se construyé un modelo con el cual se pusieron a prueba tres
hipotesis utilizando Random Forest (Breiman, 2001). La coordenada 1 del PCoA explicé el
27.64% de la diferenciacion genética, mientras que la coordenada 2 explico el 20.85%. Las
hipbtesis selectivas explicaron siempre el mayor porcentaje de la varianza en cuanto a la
diferenciacion genética intrapoblacional, mientras que las hipétesis nulas y neutrales
explicaron en ambos casos un porcentaje de la varianza similar (Tabla 9). Para detallar la
hipbtesis selectiva con base en el modelo de mayor parsimonia posible se calcul6 la
importancia de cada variable en cada una de las hipotesis selectivas (Fig. 10). Los modelos
elegidos fueron el “Selectivo 9.1, que utiliz6 como variable de respuesta la coordenada 1y
estuvo compuesto por las frecuencias alélicas de los loci 82, 79, 126, 321, 354 y 383 (Fig.
10); y el “Selectivo 9.2”, que utilizd como variable de respuesta la coordenada 2 y estuvo
compuesto por las frecuencias alélicas de los loci 19, 164, 27, 197, 199, 20 (Fig. 10). Para
mayor informacion sobre el desempefio de cada modelo probado véase el Anexo 6a. Ningun
loci coincidié entre los dos modelos de mayor parsimonia. Ninguna de las 550 regresiones
aleatorias explico un porcentaje de la varianza mayor al explicado por la hipotesis selectiva,
tres de éstas explican un porcentaje mayor al del modelo nulo, y solo una un porcentaje
mayor al del modelo neutral (35.36%, 35.96% y 43.62%) (Anexo 6b). En conjunto estos
resultados indican que los procesos selectivos tienen una mayor importancia en la
diferenciacion genética entre localidades que los procesos neutrales, como podrian ser el

flujo y/o la deriva genética.
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Tabla 9. Porcentaje de la varianza explicada por cada modelo realizado a partir de una regresion multiple

Random Forest (Breiman, 2001). Coeficiente de Pearson entre los eigenvectores predecidos y observados y el

valor de p como medida de significancia.
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Figura 10. Importancia de cada locus putativamente selectivo en la prediccion de la diferenciaciéon genética.

Esta medida fue obtenida realizando una regresiéon multiple Random Forest (Breiman, 2001) entre las

frecuencias alélicas de los loci putativamente selectivos y la primera (izquierda) y la segunda coordenada

1
8e-04

(derecha) resultado del PCoA de todos los loci. La importancia se evalué a partir del incremento en la pureza del

nodo (eje x) debido a la inclusiéon de cada variable predictiva. El recuadro punteado enmarca los loci contenidos

en el modelo de mayor parsimonia. Notese la diferencia en la escala del eje x.
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7. Discusion

El curso de la evolucién es afectado cualitativa y cuantitativamente por la subdivisiéon
espacial de las poblaciones. Algunos patrones de evolucion molecular solo pueden ser
observados en poblaciones con estructura genética. Incluso en presencia de un régimen
selectivo uniforme, el efecto de la deriva genética y la respuesta a la seleccién natural
cambian sustancialmente (Whitlock, 2004). Utilizando una escala geografica fina no sélo fue
posible detectar, con una buena resolucion, una fuerte estructura genética; sino que también
se pudieron obtener conclusiones sobre como ésta determina el efecto de ciertas fuerzas
evolutivas como la deriva genética y la seleccion natural. A continuacion se discuten los

resultados a detalle.

Diversidad genética nuclear

La poblacidon de Abies religiosa del volcan Ajusco presentd una diversidad genética alta
utilizando AFLPs (%Pol = 74.21), promedio entre todas las localidades, con excepcion de
“Las Vacas” (%Pol = 32.08). El tamafio de muestra se correlaciond significativamente con el
%Pol (r=0.87, p <0.001), lo que en parte explica la baja diversidad genética de “Las Vacas”
donde apenas se colectaron 10 individuos. Esta diversidad fue similar o mayor a la estimada
en otras especies de coniferas con distribuciones restringidas y utilizando los mismos
marcadores, por ejemplo, Picea chihuahuana, especie endémica de México (%Pol = 74.92,
en promedio para cinco poblaciones; Wehenkel & Saenz-Romero 2012), Picea asperata
(%Pol = 67.6; Xue et al., 2005), y Abies ziyuanensi (%Pol = 35.73; Tang et al., 2008), estas
dos ultimas endémicas de China. Comparada con la de algunas especies de amplia
distribucion, como Pinus pinaster (%Pol = 48.0; Mariette et al., 2001) y Pinus oocarpa (%Pol
= 37.86; Diaz et al., 2001), la diversidad observada resulté considerablemente mayor. Cabe
resaltar que estos estudios reportan la diversidad intraespecifica a partir de un enfoque
interpoblacional, mientras que los valores aqui reportados son para una sola poblacion. Sin
embargo, al ser los primeros para Abies religiosa utilizando AFLPs, es la Unica comparacion
posible. La alta diversidad genética nuclear observada concuerda con lo reportado utilizando

microsatélites (Mugica-Gallart, 2013), y podria ser explicada por ciertos rasgos de la especie,
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como su caracter monoico, su largo tiempo generacional y la polinizacién y dispersién de sus

semillas por viento (Loveless & Hamrick, 1984).

La actual distribucion restringida de Abies religosa, muy evidente en el area estudiada, esta
relacionada con niveles bajos de diversidad genética (Loveless & Hamrick, 1984), y de hecho
ha sido empleada, en conjunto con otros rasgos de la historia de vida, para explicar la baja
diversidad observada en algunas especies de Abies mexicanos utilizando isoenzimas
(Aguirre-Planter et al., 2000). Lo anterior sugiere que la gran diversidad genética observada
aqui y en estudios previos (Mugica-Gallart, 2013) es resultado tanto de caracteristicas
propias del marcador molecular empleado, como de la compleja interaccion entre distintos
rasgos de la historia de vida de la especie y de factores ambientales e historicos, de la
especie y de la poblacién, que podrian haber variado en el tiempo y el espacio. Por ejemplo,
la distribucion restringida actual podria ser una caracteristica reciente, ya que es probable
que en el pasado esta especie haya tenido una distribucién mas amplia y continua (Aguirre-
Planter et al. 2000, Jaramillo-Correa et al., 2008), lo que explicaria la cantidad de diversidad
observada. Esto podria significar que un tamafo poblacional histérico alto ha permitido
conservar una cantidad considerable de polimorfismos; y que los cuellos de botella por los
que ha pasado esta especie no han sido lo suficientemente intensos o han sido muy
recientes, por lo que su efecto aun no se refleja en la diversidad genética de la(s)

poblacion(es) (Jaramillo-Correa et al., 2008).

Diversidad genética del cloroplasto

En concordancia con lo encontrado con los marcadores nucleares (AFLPs), la poblacion
estudiada presentd niveles de diversidad altos en el genoma del cloroplasto. La diversidad
clorotipica (0.956) estuvo dentro del rango previamente reportado para esta especie
utilizando los mismos marcadores (0.795 a 0.991; Jaramillo-Correa et al., 2008). De los 65
clorotipos encontrados, el 53% se observaron solo en un individuo; el hecho de que la
mayoria de los clorotipos se encuentren en una baja frecuencia concuerda con lo observado
previamente para los Abies mexicanos (Jaramillo-Correa et al., 2008). La gran diversidad

genética del cpADN podria deberse a un gran tamafio poblacional histérico (Aguirre-Planter
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et al. 2000, Jaramillo-Correa et al., 2008); a una alta tasa de mutacion, caracteristica de este
tipo de marcador molecular; y a un considerable nivel de flujo genético, situacién presente en
la poblacion estudiada, donde solo el 40.9% de las Fst pareadas fueron significativas; el cual
podria deberse a la polinizacion por viento, que permite mantener niveles altos de variacion
genética e incluso introducir nuevos alelos a la poblacion mediante eventos de dispersion a

grandes distancias (Loveless & Hamrick, 1984).

