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RESUMEN

Entender la demografia histérica de las especies requiere la consideracion tanto de las
caracteristicas bioldgicas de las especies como del contexto geoldgico y climatico en el que
han evolucionado. La interaccion de estos factores determina los procesos de expansion
demografica, expansion de rango y/o fragmentacion de las poblaciones, lo que en ultima
instancia puede favorecer la diferenciacion genética, especiacion y contacto secundario. Sin
embargo, identificar los procesos demogréficos que dieron lugar a la distribucion de la
variacion genética puede ser complicado en especies con tiempos generacionales largos tales
como las coniferas, ya que éstos frecuentemente se sobreponen y/o operan en distintas escalas
espaciales y temporales. Este problema puede ser resuelto parcialmente mediante el analisis
genético de multiples loci en un contexto bayesiano, lo que puede ayudar a identificar algunos
de estos procesos demogréaficos con cierta confianza. El presente estudio retomd este
problema, enfocado a un complejo de especies de oyamel, Abies flinckii y A. religiosa,
distribuidas en ambientes de montafa aislados a lo largo de un gradiente este-oeste en la Faja
Volcénica Transmexicana (FVTM). Se dilucido su historia demogréafica y de divergencia a
través de distintos analisis complementarios, usando cuatro microsatélites y 11 genes
nucleares que fueron genotipados/secuenciados en aproximadamente 400 individuos de 20
poblaciones. Los individuos fueron agrupados en cuatro linajes genéticos, cuya separacion
fue parcialmente congruente con una clasificacién taxonémica reciente; aunque se infirio la
mezcla genética de éstos en el centro de la Faja. Con base en esta estructura genética y la
historia geoldgica y climatica conocida para el centro de México, se construyeron 10
escenarios demogréaficos y de divergencia que fueron puestos a prueba mediante métodos de
Caélculo Bayesiano Aproximado. Los escenarios con mayor soporte estadistico sugieren que
A. flinckii y A. religiosa divergieron hacia finales del Plioceno; mientras que la separacion
del resto de los grupos genéticos ocurrié durante el Pleistoceno. Asimismo, estos escenarios
indicaron tamafios poblacionales pequefios y grandes respectivamente en los linajes
occidentales y A. religiosa, asi como el contacto secundario entre grupos genéticos
consecuencia del efecto de la fluctuacion en las condiciones climaticas en un espacio
topografico heterogéneo. Los resultados del presente estudio resaltan la importancia de los
procesos geoldgicos y climaticos del Plioceno y Pleistoceno en el centro de México como
factores que determinan la diversificacion de las especies y el cambio en su distribucion,
aungue también sefialan que la seleccidn podria haber estado involucrada en la evolucién de
la diversidad actual del género Abies en México.



ABSTRACT

Understanding species’ demographic history requires considering both their inherent
biological characteristics and the geological and climatic context where they have evolved.
Such factors may drive expansion, dispersion and/or fragmentation patterns that may
ultimately led to population differentiation, speciation and secondary admixture.
Nevertheless, identifying individual processes that originated such patterns might be difficult
in long-lived species, like conifers, given that they often overlap and operate at different
spatial and temporal scales. This problem may be partially overcome by using genetic
variation data at multiple loci in a Bayesian context, which may help identify some of those
processes with relative confidence. We addressed this issue in a subtropical fir species
complex, Abies flinckii and A. religiosa, distributed in isolated montane populations along an
east-west gradient in central Mexico. We examined their divergence and past range dynamics
throughout complementary analyses on their nuclear and cytoplasmic genetic variation.
Markers surveyed included four nuclear and chloroplast SSRs, together with eleven nuclear
and one mitochondrial gene regions; these were genotyped/sequenced in approximately 400
individuals from 20 populations. Individuals clustered into four genetic groups that were
consistent with recent taxonomic fir classifications, although significant admixture was
inferred in the Colima Volcanic Complex (western Mexico). Taking into account the
geological and climate evidence available for central Mexico, we further tested, through
approximated Bayesian computations, various divergence and demographic scenarios for
these taxa by using the observed genetic structure as a baseline. The most supported scenarios
involved an early divergence of two ancestral lineages that further fragmented into various
populations with varying levels of more recent gene flow during the last five million years.
Our findings highlight the importance of geological and climatic events during the Pliocene
and the Pleistocene in central Mexico as putative drivers of species diversification and range
shifts, and suggest that selective events might also have being involved in shaping the current
Mexican conifer diversity.



1. INTRODUCCION

1.1 Causas de la diversidad genética y su distribucion espacial

Un aspecto basico de la biodiversidad es la variacion genética. Con ciertas excepciones, los
individuos de una especie no son genéticamente idénticos. Es decir que, para un locus dentro de
una poblacion es posible reconocer distintas variantes alélicas en los individuos que en general,
conforman lo que se conoce como polimorfismo genético (Neiy Kumar, 2000). Las capacidades
de una poblacion o especie para evolucionar en respuesta, por ejemplo, a cambios ambientales,
enfermedades, depredadores y/o parasitos, dependen en gran parte de su variacion genética. Por
ello, conocer su origen y distribucién se ha convertido en un tema de interés central para la
biologia evolutiva y la conservacion (Hedrick, 2010; Ellegren y Galtier, 2016). En ese sentido,
el andlisis de los polimorfismos genéticos mediante distintas herramientas moleculares
(revisadas en Schlotterer, 2004; Selkoe y Toonen, 2006; Putman y Carbone, 2014) y estadisticas,
ha permitido realizar inferencias respecto a los procesos microevolutivos y los factores
ambientales que condicionan la diversidad genética y su distribucion en las poblaciones
(Sunnucks, 2000). Tal informacion ha facilitado la identificacion de unidades evolutivas y sus
parametros demogréaficos, conocimiento que en Gltima instancia permite el disefio de planes de
manejo enfocados a salvaguardar los procesos ecologicos y evolutivos (e.g., Lopes y
Boessenkool, 2010; Potter et al., 2010).

La biologia evolutiva moderna parte de la genética de poblaciones para entender las
causas Yy distribucion de la variacion genética en las poblaciones. La seleccién balanceadora
constituyé una de las hipdtesis alternativas al equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) para
explicar los niveles altos de variacion genética observados en las poblaciones (Dobzhansky,
1955); aunque su efecto supone niveles de carga genética intolerablemente altos (Lewontin y
Hubby, 1966). Para conciliar la diversidad genética dentro de las poblaciones con el efecto de
la carga genética, se planted que la mayor parte de la variacion debe ser resultado mas bien de
procesos selectivamente neutrales (Kimura, 1968). Es decir, que el polimorfismo genético esta
dado por un balance entre la tasa de mutacién (), que introduce nuevos alelos a la poblacién, y
la deriva génica, que los elimina aleatoriamente y de forma inversalmente proporcional al

tamario efectivo de la poblacion (Ne). Esta hipotesis, conocida como la Teoria Neutral de la



Evolucion Molecular (Kimura, 1983), propone que la heterocigosis esperada (He) en una
poblacién obedece a la relacion:

_ 4Nep
©= INep+1
en la que la heterocigosis estard positivamente correlacionada con Ne y p. Aunque el anélisis
directo de secuencias nucleotidicas de ADN ha demostrado que esta relacion lineal no siempre
es cierta (Lewontin, 1974), la teoria neutral ha fungido como escenario base y/o modelo nulo

para entender las causas de la variacion.

La distribucion espacial de la variacion
La filogeografia es un area de la evolucidon que se encarga de estudiar la distribucion espacial
de la variacion genética dentro y entre especies cercanamente emparentadas y su relacion causal
con las caracteristicas geograficas del espacio que ocupan (Avise, 2000). Aunque esta disciplina
ha estado sujeta a constantes cambios en sus bases metodoldgicas, ésta pretende vincular los
procesos microevolutivos que operan al interior de las poblaciones y modelan su variacion
genética, con aquellos que explican el surgimiento de los linajes y sus determinantes geogréaficas
putativas (Hickerson et al., 2010). En sus inicios, la filogeografia retomé el conocimiento
teorico de la genética de poblaciones, la filogenética y la biogeografia para realizar inferencias
historicas descriptivas con base en estadisticos de resumen, reconstrucciones filogenéticas y su
concordancia con las barreras geograficas (e.g., Reeb y Avise, 1991). En esta primera etapa, la
filogeografia se valio del polimorfismo genético de uno o pocos loci mitocondriales, cuyas
caracteristicas garantizan relaciones genealdgicas dicotomicas faciles de interpretar (Avise,
2009). Los resultados de estos primeros estudios sirvieron como base para el reconocimiento de
patrones filogeogréaficos, mismos que fueron asociados a distintos procesos como el aislamiento
poblacional y el flujo génico (Avise, 2000). No obstante, estas interpretaciones carecian tanto
de una perspectiva genealdgica como de un soporte estadistico que diera cuenta de su

probabilidad explicativa (Hickerson et al., 2010).



Teoria de Coalescencia

Previo a la consolidacion teorica de la filogeografia y con base en el modelo de Wright-Fisher
de cambio en las frecuencias alélicas en una poblacidn, segun la ecuacién de difusion de gases
(Kimura, 1955), genetistas de poblaciones y matematicos tedricos construyeron la teoria de
coalescencia (Kingman, 1982). A partir de una muestra alélica de un locus neutral tomada de
las poblaciones, este nuevo paradigma permitio trazar genealogias de genes hacia un ancestro
comun, donde cada genealogia refleja una historia Unica de mutacion y de procesos estocasticos
coalescentes (Rosenberg y Nordborg, 2002). La idea basica del proceso coalescente es que, en
ausencia de seleccidn, las copias génicas de una poblacidn “coalescen’ en un ancestro de manera
aleatoria. La probabilidad de coalescencia, P(c), en la generacién t-1 de dos copias génicas sera
igual a:

1
P(c) = —
O

mientras que la probabilidad de no coalescer, P(nc), en la generaciont-1 sera:

1
P(TlC) = 1—m

En general la probabilidad de que dos copias génicas no coalescan en k generaciones, se define

como.
1 k

P(TLC) = [1—m

y la probabilidad de que dos copias génicas coalescan en k generaciones es:

k-1
P =[] [zl

Esto quiere decir que el tiempo promedio esperado, E(Tc), para que dos copias génicas
coalezcan en el Gltimo ancestro comdn, se ajusta a una distribucion de probabilidad geométrica

con una media definida por:



E(Tc)=1 { =2Ne

En pocas palabras, el tiempo de coalescencia medio es proporcional a 2Ne, por lo que la
topologia de la genealogia estara definida también por el mismo factor. Por lo tanto, cuando una
poblacién atraviesa por un cuello de botella (i.e., una disminucion en el Ne), los linajes van a
coalescer rapidamente y generar ramas terminales cortas. Por el contrario, cuando las
poblaciones expanden su Ne, la coalescencia de los linajes serd més lenta y la longitud de las
ramas terminales sera larga (Nielsen y Slatkin, 2013).

La teoria de coalescencia ha sido facilmente ajustada a mas de dos copias génicas y al
efecto de otros procesos evolutivos (e.g., flujo génico), lo que la ha convertido en una
herramienta poderosa para inferir las causas historicas de la variacion genética. Mediante el uso
de unidades de tiempo continuas (en 2Ne unidades de tiempo) ha sido posible cuantificar ciertos
atributos que pueden ser informativos en una genealogia (e.g., la altura de la genealogia), pero
también ha facilitado el ejercicio de las simulaciones coalescentes como herramienta para las
pruebas de hipotesis (Hein et al., 2005; Nielsen y Slatkin, 2013).

Filogeografia estadistica basada en coalescencia
La filogeografia estadistica se sirve de la teoria de coalescencia como una herramienta para
analizar la distribucion de la variacidn genética en un contexto estadistico riguroso (Knowles y
Maddison, 2002). Especificamente, se utilizan numerosas (miles o millones) simulaciones
genealdgicas que permiten poner a prueba distintos escenarios historicos y estimar parametros
poblacionales con un valor numérico asociado que cuantifica la certidumbre de las inferencias
(Hickerson et al., 2010). A diferencia de la filogeografia descriptiva, la filogeografia estadistica
prefiere el analisis simultaneo de varios loci no ligados, es decir, varias réplicas del coalescente,
con el fin de disminuir el efecto estocastico del proceso coalescente e incrementar la confianza
estadistica (Knowles y Maddison, 2002; Nielsen y Slatkin, 2013).

Inicialmente, algunos estudios utilizaban simulaciones coalescentes construidas con
base en las hipotesis historicas a probar. Estas simulaciones permitian calcular la distribucién
de ciertos estadisticos de resumen, mismos que eran comparados con los estadisticos calculados
a partir de los datos genéticos observados (e.g., Knowles, 2001). Con el desarrollo de las

herramientas informaticas, algunos algoritmos matematicos, como las Cadenas de Markov
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Monte Carlo (MCMC, por sus siglas en inglés), facilitaron el calculo de una funcion de

verosimilitud (Felsenstein, 1988):

P(x|0) = J P(x|G)P(G|B)6G
G
donde:
X = datos genéticos
6 = set de parametros poblacionales
G = genealogias

que basicamente mide la probabilidad con la que los datos observados sean explicados por un
vector de parametros en particular, considerando (integrando) todas las posibles genealogias
representativas (Nielsen y Beaumont, 2009; Nielsen y Slatkin, 2013). Este tipo de métodos han
sido ampliamente utilizados para estimar pardmetros poblacionales; por ejemplo, cuando las
poblaciones naturales se ajustan a ciertos modelos evolutivos (e.g., aislamiento con migracion;
Nielsen y Wakeley, 2001). Sin embargo, también es posible realizar pruebas de hipdtesis
mediante estadisticos que comparan las funciones de verosimilitud obtenidas entre los distintos
modelos evolutivos. La principal ventaja de las aproximaciones basadas en la funcién de
verosimilitud es que toman en cuenta practicamente toda la informacion genética (Nielsen y
Beaumont, 2009). No obstante, cuando las hipotesis demograficas son muy complejas, el
calculo de dicha funcion puede requerir de un esfuerzo computacional importante.
Alternativamente, un grupo de métodos estadisticos bayesianos conocido como Calculo
Bayesiano Aproximado (ABC, por sus siglas en inglés) emplea sélo una parte de la informacion
genética, resumida en algunos estadisticos, lo que reduce considerablemente el tiempo
computacional y al mismo tiempo permite poner a prueba hipotesis demogréficas detalladas
(Nielsen y Slatkin, 2013). La idea basica de los métodos ABC consiste en simular datos
genéticos con base en cierto(s) escenario(s) demogréafico(s) y a partir de los valores de los
parametros muestreados de las distribuciones de probabilidad previa. Para cuantificar la
similitud entre los datos genéticos simulados y reales se comparan los estadisticos de resumen.

Las simulaciones que guardan una similitud mayor con los datos reales son utilizadas para



obtener estimados de densidad posterior de los parametros poblacionales. Como cualquier otro
tipo de método bayesiano, los analisis ABC permiten calcular la probabilidad posterior de
distintos modelos candidatos y obtener estimados poblacionales del modelo con mayor soporte
estadistico (Bertorelle et al., 2010; Sunnaker et al., 2013). Aunque es considerado un método
estadistico riguroso, se han reconocido varias fuentes de error en los ABC (revisadas en
Sunnaker et al., 2013), por lo que se recomienda poner especial atencion y llevar a cabo
controles de calidad durante todos los pasos que involucra los anélisis (Bertorelle et al., 2010).

Aungue estrictamente no se basa en la teoria de coalescencia, otro método de inferencia
utiliza la ecuacion de difusion de gases (Kimura, 1955) para la construccion de un espectro de
frecuencias alélicas esperado bajo cierto escenario filogeografico. Al igual que las otras
aproximaciones, el objetivo es encontrar el grupo de pardmetros que maximicen la similitud
entre el espectro de frecuencias observado y esperado a través de una funcidn de verosimilitud
(Gutenkunst et al., 2009).