Estructura genética mediada por la dispersion de las semillas

La poblacion de Abies religiosa del volcan Ajusco presenta una estructura genética compleja.
Los valores de FsT pareados fueron significativos en el 95.45% de las comparaciones, lo que
indica un alto grado de diferenciacion genética entre ellas. Esto concuerda con los resultados
del AMOVA, que indican que la diferenciacién genética entre localidades fue mayor que entre
grupos genéticos (FST > FSC); aunque el mayor porcentaje de la diversidad genética se
encontrd dentro de las localidades (86.74% y 78.37%, sin tomar y tomando en cuenta la
estructura genética, respectivamente). Por otro lado, los analisis bayesianos de
agrupamiento indican la existencia de cuatro grupos genéticos, distribuidos a manera de
parches y sin seguir ninguna tendencia lineal, lo que se refleja en la ausencia de un patrén
de IBD.

Tomados en conjunto, estos resultados pueden ser explicados por la contingencia de la
dinamica de colonizacion/extincion propia de un comportamiento metapoblacional. En un
escenario de metapoblaciones, las localidades del Ajusco pudieron haber sido originadas a
partir de un pequefio numero de migrantes provenientes de pocas poblaciones, no
necesariamente cercanas entre ellas (Gonzalez-Martinez et al., 2010). Esto explicaria la gran
diferenciacion entre localidades y la falta de relacién entre los grupos genéticos y su
ubicacion espacial (Gonzalez-Martinez et al., 2010). Asimismo, la dinamica metapoblacional
no permitiria alcanzar el equilibrio necesario para observar un patron de IBD (Slatkin, 2000).
Por otro lado, el efecto de fundador, causado por un limitado numero de propagulos
sexuales, aumentaria directamente la diferenciacion genética entre localidades si existe un

equilibrio entre el establecimiento de éstas en habitats nuevos y la extincion de otras
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(Sennevile et al., 2000). Resultados similares fueron observados en Taxus canadensis. En
ésta especie la gran diferenciacion genética, la heterogeneidad de las frecuencias alélicas y
del nivel de heterocigosis entre poblaciones, asi como el patrén erratico de estructura
genética tampoco siguieron ninguna tendencia lineal o estuvieron relacionados con algun tipo
de variable geografica (Senneville et al., 2001). De igual manera, en Taxus baccata se
recurrié a este concepto para explicar la gran diferenciacién genética local, mas no regional,
y la ausencia de patrones de aislamiento por distancia (Hilfiker et al., 2004; Dubreuil et al.,
2010; Gonzalez-Martinez et al., 2010).

Se puede inferir que en el Ajusco han existido las condiciones necesarias para provocar este
tipo de dinamica poblacional. En esta zona se tiene evidencia de al menos cinco glaciaciones
ocurridas durante los ultimos 28,000 afos (White, 1990). La alternancia de los periodos
glaciales pudo haber provocado fluctuaciones en el tamafio poblacional y fragmentaciones en
la distribucion de la especie alrededor del Ajusco. Ademas de éstas, hay que tomar en cuenta
la intensa actividad volcanica de la zona, como los episodios comprendidos entre las
glaciaciones Santo Tomas y Albergue, que duraron aproximadamente 10,000 afos, y la
erupcion del volcan Xitle hace aproximadamente 2,000 afios (White, 1990). Con seguridad
estos eventos provocaron la extincion de grandes partes de la poblacién, y tomando en
cuenta la naturaleza estocastica de dichos fendmenos, seria de esperarse que las
extinciones ocurrieran en distintas zonas del volcan. La recolonizacién de estas areas pudo
haber sido a partir de diferentes localidades o poblaciones, no necesariamente las mas
cercanas, o incluso a partir de poblaciones vecinas, lo que habria originado la falta de
relacion entre los grupos genéticos y su ubicacion espacial, y la gran diferenciacion local
observada para Abies religiosa. Si bien los eventos de dispersién a larga distancia son mas
bien raros, se sabe que estos tienen una gran importancia en el éxito de colonizacién de
habitats adecuados nuevos, y por lo tanto son especialmente relevantes para una dinamica
metapoblacional (Whitlock, 2004).

Ademas de los patrones de diferenciacion genética antes mencionados, observaciones

hechas durante el muestreo soportan la hipotesis metapoblacional. A pesar de que el nivel de

regeneracion no fue medido cuantitativamente, en la mayoria de las localidades se encontré
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una predominancia de arboles adultos que probablemente conforman una unica cohorte.
Esto sugiere que los individuos que conforman una misma localidad probablemente se
establecieron simultdneamente. Si bien no existe una distribucion de edades caracteristica
de bosques de coniferas maduros (Parker & Peet, 1984), se sugiere que una poblacion
estable es aquella en la que la mayoria de los individuos son juveniles (Juarez-Guerrero,
2010), ya que esto permite su continuidad. Al menos de manera cualitativa, la poblacion
estudiada no presenta esta distribucion de edades, lo que sugiere que aun no alcanza su
madurez (es decir, probablemente las localidades se establecieron en un tiempo geoldgico
reciente), por lo que presiones ambientales o antropogénicas podrian amenazar su
existencia. Se sabe que la regeneracion de esta especie depende en primer lugar del area
basal de la misma y en segundo de la edad del estrato superior (May, 2001); sin embargo,
para desarrollar planes de manejo adecuados para esta poblacién hace falta conocer la
cantidad de reclutamiento necesario para sobrevivir bajo una dinamica metapoblacional
(Sennevile et al., 2000).

Otra caracteristica ecologica que podria contribuir al comportamiento metapoblacional en
Abies religiosa es la dormancia de las semillas. Tedricamente las especies con una gran
dormancia tendrian una mayor capacidad de sobrevivir mediante una dinamica
metapoblacional, ya que la tasa de extincion y la tasa de colonizacion necesaria para
mantener una metapoblacion estable disminuyen conforme aumenta la dormancia (Husband
& Barret, 1996). La dormancia fisioldégica es una caracteristica ampliamente distribuida en las
coniferas, y previene la germinacion durante el otofio-invierno para evitar una alta mortalidad
debido a las bajas temperaturas (Kolotelo, 1997). Por ejemplo, en Abies amabilis, A. grandis
y A. lasiocarpa, la mayor capacidad de germinacion (70%) se da entre las 13 y 16 semanas a
una humedad del 35% (Edwards, 1981). Ademas, se ha visto que Abies balsamea tiene una
gran tolerancia a la sombra, por lo que puede sobrevivir bajo el dosel en poblaciones
dominadas por otras especies de coniferas. Posteriormente perturbaciones naturales
permiten el rapido crecimiento de esta especie aprovechando la baja competencia
interespecifica (Blum et al., 1981). Sin embargo, las caracteristicas climaticas particulares de
los bosques de Abies mexicanos, como la presencia de una estacién seca bien definida y

nevadas casi ausentes (Rzedowski, 2006), podrian implicar una dinamica de las semillas
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distinta. En este sentido, es necesario estudiar las caracteristicas de las semillas de los
Abies mexicanos, incluyendo su porcentaje de germinacion y dormancia, asi como su
capacidad para generar bancos de semillas y permanecer en el sotobosque luego de varias
generaciones. Caracteristicas que de ser similares a las de Abies balsamea podrian
contribuir a la supervivencia a través de una dinamica metapoblacional y al mismo tiempo

traducirse en niveles altos de diversida genética.

La elevada diversidad genética nuclear de Abies religiosa podria servir como un reservorio
genético, a partir del cual podrian originarse adaptaciones locales, posiblemente necesarias
para la supervivencia a través de esta dinamica metapoblacional (véase mas adelante). Por
otro lado, contrario a lo esperado en un escenario metapoblacional, la diversidad genética es
relativamente homogénea entre las localidades, con excepcion de “Las Vacas” (aunque esto
podria deberse al menor tamafo de muestra de esta localidad), lo que sugiere que todas
tienen un tiempo similar de haberse establecido (Sennevile et al., 2000). Esto podria
explicarse por los procesos historicos antes mencionados ocurridos en el Ajusco; si el ultimo
evento de esta naturaleza afect6 de igual manera a las localidades muestreadas, entonces la
recolonizacion de estas zonas tiene aproximadamente el mismo tiempo de ocurrencia, con la
probable excepcion de “Las Vacas”. A pesar de las diferencias en el tamafio de muestra,
esta localidad también mostr6 el valor mas bajo para el indice D — W (65.75), lo que podria
sugerir que se establecid recientemente, por lo que no ha tenido el tiempo suficiente para
acumular una gran cantidad de mutaciones (Schonswetter & Tribsch 2005). Sin embargo,
considerando un escenario metapoblacional y el largo tiempo generacional de /os Abies, esta
explicacion parece poco probable. Es posible que en realidad esta localidad sea la que tenga
mayor tiempo de haberse establecido; en dicho caso, la deriva genética podria haber

provocado una pérdida importante de diversidad genética.