Con la secuenciacion masiva de multiples regiones gendmicas, asi como con el constante
desarrollo de los métodos estadisticos y bioinformaticos, la filogeografia estadistica ha
experimentado un mejoramiento notable en relacion a la resolucién y certeza estadistica de sus
inferencias (Knowles, 2009; Andrew et al., 2013). Por otro lado, aunque la filogeografia se ha
enfocado en el proceso de divergencia dado por procesos estrictamente neutrales, hoy en dia los
métodos de secuenciacion de nueva generacion (NGS por sus siglas en inglés) han abierto la
posibilidad de integrar el efecto de los procesos selectivos, junto con métodos de simulacién

hacia el futuro (forward) (Hickerson et al., 2010).

1.2 Diversidad genética y evolucion en poblaciones discontinuas
Practicamente todas las especies se distribuyen en poblaciones que no son infinitas, ni continuas
(Holsinger y Weir, 2009). La interaccion histérica y reciente entre la dinamica geoldgica,
climatica y las demandas ecoldgicas y fisioldgicas de los organismos, ha dado lugar a patrones
de distribucién discontinuos, donde las poblaciones se mantienen aisladas geograficamente por
matrices de variables ambientales y/o barreras fisicas que restringen el intercambio genético
(Stewart et al., 2010; Hampe et al., 2013; Gavin et al., 2014).

Cuando la distribucién de una especie estd compuesta de varias poblaciones separadas

geograficamente, procesos como la deriva génica y/o la seleccion divergente pueden facilitar la
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fijacion diferencial de alelos entre las poblaciones; es decir, pueden favorecer su divergencia
genética y/o su especiacion. Esto explica, por ejemplo, que las regiones de alta heterogeneidad
ambiental donde la distribucion de las poblaciones es discontinua, alberguen una amplia
diversidad bioldgica y niveles de endemismo elevados (McCormack et al., 2009; Ramirez-
Barahona y Eguiarte, 2013). En una escala temporal grande, las principales causas de
discontinuidad poblacional entre muchas especies de vertebrados y plantas parecen estar
relacionadas con la actividad geoldgica del Plioceno y el Pleistoceno, asi como con las
fluctuaciones climéticas del Cuaternario (Gillespie y Roderik, 2014).

Un patron de distribucion discontinuo puede surgir por la fragmentacion in situ de una
especie, por la colonizacion y fundacion de nuevas poblaciones durante un proceso de
expansion, por la extincidn poblacional local, o una combinacién de ellas. En cada uno de estos
escenarios, los patrones de polimorfismo y diferenciacion genética son dependientes del
impacto relativo de los procesos evolutivos neutrales y selectivos, la situacion espacial de las
poblaciones y de las caracteristicas biologicas intrinsecas de las especies, como su historia de
vida, su capacidad de dispersion o sus preferencias ambientales (Tabla 1).

Cuando la distribucion de una especie se compone de varias poblaciones aisladas y de
tamano finito, el cambio en las frecuencias alélicas dentro de las poblaciones y su divergencia
genética neutral seran dependientes de su tamafio efectivo poblacional (Ne) y de la tasa de
migracion (m) (Wright, 1940; Nielsen y Wakeley, 2001). El valor de equilibrio del indice de

fijacion se define como:

1

Fop o ———
ST ANm + 1

donde el Ne de las poblaciones es grande y el intercambio genético es frecuente (Nm> 1), las
poblaciones tardaran pocas generaciones en homogeneizarse genéticamente. Por el contrario, si
el Ne de las poblaciones es pequefio y el flujo génico es parcialmente restringido (Nm< 1), el
efecto de la deriva génica favorecera la fijacion aleatoria de alelos, la pérdida de variacion
genética al interior de las poblaciones y el aumento de la diferenciacion entre éstas (Wright,
1940; revisado en Hedrick, 2010).

Debido a que las poblaciones se encuentran distribuidas en el espacio geogréfico, la
probabilidad de migracidén dependeréa de la distancia que las separa, asi como de las capacidades
de dispersidn de los organismos. Por ejemplo, en un modelo de islas de una dimension (stepping-
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stone), el flujo génico serd méas frecuente entre las poblaciones adyacentes. Por lo tanto, después
de n generaciones, se espera una correlacion significativa entre la diferenciacion genética neutral
y la distancia geogréfica que separa a las poblaciones. Este patron de aislamiento por distancia
(IBD, por sus siglas en inglés) ocurre entre poblaciones que se encuentran en equilibrio
migracion-deriva o que estan cercanas a este (Slatkin, 1993; Orsini et al., 2013). Por lo tanto,
en ausencia de intercambio genético (Nm = 0), se espera que las poblaciones no exhiban
estructura genética espacial (Slatkin, 1993). Sin embargo, es importante considerar otros
factores que puedan restringir el flujo génico y facilitar la construccion de clinas alélicas
(revisados en Orsini et al., 2013)

Fragmentacion in situ, sin flujo génico (Nm = 0)

Las consecuencias genéticas del aislamiento en ausencia total de intercambio genético han sido
revisadas en distintos sistemas biologicos y en distintas escalas espaciales y temporales
(Templeton et al., 1990; Young et al., 1996; Eckert et al., 2008). Tal es el caso de Atelomastix
bamfordi, un milpies australiano cuyas poblaciones se distribuyen exclusivamente sobre
formaciones geoldgicas de hierro bandeado, separadas por extensas planicies desérticas
(Nistelberg et al., 2014). En congruencia con lo esperado tedricamente (Wright, 1940; Slatkin,
1993), el anélisis genético mitocondrial de la especie mostré que la mayor parte de la variacion
genética ocurre entre poblaciones que ocupan diferentes formaciones geologicas de hierro. La
coalescencia de los mitotipos de esta especie sefiala que la desertificacion de la region durante
el Pleistoceno ocasiond posiblemente la fragmentacion de las poblaciones y limité el
intercambio genético (Nistelberg et al., 2014).

En plantas, el efecto genético del aislamiento ha sido observado frecuentemente en
herbaceas, cuyas capacidades de dispersion tienden a ser limitadas (Young et al., 1996), pero
también en algunos arboles (Eckert et al., 2008). Por ejemplo, en las peninsulas Ibérica y de
Anatolia persisten algunas poblaciones fragmentadas de Pinus sylvestris, Picea abies y Fagus
sylvatica que durante el Pleistoceno formaron parte de antiguos refugios climaticos glaciares.
Estas poblaciones se distinguen de sus conespecificas del centro de Europa en que han
permanecido aisladas geograficamente por periodos de tiempo mas prolongados, y en que
debido a su situacion geografica, posiblemente han estado sujetas a distintas presiones de

seleccion (Hampe y Petit, 2005). Las poblaciones fragmentadas de estas tres especies forestales
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exhiben alta diferenciacion intraespecifica, sin mostrar ningln patron de estructura genética
espacial que sugiera que el flujo génico ha sido frecuente (Tollefsrud et al., 2008; Lafontaine et
al., 2013; Wojkiewicz et al., 2016).

Después de muchas generaciones de aislamiento genético, el incremento en la
consanguinidad al interior de las poblaciones puede ocasionar un aumento en la frecuencia de
variantes alélicas deletéreas en estado homocigo y en ultima instancia conducirlas a la extincion
(Templeton et al., 1990). Por ejemplo, la distribucion natural del rinoceronte negro (Dicero
bicornis) se restringe a cinco poblaciones africanas aisladas fisicamente. Un andlisis del material
genético actual e historico de la especie revel6 una pérdida de cerca del 60% de la variacién
genética mitocondrial. De acuerdo con un andlisis bayesiano de horizontes poblacionales
(Bayesian Skyline Plot), esta disminucién en los niveles de polimorfismo puede explicarse por
un colapso del Ne de las poblaciones, causado por la extensa caceria del rinoceronte negro
durante la segunda mitad del siglo XX. Debido a la irreparable pérdida de la diversidad genética
en sus poblaciones, D. bicornis ha sido declarada como especie extinta desde el 2011 (Moodley
etal., 2017).

Fragmentacion in situ, con flujo génico (Nm # 0)

Cuando las poblaciones se encuentran separadas fisicamente y no experimentan (o han
experimentado) intercambio genético, una de las primeras preguntas que la ecologia molecular
y la evolucidn estan interesadas en resolver es cuantos migrantes son necesarios para impedir o
garantizar el proceso de divergencia (Slatkin, 1994; Nielsen y Wakeley, 2001). Inicialmente, la
inferencia de flujo génico estaba sujeta a la interpretacion directa de la distribucion geogréafica
de los alelos entre las poblaciones (Pinho y Hey, 2010).

Uno de los primeros métodos indirectos para cuantificar el nUmero de migrantes que
recibe una poblacion se basa en el calculo de Fsr en el equilibrio para obtener un estimado de
m. Esta aproximacion supone que las poblaciones han alcanzado el equilibrio y que, por lo tanto,
han transcurrido suficientes generaciones de aislamiento e intercambio genético. Esta condicion
dificilmente se satisface en casos de divergencia reciente 0 en especies con tiempos
generacionales largos. En ambos casos, las poblaciones pueden compartir variantes alélicas ya
sea por flujo génico y/o por la separacion incompleta de los linajes (Hey, 2006; Pinho y Hey,
2010).



Tabla 1. Resumen de los procesos evolutivos observados en poblaciones discontinuas y su efecto sobre la variacion genética, el tamafio
poblacional efectivo (Ne) y los patrones de estructura genética espacial (SGS).

Proceso

Diversidad genética dentro de las
pablaciones

Tamarfo poblacional efectivo

(Ne)

Diferenciacion y estructura genética espacial

Fragmentacion
(Nm=0)

Fragmentacion
(Nm# 0)

Colonizacién
(stepping-stone)

Metapoblacion

-Reduccion de la variacion genética
intrapoblacional (Templeton et al.,
1990; Young et al., 1996; Mona et
al., 2014).

-Reduccion de la variacion genética
intrapoblacional (Templeton et al.,
1990).

-Reduccion en la heterocigosis, segin
la distancia respecto a la poblacién
ancestral (Slatkin y Excoffier, 2012).

-Muchas subpoblaciones fuente,
muchos fundadores >
homogenizacion de las
subpoblaciones sin reduccion
significativa de heterocigosis.
-Pocas subpoblaciones fuente, pocos
fundadores - Reduccion de
heterocigosis.

-A largo plazo, se espera reduccion
de heterocigosis global.

(Harrison y Hasting, 1996).

-Reduccién en el Ne
(Templeton et al., 1990).

-Reduccion en el N, por efecto
fundador, dependiente del
frente de migraciony la
frecuencia de dispersion a
largas distancias (Bialozyt et
al., 2006).

-El N¢ de la metapoblacién
disminuye junto con los niveles
de diversidad genética global.
(Harrison y Hasting, 1996).

-Homogeneidad genética dentro de las poblaciones
y diferenciacion entre poblaciones (Templeton et
al., 1990).

-No SGS (No IBD).

-Homogeneidad genética dentro de las poblaciones
y diferenciacion entre poblaciones (Templeton et
al., 1990).

-Si SGS (Si IBD).

-Las poblaciones adyacentes son genéticamente
similares entre si.
-Si SGS (Si IBD)
(Kimura y Weiss, 1964; Excoffier et al., 2009).

-Niveles altos de diferenciacion poblacional.
-No SGS (No IBD)
(Pannel y Charlesworth 2000).
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Para distinguir entre esas hipdtesis, algunos métodos utilizan una funcién de verosimilitud para
identificar la probabilidad con la que un escenario de aislamiento con migracion (descrito por
un conjunto de pardmetros poblacionales) puede explicar mejor la variacién genética observada
en las poblaciones. Asi, estos métodos estadisticos han permitido cuantificar e identificar el
efecto relativo que tienen el flujo génico y el aislamiento geografico sobre los procesos de
divergencia intra e inter-especifica (Nielsen y Wakeley, 2001).

Por ejemplo, la distribucién espacial de haplotipos nucleares de baja y alta frecuencia en
Lophodermium nitens, un hongo simbionte de dos especies de Pinus aisladas en las montafias
de México, han revelado que las poblaciones se encuentran bien diferenciadas genéticamente
como resultado de varios periodos de aislamiento geogréfico (Salas-Lizana et al., 2012). Sin
embargo, estas también comparten parte de su variacion genética debido al flujo génico y/o una
separacion incompleta de los linajes. Al establecer el modelo de aislamiento con migracion
como hipdtesis nula, se determind que parte de esta variacion genética compartida se puede
explicar por el intercambio genético entre las poblaciones, favorecido durante periodos
climéaticos que permitieron la expansion poblacional de sus hospederos (Salas-Lizana et al.,
2012).

Otro ejemplo también a nivel intraespecifico es el de Picea likiangensis, una conifera
predominante en los bosques del sur y este de la Meseta Tibetana. Se reconocen tres variedades
morfologicas distribuidas en poblaciones discontinuas a lo largo de esta region. Algunos
métodos estadisticos de inferencia filogeogréafica, alimentados con datos genéticos nucleares, de
mitocondria y de cloroplasto, indicaron que, si bien el aislamiento geografico ha derivado en la
divergencia de tres variedades, éstas muestran signos de intercambio genéetico significativo. Aun
asi, parece ser que el efecto de la deriva génica y de la seleccion han contrarrestado el efecto
homogeneizador del flujo génico (Li et al., 2013).

El modelo de aislamiento con migracién ha fungido como herramienta estadistica para
estudiar y validar la divergencia entre especies que experimentan flujo génico desde el inicio de
su separacién genética; o bien, que divergieron en alopatria pero que entraron en contacto
secundario (Pinho y Hey, 2010). Por ejemplo, Pinus massoniana y P. hwangshanensis son dos
especies que se distribuyen en poblaciones parapatricas y alopatricas en el sureste de China. Al
analizar su variacién genética en 33 intrones nucleares, se identificaron sefiales de mezcla

genética, principalmente en regiones donde las especies ocurren en parapatria. Mediante
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métodos ABC, se determind que la divergencia de estos dos pinos ocurri6é durante un periodo
prolongado de aislamiento geogréafico seguido por el contacto secundario e introgresion en areas
de distribucién parapétrica (Zhou et al., 2017).

Expansion poblacional y colonizacion en habitats discontinuos
Casi todas las especies han atravesado por periodos de expansion demografica (Excoffier et al.,
2009). Durante este proceso, la mayoria de las mutaciones se acumulan en las ramas terminales
del coalescente, lo que genera un exceso de variantes de frecuencia baja en la poblacién. Esto
puede ser utilizado como hipétesis nula para detectar expansién demogréafica, por ejemplo, a
través de ciertos estadisticos de resumen como la D de Tajima (1989) y la Fs de Fu (1997).
Estos estadisticos cuantifican la diferencia entre variantes de frecuencia baja e intermedia y sus
valores son significativamente negativos cuando hay un exceso de los primeros. Otras
aproximaciones como los analisis bayesianos de horizontes poblacionales, utilizan una
genealogia de genes para cuantificar la probabilidad del coalescente en intervalos de n
generaciones hacia el pasado, lo que indirectamente refleja el cambio en el Ne de la poblacion
(Ho y Shapiro, 2011).

Una expansion de area de distribucion, ademas de un incremento en el tamafio censal,
implica la colonizacion de nuevas regiones geograficas (Excoffier et al., 2009). Las
consecuencias genéticas de una expansion de area y una expansion demogréafica pueden variar
sustancialmente si existe discontinuidad geografica. En ese sentido, la simulacion del proceso
coalescente ha permitido predecir los patrones de diversidad y estructura genética durante una
expansion de area. Generalmente, estas simulaciones han considerado un escenario de
colonizacion en un modelo de islas de una dimension (stepping-stone) (e.g., Austerlitz et al.,
1997; Klopfstein et al., 2006; Mona et al., 2014). Los resultados de estas simulaciones han
indicado que una expansion de area puede resultar en una disminuciéon en los niveles de
polimorfismo dentro de las poblaciones o en un aumento en su diferenciacidn genética y valores
de D menos negativos; todo como consecuencia de multiples cuellos de botella que
gradualmente reducen el Ne de las poblaciones y/o de tasas de migracion relativamente bajas
(Austerlitz et al., 1997; Mona et al., 2014). Al mismo tiempo, ciertas variantes alélicas pueden
"navegar" con el frente de migracion dando lugar a gradientes alélicos en el espacio (i.e., allele

surfing; Klopfstein et al., 2006). En pocas palabras, la similitud o disimilitud genética entre una
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expansion de area y una expansion demogréafica va a depender del Ne del propagulo, asi como
de los patrones de migracion entre las poblaciones.

La demografia historica de Melanoplus oregonensis, un saltamontes norteamericano,
ilustra bien la influencia de la heterogeneidad ambiental y los pardmetros Ne y m sobre la
diferenciacion y estructura genética de las poblaciones después de un proceso de colonizacion.
Las poblaciones de M. oregonensis estan actualmente restringidas a las Montafias Rocosas del
Norte y se piensa que han sido fundadas recientemente (Carstens y Knowles, 2007). Para
analizar la historia de colonizacion de este saltamontes, se han utilizado datos genéticos
simulados basados en las predicciones de su nicho ecoldgico hacia el pasado. Estas simulaciones
sugieren que las densidades poblacionales (=Ne) Yy las tasas de migracion (m) han variado en el
espacio y tiempo, lo que ha resultado en valores de diferenciacion genética promedio (Fsr) altos,
comparables con los obtenidos a partir de datos empiricos (Carstens y Knowles, 2007). Aunque
estos niveles de diferenciacion poblacional se pueden explicar también con niveles bajos de m
y Ne en un espacio ambiental homogéneo, tales condiciones no son biolégicamente realistas
(Knowles y Alvarado-Serrano, 2010).

Los sistemas insulares y archipiélagos volcanicos han sido por mucho tiempo objeto de
interés cientifico para la genética de poblaciones y la filogeografia, pues son considerados
laboratorios naturales que permiten estudiar explicitamente las repercusiones evolutivas del
proceso de expansion de area en habitats geograficamente discontinuos (Emerson, 2002). Por
citar un ejemplo, el ave Cyanistes teneriffae presenta una distribucion continental en el Norte
de Africa y en las Islas Canarias. Estas poblaciones insulares han mostrado una baja diversidad
genética en 11,000 loci RAD asociada a un declive poblacional, consecuencia de un efecto
fundador. Aunque la reconstruccion filogenética para esta especie sugiere que las Islas Canarias
fueron colonizadas al menos tres veces, la tasa de migracién ha sido baja después de estos

eventos, lo que ha favorecido su divergencia genética y morfoldgica (Stervander et al., 2015).

Metapoblaciones
El término metapoblacidn describe al conjunto de poblaciones discontinuas donde la extincion
de algunas de ellas es recurrente y resulta en la oportunidad de recolonizacion por parte de
individuos procedentes de otras poblaciones (Levins, 1969). Algunos estudios sugieren que el

resultado genético de una dinamica metapoblacional puede variar en el tiempo y depende de la
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procedencia y nimero de migrantes que contribuyen a la recolonizacion (Harrison y Hasting,
1996). A corto plazo, si los habitats son recolonizados por un gran nimero de migrantes que
provienen de distintas poblaciones, se espera que la metapoblacién se mantenga genéticamente
homogénea. Por el contrario, si el efecto fundador es severo y los individuos proceden de una
sola poblacion, la metapoblacion mostraré niveles de diferenciacion genética inter-poblacional
altos, sin ningun tipo de estructura genética espacial (Harrison y Hasting, 1996; Pannell y
Charlesworth, 2000). Independientemente de cudl escenario describe mejor la dindmica de una
metapoblacion, a largo plazo la inherente pérdida de alelos dada por la extincion local de las
poblaciones puede resultar en un decaimiento del Ne y de la diversidad genética global.

Por ejemplo, aunque Taxus baccata es una conifera comun en Europa, sus poblaciones
se distribuyen en parches aislados, principalmente al sur de la Peninsula Ibérica. EI analisis del
polimorfismo nuclear de 93 de estas poblaciones indicé que la mayor parte de su variacion
genética se encuentra entre las poblaciones y no entre regiones geograficas, aun cuando la
distancia que las separa no sobrepasa los 10 km (Gonzalez-Martinez et al., 2010). Este patrén
ha sido interpretado como resultado de una dinamica metapoblacional, donde cada poblacion ha
sido recolonizada por pocos individuos procedentes de unas pocas poblaciones fuente (Hilfiker
et al., 2004).

1.3 Las coniferas mexicanas como ejemplo de evolucién en discontinuidad poblacional

Durante el Cenozoico, elementos vegetales tanto de las regiones Neartica y Neotropical
confluyeron en el territorio de lo que hoy es México (Velazquez et al., 2000; Rzedowski, 2006).
Dada su complejidad climatica y geoldgica, se piensa que muchos de estos taxa diversificaron
in situ, lo que explica que en la actualidad nuestro pais cuente con una de las floras méas diversas
del mundo, incluyendo una cantidad importante de especies endémicas (Rzedowski, 2006).
Parte de esta gran diversidad se encuentra en los bosques de coniferas y los encinares
(Rzedowski, 2006; Gernandt y Pérez-de la Rosa, 2014). Por ejemplo, 43 de las 94 especies de
coniferas en México son consideradas endémicas, y se sugiere que procesos como el aislamiento
geografico, la adaptacion y la hibridacién fueron frecuentes en la construccién de tal diversidad
(Gernandt y Pérez-de la Rosa, 2014). Muchas de las coniferas mexicanas se distribuyen en
habitats naturalmente aislados, en las cimas de los principales sistemas montafiosos, donde las

condiciones ambientales son frias y himedas (Fig. 1; Velazquez et al., 2000; Mastretta-Yanes
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et al., 2015). Particularmente, la Faja Volcanica Transmexicana (FVTM) alberga una amplia
diversidad de coniferas y otros taxa de afinidad boreal y templada, posiblemente debido a su
situacion geografica y su heterogeneidad topografica y climatica (Velazquez et al., 2000).
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Fig. 1. Distribucién discontinua de los bosques de coniferas y bosques mixtos, respecto a las
principales formaciones montafiosas de México. La informacion de cobertura vegetal fue tomada
de CONABIO (2016).

Historia geolodgica de la FVTM
La FVTM esté integrada por numerosas formaciones volcanicas relativamente aisladas (Fig. 3).
Su origen esta estrechamente ligado a la dindmica de subduccion entre la placa Cocos, la micro-
placa Rivera y el limite sur de la Placa Norteamericana, cuya actividad empez6 hace
aproximadamente 17 Ma (Ferrari et al., 2012). La heterogeneidad ambiental que distingue a la
FVTM es consecuencia de su compleja historia climatica y geoldgica. De hecho, aungue es
considerada una unidad fisiogréafica, en realidad, la FVTM esta conformada por la sobreposicion
de cuatro arcos o episodios magmaticos (Ferrari et al., 2012). De éstos, destaca el Gltimo
episodio, que inicié hace aproximadamente 3.5 Ma y se distingui6 por un desplazamiento de la
actividad volcanica en direccion noreste-suroeste hacia la zona de trinchera, lo que dio lugar a
la formacion de un frente o “archipiélago” continental, integrado por los principales

estratovolcanes de la actual FVTM (Fig. 2).
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Fig. 2. Etapas de formacion de la FVTM. Las flechas negras indican la direccion de migracion
de la actividad magmatica para cada periodo. Modificado de Ferrari et al., (2012)

Por otra parte, los procesos de deformacion de la corteza terrestre han sido frecuentes en
la FVTM (Ferrari et al., 2012). Estas modificaciones en la topografia fueron importantes en la
region occidental de la FVTM, donde la actividad tectonica resultd en la formacion de extensos
valles y cuencas lacustres. Los sistemas mas importantes segun su longitud son el Rift de Tepic-
Zoacalco, el Rift de Colima y el Rift de Chapala (Fig. 3), cuya actividad tectdnica empez6 hace

aproximadamente 6 Ma y terminé durante el Pleistoceno (Ferrari et al., 2012).
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Fig. 3. Escenario geoldgico durante el dltimo episodio de formacion de la FVTM. Los principales valles de
origen tectonico se encuentran en la region centro-occidente y representan barreras potenciales a la
dispersion de la flora de montafia. Las flechas rojas indican la direccién de migracién del vulcanismo,
mientras que las flechas negras representan los limites genéticos obtenidos con el algoritmo de Monmonier

para las poblaciones de Abies (Jaramillo-Correa et al., 2008)
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Evolucidn climética del centro de México durante los Ultimos 17 Ma
La preservacion del registro paleocliméatico en el centro de México es escasa debido a la
actividad geoldgica intensa de los dltimos 17 Ma (Caballero et al., 2010), por lo que el
conocimiento de su situacion ambiental durante el Mioceno y el Plioceno es limitado. Sin
embargo, se ha determinado que durante el Mioceno medio (~17-15 Ma), la temperatura
ambiental del planeta fue calida y alcanzé un “Maximo Optimo” (Mudelsee et al., 2014). En
contraste, el Mioceno tardio y el Plioceno temprano (~10-4 Ma) se distinguieron por un
decaimiento gradual de la temperatura, lo que llevé al crecimiento de los principales casquetes
de hielo de la Antartida y del hemisferio norte (Zachos et al., 2001; Mudelsee et al., 2014).
Durante el Plioceno tardio (~3-2.5 Ma) se calcula que la temperatura ambiental estuvo 2-3°C
por encima de la actual, lo que supone ambientes calidos y himedos (Salzmann et al., 2011).
En este escenario climatico, se piensa que la vegetacion de América del Norte estuvo dominada
por amplios bosques caducifolios y matorrales xerdfilos, mientras que Mesoamérica estuvo
ocupada principalmente por bosques de coniferas de afinidad templada y bosques mixtos
(Graham, 1999; Salzmann et al., 2011).

El Pleistoceno (2.5 Ma - ~11,000 afos) se caracteriza por la fluctuacion climatica abrupta
entre condiciones ambientales calidas (periodos interglaciares) y frias (periodos glaciares). Los
registros paleolimnolégico, palinolégico y geomorfolégico del centro de México indican que
los periodos glaciales (e.g., Ultimo Maximo Glacial, UMG) se distinguieron por el descenso de
las temperaturas (al menos 8°C, Lachniet y Vazquez-Selem, 2005) y de la tasa de precipitacion,
consecuencia del desplazamiento de la Zona Intertropical de Convergencia hacia latitudes mas
bajas (Caballero et al., 2010). No obstante, este escenario glacial pudo haber variado a escala
local debido a la topografia compleja de la FVTM (Ramirez-Barahona y Eguiarte, 2013).

Durante el UMG se ha documentado un descenso de las masas de hielo, hoy circunscritas
a las cimas de los principales estratovolcanes de la FVTM (Lachniet y Vazquez-Selem, 2005).
Con base en el registro polinico de ciertos elementos templados (e.g., Pinus, Picea, Quercus),
se ha propuesto que el desplazamiento vertical de los glaciares de montafia obligo a la migracion
de este tipo de vegetacion hacia altitudes mas bajas durante los maximos glaciares; y a su
retraccion en sky-islands durante los interglaciares (Ramirez-Barahona y Eguiarte, 2013; Fig.
4).
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Fig. 4. Hipotesis de la distribucion altitudinal de la vegetacion de montafia durante los
periodos interglaciares y glaciares del Pleistoceno, vista desde un perfil topografico (B) y a
lo largo del paisaje (b). Durante los glaciares, el crecimiento de las masas de hielo favorecié
el desplazamiento de los bosques de coniferas hacia bajas altitudes, donde el flujo génico
pudo haber sido comdn. Tomado de Ramirez-Barahona y Eguiarte (2013).
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Hipotesis filogeograficas enfocadas a sky-islands de la FVTM
Se ha planteado que la migracion altitudinal de la vegetacion templada que compone las sky-
islands, dirigida por las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno (Fig. 4), puede explicar los
patrones de diversidad y estructura genética poblacional a nivel intraespecifico (e.g., Pinus
strobiformis, Moreno-Letelier y Pifiero, 2009) e interespecifico (e.g., Abies, Aguirre-Planter et
al., 2000). Asi, se propone que la contraccion y aislamiento poblacional redujo el Ne de las
poblaciones, lo que favorecio la fijacion diferencial de alelos por deriva génica y/o seleccién
durante los interglaciares. Por el contrario, en etapas glaciares, el movimiento (y expansion de
area) de las poblaciones hacia altitudes mas bajas permitio el intercambio de alelos y la
hibridacion entre linajes en divergencia (Fig. 4; Hewitt, 2004; McCormack et al., 2009).

Sin embargo, para explicar la distribucién de la variacion genética y los procesos de
divergencia que dieron lugar a la diversidad biologica de montafia en la FVTM, es necesario
plantear nuevas hipotesis filogeograficas que consideren no solo el cambio climatico, sino
también la evolucion geoldgica y tectonica de la region (Mastretta-Yanes et al., 2015). Un
primer escenario alternativo surge al tomar en cuenta la direccion de migracion de la actividad
volcanica (vista como generadora de nuevos ambientes). En este escenario, se propone que el

proceso de colonizacién (tipo stepping-stone) ocurrié con mayor frecuencia durante los ciclos
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glaciares y en cierta direccion (la direccién de migracion del vulcanismo) (Fig. 5). Una segunda
hipotesis considera la formacion de barreras efectivas (fragmentacion) entre los elementos
bioldgicos de dos sky-islands, consecuencia de la actividad tectonica de extension (Fig. 5;
Mastretta-Yanes et al., 2015).

Reconocer individualmente cada uno de estos factores, asi como los procesos evolutivos
subyacentes, puede ser complicado debido a que co-ocurren y/u operan en diferentes escalas
espaciales y temporales (e.g., Alberdi et al., 2015). Esta dificultad puede ser mayor en el caso
de organismos longevos y/o con tasas de evolucién molecular lenta como las coniferas. No
obstante, las herramientas que ofrece la filogeografia estadistica y el analisis de la informacién
genética de muchos loci puede ayudar a identificar con relativa confianza algunos de estos

factores y procesos en este tipo de organismos (e.g., Li et al., 2013).
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Fig. 5. Hipdtesis filogeograficas que consideran la evolucion geoldgica y climética de la FVTM, enfocadas a explicar los
procesos de divergencia en la flora de montafia. EI modelo de colonizacién propone el surgimiento de nuevos ambientes en
direccion de la migracion de la actividad magmatica. Estos ambientes pudieron ser secuencialmente colonizados (stepping-
stone) durante periodos climéticos frios. EI modelo de fragmentacion explica el surgimiento de barreras como consecuencia
de la actividad tectonica de extension, asi como el contacto secundario entre linajes, producto del surgimiento de ambientes
intermedios. Modificado de Mastretta-Yanes et al., (2015)
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El género Abies (Pinaceae)

El género Abies Mill. (abetos, Pinaceae) es uno de los elementos arboreos Nearticos mas
abundantes en las sky-islands de Meéxico (Velazquez et al., 2000; Rzedowski, 2006).
Mundialmente, el género esta integrado por cerca de 48 especies ampliamente distribuidas en
latitudes boreales y templadas de Eurasia y Norteamérica, pero también en regiones
subtropicales, donde ocurren en poblaciones mas pequefias (Farjon y Rushforth, 1989;
Eckenwalder, 2009).

Las sinapomorfias morfolégicas que distinguen al género Abies de otras coniferas
incluyen la formacién de yemas vegetativas en arreglos de tres, al igual que la morfologia de
los megaestrdbilos o conos femeninos, compuestos por un raquis central siempre erecto que
sostiene las escamas ovuliferas, las semillas y las bracteas (Xiang et al., 2015). Los abetos
alcanzan la madurez sexual aproximadamente a los 60 afios, momento a partir de cual la tasa de
mortalidad incrementa dentro de las poblaciones (e.g., Sanchez-Velasquez y Pineda-Ldpez,
1991). Aungue los individuos son monoicos, la separacion espacial de los conos masculinos y
femeninos, al igual que su dispersion y polinizacion anemofilas (Eckenwalder, 2009), favorecen
la exogamia como sistema de apareamiento. Aparentemente, los abetos se originaron cerca de
la costa Norteamericana del Pacifico hace aproximadamente 47 Ma. Su biogeografia y
divergencia esta representada por un proceso complejo, conformado por eventos de migracion

intercontinental, aislamiento geogréafico, extincién e hibridacion (Xiang et al., 2015).