Si bien no existe una manera totalmente correcta de establecer los limites geograficos y las
localidades dentro de una metapoblacion, se deben considerar criterios acerca de la
diferenciacion ambiental de los habitats ocupados, la estructura genética espacial y la
capacidad de dispersién de la especie (Husban & Barret, 1996). Se sabe que existe una

fuerte estructura interpoblacional en los Abies mexicanos (Aguirre-Planter et al. 2000,
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Jaramillo-Correa et al., 2008, Mugica-Gallart, 2013). Asimismo, un modelado de la dispersion
primaria de las semillas de Abies alba revel6 que ésta se da mayormente de manera local,
entre 13.2 a 19.2 metros (Sagnard et al., 2006). Por lo tanto, la escala geografica del
presente estudio y la baja capacidad potencial de dispersion de Abies religiosa, justifican
utilizar el concepto de metapoblacion como una forma de obtener informacion relevante y
proponer escenarios realistas sobre la demografia histérica de la poblacién estudiada
(Husban & Barret, 1996).

Por otro lado, la localidad “Capilla” tuvo el mayor valor de divergencia para el indice D — W
(154.5), fue la unica con valores de diferenciacion significativos con respecto a todas las
localidades utilizando cpADN y se encontré conformada, casi en su totalidad, por un solo
linaje de cloroplasto distinto al del resto de las localidades. En conjunto estos resultados
sugieren que esta localidad se originé a partir de una poblacion genéticamente divergente
con respecto a la(s) que fundaron las demas localidades. Otra posible explicacion es que la
deriva genética fijo este linaje en esta localidad, mientras que en las otras se encuentra en
baja frecuencia o incluso ha sido eliminado. Es reconocido que distintos procesos historicos,
como los mencionados anteriormente, han provocado una gran asimetria entre la pendiente
norte y sur del volcan Ajusco, lo que ha tenido una fuerte influencia en la distribucion de la
vegetacion (Garcia-Aguirre et al. 2007). Sin embargo, aun queda por resolverse si esta
asimetria ha tenido un impacto en los procesos de colonizacion a partir de diferentes
poblaciones, y por lo tanto en la distribucién espacial de la diversidad genética, como lo
podrian sugerir los resultados de la localidad “Capilla”, ubicada en la pendiente sur del volcan
y a solo un kilémetro de su vecino mas cercano (“Basurero”) del cual esta altamente
diferenciado (FST (cpADN) = 0.43272 y FST (AFLP) = 0.15611).

Para poner a prueba explicitamente las hipotesis mencionadas anteriormente, como la del
comportamiento metapoblacional, las diferencias en el tiempo de establecimiento de cada
localidad y el posible origen de “Capilla” a partir de una poza genética distinta a la de las
demas localidades, se podrian usar diversas aproximaciones, incluyendo las graficas tipo
Skyline (Pybus et al., 2000), que permiten estimar patrones histéricos sobre los tamafios

poblacionales a partir de una genealogia construida con base en secuencias de nucleétidos y
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que prescinden de restricciones a priori sobre posibles modelos demograficos (Ho & Shapiro,
2011). Estas serian especialmente utiles para investigar mas acerca de la demografia
histérica de esta poblacion. Otra aproximacion util seria realizar simulaciones sobre la
demografia historica, tomando en cuenta tanto las caracteristicas biologicas de la especie
como la heterogeneidad ambiental, e integrarlas en simulaciones coalescentes (Knowles &
Alvarado-Serrano, 2010). De esta forma seria posible examinar directamente la influencia del
paisaje actual, la de la distribucion histérica de la especie (o0 en este caso de la poblacién) y
la del proceso de colonizacién en si mismo, sobre la diversidad y estructura genética
contemporanea de Abies religiosa (ver por ejemplo Knowles & Alvarado-Serrano, 2010).
Asimismo, podria utilizarse el Computo Bayesiano Aproximado (Beaumont et al., 2002), que
es un marco estadistico que permite poner a prueba hipétesis demograficas especificas a
partir de la simulacién de genealogias construidas con diversos tipos de marcadores
moleculares (Bertorelle et al., 2010). Esta aproximacion permite comparar
probabilisticamente varios modelos y evaluar la credibilidad de los resultados de manera

cuantitativa (Bertorelle et al., 2010).

Dispersion diferencial del polen y de las semillas

El indice de diferenciacion genética entre localidades (Fst) calculado con AFLPs fue
significativo en 95.45% de las comparaciones, mientras que al utilizar cpADN solo fue
significativo en 40.9% de ellas. Ademas, los resultados del modelo de mezcla realizado en
BAPS para AFLPs, donde pocos individuos presentan un nivel de mezcla significativo y el
flujo genético se da principalmente entre individuos del mismo grupo genético, sugieren que
las semillas no tienen una gran capacidad de dispersion, como ya se ha sefialado en Abies
alba (Sagnard et al., 2006), cuyas semillas también son dispersadas por viento, y para la
gran mayoria de las coniferas. Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que el flujo
genético mediado por el polen es mayor que el mediado por las semillas. Dicho resultado es
de esperarse, ya que la dispersion del polen a través del viento es mas eficaz (Loveless &
Hamrick, 1984). Por otra parte, las pruebas de Mantel realizadas bajo el marco de un
modelo causal ademas indicaron, como era de esperarse, que la estructura genética

mediada por la dispersién del polen es diferente de aquella mediada por la dispersion de las
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semillas (p >0.05)

A pesar de que el flujo genético mediado por el polen es alto, es posible detectar un patrén
de estructura genética, aunque débil, dado por este tipo de dispersidn. Debido a la escala
espacial del estudio y a la gran capacidad de dispersion del polen, podria esperarse que el
flujo genético tuviera la suficiente intensidad para homogeneizar las distintas localidades. En
esta situacion se esperaria que no existiera diferenciacion genética entre ellas. Sin embargo,
los valores de diferenciacion genética calculados con cpADN, cuando significativos, fueron
relativamente altos. Esto puede explicarse por la dispersion local de las semillas y por la
dinamica metapoblacional mencionada anteriormente, estas reducen significativamente el
numero de arboles que contribuyen propagulos durante el proceso de recolonizacion y
aunque haya una buena dispersion del polen, esta resulta insuficiente para compensar el
efecto a corto plazo de la baja dispersion de las semillas (Jordano, 2010). Otro factor a tomar
en cuenta es que dentro de la familia Pinaceae los granos de polen de los Abies tienen la
mayor velocidad de descenso debido a efectos gravitacionales, caracteristica que podria
limitar la dispersion a larga distancia y el flujo genético entre localidades (Cinget, 2014). Esto
resulta particularmente relevante si se considera la topografia del volcan, ya que limitaria en

gran medida la dispersion del polen pendiente arriba.