Los bosques de oyamel en México
En el centro y sur de México, los bosques de Abies (conocidos como oyameles) crecen en
parches poblacionales aislados en sky-islands, condicionados a bajas temperaturas y
precipitacion abundante. Se encuentran asociados a pendientes escarpadas y suelos profundos y
fertiles, derivados del intemperismo de las rocas volcanicas (Velazquez et al., 2000; Rzedowski,
2006). En el norte, las poblaciones de oyamel pueden ocurrir en condiciones ambientales mas
secas y frias (Martinez-Méndez et al., 2016). Su taxonomia es alin un tema de debate. Segln
sea la clasificacion consultada, en México se reconocen entre seis y diez especies agrupadas
dentro de las Secciones Grandis Engelm. emend. y Oiamel Franco emend (Farjon y Rushforth,
1989; enlistadas en Gernandt y Pérez-de la Rosa, 2014). Algunos andlisis filogenéticos sefialan

que las especies de oyamel constituyen un grupo monofilético que divergié hace
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aproximadamente 27 Ma, durante el Oligoceno tardio; un periodo climatico de enfriamiento
global que pudo haber dirigido la entrada del género a latitudes subtropicales (Aguirre-Planter
et al. 2012; Xian et al., 2015). En el territorio mexicano, los palinomorfos mas antiguos han
sido encontrados en las Formaciones Tepoztlan y Paraje Solo, mismas que datan del Mioceno
temprano y el Plioceno tardio, respectivamente (Graham, 1999; Lenhardt et al., 2013). Esto
supone una reciente diversificacion del género en México, lo que podria explicar los limites

morfoldgicos y genéticos poco claros entre las especies (Aguirre-Planter et al., 2012).

Abies flinckii y Abies religiosa
La Faja Volcanica Transmexicana alberga las areas de distribucion de oyamel con mayor
extension en México. En esta region, el género Abies se encuentra representado por dos especies
ubicadas a lo largo de un gradiente longitudinal: A. religiosa distribuida en el centro y oriente
de la Faja Volcéanica; y Abies flinckii, restringida en la zona occidente (Fig. 6). Ambas especies
pueden distinguirse segun ciertos atributos morfologicos y de acuerdo a su fenologia.
Cualitativamente, las dos difieren segun la forma y color de los megaestrobilos, la longitud y
didmetro de los troncos, y en el tamafio y apice de las aciculas (Tabla 2). Recientemente, el
analisis cuantitativo de estos mismos caracteres ha justificado su separacion taxonomica
(Shalisko, 2014).

En lo que refiere a su fenologia, el crecimiento vegetativo (bud flush) en A. flinckii inicia
durante febrero y marzo, mientras que en A. religiosa éste comienza al menos dos meses
después. Adicionalmente, este mismo desfase ha sido observado en el desarrollo y maduracién
de los conos femeninos, donde los conos femeninos de A. religiosa y A. flinckii alcanzan la
madurez en septiembre y noviembre, respectivamente (Tabla 2). Si bien la heredabilidad de
estos caracteres aun debe ser estudiada en ensayos de procedencias/progenies, estas diferencias
podrian estar sefialando algun tipo de aislamiento reproductivo pre-cigotico. EI modelado de
nicho ecoldgico de A. flinckii y A. religiosa también ha revelado diferencias ecologicas
significativas entre ellas, circunscrita a variables ambientales relacionadas con la precipitacion
y el tipo de suelo (Cruz, 2017; en preparacion). Aungue pueden ocurrir en simpatria (e.g., Sierra
de Manantlan, Aguirre-Planter et al., 2000), generalmente las dos especies se mantienen

segregadas en distintas altitudes (Tabla 2). La hibridacion de las mismas aln debe ser estudiada.
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Tabla 2. Diferencias morfoldgicas, fenoldgicas y ecoldgicas entre Abies flinckii y A. religiosa

Caracteristica

Abies flinckii

Abies religiosa

Localidad tipo
Tronco
Aciculas

Estomas

Conos masculinos

Conos femeninos

Escamas ovuliferas

Bracteas

Semillas
Yemas vegetativas
Ruptura de la yema

Altitud
Bibliografia

El 1zote, Jalisco.

20-35 m largo, 1 m didmetro.

Generalmente pectinadas; 2-9 cm de longitud y
0.15-0.2 ancho; ligeramente inclinadas hacia
adelante, con apices puntiagudos.

Una o ninguna banda de estomas en el haz de la
acicula; y dos bandas en el envés.

3-4 cm de largo por 0.7 cm de ancho, cilindricos
con un apice redondeado, resinosos.
Oblongo-cénico, con un &pice pronunciado, 12-16
cm de longitud por 4-4.5 cm de ancho, de color
verde olivo, con un raquis estrecho y cénico.

Alcanzan la madurez en noviembre.

Flabeladas, 2.5-2.7 cm de largo por 3-4 cm de
ancho.

Oblongas-obovales, 2.5 cm de largo por 0.7 cm de
ancho, excertas, con la porcion excerta de forma
triangular (3-4 mm x 7 mm).

0.8 -0.9 cm por 0.4 cm, con un ala de 2-2.5 por 1.1
1.5 cm, color café claro.

2-4 mm, globosas o conicas, con un apice globoso
o redondeado, resinoso, de color gris-pdrpura.
Febrero-marzo.

1,900-2,400 msnm.

Farjon y Rushforth (1989); Vazquez-Garcia et al.
(2014).

&?

45-60 m largo, 1.5-2 m diametro.

Planas, con (1-)3-5 (-9) cm de longitud, de color verde a verde oscuro,
con un 4pice puntiagudo o redondeado; con dos canales de resina en cada
lado.

Cinco lineas interrumpidas de estomas en el haz de la acicula,
especialmente cerca de la punta, o ausente; y con 8-12 lineas de estomas
en cada banda de estomas, en el envés.

(1.2-) 2-4 cm de largo, rojos.

Cilindrico-oblongos, (8-) 12-16 cm de longitud, 4-6.5 (-8) cm de
didmetro, de color purpura cuando son inmaduros y de color violeta
oscuro o café cuando son maduros, con un raquis estrecho, ligeramente
conico.

Alcanzan la madurez en septiembre-octubre.

&?

Tan largas como las escamas ovuliferas o excertas. 8-10 mm mas largas
que las escamas ovuliferas (excertas), con la porcion excerta en forma
triangular.

(0.8-) 0.9-1.2 (-1.4) cm, con un ala 1.8-2.4 cm.

2-4 mm, cubiertas por una resina amarilla y gruesa.
Abril-mayo.

2,500-3,500 msnm.
Eckenwalder (2009); VVazquez-Garcia et al. (2014).
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Diversidad genética de los bosques de oyamel
El estudio genético del oyamel, particularmente de A. flinckii y A. religiosa, sugiere que su historia
evolutiva ha estado dirigida tanto por procesos selectivos como por procesos neutrales y cambios
importantes en su demografia poblacional, mismos que han co-ocurrido en distintas escalas
espaciales y temporales. Algunos analisis filogenéticos encontraron que si bien los Abies
mexicanos constituyen un grupo monofilético independiente (Aguirre-Planter et al., 2012; Xian et
al., 2015), las relaciones de ancestria entre las especies permanecen poco claras.

A escala poblacional (filogeogréafica), la distincion de variantes alélicas de 14 isoenzimas
en poblaciones de oyamel del centro y sur de México mostrd un déficit de heterocigosis respecto
al esperado por el modelo de H-W y en relacion a otras coniferas de amplia distribucion. Sin
embargo, de todas las especies mesoamericanas, Abies flinckii y A. religiosa exhibieron los niveles
de polimorfismo maés altos, distribuidos principalmente entre las poblaciones dentro de cada linaje
(Aguirre-Planter et al., 2000). Estos mismos patrones de diferenciacion y estructura intra e
interespecificos han sido observados también con dos marcadores mitocondriales y tres SSRs
cloroplasticos. La distribucion de las frecuencias alélicas de estos ultimos sugiere la integridad
genética de A. concolor y A. flinckii. En contraste, el resto de las especies parecen estar en un estado
incipiente de divergencia (Aguirre-Planter et al., 2012), consecuencia del flujo genico reciente y/o
de la retencion de la variacion genética ancestral en las poblaciones (Jaramillo-Correa et al., 2008).
Particularmente en A. flinckii y A. religiosa, se han genotipado cuatro SSRs nucleares en individuos
de dos y cuatro poblaciones de cada linaje respectivamente. Contrario a lo observado con
isoenzimas y ADN mitocondrial, la heterocigosis dentro de las poblaciones es similar a lo reportado
en otras coniferas con amplia distribucion. Sin embargo, los patrones de diferenciacion genética y
la asignacion de los individuos a distintos grupos sugieren cierto nivel de estructura al interior de
A. flinckii (Mugica-Gallart, 2013).

La distribucion de las frecuencias alélicas y los patrones de estructura genética observados
en el oyamel han sido interpretados como resultado de distintos procesos demograficos historicos
que operaron en distintas escalas espaciales (e.g., migracidn altitudinal de las sky-islands, Aguirre-
Planter et al., 2000; Jaramillo-Correa et al., 2008; Mugica-Gallart, 2013; dindmica
metapoblacional, Méndez-Gonzéles et al., 2017). No obstante, las diferencias morfoldgicas,
ecoldgicas y en su fenologia (Tabla 2) sugieren que la seleccion también ha jugado un papel

importante en su evolucién. Por ejemplo, a una escala espacial fina se encontr6 evidencia de que
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la seleccion disrruptiva ha (o estd) operando sobre 12 loci, cuya variacion parece explicar la mayor
parte de la diferenciacion genética entre subpoblaciones asociadas a distintos tipos de suelos
(Méndez-Gonzéles et al., 2017).
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2. JUSTIFICACION

Frente a los cambios ambientales que ha experimentado la FVTM en los ultimos 10 Ma (Caballero
et al., 2010; Ferrari et al., 2012), a riego de extinguirse localmente, las coniferas en general y los
bosques de oyamel en particular, han tenido la capacidad de responder a través de plasticidad
fenotipica, adaptacion y migracion hacia sitios con condiciones climaticas adecuadas (Aitken et
al., 2007). La distribucién del polimorfismo genético neutral y adaptativo da cuenta de la mayoria
de estas respuestas. De tal suerte que la variacion genética en las poblaciones constituye un acervo
de informacion valioso en la prediccion de escenarios futuros para las especies forestales (Petit et
al., 2008) vy, por tanto, para su adecuado manejo y conservacion.

Los bosques de Abies en el centro de México se distribuyen en parches poblacionales
aislados (Velazquez et al., 2000; Rzedowski, 2006). Se espera que el actual escenario de
calentamiento global y el impacto antropogénico (e.g., deforestacion) aceleren la fragmentacion
y/o extincion local de estas poblaciones (Gernandt y Pérez-de la Rosa, 2013), lo que hace de los
bosques de oyamel susceptibles a la erosion genética y, con ello, a una reduccion en su capacidad
para responder a los cambios en su ambiente (pero ver Kramer et al., 2008).

Por lo tanto, para mitigar el efecto negativo de la fragmentacion en el oyamel es importante:
1) Conocer la distribucién actual del polimorfismo genético en las poblaciones, y
2) Entender dicha distribucion como una consecuencia de la dinamica ambiental historica y de los
procesos evolutivos que ocurrieron en las poblaciones en el pasado.

Si bien la diversidad genética del oyamel ha sido estudiada mediante distintos marcadores
moleculares (ver Introduccion. - Antecedentes genéticos de los bosques de oyamel), su resolucion
ha sido insuficiente para dilucidar las respuestas evolutivas de las poblaciones frente a los cambios
geoldgicos y climaticos del pasado.

La labor de este estudio es ampliar y analizar la informacion genética del oyamel en el
centro de México, con el fin de identificar los principales procesos evolutivos que explican la
distribucién de su variacion genética, en un contexto ambiental complejo como lo es el de la
FVTM.
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3. OBJETIVOS

Investigar los niveles de variacién genética y su distribucion dentro y entre las poblaciones de Abies
flinckii y A. religiosa, distribuidas a lo largo de un gradiente longitudinal en la Faja Volcanica
Transmexicana; y analizar dicha variacion con métodos de inferencia estadistica robustos para

determinar sus causas putativas, dentro del contexto histérico ambiental de la region.

Los objetivos particulares son:

e Explorar los niveles de variacion genética nuclear, tanto con marcadores SSRs como con
secuencias nucleotidicas; asi como su distribucién dentro y entre 20 poblaciones de oyamel
distribuidas a lo largo de la FVTM.

e Determinar la estructura genética poblacional reciente y compararla con su clasificacion
taxonomica més aceptada (Farjon and Rushforth, 1989).

e Inferir si las poblaciones han experimentado distintas presiones de seleccion a traves del
analisis de 11 genes nucleares y en vista del gradiente climéatico longitudinal que presenta
la FVTM (Niza-Gamez et al., 2011).

e Poner a prueba distintas hipotesis de divergencia y demograficas, construidas
explicitamente a partir del conocimiento de los principales eventos geoldgicos y climaticos
en la FVTM; y determinar cuél(es) modelo(s) explican mejor la distribucion de la

diversidad.
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4. HIPOTESIS

Dadas las caracteristicas biolégicas y de historia de vida de las coniferas (Petit y Hampe, 2006;
Prunier et al., 2016) los bosques de oyamel, al igual que otras coniferas subtropicales mexicanas,
albergan una diversidad genética alta y baja respectivamente dentro y entre sus poblaciones.

Anteriormente se ha descrito que el complejo de especies de Abies en Mesoamérica comparten
entre ellas gran parte de su variacion (Jaramillo-Correa et al., 2008; Aguirre-Planter et al., 2012),
por lo que la estructura genética poblacional de A. flinckii y A. religiosa es débil pero congruente

con su separacion taxonémica.

La distribucion poblacional de A. flinckii y A. religiosa coincide con un gradiente climatico a lo
largo de la FVTM (Niza-Gamez et al., 2011). Por lo tanto, algunos de los genes analizados en este

estudio estan implicados en procesos de seleccion y adaptacion local.

La divergencia y demografia historica de los grupos genéticos de oyamel es explicada por una
dinamica de sky-islands, con eventos de colonizacion favorecidos durante etapas climaticas
glaciales y con una direccion definida por la migracion del vulcanismo durante la Gltima etapa de
formacion de la FVTM.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Muestreo poblacional y andlisis de SSRs nucleares

Se muestrearon 399 individuos en seis y 14 poblaciones de A. flinckii y A. religiosa,
respectivamente (Tabla 3; detalles de colecta en Aguirre-Planter et al., 2000; Méndez-Gonzalez et
al., 2017; Gonzélez-Linares, en prep), de los cuales se extrajo el ADN segun el protocolo CTAB

2% mini-prep modificado por Vazquez-Lobo (1996).
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Fig. 6. Distribucion de las poblaciones de Abies flinckii (puntos rojos) y Abies religiosa (puntos
azules) muestreadas y analizadas en el presente estudio.
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Tabla 3. Coordenadas geogréaficas y altitud (msnm) de las poblaciones de oyamel investigadas en el presente estudio.
Numero de individuos analizados por poblacion (N) y por marcador molecular (microsatélites (SSRs) 0 secuencias de
ADN (sec)). Los datos de SSRs de las poblaciones marcadas con * fueron obtenidos anteriormente (Mugica-Gallart,
2013) y re-analizados en este estudio.