Determinantes de la estructura genética poblacional

Las pruebas de Mantel y de Mantel parcial realizadas bajo el marco de un modelo causal no
permitieron identificar el patron adecuado para describir la estructura genética obtenida con
los AFLPs. Tanto la hipétesis de aislamiento por distancia (IBD) (Wright, 1943) como la de
aislamiento por adaptacion (IBA) (Nossil et al., 2009) fueron rechazadas (p > 0.05). La
ausencia de IBD concuerda con lo esperado en el escenario de metapoblacion, ya que los
procesos de recolonizacion podrian darse a partir de migrantes provenientes de diferentes
localidades, no necesariamente cercanas entre si, resultado de eventos raros de dispersion a
grandes distancias; o podrian darse a partir de individuos en estado de latencia presentes en
el banco de semillas del subsuelo. A pesar de que los Abies mexicanos muestran una fuerte

estructura geografica interpoblacional, solo en un estudio se ha detectado un patrén de IBD
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(Aguirre-Planter et al., 2000), justamente para Abies religiosa. Esto podria deberse a que las
poblaciones estudiadas no han existido por suficiente tiempo y/o que han experimentado
diversos eventos demograficos, lo que les han impedido alcanzar un equilibrio deriva
genética-migracion (Aguirre-Planter et al., 2000; Mugica-Gallart, 2013). Por otro lado, es
reconocido que las determinantes de la estructura genética pueden variar a diferentes
escalas geograficas, como se ha observado en Abies alba (Mosca et al., 2014). Los
resultados del presente estudio indican que a una escala geografica fina el patrén de IBD no
se encuentra en esta poblacién de Abies religiosa. Sin embargo, esto no implica que al igual

que en Abies alba, no existan patrones diferentes en otras poblaciones de la especie.

El hecho de no haber encontrado un patron de IBA podria sugerir que el volcan Ajusco no
presenta la heterogeneidad ambiental suficiente para inducir procesos de adaptacion local.
Sin embargo, esta explicacion es poco probable ya que se reconoce que la historia natural de
esta zona, en conjunto con las diferencias entre las caracteristicas ambientales de las
pendientes norte y sur tienen una gran influencia en la distribucion de la vegetacion (Garcia-
Aguirre et al. 2007). Es probable que la resolucién de los datos ambientales haya disminuido
nuestro poder estadistico para evaluar la hipotesis de IBA de manera correcta, ya que solo se
usaron cuatro variables ambientales cualitativas. Esto resalta la necesidad de cuantificar y
caracterizar la variacion ambiental a niveles microespaciales, ya que procesos ecoldgicos y/o
evolutivos importantes podrian estar ocurriendo a esta escala y solo teniendo la suficiente
resolucién en los datos ambientales seria posible identificarlos. Un enfoque que podria
utilizarse, y se adapta a la escala espacial del estudio, seria la de caracterizar de manera
cuantitativa los nutrientes del suelo; de esta forma seria posible identificar las variables
ambientales con mayor varianza entre las localidades muestreadas. Este enfoque se utilizé
anteriormente en Helianthus petiolaris, con una escala espacial similar a la del presente
estudio, y permitié identificar elementos del suelo que estan promoviendo la diferenciaciéon

genética a escala fina de esta especie (Andrew et al., 2012).
A pesar de no haber encontrado evidencia de IBA 'y tomando en cuenta la dinamica

metapoblacional, la posibilidad de eventos de adaptacion local, resultado de la

heterogeneidad ambiental y la compleja historia natural del volcan Ajusco, no queda
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descartada. En este escenario los primeros colonizadores podrian haber desarrollado
adaptaciones locales, que brindarian una ventaja sobre los migrantes; de esta manera el
establecimiento de estos se veria disminuido, conservando asi el efecto de fundador y
aumentando la diferenciacidén genética (Orsini et al., 2013). Sin embargo, este proceso (en el
que el efecto de fundador se conserva y la diferenciacién genética aumenta) también podria
darse de manera neutral. En dicho escenario el efecto de fundador se conservaria gracias a
la superioridad numeérica de los primeros colonizadores, resultado del proceso de
colonizacion, y al impacto de la deriva genética en las localidades (Orsini ef al., 2013).

La baja capacidad de dispersion de las semillas y la presencia de loci con sefiales de
seleccion sugieren que en la poblacion estudiada podria haber ocurrido una combinacion de
ambos escenarios. De esta manera la adaptacion a las condiciones locales, combinada con
una ventaja numérica de los primeros colonizadores, contribuiria a un fuerte efecto de

prioridad de los residentes sobre los migrantes (Orsini et al., 2013).

Ademas de la variacion ambiental, es muy probable que las caracteristicas fisicas del paisaje
tengan una gran influencia en la distribucion de la variacién genética (Manel et al., 2003).
Esto puede ser particularmente importante en los ecosistemas montafiosos debido a su
complicada topografia, que aumenta el nimero de barreras fisicas (Mosca et al., 2014). La
distribucion de los manchones de bosque de Abies religosa esta muy relacionada con la
presencia de cafadas, lo que podria determinar la intensidad y direccionalidad del flujo
genético. Para medir la influencia de estas caracteristicas fisicas en el patrén de estructura
genética de Abies religiosa seria necesario poner a prueba la hipdtesis de aislamiento por
resistencia (IBR) (McRae, 2006), en donde se prediga la relacion entre la conectividad del

paisaje y el flujo genético.

La estructura genética mediada por la dispersion del polen estuvo relacionada con el
ambiente (p < 0.05) incluso luego de haber controlado el efecto de la distancia geografica ( p
< 0.05). Cabe senalar que este patrén es contra intuitivo debido a la naturaleza neutral de los
microsatélites. Una posible explicacion es que el flujo genético diferencial entre habitats
ecolégicamente divergentes (o similares), también podria influir en la variacion genética

neutral (Orsini et al., 2013). Sin embargo, si este fuera el caso, se esperaria encontrar una
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correlacion entre los loci putativamente selectivos y la distancia ambiental, situacion que no
ocurrié (p > 0.05), aunque podria deberse a la poca resolucion de los datos ambientales
disponibles. Otra explicacion es que, nuevamente, la baja resoluciéon de los datos
ambientales influy6 en la corrleacion, provocando un falso positivo. Una forma de discernir
entre causalidad y casualidad seria realizar experimentos de jardin comun. Estos consistirian
en examinar la distribucion espacial de los haplotipos y seleccionar aquellos que se
distribuyan unicamente en el sur, en el norte o lo hagan en ambas zonas. Posteriormente se
podria probar si los individuos sembrados cerca de su ubicacion “original” tienen mayor
adecuacion que cuando crecen en el lado opuesto; mientras que aquellos con haplotipos de
amplia distribucién no deberian de mostrar diferencias en la adecuacién entre los dos sitios.
Por otro lado, la hipétesis de IBR (McRae, 2006) también resultaria importante para hacer
conclusiones acerca de la estructura genética mediada por la dispersion del polen en relacion

a sus determinantes.

Genobmica ecologica y procesos selectivos

En total se encontraron 14 loci putativamente selectivos, que corresponden al 3.55% del total
de AFLPs genotipados, este porcentaje se encuentra en concordancia con respecto al
encontrado en otros estudios que han utilizado AFLPs (2.7%, McEwen et al., 2013; 6%
Richardson et al., 2009) y SNPs (2.7%, Eckert et al. 2010, 4.4%, Prunier et al., 2011y 1.7%
Mosca et al., 2014). Dicho resultado es de esperarse debido a lo conservador del enfoque
utilizado y demuestra las ventajas de emplear multiples aproximaciones para identificar loci
putativamente selectivos (De Mita et al., 2013). Por otro lado, la diferencia en el numero de
loci detectados y conservados con cada método refleja la complejidad de encontrar con

exactitud los loci responsables de la adaptacién ambiental (Mosca et al., 2014).

A pesar de haber utilizado un método basado en correlaciones entre variables ambientales y
frecuencias alélicas (SAM), la resolucién de los datos ambientales, y su caracter cualitativo,
no permiten hacer una relacion directa entre los loci detectados y la variable ambiental de
interés. A pesar de estas limitantes, se pueden descifrar ciertas asociaciones. De los siete

loci detectados con SAM, cinco estuvieron relacionados con la primera dimension del MCA,
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compuesta principalmente por el tipo de suelo y el tipo de vegetacién (31.6% y 30.6 %,
respectivamente); y los restantes con la segunda dimension, compuesta principalmente por
el tipo de vegetacion (60.1%). Con respecto al tipo de suelo, hubo una serie de variables de
gran importancia que no estaban disponibles para este estudio, como la acidez, la humedad
relativa o el porcentaje de materia organica que podrian estar generando procesos
microadaptativos en esta metapoblacion de Abies religiosa. Este tipo de variables estuvieron
fuertemente correlacionados con la diferenciacion genética dentro de una poblacion de

Helianthus petiolaris (Andrew et al., 2012).