Especie Localidad Clave Lat Long Altitud N (SSRs)  N(sec)
A. flinckii El Cuale Af19 20.35 -105.00 2490 20 7
A. flinckii Cumbre de Guadalupe Af18* 20.20 -104.72 2100 22 5
A. flinckii El Terreno Af20 19.45 -103.93 2500 20 7
A. religiosa Sierra Manantlan Ar21 19.45 -103.95 2500 18 7
A. religiosa Nevado de Colima Ar22* 19.58 -103.58 3330 20 7
A. religiosa ¢? Nevado de Colima Acol 19.57 -103.60 19 -
A. flinckii Dos Aguas AfL7 18.77 -102.95 2500 20 7
A. flinckii Los Sauces Af16 19.33 -101.35 2250 20 7
A. flinckii El Caracol Afl4* 19.58 -100.75 2340 20 4
A. religiosa Tancitaro Ar55* 19.38  -102.32 3030 20 7
A. religiosa Puerta Garnica Arl5 19.67 -100.82 2880 20 7
A. religiosa La Cafiada Arl3 19.43 -100.18 2800 20 7
A. religiosa Nevado de Toluca Arl2 19.18 -99.80 3240 20 7
A. religiosa Ajusco Ajus 19.22 -99.25 20 7
A. religiosa Volcan Popocatepetl Ar54 19.08 -98.68 3330 19 7
A. religiosa Malinche AbM 19.26 -98.03 19 -
A. religiosa El Chico Ar53* 20.15 -98.70 2940 19 7
A. religiosa Tlaxco Ar49 19.68 -98.08 2760 20 7
A. religiosa Volcan Atlitzin Ar45 18.97 -97.35 3060 21 7
A. religiosa Cofre de Perote Ard8* 19.52 -97.15 3510 22 7

Para corroborar la concentracion y calidad del ADN, se corrieron alicuotas de 2 pl de ADN
y 3 ul de buffer de carga (5x go TAQ Flexi, Promega) en geles de agarosa al 0.8 % en TBE 0.5,
tefiidos con bromuro de etidio durante 25 minutos y a una intensidad de 120 V. Los geles fueron
visualizados con luz UV para evaluar la calidad de la extraccion segln la integridad e intensidad
de las bandas y para obtener un aproximado de la concentracion de ADN segln una referencia de
pesos moleculares especificos (1,000pb, Thermo Scientific™). Se determiné que cada volumen de

extraccion contenia entre 20 y 200 ng de ADN.
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Amplificacion y Genotipificacion de SSRs nucleares
Se amplificaron cuatro microsatélites nucleares previamente disefiados para Abies guatemalensis
(Rasmussen et al., 2008) y adaptados para A. flinckii y A. religiosa (Apéndice 1, Mugica-Gallart,
2013). Todas las reacciones se realizaron en volimenes finales de 20 pl, con ~10 ng de ADN y a
las concentraciones descritas en el Apéndice 1. En el caso del locus Ab20, el volumen final incluy6
0.15% de Triton X-100 y 5% de albimina sérica bovina (BSA). Las condiciones de PCR para cada
microsatélite se encuentran especificadas en el Apéndice 2. Los primers fueron marcados con
distintas fluorescencias para su posterior reconocimiento y genotipado (Apéndice 1). Las
amplificaciones fueron verificadas en geles de agarosa al 1.3% tefiidos con bromuro de etidio. Se
corrieron 2 ul de cada producto de amplificacién por 20 minutos a 120v. Durante la visualizacion
de los geles en luz UV, se considerd que la amplificacion fue exitosa cuando se observaron una o
dos bandas en el intervalo de tamafio reportado previamente (Mugica-Gallart, 2013). Para
determinar el tamafio aproximado de las bandas, se utilizé un marcador de pesos molecular de 100
pb (100pb, Thermo Scientific™).

Los productos de PCR fueron analizados en un secuenciador ABI Prism 3730xI Analyzer
(Applied Biosystems®), en la Universidad de Illinois, con el marcador de peso molecular Liz 600
Size Standar (Applied Biosystems®). Para optimizar recursos, los productos de PCR fueron
mezclados segun la fluorescencia de los primers y el tamafio esperado de los alelos. La lectura de
los cromatogramas se realizé con el programa GeneMarker v.2.2.0 (Hulce et al., 2011). Para cada
producto de PCR, se definio el tamafio alélico y su condicién genética (homocigo o heterdcigo)
mediante su comparacion directa con el patron de tamafio Liz 600 (Applied Biosystems®).

Se interpretaron como alelos a los picos mas altos en los cromatogramas (como describe
Selkoe y Toonen, 2006) dentro o cercanos al intervalo alélico reportado para A. religiosa (Mugica-
Gallart 2013). La base de datos final fue inspeccionada en el programa Micro-Checker v2.2.3 (Van
Oosternhout et al., 2004) para detectar errores durante el genotipado. Para cada locus se cuantificd
la probabilidad y frecuencia de alelos nulos con el software ML-NullFreq (Kalinowski y Taper,
2006). Este programa calcula una funcién de verosimilitud para estimar la frecuencia de alelos
nulos mas probable, dadas las frecuencias genotipicas observadas en las poblaciones, asi como un

valor f asociado a cualquier otro tipo de error.
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Diversidad genética y consanguinidad.
Se calcularon distintos estimadores con los programas GenAlex 6.503 (Peakall y Smouse, 2012) y
la libreria hierfstat (Goudet y Jombart, 2015) en R (R Core Team, 2013). Estos incluyeron el
namero de alelos (Na), el namero efectivo de alelos (Nea), la riqueza alélica (Ra, en este caso los
valores fueron ponderados por el nimero minimo de alelos encontrado en una poblacion), la
heterocigosis esperada (He), la heterocigosis observada (Ho) y el nimero de alelos privados (Ap).

Los niveles de consanguinidad por locus y poblacion fueron cuantificados mediante el
estadistico Fis (Nei, 1987) en el programa FSTAT (Goudet, 2001) y con la libreria hierfstat (Goudet
y Jombart, 2015) en R. Se construyeron intervalos de confianza (95%) mediante 10,000 bootstrap
para determinar la significancia de estos valores. También se realizaron pruebas exactas para
verificar la presencia de equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) por poblacién mediante simulaciones
de Monte Carlo (Guo y Thompson, 1992), bajo el supuesto de que los apareamientos ocurren de
manera aleatoria dentro de cada poblacion (y se encuentran en equilibrio H-W). Cuando la hipotesis
nula fue rechazada, se estimaron los valores P asociados al déficit o exceso de heterdcigos. La
segregacion independiente de los alelos entre pares de loci fue corroborada mediante una prueba
de desequilibrio de ligamiento gamético. Esta prueba calcula un cociente de verisimilitud entre
pares de loci mediante simulaciones de Monte Carlo para aproximar al valor P, donde la hipotesis
nula es la segregacion independiente. Estas dos ultimas pruebas se realizaron en el programa
Genepop V. 4.6. (Rousset, 2008), con 10,000 dememorizaciones, 20 batches y 5,000 iteraciones
por batch.

Diferenciacion genética y estructura.

Con el objetivo de cuantificar la varianza en las frecuencias alélicas entre las poblaciones, se
calcularon los indices Fst (Weir y Cockerham, 1984) y Rst (Slatkin, 1995). Mientras que el primero
considera un locus bi-alélico para cuantificar la diferenciacién genética, el segundo ademas
presupone un modelo de mutacién por pasos. Ambos indices, asi como su significancia estadistica,
fueron estimados en el software Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010) con 10,000 permutaciones
y a un nivel de significancia del 0.05. Debido a que la probabilidad de alelos nulos fue alta para el
locus Ab27, se realizd una correccion de Fst por exclusion de alelos nulos (ENA, por sus siglas en
inglés) en el programa FreeNa (Chapuis y Estoup, 2006). Este software calcula la frecuencia

esperada de alelos nulos y les asigna un tamario alélico para construir una segunda matriz de Fst
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corregida. Se utiliz6 una prueba no parametrica de Wilcoxon para identificar si la distribucion de
los valores de las matrices Fst y Fst corregida por alelos nulos se distribuyen de manera diferente.

Los microsatélites se distinguen por tener tasas de mutacion elevadas, por lo que
estadisticos como Fst podrian subestimar los niveles de diferenciacion genética entre las
poblaciones. Por esta razon, se calcularon los indices Gst (Nei, 1973; construido para mas de dos
alelos), G’st (Hedrick, 2005; Gst estandarizada por la heterocigosis subpoblacional méas alta) y
Dest (Jost, 2008; que mide la fraccion de la variacion alélica entre poblaciones). Los tres indices
se estimaron entre pares de poblaciones y con intervalos de confianza del 95% mediante 10,000
bootstraps, con la libreria diveRsity (Keenan et al., 2013) en R. Para identificar si los patrones de
diferenciacion dados por los distintos estadisticos son consistentes entre si, se llevo a cabo una
prueba de congruencia entre las matrices de diferenciacion genética con la libreria ape (Paradis et
al., 2004) en R. En su modalidad global, esta prueba calcula un valor W de congruencia general
entre las matrices y un valor P asociado. En este caso, si P < 0.05, se rechaza la hipdtesis nula de
incongruencia entre las matrices. En su modalidad parcial, el programa calcula un valor M
(correlacion de Mantel) que cuantifica la contribucion de cada matriz a la totalidad de la
congruencia, asi como un valor P corregido, que mide la significancia con la que cada matriz aporta
0 no a la totalidad de la congruencia.

Para inferir el nimero de grupos genéticos en las poblaciones se utilizaron dos
aproximaciones. La primera utiliza simulaciones MCMC para generar una distribucion de
probabilidad multivariada de frecuencias alélicas (y proporciones de mezcla genética) bajo el
supuesto de que los genotipos observados han sido muestreados de una de las “K” poblaciones
ancestrales (valores entre 1 y 10). Este analisis de asignacion bayesiana se realizo con el programa
STRUCTURE 2.1 (Pritchard et al., 2000). Se utiliz6 un modelo de mezcla genética (admixture)
con frecuencias alélicas correlacionadas a travées de procesos de migracion. Para cada K (K = 1-10)
se llevaron a cabo 10 réplicas, con un burnin de 100,000 pasos seguidos por una longitud de cadena
de 1,000,000 de iteraciones. Se llevé a cabo una prueba estadistica ad hoc de AK (Evanno et al.,
2005) en el software STRUCTURE HARVESTER (Earl, 2012) para identificar el valor de K que
explica mejor los genotipos observados. No obstante, ya que las diferentes K pueden estar
reflejando distintos procesos demogréaficos y/o selectivos (Meirmans, 2015), se analizaron los
resultados de agrupamiento del valor K mas probable y de los valores K inmediatos a éste. Se eligio

el patron de agrupamiento que garantizo una explicacion geogréafica y bioldgica.
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El segundo método implementado fue un analisis discriminante de componentes principales
(DAPC, por sus siglas en inglés). En un primer paso, el analisis DAPC resume la variacion genética
de los individuos en componentes principales (PC). Esta informacidn se usa después en un analisis
discriminante (DA) para crear variables que maximizan la variacion genética dada por la
divergencia entre los grupos y minimizan aquella que se encuentra entre los individuos dentro de
las subpoblaciones (Jombart et al., 2010). Con el fin de recuperar la mayor parte de la informacion
genética, se utilizaron 120 PC, se selecciond el nimero de unidades genéticas segun el criterio de
informacion bayesiano (BIC) y se consideraron cuatro discriminantes lineales. Este analisis se llevo
a cabo con la libreria adegenet (Jombart et al., 2015) en R.

Para corroborar si las poblaciones exhiben algin patron de SGS, se realizaron analisis de
aislamiento por distancia con la libreria adegenet (Jombart et al., 2015) en R. Se estim6 la
correlacién entre una matriz de distancias geograficas (euclidiana) y una matriz de distancias
genéticas (distancias de Nei, 1972 y de Reynolds et al., 1983). Los datos fueron permutados con el
fin de generar una distribucion esperada bajo un modelo sin estructura geogréafica con el fin de
evaluar la significancia estadistica del valor observado. Se hizo una prueba para todas las
poblaciones, otra que sélo incluyo las poblaciones de Abies religiosa y del grupo genético
mezclado; y una méas para analizar las poblaciones de los grupos genéticos occidentales y las
poblaciones de mezcla genética (ver resultados de STRUCTURE).

Cuando las pruebas estadisticas requirieron la comparacion simultanea de multiples
hipdtesis, se utilizd la correccion FDR (tasa de descubrimientos falsos) que predice

estadisticamente la proporcion de falsos positivos (Benjamini, y Hochberg, 1995).

5.2 Analisis de secuencias nucleares

Se seleccionaron entre cuatro y siete individuos por poblacién de oyamel (Tabla 3) para secuenciar
once genes nucleares de copia Unica. Para ocho de estos genes, las secuencias de los primers fueron
obtenidas a partir del transcriptoma anotado de Abies alba (Roschanski et al., 2013), mientras que
para el resto (factores de transcripcion MYB), los oligos fueron disefiados anteriormente para A.
religiosa (Ramirez-Lerma, 2012) (Tabla 4). Estos mismos marcadores fueron secuenciados
respectivamente en uno vy tres individuos de Abies nordmanniana y A. balsamea, mismos que
fueron utilizados como grupo externo. La amplificacion y secuenciacion de los genes se llevé a

cabo en el Departamento de Ciencias Gendmicas de la Universidad de Washington. Las secuencias

33



resultantes fueron alineadas manualmente en el programa BioEdit v 7.2.6 (Hall, 1999) y los sitios
polimorficos fueron corroborados mediante la inspeccion visual de los cromatogramas en el
software CodonCode Aligner (CodonCode Corporation). Se utilizaron las secuencias de mRNA de
A. alba y Picea glauca para identificar las regiones codificantes y no codificantes en cada uno de
los genes.

Se infirieron las fases o haplotipos de cada gen mediante el algoritmo coalescente-
bayesiano PHASE implementado en el software DnaSP v 5.10.01 (Librado y Rozas, 2009), con un
burnin de 1,000 pasos, 10,000 iteraciones y presuponiendo un modelo general de recombinacion.
Para describir la cantidad de variacion genética, se estimd el namero total de sitios segregantes (S),
sindbnimos (Ssyn) y no sindénimos (Sn); la diversidad nucleotidica 6 (Watterson, 1975) y 6,
(Tajima, 1983); el namero de haplotipos (h) y la diversidad haplotipica (Hd). Adicionalmente, se
calculd el nimero minimo de eventos de recombinacion (Rm) mediante la prueba de cuatro gametos
(Hudson y Kaplan, 1985). También se estimaron los estadisticos Za y ZZ (Rozas et al., 2001), con
los que es posible identificar respectivamente los patrones de correlacion entre sitios segregantes
adyacentes y entre la totalidad de éstos. De tal forma que, cuando ZZ > 0, se infiere que el
desequilibrio de ligamiento entre los sitios polimérficos es bajo. Tanto los estadisticos de
diversidad como los de recombinacion y desequilibrio de ligamiento fueron calculados para cada
gen en cada poblacion y grupo genético (segun el analisis en STRUCTURE) en el programa DnaSP
v 5.10.01 (Librado y Rozas, 2009).

Con el fin de conocer los patrones de diferenciacion genética dados por cada uno de los
genes nucleares, se estimo Fst entre pares de poblaciones y grupos genéticos en el programa
Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010) utilizando 10,000 iteraciones para evaluar su significancia
estadistica. La consistencia entre los patrones de diferenciacion observados para cada gen fue
analizada con una prueba de congruencia implementada en la libreria ape (Paradis et al., 2004) en

R tal como se describié anteriormente para los SSRs.
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Tabla 4. Nombre, longitud de las secuencias (pb), nimero de regiones no codificantes y funcién biolégica de los 11
genes nucleares secuenciados en las poblaciones de oyamel. El ID corresponde al asignado en el transcriptoma de A. alba
(ver Roschanski et al., 2013).

Gen ID Pb Intron  Funcién biolégica

CesAl 3918 332 0 Sintesis de celulpsa; organizacion de la pared celular; biogénesis de pared
celular secundaria.

COBRA-like 9652 468 1 Sintesis y regulacidon de deposicion de celulosa.

Porina Mip1 8248 728 1 Respuesta a estrés por déficit de agua y/o ambientes salinos; transporte
transmembranal.

o-1,6

S 14455 759 0 Elongacién del pelo radicular; biosintesis de xiloglucano.
xilosiltransferasa

Fructosa 1,6

difosfato aldolasa 14514 308 O Glicolisis.

Respuesta a estrés por déficit de agua y/o ambientes salinos; transporte

Porina Mipl 23660 749 1
transmembranal.

Heat shock 27033 422 0 Respuesta a patégenos _ml_c,roblanos; biosintesis de auxinas, respuesta a
estres por calor y/o radiacion solar.

Lhcad 8855 850 2 Fotosintesis.

ArMybVI 721 1 Regulacién de la transcripcion.

ArMybIX 409 1 Regulacién de la transcripcion.

ArMybSTR 566 1 Regulacién de la transcripcion

Neutralidad y seleccion.
Algunos de los genes analizados en este estudio potencialmente estan implicados en procesos
selectivos en otras coniferas (revisados en Jaramillo et al., 2015), por lo que un paso obligado en
la inferencia histérico-demografica del oyamel es poner a prueba la neutralidad selectiva de los
marcadores. Ya que el espectro de frecuencias da cuenta de los cambios demograficos y/o
selectivos que han ocurrido en las poblaciones (Zeng et al., 2006), se calcularon los estadisticos de
neutralidad D (Tajima, 1989), Fs (Fu, 1997), H (Fay y Hu, 2000) y Hnorm (Zeng et al., 2006),
mismos que permitieron la descripcion de los espectros de frecuencias de cada gen, en cada
poblacion y grupo genético (segun STRUCTURE). Para explorar la demografia histérica de los
linajes, se simularon 15 posibles escenarios en el programa mlcoalsim (Ramos-Onsins y Mitchell-
Olds, 2007). Los modelos méas simples suponen una demografia estable (i.e., escenario 10: sin
cambios en el Ne de la poblacién), un cuello de botella o una expansién demogréafica exponencial
(Apéndice 12). El resto de los escenarios considera que las poblaciones atravesaron por cuellos de

botella y expansion demogréafica de forma alternada, en congruencia con la hipotesis de migracién
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altitudinal de las sky-islands durante el Pleistoceno (con especial énfasis en los eventos glaciales
MIS XII y UMG). Los detalles especificos de cada escenario pueden ser consultados en el
Apéndice 12. Las simulaciones coalescentes se realizaron con 10,000 iteraciones y bajo el supuesto
de los valores de 6w Yy R (R = 4Ner, donde r es la tasa de recombinacién) observados en cada grupo
genético y calculados en el software DnaSP v 5.10.01 (Librado y Rozas, 2009). Para identificar
cuél(es) de los modelos demogréaficos se ajustan mejor a los datos genéticos empiricos, se
compararon los estadisticos de neutralidad observados con los obtenidos en las simulaciones
coalescentes. Cuando mas de un escenario fue compatible con los datos observados, se calculo la
verosimilitud de cada uno con el fin de reconocer al escenario mas probable. Para identificar si la
seleccidn esta actuando sobre alguno de los genes, se calculd la significancia estadistica de las
pruebas de neutralidad mediante la comparacién los valores observados con la de su distribucion
esperada, segun el modelo demografico mas probable para cada grupo genético.

Para complementar los resultados de los estadisticos de neutralidad, para cada gen en cada
grupo genético, se compard la tasa de sustitucion sindnima y no sinénima mediante el estadistico
o (o= dn/ds, donde dn es la tasa de sustitucion no sinbnima por sitio no sinénimo y ds es la tasa de
sustitucion sinbnima por sitio sindGnimo), calculadas en el programa DnaSP v 5.10.01 (Librado y
Rozas, 2009). Adicionalmente, se realizaron pruebas HKA de Maxima Verosimilitud en el
programa MLHKA (Wright y Charlesworth, 2004). En un escenario neutral, la relacion entre el
polimorfismo intraespecifico y la divergencia interespecifica es consistente entre todos los loci. La
prueba MLHKA utiliza el cociente de verisimilitud para comparar un escenario neutral con los
distintos modelos en los que uno 0 mas loci estan sujetos a seleccidn. La significancia de cada
prueba fue evaluada comparandola con una distribucién > esperada. Las pruebas MLHKA se
llevaron a cabo para cada grupo genético, asumiendo los valores de S, Hw, y el nimero de
diferencias pareadas interespecificas observados (usando a Abies balsamea como grupo externo),
con una longitud de la MCMC de 100,000 pasos.

Demografia histérica y divergencia de los linajes.
Una vez descartados aquellos loci potencialmente sujetos a seleccion y/o recombinacidn historica,
se uso la informacion genética de los genes nucleares restantes (ver resultados) para elucidar los
procesos demograficos y la divergencia de los grupos genéticos de oyamel en la FVTM. Se

implementaron maltiples analisis ABC en el programa DIYABC v 2.1.0 (Cornuet et al., 2008) con
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el fin de identificar aquellas hipdtesis historicas que mejor explicaran los patrones de variacion
genética observados. Inicialmente se modelaron y probaron ocho escenarios basados en los
procesos de colonizacién y fragmentacion propuestos para la FVTM (Fig. 5; Mastretta-Yanes et
al., 2015). Los primeros cuatro escenarios proponen que A. jaliscana, A. flinckii y las poblaciones
de Abies de Manantlan (de ahora en adelante Abies sp. Manantlan) divergieron secuencialmente a
medida que su ancestro comin migraba de este a oeste a lo largo de la FVTM, siguiendo un patrén
de colonizacion de paso a paso (stepping-stone). Esto se baso principalmente en los patrones de
migracion del vulcanismo durante la Gltima etapa de formacién de la FVTM (escenario 1-4, Fig.
7). Particularmente, dos de estas hipotesis (escenarios 1y 2, Fig. 7) suponen que A. religiosa y A.
jaliscana divergieron temprano en la evolucion del género en México (t4), al inicio de la actividad
tectonica en el Occidente de México. Otros tres escenarios plantean que A. jaliscana, A. flinckii y
Abies sp. Manantlan comparten un ancestro comin (escenarios 5-7, Fig. 8), y que la divergencia
de este ancestro y A. religiosa debid ocurrir de manera temprana (t4). Estos escenarios proponen
la divergencia de los grupos genéticos del occidente de la FVTM es congruente temporalmente con
la evolucion de los principales valles tectonicos en la region (t3, t2). Una altima hipotesis supone
que A. jaliscana, A. flinckii y Abies sp. Manantlan divergieron de manera simultanea, hacia finales
del UMG (h, escenario 8, Fig. 8). Todas las hipotesis filogeograficas proponen el contacto
secundario y mezcla genética entre Abies sp. Manantlan (o del ACOcc) y A. religiosa (segun los
resultados del analisis STRUCTURE), asi como la expansion demografica de este ultimo linaje
hace aproximadamente 1 Ma (t1), cuando los principales estratovolcanes pudieron fungir como
“puentes” entre poblaciones previamente separadas (ver Mastretta-Yanes et al., 2015).

Los tiempos de divergencia se ajustaron a una distribucion uniforme, con limites superiores
e inferiores congruentes con las dataciones disponibles para los principales eventos geoldgicos y
climaticos en la FVTM (ver apéndice 15) transformados a nimero de generaciones de Abies (1
generacion = 60 afios; Sanchez-Velasquez y Pineda-Lopez, 1991). De igual modo, las
distribuciones previas de los tamafios poblacionales fueron uniformes, cuyos limites fueron
definidos segun los resultados de simulaciones preliminares.

En un escenario neutral, la tasa de mutacion () obedece la expresion: p=Ks/2T (revisado
en Baer et al., 2007). Para obtener un estimado de p, se calculd la divergencia en los sitios
silenciosos (Ks, en DnaSP v 5.10.01; Librado y Rozas, 2009) entre cada uno de los grupos genéticos

y Abies nordmanniana (usada como grupo externo) para cada locus y se considerd un tiempo de
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divergencia (T) de 43.1 Ma que es el estimado para la separacion entre las secciones Abies y Oiamel
(Xiang et al., 2015). La media geométrica de p para todos los loci fue de 4.31 x 10 mutaciones
por sitio por afio, lo que corresponde a 2.59 x 10 mutaciones por sitio por generacion. Por lo tanto,
en los analisis ABC se asignd una tasa de mutacién con una distribucién previa tipo gamma y con
un limite superior e inferior amplios de 1 x 107 y 1 x 10”° mutaciones por sitio por generacion
respectivamente.

Con el fin de capturar la mayor parte de informacién genética y evitar la redundancia, se
seleccionaron cinco estadisticos para resumir la variacion en las simulaciones: 1) el nimero de
haplotipos, 2) D (Tajima, 1989), 3) el promedio de los nimeros del nucle6tido més raro en sitios
segregantes, 4) la diferenciacion media pareada (B) y 5) Fst (Hudson et al., 1992). Para cuantificar
la distancia (euclidiana) entre los datos observados y las simulaciones coalescentes, se utilizaron
en total 35 estadisticos (ver manual de DIYABC v. 2.1).

Tabla 5. Parametros de las distribuciones previas utilizadas en el analisis ABC. Los
Iimites superiores e inferiores de los tiempos de divergencia son congruentes con los
registros cronoldgicos de los principales eventos geolégicos y climaticos en la
FVTM, transformados a nimero de generaciones

Parametros Distribucion Minimo Maximo Media
t4 Uniforme 16666 88333

t3 Uniforme 10000 50000

t2 Uniforme 10000 50000

tl Uniforme 250 16666

h Uniforme 50 250

N1 Uniforme 100 100000

N2 Uniforme 100 100000

N3 Uniforme 100 100000

N4 Uniforme 100 100000

N5 Uniforme 100 500000

Nab Uniforme 100 100000

Nanc Uniforme 1000 500000

NA Uniforme 100 100000

ra Normal 0.001 0.999 0.5

u Gamma 1x10° 1x107 1x10®
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Fig. 7. Hipotesis filogeogréaficas probadas para identificar el origen de los grupos genéticos de Abies en el centro
de México por procesos de colonizacion tipo stepping-stone. Los escenarios 1 y 2 proponen la divergencia inicial
de A. jaliscana y A. religiosa. La subsecuente colonizacion de este Gltimo linaje dio origen a A. flinckii y Abies sp.
Manantlan. Ambas hipétesis proponen la expansién del area de distribucién de A. religiosa y el contacto

secundario de este linaje con Abies sp. Manantlan.
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Fig. 7 (continuacidn). Hipdtesis filogeograficas probadas para identificar el origen de los grupos genéticos de
Abies en el centro de México por procesos de colonizacidn tipo stepping-stone. Los escenarios 3 y 4 proponen a
A. religiosa como ancestro de los grupos genéticos occidentales, mismos que divergieron por colonizacién. Ambas
hipétesis proponen la expansién de area de distribucién de A. religiosa y el contacto secundario de este linaje con

Abies sp. Manantlan.
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Fig. 8. Hipétesis filogeogréaficas probadas para identificar el origen de los grupos genéticos de Abies del centro de
México a través de procesos de fragmentacion. El escenario 5 supone que A. jaliscana divergio de A. religiosa, y
luego hubo un evento de colonizacion local en el occidente de México. El escenario 6 propone la fragmentacion
de una poblacion ancestral que dio origen a A. religiosa y un ancestro putativo (ACOcc). Posteriormente, el resto
de los linajes divergieron por fragmentacién en distintos tiempos. Ambas hip6tesis proponen la expansion de area
de distribucién de A. religiosa y el contacto secundario de este linaje con Abies sp. Manantlan.
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Fig. 8 (continuacidn). Hipotesis filogeograficas probadas para identificar el origen de los grupos genéticos de
Abies del centro de México a través de procesos de fragmentacion. Los escenarios 7'y 8 proponen la fragmentacion
de una poblacion ancestral que dio origen a A. religiosa y un ancestro putativo (ACOcc). Posteriormente, el resto
de los linajes divergieron por fragmentacion en distintos tiempos. La hip6tesis 7 propone la expansion del area de
distribucion de A. religiosa y el contacto secundario de este linaje con Abies sp. Manantlan; mientras que en la
hipétesis 8 el contacto secundario ocurre entre ACOcc y A. religiosa.
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Se simularon 8 x10° sets de datos (un millon por escenario) y se implementd una
regresion logistica lineal politomica (Cournet et al., 2008) para seleccionar el 1% de las
simulaciones que mostraran estadisticos de resumen similares (i.e., con la menor distancia
euclidiana posible) a los valores observados. Con ellas se estimé la probabilidad posterior (PP)
de cada escenario. La robustez estadistica con la que se seleccioné al escenario mas probable
fue evaluada mediante el célculo de los errores tipo | y tipo Il. Para ello, se simularon 1,000
datos pseudo-observados (pods) con valores de parametros muestreados a partir de las
distribuciones previas del mejor escenario; al igual que 1,000 pods con valores de parametros
tomados de las distribuciones previas del resto de las hipétesis. Respectivamente, se calculd la
PP de cada escenario en cada pod para estimar el riesgo de excluir al mejor modelo, cuando éste
es verdadero (error tipo 1), asi como el riesgo de seleccionar un mejor escenario, cuando éste es
falso (error tipo II).

Para estimar los pardmetros demograficos y tiempos de divergencia de cada grupo
genético, se realizaron 1x10® simulaciones bajo el supuesto del escenario mas probable.
Posteriormente, se implemento el método de regresion lineal local ponderada (Beaumont et al.,
2002) sobre el 1% de las simulaciones menos distantes a los datos genéticos observados para
obtener la distribucién posterior de los parametros, transformados por la funcién logit. Luego,
para verificar si el escenario seleccionado como el méas probable se ajustaba bien a los datos
genéticos observados, se realizd una prueba de “bondad de ajuste”. Para ello, se simularon 5,000
pods cuyos valores de parametros fueron obtenidos a partir de las distribuciones posteriores de
los parametros demograficos. Para la simulacion de los pods, ademas de considerar a los
estadisticos de resumen utilizados en la seleccién del modelo méas probable (35 estadisticos), se
incluyo el numero de sitios segregantes privados (en total 40 estadisticos). Cada estadistico de
resumen observado fue comparado con la distribucidn de los estadisticos de resumen en los pods
simulados mediante el calculo de un valor P.

La eleccion de poblaciones individuales como representantes de una unidad genética
tiene un impacto significativo sobre las inferencias histérico-demograficas con el método de
ABC (e.g., Lombaert et al., 2014). Para evitar sesgos se conformaron cuatro subsets de datos
que incluyen a todas las poblaciones de A. jaliscana, A. flinckii y Abies sp. Manantlan; y sélo
dos poblaciones del grupo genético mezclado y de A. religiosa (ver apéndice 14). Con cada

subset se realizé un analisis ABC independiente, considerando las tres hipotesis filogeograficas
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con la mayor PP para la totalidad de datos (escenarios 3,4, Fig. 7; escenario 8, Fig. 8), asi como
dos nuevas hipétesis que sugieren que el origen del grupo genético mezclado fue resultado del
contacto secundario entre A. flinckii y A. religiosa (escenarios 3a y 3b Fig. 9). Se utilizaron las
distribuciones previas, los estadisticos de resumen y los controles descritos anteriormente para

la totalidad de los datos.
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Fig. 9. Hipdtesis filogeogréficas que sugieren el origen de los grupos genéticos por procesos de colonizacion y
contacto secundario entre A. flinckii y A. religiosa puestas a prueba para cada subset poblacional.
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Aislamiento con migracién

Dado que todos los anélisis anteriores presuponen que la divergencia de las poblaciones estuvo
acompafiada de su aislamiento (divergencia sin flujo génico) y que estas hipotesis pueden ser
poco realistas para especies con altos niveles de flujo génico como las coniferas, se decidid
también probar un modelo de aislamiento con migracion. Para obtener un estimado del nimero
efectivo de migrantes historico entre los linajes, se retomaron las genealogias mejor soportadas
en los analisis ABC (escenarios 3 y 3a) y se realizaron simulaciones coalescentes que asumen
un modelo de aislamiento con migracion (IM, Nielsen y Wakeley, 2001) en el programa 1Ma2
(Hey, 2010). Se analiz6 la informacion genética de ocho genes nucleares que no mostraron
evidencia de seleccion y/o recombinacién en los andlisis previos y se excluyeron a aquellas
poblaciones que mostraron sefiales de mezcla genética en los resultados de STRUCTURE.