Por otro lado, en nuestro estudio el tipo de vegetaciéon estuvo fuertemente correlacionado con
las dos dimensiones del MCA. A pesar de que esta variable es muy general, se esperaria que
esté correlacionada con un gran numero de variables ambientales, especialmente climaticas.
Estudios previos han detectado que en general, la temperatura, el nivel de precipitacion
(Mosca et al., 2012 y 2014) y el de aridez (Eckert et al., 2010), representan importantes
presiones adaptativas en diversas especies de coniferas. La escala espacial utilizada en la
presente tesis hace dificil esperar una gran variacién en estos factores dentro del area de
estudio, por lo que es posible que a esta escala sean otras variables climaticas las que
tengan mayor importancia. Sin embargo, la distribucién de Abies religiosa, principalmente en
cafadas podria significar la presencia de microclimas, cuya variacion ambiental podria
resultar en procesos selectivos. Tomando en cuenta tanto la ecologia de los bosques de
Abies mexicanos como la de los ecosistemas alpinos, algunas de estas variables podrian ser,
por ejemplo, la exposicion al viento y la cantidad de radiacion solar; ambas variables
seguramente dependen de la ubicacion espacial alrededor del volcan y se relacionan
directamente con la cantidad de evaporacion (y por lo tanto de humedad).Estos resultados
sugieren que incluso a esta escala microespacial procesos adaptativos importantes,

posiblemente relacionados con variables climaticas y/o del suelo, podrian estar ocurriendo.

En el presente estudio se encontr6 una gran diferenciacion genética entre localidades, debida
probablemente al limitado flujo genético. Sin embargo, es necesario hacer notar que el flujo
genético en sentido estricto depende tanto de la movilidad como de la capacidad de

establecimiento de |la especie; esta ultima determinada por los procesos adaptativos que
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proceden a la dispersion. Construyendo un modelo basado en regresiones de tipo Random
Forest (Breiman, 2001) se buscé evaluar la importancia de cada componente del flujo
genético; esto se hizo contrastando el papel de la variacion genética neutral contra la

variacion genética adaptativa en la diferenciacion genética.

Los resultados del modelo indican que, las hipotesis selectivas de mayor parsimonia explican
un mayor porcentaje de la varianza que las hipotesis neutrales. Ademas, ninguno de los 550
modelos aleatorios explican un porcentaje mayor o similar que los modelos selectivos. Esto
sugiere que la diferenciacion genética observada es mantenida por la interaccion entre la
baja capacidad de dispersion de las semilla y la ocurrencia de ciertos procesos adaptativos,
qgue no se limitan a unos cuantos loci selectivos. Es decir, el limitado flujo genético detectado
esta determinado, en cierta medida, por la seleccién en contra del migrante, y no depende
exclusivamente de la limitada de dispersion de la especie . Esta baja capacidad de
establecimiento podria ser resultado de la divergencia adaptativa entre localidades, y resalta
la influencia del régimen selectivo en el flujo genético dentro la poblacién estudiada. Sin
embargo, esta interpretacion debe tomarse con cautela por las siguientes razones; i) las
regresiones de tipo Random Forest (Breiman, 2001) han sido utilizadas, comunmente, para
detectar las variables de mayor importancia; por ejemplo, para elegir genes candidatos a
partir de datos de microarreglos (Diaz-Uriarte & Alvarez de Andres, 2006) y no para
contrastar modelos utilizando el porcentaje de la varianza explicada; ii) algunos de los loci
putativamente selectivos fueron escogidos por presentar valores inusualmente altos para el
coeficiente de diferenciaciéon Fst, por lo tanto es de esperarse que dichos loci tengan una
mayor importancia en la diferenciacion entre localidades. Sin embargo, hay que notar que los
modelos de mayor parsimonia para la coordenada uno y dos incluyeron loci detectados con el

método SAM, que no esta basado en estas medidas de diferenciacion.

Los dos modelos de maxima parsimonia fueron los “Selectivo 9.1” y “Selectivo 9.2”. Para la
coordenada 1 este estuvo compuesto por los loci 82, 79, 126, 321, 354 y 383, mientras que
para la coordenada 2 este incluy6 los loci 19, 164, 27, 197, 199, 20. Debido a la naturaleza
predominantemente no codificante de los AFLPs es probable que estos loci en realidad se

encuentren ligados a genes o regiones reguladoras, que serian los verdaderos blancos de las
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fuerzas selectivas. Para poder saber cuales son estos genes o regiones reguladoras se
podrian realizar dos procedimientos. El primero seria aislar el fragmento de interés y
secuenciarlo. Posteriormente se podria alinear esta secuencia para buscar su identidad
putativa mediante una base de datos de referencia (BLAST). El segundo seria realizar un
mapeo genético del fragmento de interés para identificar la region a la cual se encuentra
ligada. De hecho, la técnica de AFLPs es considerada como una alternativa poderosa para
realizar mapeos genémicos de alta densidad (Marques et al., 1998), y ha sido utilizada con
este fin en diversas especies de coniferas, por ejemplo, Pinus taeda (Remington et al., 1998),

Picea abies (Paglia et al., 1998) y Pius pinaster (Chagne et al., 2002).

Como ya se mencion6 antes, la estructura genética observada puede ser resultado de un
comportamiento tipo metapoblacién. En este escenario, aunque no se descarta la existencia
de procesos de adaptacion local, se da mas importancia a procesos neutrales como la deriva
genética, y a la contingencia de la dinamica de colonizacion/extincion. Por otro lado, el
modelo basado en Random Forest (Breiman, 2001) sugiere que la diferenciacion genética
entre localidades también esta influenciada por procesos selectivos. Una posible explicacion
para unificar ambas hipotesis es que la gran variacion genética observada posibilita el
surgimiento de adaptaciones locales incluso bajo una dinamica metapoblacional. Bajo este
escenario los primeros colonizadores en establecerse serian los que tuvieran una mayor
adecuacion para cada sitio determinado y/o tendrian una mayor adecuacion con respecto a
migrantes futuros (Orsini et al., 2013). Si los alelos adaptativos se originan a partir de la
variacion genética preexistente, entonces el proceso de adaptacion seria relativamente
rapido; ya que dichos alelos ventajosos ya estarian presentes en la poblacion, posiblemente
con una frecuencia inicial alta, lo que aumentaria de manera importante su probabilidad de
fijacion (Barret & Schluter, 2007). De esta forma, aunque la dinamica metapoblacional podria
ocasionar la extincion de las localidades en un tiempo relativamente corto, esto no seria un
impedimento para el surgimiento de adaptaciones locales. Una forma de comprobar si los
alelos adaptativos surgieron a partir de la variacion genética pre existente, y no son producto
de nuevas mutaciones, seria demostrar que el alelo fijado en el nuevo ambiente también se
encuentra en la poblacion ancestral en forma de variacion genética preexistente (Barret &

Schluter, 2007). Otra aproximacion seria examinar la distribucion espacial de los alelos
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candidatos, si estos son resultado de mutaciones nuevas, entonces se esperaria que
mostraran sefiales de “barridos selectivos fuertes”, y por lo tanto tuvieran una distribucién

geografica estrecha (Hancock et al., 2011).