Se usaron distribuciones previas (priors) uniformes para los tamafios poblacionales (q
méaxima de 8), los tiempos de divergencia (t maxima de 3) y las tasas de migracién (m maxima
de 1). El esquema consisti6 de 80 cadenas ‘“calientes”, cuatro intercambios entre cadenas por
paso y un modelo geométrico con parametros hl y h2 de 0.95 y 0.5 respectivamente. Se
realizaron dos analisis independientes con diferente nimero de partida (seeds), cada uno con
una longitud de burn-in de 50 millones de pasos y 50 millones de pasos subsecuentes. Las
muestras se tomaron cada 50,000 genealogias. Una vez alcanzado un buen nivel de mezcla
(reflejada en los valores de autocorrelacion de estados y de tamafio de muestra efectivo, “ESS”)
y convergencia, las genealogias de cada analisis fueron utilizadas para calcular la distribucion
posterior conjunta de los pardmetros poblacionales, ajustados a la escala de la tasa de mutacion.
Se utilizd la media geométrica de la tasa de mutacion () de todos los genes (2.31 x107
mutaciones por secuencia, por afio) para obtener parametros ajustados del namero de individuos
para el tamafio poblacional efectivo (Ne) y de afios para los tiempos de divergencia (T)

respectivamente.
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6. RESULTADOS

6.1 Diversidad genética en microsatélites nucleares

El nimero de alelos (Na) promedio varié entre 11.60 (+ 3.76) y 12.70 (£ 4.61) para los loci
Ab12 y Ab27 respectivamente. Por poblaciones, el Na promedio mas bajo se observo en la Sierra
de Manantlan (poblaciones Af20 y Ar21), Dos Aguas y Los Sauces (Afl7 y Af16), todas en el
occidente de México; los mas altos se registraron en las poblaciones de A. religiosa del centro-
oriente de la FVTM (F= 20.833, df= 19, P= 6.47¢'%; Fig. 10). Tanto para cada locus, como para
las poblaciones, el nimero efectivo de alelos (Nea) promedio fue méas bajo pero consistente con
el gradiente de diversidad observado con el Na (Fig. 10).

Na en poblaciones de oyamel
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Fig. 10. Promedios por poblacion para el nimero de alelos (Na, en rojo) y el nimero
efectivo de alelos (Nea, en azul). Las barras representan la desviacion estandar de los
estimados. Las poblaciones estdn ordenadas de izquierda a derecha, segun su
distribucion geografica longitudinal a lo largo de la FVTM.

De igual modo, la riqueza alélica (Ra) promedio ponderada por el nimero minimo de
alelos (36 alelos) reveld que las poblaciones de Abies religiosa localizadas en el centro-oriente
de la FVTM albergan valores superiores (Raprom = 13.1) a los observados en las poblaciones del
oeste (F= 25.819, df= 19, P=7.34e%; Fig. 11). Se detectaron de uno a dos alelos privados en al

menos un locus, en 13 de las 20 poblaciones (ver Apéndice 3).
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Ra en poblaciones de oyamel de la FVTM
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Fig. 11. Riqueza alélica (Ra) promedio por poblacion para Abies del centro de México. Las
barras representan la desviacion estandar de los estimados. La linea horizontal punteada es
solo para fines comparativos. Las poblaciones estan ordenadas de izquierda a derecha, segin
su distribucion geogréfica longitudinal a lo largo de la FVTM.

La heterocigosis observada (Ho) promedio siguio un patron similar. Esta fue baja en las
poblaciones del oeste (Af20 (0.475, £0.155), Ar21 (0.565, £0.307) y Af17 (0.520, £0.268)), y
mas alta en el este de la FVTM (vario entre 0.660 y 0.813). Sin embargo, la desviacion estandar
fue alta para todos los estimados. La heterocigosis esperada (He) promedio fue mas alta que Ho,
con valores entre 0.825 y 0.912 para todas las poblaciones. Particularmente, las poblaciones de
Sierra de Manantlan (Af20 y Ar21) tuvieron una He promedio significativamente mas baja que
Ho (¥*=49.70, df= 19, P= 0.00014; Fig. 12).

Na en poblaciones de oyamel
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Fig. 12. Promedios por poblacién para las heterocigosis esperadas (He, en rojo) y
observadas (Ho, en azul) para Abies del centro de Meéxico. Las barras representan la
desviacion estandar de los estimados. Las poblaciones estdn ordenadas de izquierda a
derecha, segun su distribucién geogréfica longitudinal a lo largo de la FVTM.
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Los resultados de las pruebas exactas de H-W mostraron que todas las poblaciones
exhiben una desviacion significativa (P < 0.05, 6 0.01) del equilibrio en al menos un locus (e.g.,
Acol, Ar49). Esta desviacion fue recurrente para el locus Ab27 (Apéndice 4), en donde se
observo un déficit de heterdcigos en practicamente todas las poblaciones. Este patron fue el
mismo para todas las combinaciones de loci y poblacion que fueron significativos (Tabla 6).

Tabla 6. Valores de probabilidad obtenidos para la prueba exacta de H-W para cada locus y
poblacidn de Abies del centro de México. Todos los valores significativos indican un déficit
de heterdcigos. *: P <0.05, **: P<0.01. Los valores P fueron ajustados por pruebas de
hipotesis maltiples con el método FDR.

Poblacion Ab07 Ab12 Ab20 Ab27

Af19 0.205 1.000 0.097 0.000**
Af18 0.000** 0.069 0.001** 0.006**
Af20 1.000 0.024* 0.022* 0.536

Ar21 0.027* 0.979 0.399 0.001**
Ar2?2 0.136 0.006** 0.249 0.000**
Acol 0.006** 1.000 0.578 0.002**
Af17 1.000 0.093 0.065 0.000**
Af16 0.276 0.025* 0.083 0.000**
Af14 0.000** 0.023* 0.069 0.000**
Ar55 0.058 0.718 0.001** 0.009**
Arl5 0.000** 0.824 0.000** 0.118

Arl3 0.212 0.295 0.185 0.000**
Arl2 0.000** 0.371 0.000** 0.000**
Ajus 0.004** 0.718 0.149 0.000**
Ar54 0.012* 0.340 0.001** 0.000**
AbM 0.000** 0.890 0.182 0.008**
Ar53 0.000** 0.000** 1.000 0.000**
Ar49 0.824 0.387 0.000** 0.183

Ar4d5 0.182 0.276 0.495 0.000**
Ar4d8 0.000** 0.022* 0.803 0.000**

En congruencia con las pruebas exactas de H-W, el indice de fijacién Fis (Nei, 1987) fue
positivo en todas las poblaciones y varié entre 0.027 (en la poblacion Af20) y 0.270 (en la
poblacién Ar54) (Apéndice 5). Sin embargo, s6lo en 13 de las 20 poblaciones Fis fue

significativamente diferente de cero (Fig. 13).

48



FIS en poblaciones de oyamel
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Fig. 13. indices de fijacion (Fis; Nei, 1987) estimados para cada poblacion de Abies del
centro de México. Las barras representan los intervalos de confianza (95%) estimados a
partir de 10,000 permutaciones. Las poblaciones estan ordenadas de izquierda a derecha,
segn su distribucioén geogréafica longitudinal a lo largo de la FVTM.

Los analisis de desequilibrio de ligamiento globales no mostraron una desviacion
significativa del supuesto de segregacion alélica independiente. Pero cuando se analizé a cada
poblacion, se encontrd evidencia de asociacion no aleatoria entre alelos en las poblaciones Af18
y Ar55. La frecuencia de alelos nulos mas probable fue baja para los loci Ab07, Ab12 y Ab20, y
alta para el locus Ab27, mientras que el valor B fue bajo para todos los SSRs (Tabla 7). Los
alelos nulos son causa de una sobreestimacion de los niveles de estructura genética y una
subestimacion del polimorfismo presente en las poblaciones (Putman y Carbone, 2014). Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas al comparar la distribucion de Fst entre
pares de poblaciones con una segunda distribucion de Fst corregida por alelos nulos (Wilcoxon

= 23388, P =0.2822).

Tabla 7. Frecuencia de alelos nulos (AN) y
valor B asociado a otras fuentes de error,
calculadas para cada locus.

Locus B AN

Ab07 0.000 0.083
Ab12 0.000 0.030
Ab20 0.000 0.048
Ab27 0.004 0.171
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Diversidad genética entre las poblaciones

Para identificar los patrones de diferenciacion poblacional, se calcularon de manera pareada

cinco indices. De éstos, Dest y G'st mostraron los valores de diferenciacion mas altos, mientras

que los més bajos fueron calculados con Fst (Figs. 14-16). La congruencia entre las matrices de

diferenciacion fue relativamente alta (W= 0.774) y significativa (P=0.001), por lo que es posible
rechazar la hip6tesis nula de incongruencia. Si bien Rst mostré los patrones de diferenciacién
con mayor disimilitud (M= 0.352, P= 0.018), en general, los otros indices revelaron que las
poblaciones del occidente de la FVTM (excepto las poblaciones Afl4 y Af16) se encuentran

bien diferenciadas entre si, y en relacion a las poblaciones de A. religiosa. Por el contrario, los

niveles de diferenciacion genética entre las poblaciones de A. religiosa fueron bajos y
frecuentemente no significativos. Es interesante sefialar que la poblacion del Nevado de Colima
(Acol), considerada recientemente como una nueva subespecie (Vazquez-Garcia et al., 2014),
mostré valores de diferenciacion bajos y no significativos respecto a la poblacion Ar22,

considerada taxonomicamente como A. religiosa (Aguirre-Planter et al., 2000).
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Fst (Weir y Cockerham, 1988)

multilocus entre pares de poblaciones de Abies del centro de México (bajo la diagonal). Por
encima de la diagonal, se representan los valores Fst corregidos luego de excluir los alelos nulos.
Las poblaciones estdn ordenadas de izquierda a derecha, segin su distribucién geografica
longitudinal a lo largo de la FVTM. *: P > 0.05, ajustados por pruebas de hipotesis multiples

con el método FDR.
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Fig. 15. Grafico de calor para el indice de diferenciacion Rsy (Slatkin, 1995) multilocus entre pares de
poblaciones de Abies del centro de México (bajo la diagonal). Por encima de la diagonal, se representan
los valores de Gst (Nei, 1973) multilocus entre pares de poblaciones. Las poblaciones estan ordenadas
de izquierda a derecha, segun su distribucién geografica longitudinal a lo largo de la FVTM. * en Rsr:
P > 0.05, ajustados por pruebas de hipétesis multiples con el método FDR; * en Gsr: estimados
significativamente iguales a cero, segin los intervalos de confianza (95%) derivados de 10,000
bootstrap.
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Fig. 16. Gréfico de calor para el indice de diferenciacion Dest (Jost, 2008) multilocus entre pares de
poblaciones de Abies del centro de México (bajo la diagonal). Por encima de la diagonal, se
representan los valores G’sr (Hedrick, 2005) multilocus entre estas mismas poblaciones. Las
localidades estan ordenadas de izquierda a derecha, segun su distribucidn geografica longitudinal a
lo largo de la FVTM. *: estimados significativamente iguales a cero, segln los intervalos de
confianza (95%) derivados de 10,000 bootstrap.

51



Estructura genético-poblacional

El analisis ad hoc de AK (Evanno et al., 2005) indicd que la particion mas probable incluye
cuatro grupos genéticos (K=4) (Fig. 17, 18, Apendice 7). A partir de este resultado, se
inspeccionaron otros patrones de agrupamiento. Los andlisis de STRUCTURE (Pritchard et al.,
2000) que consideraron tres clusters genéticos (K=3) agruparon a las poblaciones Af20 y Af17,
por un lado, y a los sitios Af19, Af18 y Ar21 en otra unidad genética distinta. El resto de las
poblaciones conformaron un tercer grupo, mismo que se distingui6é por una ancestria mezclada
para todos los individuos (Fig. 17). Cuando se consideraron cuatro grupos, K= 4, las poblaciones
Af19 y Af18 se separaron de la poblacion Ar2l e integraron dos unidades genéticas
independientes. Aunque la ancestria de los individuos fue mezclada para las poblaciones del
centro y oriente de la FVTM, se identificd una cuarta unidad genética, conformada por
poblaciones de A. religiosa que se distribuyen desde el Cofre de Perote (Ar48) hasta Puerta
Garnica (Arl5), la mayoria con una probabilidad posterior de ancestria mayor a 0.5 (Fig. 17,
18, Apéndice 8). La situacion geogréfica de las poblaciones que no pudieron ser asignadas a un
grupo genético en particular (Ar22, Acol, Ar55, Afl4, Af16), supone que conforman una zona
de contacto entre los linajes mejor definidos (Fig. 17, 18, Apéndice 8). Cuando se consideraron
cinco grupos genéticos, K= 5, no se separaron nuevas poblaciones o subconjuntos de individuos
(Fig. 17).

K=3

K=4

il

K=5

3 3 3 & & : & vf & & & : ¥ é & ;’ & sj’ & & & &
1 1
A. flinckii A. flinckii ' Mezcla genética ! A, religiosa
(jaliscana) Abies sp. '
Manantlan

Fig. 17. Gréfico de barras de las probabilidades de asignacion (ancestria) para cada individuo definidas en el
anélisis STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Se muestran los resultados obtenidos para K=3, K=4 y K=5 Las
poblaciones estan ordenadas de izquierda a derecha, segun su distribucion geografica longitudinal a lo largo de la
FVTM.
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Fig. 18. Graficos de pastel indicando la proporcion de ancestria de cada poblacién cuando se
consideran cuatro grupos genéticos, K=4. El borde rojo o azul de cada grafico corresponden a la
clasificacion taxonémica de las poblaciones (A. flinckii y A. religiosa, respectivamente).

Los resultados del analisis DAPC fueron notablemente diferentes a los del analisis
STRUCTURE. Segun el valor BIC, el nimero de grupos genéticos mas probable estuvo entre
K=10 y K=15 (Apéndice 9). Los resultados se presentan para el nivel de estructura méas bajo
(Fig. 19). Los grupos genéticos 1, 2, 6, 8 y 9 estuvieron conformados principalmente por
individuos de las poblaciones Af19, Af18, Af20, Ar21, y Afl7, respectivamente. Por otro lado,
los grupos 4 y 5 estuvieron integrados por representantes de las poblaciones de A. religiosa del
oriente y centro de la FVTM, mientras que los grupos 3, 7 y 10 agruparon individuos
procedentes tanto de poblaciones de A. flinckii como A. religiosa (Fig. 19, Apéndice 9). Al
considerar cuatro funciones discriminantes, se observo que las unidades genéticas mas distantes
fueron el grupo 1 (~Af19), el grupo 2 (~Af18), el grupo 3 y el grupo 10. Cuando se
inspeccionaron las funciones discriminantes 2 y 3, los grupos 7, 8 (~Ar2l) y 9 (~Af17)

mostraron ser menos distantes entre si, al igual que los grupos 4 y 5 (~A. religiosa).
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Fig. 19. Grafico de dispersion indicando la distancia entre los diez grupos genéticos detectados
por el andlisis DAPC para poblaciones de Abies del centro de México. En la gréfica se ilustran
las funciones discriminantes dos y tres (barras sombreadas en la parte inferior izquierda del
grafico) que son las que muestran mayor concordancia con los resultados de STRUCTURE.