A pesar de las dificultades para interpretar el modelo basado en regresiones tipo Random
Forest (Breiman, 2001) y del poco conocimiento que se tiene con respecto a la importancia
de los procesos neutrales contra los procesos selectivos en la diferenciacidon genética, una
explicacion puramente demografica y neutralista seria insuficiente dada la gran variacion y
complicada estructura genética observada en la poblacion de Abies religiosa del Ajusco. Por
ejemplo, en Pinus monticola existe evidencia de que la presencia de dos ecotipos podria ser
resultado de la expansion postglacial a partir de dos refugios. Sin embargo, utilizando loci de
AFLPs putativamente selectivos y un modelo basado en regresiones tipo Random Forest
(aunque dicho modelo es distinto al utilizado en el presente estudio), se encontrd evidencia
de seleccion divergente aun en presencia de flujo genético. Lo anterior indica que la
estructura genética de dicha especie no puede ser explicada exclusivamente con base en
procesos demograficos y, en cambio, es resultado de la compleja interaccidon entre estos y la

presencia de adaptaciones locales (Richardson et al., 2009).
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8. Conclusion

En el presente estudio se describio la estructura genética de la poblacion de Abies religiosa
del volcan Ajusco, para posteriormente identificar algunas de sus determinantes. Esta
poblacion se caracteriza por tener una diversidad genética elevada, tanto nuclear como
cloroplastica; y estar subdividida espacialmente en cuatro grupos genéticos y dos linajes de
cloroplasto. Los resultados obtenidos indican que los factores paisajisticos, en este caso la
distancia geografica y la distancia ambiental, no son los responsables de la estructura
genética observada. En cambio, esta se debe a la compleja interaccion entre procesos
demograficos (neutrales) y selectivos. La complicada historia natural del volcan Ajusco
probablemente ha provocado un comportamiento tipo metapoblacion en las localidades de
Abies religiosa. El caracter estocastico de la dinamica de extincion/colonizacion, en conjunto
con la baja capacidad de dispersion de la especie, en la que los eventos de dispersion a
larga distancia son mas bien raros, y la presencia de procesos selectivos que influyen en el
régimen de flujo genético, a la vez que permiten el surgimiento de adaptaciones locales,
potencialmente reforzaron el efecto de fundador, lo que a su vez ha provocado una gran

diferenciacion genética entre las localidades.

Tanto el indice de diferenciacion entre localidades (FsT pareada), como los analisis
Bayesianos de agrupamiento sugieren que, conforme a lo esperado, la dispersién del polen
es mas efectiva que la de las semillas. Sin embargo, a pesar de la poca distancia entre las
localidades muestreadas, fue posible encontrar diferenciacion genética significativa entre
algunas localidades utilizando cpADN. Lo anterior sugiere que a pesar de que el flujo
genético mediado por polen es mas eficiente que el de las semillas, su eficiencia se ve
limitada debido a la poca dispersion de estas ultimas, asi como al comportamiento

metapoblacional.

Se detectaron 14 loci candidatos a ser adaptativos y relacionados, principalmente, con el tipo
de suelo y el tipo de vegetacion. La dinamica metapoblacional de colonizacion/extincion
podria sugerir una baja probabilidad para el surgimiento de adaptaciones locales

intrapoblacionales, debido al corto tiempo entre el establecimiento de una localidad y su
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extincion. A pesar de ésto, les posible que la gran variacion genética observada sirva como
un reservorio genético a partir del cual se originaran dichas adaptaciones en un periodo de
tiempo relativamente corto; de esta manera la dinamica metapoblacional no representaria un
impedimento para el surgimiento de adaptaciones locales intrapoblacionales. A pesar de las
limitaciones del presente estudio, la evidencia aqui colectada sugiere la necesidad de
acumular datos mas finos sobre la variacion ambiental, para asi poder entender de mejor

manera los procesos evolutivos que ocurren a esta escala espacial.

La alta diferenciacion genética observada anteriormente en los Abies mexicanos ha sido
explicada por una fuerte influencia de la deriva genética y una cantidad limitada de flujo
genético. En el presente estudio se utilizé un modelo para analizar la importancia de cada
componente del flujo genético en sentido estricto, es decir, de la capacidad de dispersion y de
la de establecimiento. Los resultados sugieren que la divergencia genética entre localidades
no se debe exclusivamente a la baja capacidad de dispersion de la especie; y que el efecto
homogeneizador del flujo genético se ve contrarrestado, en cierta medida, por procesos

selectivos que limitan el establecimiento de los migrantes.
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Anexo 1. Recoleccion de muestras
Anexo 1a. Geo referencia de cada uno de los 240 individuos de A. religiosa colectados en

doce localidades distribuidas en el volcan Ajusco, durante diciembre del 2013.

Individuo Geo referencia Individuo Geo referencia Individuo Geo referencia
N 19 14.69 N 19 13.41 ZA1 | N 19 13.36
W 99 15.44 W 99  14.17 w 99 16.61
N 19 14.70 N 19 13.41 N 19 13.37
w 99 15.46 w 99  14.17 W 99 16.62
N 19 14.67 N 19 13.40 N 19 13.37
W 99 15.45 W 99 14.18 w 99 16.61
N 19 14.62 N 19 13.40 N 19 13.39
w 99 15.47 w 99 14.19 w 99 16.60
N 19 14.59 N 19 13.39 N 19 13.39
W 99 15.47 W 99  14.21 w 99 16.61
N 19 14.60 N 19 13.39 N 19 13.40
w 99 15.46 w 99 14.21 W 99 16.61
N 19 14.58 N 19 13.38 N 19 13.39
W 99 15.44 W 99 14.22 w 99 16.61
N 19 14.57 N 19 13.41 N 19 13.40
W 99 15.43 W 99 14.13 w 99 16.61
N 19 14.59 N 19 13.41 N 19 13.41
w 99 15.42 w 99 14.12 W 99 16.61
N 19 14.59 N 19 13.40 N 19 13.41
W 99 15.41 W 99 14.08 w 99 16.61
N 19 14.60 N 19 13.41 N 19 13.42
W 99 15.41 W 99  14.07 wW 99 16.62
N 19 14.60 N 19 13.36 N 19 13.42
W 99 15.41 W 99 14.04 W 99 16.62
N 19 14.59 N 19 13.36 N 19 13.43
w 99 15.40 w 99 14.04 W 99 16.62
N 19 14.59 N 19 13.36 N 19 13.43
W 99 15.39 W 99 14.03 w 99 16.62
N 19 14.61 N 19 13.36 N 19 13.44
W 99 15.39 W 99 14.02 wW 99 16.62
N 19 14.61 N 19 13.35 N 19 13.43
W 99 15.39 W 99 14.01 W 99 16.62
N 19 14.61 N 19 13.39 N 19 13.41
W 99 15.38 W 99 14.25 W 99 16.60
N 19 14.63 N 19 13.39 N 19 13.41
W 99 15.38 W 99 14.26 w 99 16.59
N 19 14.61 N 19 13.38 N 19 13.41
W 99 15.38 W 99 14.28 w 99 16.59
N 19 14.63 N 19 13.38 N 19 13.40
W 99 15.38 W 99 14.29 w 99 16.58
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Individuo

S zSzsSzsSzsSzsSzZzsSzZz2sSzZzsSzZz2sSzsSzsSzsSzsSzsSszsSszsSszszsz:sz

Geo referencia

19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99

13.51
14.77
13.51
14.78
13.50
14.79
13.49
14.80
13.49
14.80
13.49
14.82
13.49
14.82
13.48
14.83
13.49
14.83
13.48
14.83
12.46
13.83
13.47
14.83
13.47
14.83
13.45
14.84
13.46
14.85
13.47
14.85
13.47
14.86
13.46
14.87
13.47
14.86
13.46
14.82

Individuo

Geo referencia

S zSzsSzSz=sSzSzsSzZz2SsSz2sSzZz2sSzsSzZz2sSzsSzZzsSzsSzsSzsSzsSsz=sSz:=s=z

19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99

13.92
15.41
13.59
15.40
13.59
15.39
13.59
15.40
13.57
15.39
13.57
15.40
13.57
15.38
13.57
15.37
13.57
15.36
13.57
156.35
13.58
15.34
13.58
156.33
13.58
15.32
13.58
15.32
13.59
15.30
13.58
15.29
13.58
15.27
13.58
15.27
13.57
15.28
13.58
15.26

Individuo

SzSzSSzSSzSzSsSzZz2sSzZz2sSz2sSzSsSzSsSz2sSzsSzsSzsSzSsSzsSzszsz:s=z

19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99

Geo referencia

12.31
16.30
12.31
16.30
12.33
16.30
12.33
16.30
12.35
16.30
12.35
16.30
12.34
16.29
12.36
16.30
12.37
16.30
12.37
16.29
12.38
16.28
12.38
16.29
12.38
16.28
12.38
16.27
12.39
16.26
12.39
16.25
12.39
16.25
12.40
16.25
12.40
16.24
12.40
16.24
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Individuo

S zSzsSzsSzsSzsSzZzsSzZz2sSzZzsSzZz2sSzsSzsSzsSzsSzsSszsSszsSszszsz:sz

Geo referencia

19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99

13.84
16.36
13.83
16.38
13.84
16.40
13.83
16.40
13.83
16.40
13.83
16.40
13.84
16.39
13.84
16.40
13.84
16.39
13.84
16.40
13.84
16.40
13.84
16.40
13.85
16.42
13.85
16.42
13.84
16.42
13.84
16.42
13.84
16.41
13.84
16.41
13.84
16.41
13.84
16.41

Individuo
Cur1

Cur2

Cur3

Curd

Curb

Curé

Cur?

Cur8

Cur9

Cur10

Cur11

Curi2

Cur13

Curl14

Cur15

Cur16

Cur17

Cur18

Cur19

Cur20

Geo referencia

S zSzsSzSz=sSzSzsSzZz2SsSz2sSzZz2sSzsSzZz2sSzsSzZzsSzsSzsSzsSzsSsz=sSz:=s=z

19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99

13.39
16.04
13.38
16.03
13.37
16.03
13.38
16.02
13.36
16.00
13.38
16.00
13.37
15.98
13.36
15.98
13.37
15.97
13.38
15.96
13.39
15.95
13.40
15.95
13.42
15.95
13.42
15.94
13.43
15.94
13.43
15.94
13.44
15.93
13.43
15.92
13.44
15.92
13.44
15.91

Individuo

SzSzSSzSSzSzSsSzZz2sSzZz2sSz2sSzSsSzSsSz2sSzsSzsSzsSzSsSzsSzszsz:s=z

19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99

Geo referencia

11.82
15.49
11.81
15.49
11.82
15.47
11.82
15.46
11.83
15.46
11.83
15.44
11.84
15.44
11.84
15.43
11.84
15.41
11.84
15.42
11.84
15.41
11.84
15.40
11.84
15.39
11.85
15.39
11.85
15.38
11.84
15.37
11.84
15.36
11.83
15.34
11.84
156.33
11.84
15.34
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Individuo

S zSzsSzsSzsSzsSzZzsSzZz2sSzZzsSzZz2sSzsSzsSzsSzsSzsSszsSszsSszszsz:sz

Geo referencia

19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99

12.20
14.16
12.18
14.15
1217
14.16
1217
14.16
12.16
14.15
12.14
14.16
12.13
14.15
12.10
14.09
12.10
14.08
12.10
14.03
12.08
14.03
12.08
14.02
12.07
14.01
12.08
14.00
12.08
13.99
12.08
13.96
12.07
13.96
12.06
13.95
12.05
13.95
12.03
13.94

Individuo
APA1

APA2

APA3

APA4

APAS

APAB

APA7

APA8S

APAS

APA10

APA11

APA12

APA13

APA14

APA15

APA16

APA17

APA18

APA19

APA20

Geo referencia

S zSzsSzSz=sSzSzsSzZz2SsSz2sSzZz2sSzsSzZz2sSzsSzZzsSzsSzsSzsSzsSsz=sSz:=s=z

19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99

12.36
14.05
12.35
14.05
12.34
14.04
12.34
14.06
12.35
14.06
12.33
14.03
12.35
14.02
12.35
14.04
12.36
14.05
12.36
14.04
12.37
14.03
12.38
14.03
12.40
14.03
12.39
14.01
12.39
14.00
12.37
14.01
12.37
14.00
12.38
13.99
12.37
13.98
12.36
13.99

Individuo

SzSzSSzSSzSzSsSzZz2sSzZz2sSz2sSzSsSzSsSz2sSzsSzsSzsSzSsSzsSzszsz:s=z

19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99
19
99

Geo referencia

11.93
15.97
11.95
15.96
11.95
15.95
11.94
15.93
11.95
15.94
11.96
15.94
11.96
15.93
11.97
15.92
11.97
15.91
11.99
15.90
12.00
15.91
12.01
15.91
12.02
15.90
12.02
15.91
12.02
15.91
12.01
15.92
12.00
15.94
11.99
15.94
11.99
15.95
11.98
15.95
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Anexo 2. Métodos de laboratorio para la obtenciéon de AFLPs

Anexo 2a. Secuencias de los cebadores utilizados, se sefalan los oligonucledtidos selectivos
de cada cebador. Estas combinaciones de cebadores y la secuencia de oligonucledtidos
selectivos fueron seleccionados a partir de estudios previos que los reportan como altamente
polimdrficos y reproducibles en especies de arboles (Hasbun et al., 2011). En negritas se

sefalan las combinaciones seleccionadas.

Oligonucledtidos selectivos | Clave Combinaciones probadas
Eco + ACA 1 1a
Eco + ACC 2 1b
Eco + ACG 3 1c
Mse + AGCT a 2d
Mse + CCCG b 2c
Mse + CCGA C 2e
Mse + AGGC d 3f
Mse + CCTA e 3a
Mse + AGCA f 3c
Mse + CCAA g 39
Mse + CCCA h 3h
Mse + CCTC i 3i
Mse + CCTG j 3j

Nota: Secuencia del cebador Eco (GACTGCGTACCAATTC), secuencia del cebador Mse
(GATGAGTCCTGAGTAA).
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Anexo 2b. Detalles del procedimiento realizado para obtener la matriz binaria final.

Los electroforegramas obtenidos utilizando los servicios de secuenciacion de la Universidad
de llinois en Urbana-Champaign fueron analizados con el método de analisis sugerido en el
manual de RawGeno (Arrigo et al., 2009) en el programa Peak Scanner (Applyed
Biosystems). El electroforegrama se exporté en forma de un tabla que contenia el color de la
marca fluorescente, el numero del pico, el nombre de la muestra, y el tamafio, altura y area
(en pares de bases) del pico. Posteriormente se utlizé el programa RawGeno (Arrigo et al.
2009) para R (R core team, 2013) para definir los fragmentos confiables y repetibles para ser
incluidosen la matriz final. El primer paso constd en importar el perfil genético de las
muestras, esto se hizo de manera independiente para cada combinacion de cebadores
utilizados, utilizando la tabla obtenida en el analisis efectuado en Peak Scanner (Applyed
Biosystems). En seguida, RawGeno muestra una grafica que indica la cantidad de
fragmentos amplificados por individuo (Figura 2b). Para cada andlisis se excluyo el 5% de los
individuos con menor numero de fragmentos amplificados indicativos de una reaccion de

PCR que no fue exitosa; esto ayuda a disminuir la cantidad de falsos negativos.

AFLP peaks per | ndiy dus
80 %

T T T T
0 50 100 150 200
2TV incedduals leapl
Individuals (sored according to their number of AFLP peaks) 98 % Samglng kegt

Figura 2b. Numero de fragmentos amplificados por individuo utilizando la combinacién 1a. El area verde
comprende los individuos que fueron retenidos para continuar el analisis de esta combinacién de cebadores, el
area gris (esquina inferior izquierda) agrupa los individuos excluidos del analisis para esta combinacion de

cebadores en particular.

Posteriormente RawGeno analizé los perfiles de los individuos conservados y eliminé aquellos fragmentos que

no cumplieron con las caracteristicas enunciadas en la Tabla 2b; para ello utilizé el siguiente algoritmo:
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A. Tamafio y altura de los fragmentos a
partir del analisis hecho en Peak Scanner.

B. Al principio de la definicion de las
unidades de analisis (bin), todos los picos
son considerados dentro de un s6lo bin.

C. Division del bin.

1- Se calcula el tamafio de intervalo entre
picos.

2- Se divide el bin en el intervalo de mayor
tamaiio.

D. (Es el ancho del sub bin mayor al
ancho maximo de bin?

No

E. (Es el ancho del sub bin menor al
ancho minimo de bin?

No Si

y

F. (El sub bin incluye varios Si

fin fo B procevied

picos que pertenecen
a la misma muestra?

No
\ 4 y

G. Pasa al siguiente bin.
Asi procede hasta que cada sub bin queda
conforme a los parametros seleccionados.

H. Produce la matriz binaria.
Registra la presencia o ausencia de cada
pico en cada muestra y bin.

I. Revision de calidad.
Elimina los bins fuera del rango de
busqueda.

Elimina los picos que no superan el umbral
de intensidad.

Elimina los picos no reproducibles.
Elimina los picos en frecuencia menor a la
deseada.
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Tabla 2b. Parametros utilizados para el analisis de los perfiles genéticos, previamente analizados en el
programa Peak Scanner y la definicion de los fragmentos confiables. Estos parametros fueron utilizados para

las ocho combinaciones de cebadores.

Parametro Valor
Ancho maximo del bin 1.5 pb
Ancho minimo del bin 1.0 pb
Intensidad minima del pico 100 rfu
Frecuencia minima del bin 11 individuos
Reproducibilidad 90%
Mantener bins sin reproducibilidad TRUE
analizada
Tamafno minimo de los fragmentos 100 pb
analizados
Tamafo maximo de los fragmentos 500 pb
analizados

Abreviaciones: pb = pares de bases, rfu = unidades de fluorescencia relativa

El valor del ancho maximo y minimo del bin se utilizd de acuerdo a lo sugerido en el manual
de RawGeno (Arrigo et al.. 2009). La frecuencia minima del bin correspondio al 5% del
tamario total de la muestra. Mantener los bins sin reproducibilidad analizada indica que
aquellos bins que hayan presentado un estado de ausencia en todas las muestras con
réplicas (es decir 0,0 en ambas muestras) seran conservados en la base de datos. Si bien
esto genera cierta incertidumbre sobre la confiabilidad de dichos fragmentos, excluirlos de la
base de datos podria provocar una subestimacién de la diversidad genética. Se sabe que
existe una correlacion negativa entre el tamano del fragmento y su probabilidad de presentar
eventos de homoplasia por tamafio (es decir, fragmentos no homélogos del mismo tamano
que pertenecen al mismo individuo y que son considerados como un solo locus). Analisis
tedricos sefialan a los fragmentos de tamafo pequefio (<125 pb) como mas propensos a la
homoplasia por tamafo, ya que son mas abundantes durante la obtencién de AFLPs. En este

estudio se utilizé un valor minimo de 100 pb ya que esto permite incluir un mayor numero de
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fragmentos (lo que evita subestimar la diversidad genética). Ademas utilizando RawGeno se
calculd la correlaciéon entre la frecuencia de los fragmentos y el tamafio, solo en 3 de las 8
combinaciones de cebadores utilizadas se obtuvo una correlacion significativa, aunque esto

también esta influenciado por el numero de fragmentos obtenidos con cada combinacion

(véase resultados).
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Anexo 3. Variables ambientales presentes en la zona de estudio

Anexo 3a. Distribucion espacial de las variables ambientales utilizadas para construir la
matriz de distancia ambiental entre localidades utilizada en el modelo causal y para los
modelos jerarquicos de islas realizados en Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005) para
detectar loci con sefiales de seleccidén natural. (A) Regiones hidrolégicas: en amarillo se
muestra la cuenca del Panuco y en rosa la del Balsas. (B) Tipo de rocas: en verde claro se
ilustran rocas basicas y en verde oscuro las intermedias. (C) Tipo de vegetacion y uso de
suelo: en azul se indica el bosque de oyamel, en gris la vegetacion inducida y en beige el
bosque de pino. (D) Tipo de suelo: en verde se muestra el Inceptisol y en amarillo el Entiosol.
Los puntos negros representan las doce localidades muestreadas, las lineas negras son las

curvas de nivel.

A ' B '
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Anexo 4. Analisis de reproducibilidad para construir la matriz binaria final

Anexo 4a. Resultados del analisis de reproducibilidad para definir la matriz binaria final, una
vez que se eliminaron aquellos individuos con reacciones de PCR negativas. Se utilizaron
213 individuos de A. religiosa, genotipados para ocho combinaciones de cebadores. # de_

fragmentos iniciales se refiere al numero total de fragmentos reportados en el

electroforegrama a partir del analisis realizado en Peak Scanner. Removidos por baja

intensidad se refiere al numero de fragmentos que no sobrepasaron el umbral de intensidad

(100 rfu). Removidos por baja reproducibilidad se refiere al numero de fragmentos que

presentaron una reproducibilidad por debajo del 87.5%. Removidos por baja frecuencia se

refiere al numero de fragmentos con una frecuencia menor al 5% dentro de la poblacién. EIL

numero de fragmentos finales se refiere a aquellos fragmentos que cumplieron con los

requisitos establecidos y fueron utilizados para construir la matriz binaria final. Significancia
de la correlacion entre el tamano del fragmento y su frecuencia, en negritas y cursiva se

resaltan las correlaciones estadisticamente significativas.
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Anexo 5. Deteccion de loci bajo seleccién natural.

Anexo 5a. Resultados de los dos modelos puestos a prueba para detectar loci bajo seleccion
natural en el programa Bayescan v2.1 (Foll & Gaggiotti, 2008). (A) Modelo 1supone valores
para el coeficiente de endogamia Fis entre 0.0 y 1.0; con él se detectaron dos loci. (B)
Modelo 2 supone que Fis toma valores de un intervalo de 0.192 a 0.216, estos valores estan
reportados en la literatura y fueron calculados empiricamente para A. religiosa, utilizando
microsatélites nucleares (Mugica-Gallart, 2013) e isoenzimas (Aguirre-Planter et al., 2000)

respectivamente; con este modelo se detectaron tres loci.
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Anexo 5b. Deteccion de loci bajo seleccidn natural en el programa Arlequin v3.5.1.2
(Excoffier et al., 2005). (A) MJI-G, basado en la estructura genética poblacional obtenida con
el analisis realizado en Geneland v4.0.3 (Guillot et al., 2005), nueve loci fueron detectados.
(B) MJI-S, basado en la estructura genética poblacional arbitraria utilizando la variable
ambiental “Tipo de Suelo”, 22 loci fueron detectados (C) MJI-V basado en la estructura
genética poblacional arbitraria utilizando la variable ambiental “Vegetacion”, 18 loci fueron
detectados. Para los tres modelos se muestran los valores de FsT de los 394 AFLPs
genotipados, en gris se indican aquellos loci con una probabilidad nula de ser selectivos ( p >
0.05), en azul aquellos con una probabilidad alta de ser selectivos ( p <= 0.05) y en rojo
aquellos loci con una probabilidad muy alta de ser selectivos ( p < 0.01). Solo se tomaron en
cuenta los loci con sefiales de seleccion direccional; es decir, aquellos con valores

inusualmente altos para FsT, ubicados por encima de la distribucion neutral.
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Anexo 5c. Curva sigmoide de cada uno de los siete loci detectados como selectivos por el
programa matsam v2.0 (Joost et al., 2007) contra la variable ambiental predictiva, dimension
1 (dim1) o dimensién 2 (dim2). (A) Locus 19 contra dim1. (B) Locus 20 contra dim1. (C)
Locus 27 contra dim1. (D) Locus 145 contra dim2. (E) Locus 164 contra dim2. (F) Locus 354

contra dim1. (G) Locus 383 contra dim1.
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Anexo 6. Procesos selectivos y diferenciacién genética-migracién

Anexo 6a. Porcentaje de la varianza explicada por cada modelo construido utilizando el
algoritmo Random Forest (Breiman, 2001). La linea azul representa los modelos que
utilizaron la coordenada 1 (resultado del PcoA) como variable de respuesta. Esta explica el
27.64% de la diferenciacion genética total. La linea naranja representa los modelos que
utilizaron la coordenada 2 (resultado del PCoA) como variable de respuesta y que explico el

20.85% de la diferenciacion genética total.
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Anexo 6b. Distribucién del porcentaje de la varianza explicada por cada uno de los 550

modelos aleatorios construidos utilizando el algoritmo Random Forest (Breiman, 2001).
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