Cuando se considerd a la totalidad de las poblaciones, se obtuvo una correlacion positiva
(r = 0.391) y significativa (P = 0.001) entre la distancia geografica (Euclidiana) que separa a las
poblaciones y su distancia genética (Nei). Las pruebas de Mantel realizadas Unicamente para las
poblaciones de oyamel de la regidn centro-oriente de la FVTM mantuvieron dicha correlacién
positiva y significativa (r = 0.367, P = 0.003; Fig. 20). No obstante, las poblaciones del
occidente-centro, mostraron una correlacién no significativa entre dichas matrices (r = -0.120,
P = 0.735; Fig. 20). Los valores de correlacion y su significancia estadistica fueron similares

cuando las matrices de distancia genética fueron construidas con el método de Reynolds.

a) © b)

08
1

07

D genética (Nei)
06

D genética (Nei)

05

04

0 1 2 3 4 o 1 2 3 4 5 6
D geogréfica (Euclidiana) D geogréfica (Euclidiana)
Fig. 20. Patrén de aislamiento por distancia entre las poblaciones de oyamel del a) occidente-centro y
b) centro-oriente de la FVTM. Las &reas rojas y azules en los gréficos denotan una densidad de
observaciones alta y baja, respectivamente.
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6.2 Diversidad genética en secuencias nucleares

Los patrones de diversidad genética fueron variables entre los grupos genéticos y los loci. Los
genes fructosa 1,6-difosfato aldolasa y Heat shock protein fueron monomorficos en la mayoria
de las poblaciones (e.g., A. jaliscana y A. flinckii) y sélo en algunas, se observaron hasta un
maximo de tres sitios segregantes (S). Por el contrario, los loci COBRA-like protein, CesAl y
Porina Mipla fueron altamente polimérficos en todas las poblaciones, con un valor de S minimo
de 10 (Apéndice 10).

De forma consistente a lo observado en los microsatélites, el nimero de haplotipos (h)
promedio fue bajo para Abies jaliscana, A. flinckii y Abies sp. Manantlan (h = 3.7, 3.0, y 2.3,
respectivamente); y alto en el grupo genético considerado como de ancestria mezclada (h=6.9)
y A. religiosa (h =14.9) (Tabla 8). Las diferencias observadas entre las poblaciones fueron
significativas (y= 31.563, df= 17, P = 0.017). Por otro lado, los indices de diversidad
nucleotidica, 6w y 6, no fueron significativamente diferentes entre las poblaciones, ni entre los
grupos genéticos (x> 6w = 10.805, df= 17, POy = 0.866; ¥* 6, = 10.805, df= 17, P6, = 0.866).
Con excepcion de los genes CesAl y COBRA-like protein, los indices 6w y 0, fueron bajos tanto

entre las poblaciones como entre los linajes (Fig. 22; Tabla 8; Apéndice 10).
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Fig. 21. Numero de haplotipos (h) para cada poblacion de Abies del centro de
Meéxico. Las cajas representan el 50% de la totalidad de datos y las lineas horizontales
dentro de estas representan la mediana. El color de las cajas corresponde al grupo
genético al que fueron asignadas las poblaciones en el andlisis STRUCTURE con los
SSRs. Las poblaciones estan ordenadas de izquierda a derecha segun su localizacién
geografica longitudinal.
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Tabla 8. Estadisticos de diversidad genética para cada gen y por cada grupo genético obtenido en el analisis de
STRUCTURE de poblaciones de Abies del centro de México. n, nimero de individuos; S, nimero de sitios
segregantes; Snon, nimero de sustituciones no sinénimas; h, nimero de haplotipos; Hd, diversidad haplotipica; 6w,
diversidad nucleotidica (Watterson, 1975); 0z, diversidad nucleotidica (Tajima, 1983); Za, r? promedio entre todos
los pares de sitios polimdrficos adyacentes (Rozas et al., 2001); Rm, nimero minimo histdrico de eventos de
recombinacion (Hudson y Kaplan, 1985).

Linaje Gen n S Snon h Hd Or Ow Za Rm

A. jaliscana CesAl 11 18 9 6 0.810 0.028 0.015 0.829 1

COBRA-like 11 28 5 6 0.706 0.027 0.016 0.694 0

Porina Mipl 11 1 0 2 0.312 0.000 0.000 na 0

Lhca4 12 0 2 0.290 0.001 0.001 1.000 0

a-1, 6 xilosiltransferasa 12 3 0 3 0.301 0.001 0.001 0.006 0

Fructosa 1,6 difosfato aldolasa 12 1 0 2 0.464 0.002 0.001 na 0

Porina Mipl 12 17 3 12 0.899 0.009 0.006 0.227 7

Heat shock 8 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na

ArMyblIX 10 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na

ArMybSTR 11 4 1 4 0.714 0.003 0.002 0.159 0

ArMybVI 12 1 1 2 0.323 0.001 0.001 na 0

Promedio 111 69 17 3.7 0.438 0.006 0.004 0.486 0.89

A. flinckii CesAl 13 17 10 3 0.557 0.025 0.013 0.880 0

COBRA-like 13 22 4 3 0.588 0.024 0.012 0.975 0

Porina Mipl 12 1 5 0.616 0.002 0.002 0.025 0

Lhca4 10 1 0 2 0.100 0.000 0.000 na 0

a-1, 6 xilosiltransferasa 12 2 0 2 0.464 0.001 0.001 1.000 0

Fructosa 1,6 difosfato aldolasa 14 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na

Porina Mipl 11 15 1 9 0.840 0.008 0.005 0.332 2

Heat shock 9 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na

ArMyblX 9 3 0 3 0.627 0.003 0.002 0.541 0

ArMybSTR 14 2 0 3 0.204 0.000 0.001 0.309 0

ArMybVI 14 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na

Promedio 119 6.0 15 3.0 0.363 0.006 0.003 0.580 0.25

Manantlan CesAl 7 11 7 2 0.538 0.018 0.010 1.000 0

COBRA-like 6 26 5 2 0.167 0.009 0.018 1.000 0

Porina Mipl 6 3 1 3 0.439 0.002 0.001 0.800 0

Lhca4 7 6 0 4 0.659 0.004 0.002 0.800 1

a-1, 6 xilosiltransferasa 6 1 0 2 0.303 0.000 0.000 na 0

Fructosa 1,6 difosfato aldolasa 5 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na

Porina Mipl na na na na na na na na na

Heat shock 5 1 0 2 0.356 0.001 0.001 na 0

ArMyblIX 5 2 0 2 0.200 0.001 0.002 1.000 0

ArMybSTR 6 1 0 2 0.167 0.000 0.001 na 0
ArMybVI 7 2 2 3 0.615 0.002 0.002 0.222

Promedio 6.0 53 15 23 0.344 0.004 0.004 0.804 0.11
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Tabla 8 (continuacion). Estadisticos de diversidad genética para cada gen y por cada grupo genético obtenido en el
andlisis de STRUCTURE de poblaciones de Abies del centro de México.

Linaje Gen n S Snon h Hd Or Ow Za Rm

Admixia CesAl 24 21 14 10 0.793 0.025 0.014 0.447 4

COBRA-like 24 27 6 7 0.605 0.024 0.013 0.689 0

Porina Mipl 24 8 2 10 0.801 0.002 0.003 0.032 2

Lhca4 21 9 1 0.510 0.002 0.002 0.281 0

a-1, 6 xilosiltransferasa 25 6 0 0.728 0.002 0.002 0.015 0

Fructosa 1,6 difosfato aldolasa 25 0 0 0.000 0.000 0.000 na na

Porina Mipl 21 23 2 19 0.879 0.009 0.007 0.117 9

Heat shock 20 2 0 3 0.229 0.001 0.001 0.003 0

ArMyblX 21 7 0 4 0.398 0.002 0.005 0.503 0

ArMybSTR 23 4 0 5 0.244 0.000 0.002 0.001 0

ArMybVI 22 3 1 4 0.167 0.001 0.002 0.326 0

Promedio 227 100 24 6.9 0.487 0.006 0.005 0.241 1.50

A.religiosa  CesAl 63 40 32 30 0.899 0.023 0.022 0.117 6

COBRA-like 60 43 9 21 0.749 0.025 0.017 0.302 3

Porina Mipl 56 14 1 13 0.493 0.001 0.004 0.077 0

Lhca4 57 12 0 11 0.811 0.003 0.003 0.198 0

a-1, 6 xilosiltransferasa 62 9 2 10 0.329 0.001 0.002 0.001 0

Fructosa 1,6 difosfato aldolasa 63 3 0 4 0.151 0.001 0.002 0.001 0

Porina Mipl 55 35 5 43 0.940 0.010 0.009 0.091 10

Heat shock 52 5 3 5 0.094 0.000 0.002 0.000 0

ArMyblIX 56 10 0 8 0.526 0.003 0.005 0.323 0

ArMybSTR 60 15 0 12 0.344 0.001 0.005 0.223 0
ArMybVI 62 8 4 7 0.417 0.001 0.004 0.001

Promedio 58.7 17.6 5.1 14.9 0.523 0.006 0.007 0.121 1.73
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Fig. 22. Diversidad nucleotidica, 6w y @, para cada poblacion de Abies del centro de México. Las cajas
representan el 50% de la totalidad de datos y las lineas horizontales dentro de estas representan la mediana. El
color de las cajas corresponde al grupo genético al que fueron asignadas las poblaciones en el analisis
STRUCTURE con los SSRs. Las poblaciones estdn ordenadas de izquierda a derecha segin su localizacion
geogréfica longitudinal. Para realizar estos calculos se descartaron a los genes CesAl y COBRA-like protein dados
sus elevados niveles de diversidad nucleotidica (ver texto).

Los genes CesAl, Lhcad y ArMyblX tuvieron valores ZZ superiores a 0.1, y de Za por
encima de a 0.5. Sin embargo, este patron se limitd a ciertas poblaciones (Fig. 23). Por otro lado,
solo el gen Porina Mipla mostré una alta frecuencia de eventos de recombinacion ancestrales
(Rm) en todas las poblaciones (Apéndice 10). Los resultados de estos estadisticos sugieren que
la recombinacion intralocus no ocurre con frecuencia para ninguno de los genes, a excepcion

del gen Porina Mip1la.

58



SSAbiesZigen
144585
14514
23660

bs @ 27033

™ ® @398
N 02 : o [ ] @ 248
@ @ oass

! ®-9 % ™ ®e @ 5632

% % o ® @ 3 L Q.. 9 mybs

00~ -- IS & a6v Nf‘--‘P ----- L [ L b

W B e 8 $

21 o ®

T T T
0.00 0.2s 0.50 0.75 1.00

Fig. 23. Graficas de dispersion de los estadisticos ZZ y Za (Rozas et al., 2001) para inferir
desequilibrio de ligamiento intralocus. Cada punto corresponde a una poblacién. El color
de los puntos esté definido segun el marcador nuclear. EI nombre de los genes corresponde
asulDenlaTabla4.

Diversidad genética entre las poblaciones
Los niveles de diferenciacion genética entre poblaciones y linajes genéticos variaron entre los
distintos marcadores (e.g., Fig. 24). Con el gen Porina Mip1, las poblaciones tuvieron el valor
Fstpareado promedio més alto (Fst=0.339), en tanto que con el gen COBRA-like protein, éstas
no mostraron diferenciacion (Fst= - 0.010). Aun cuando estas diferencias fueron significativas
(x*= 380.956, df= 10, P < 2.2¢71%), el analisis de congruencia de matrices de distancia indicé que
los patrones de diferenciacion entre las poblaciones son consistentes entre genes (W= 0.233
¥?=355.033 P=0.001), pero con diferencias notorias en los loci COBRA-like protein y heat shock
protein (Tabla 9). Para estos ultimos, los niveles de diferenciacion en las localidades Ar21
(Abies sp. Manantlan) y Ar22 (Nevado de Colima) fueron altos y significativos (Fig. 24 b). Por
otro lado, el indice Fst en los loci ArMybSTR, fructosa 1,6 difosfato aldolasa y o-1,6
xilosiltransferasa indicaron una mayor diferenciacion en A. jaliscana (Af19 y Af18) en relacion
a los otros linajes (Fig. 24 a). Con el resto de los marcadores, los valores Fst méas altos y/o
significativos se observaron entre las poblaciones de A. religiosa-Abies sp. Manantlan y A.
jaliscana-A. flinckii (Apéndice 11).

El promedio de Fst pareada para cada poblacion sugiere que Abies sp. Manantlan (Fst =
0.247), A. flinckii (Fst = 0.187-0.170) y A. jaliscana (Fst = 0.241-0.162) son los linajes mas

divergentes. Los niveles de diferenciacion fueron intermedios entre las poblaciones que
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componen el grupo genético mezclado (Fst= 0.140-0.097), y cercano a cero entre las
poblaciones de A. religiosa (Fst = 0.094-0.072).

Tabla 9. Prueba de congruencia entre matrices Fsr para 10 genes nucleares en poblaciones de Abies del centro de
Meéxico. Los valores de la prueba de Mantel miden la correlacion de una matriz respecto al total de matrices. La
hipotesis nula es la incongruencia de las matrices. En negritas, los genes en los que no es posible rechazar la hipétesis

nula.
COBRA- a-1-6 Fruc. 1-6 Heat ArMyb  ArMyb ArMyb
Gen CesAl Mip1l Lhca4 like xilosiltr difos ald shock VI IX STR
Mantel 0.273 0.273 0.167 0.097 0.133 0.118 0.027 0.218 0.034 0.168
P 0.010 0.010 0.016 0.372 0.275 0.275 0.592 0.016 0.592 0.078
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Fig. 24. Gréficas de calor de los niveles de diferenciacion Fsr (Weir y Cockerham, 1988) entre pares de
poblaciones de Abies del centro de México para cuatro genes nucleares: a) Porina Mipl (bajo la diagonal),
ArMyblX (sobre la diagonal); b) COBRA-like protein (bajo la diagonal) y Heat shock protein (sobre la diagonal).
Las poblaciones estan ordenadas de izquierda a derecha, segln su distribucion geografica longitudinal a lo largo
de la FVTM. El color de la barra lateral izquierda corresponde al grupo genético al que fueron asignadas las
poblaciones en el analisis STRUCTURE con SSRs nucleares. +: P< 0.05.
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Pruebas de neutralidad
En relacion al resto de los genes, los loci CesAl, COBRA-like protein y Porina Mipla tuvieron
una frecuencia alta de mutaciones no sinébnimas en todos los grupos genéticos (Tabla 10). Los
valores del estadistico @ fueron menores a 1 para la mayoria de los genes, en todos los linajes
(Tabla 13). Sélo en el grupo genético admictico y en A. religiosa se observd una proporcion
dn/ds > 1 para el gen Porina Mipl (Tabla 10). A nivel poblacional, este resultado s6lo se pudo
calcular en las poblaciones Ar22 y Ar49 (o = 1.096 y 1.174, respectivamente) debido a que ds
fue igual a cero en el resto de los casos.

Los estadisticos de neutralidad fueron variables, lo que se reflejo en espectros de
frecuencias distintos entre los linajes (Tabla 13). Mientras que D (Tajima, 1989) y Fs (Fu, 1997)
tuvieron valores positivos para casi todos los genes en las poblaciones de A. jaliscana y A.
flinckii, en A. religiosa, estos estadisticos mostraron valores frecuentemente negativos o cercano
a cero (Fig. 25 a, b; Tabla 10). Estas diferencias entre grupos genéticos fueron significativas
(¥*p=10.855, df= 4, P= 0.028; ¥’*~=18.574, df= 4, P= 0.0009). Por otro lado, los estadisticos H
(Fay y Hu, 2000) y Hnorm (Zeng et al., 2006) fueron negativos con mayor frecuencia entre los
grupos genéticos y poblaciones en el occidente de la FVTM; y positivos o cercanos a cero, en
A. religiosa (Tabla 10, Fig. 25 c, d). Sin embargo, estas diferencias cualitativas no fueron
significativas (y*u=31.187, df= 4, P=0.527; y?nnorm= 3.955, df= 4, P= 0.412).

En Abies sp. Manantlan, asi como en algunas poblaciones de A. religiosa y del grupo
genético mezclado, el gen COBRA-like protein mostré valores atipicamente positivos para el
estadistico Fs y negativos para los estadisticos H y Hnorm. Sélo en algunas poblaciones de A.
religiosa, los genes Porina Mipla y ArMyblIX tuvieron valores de H atipicamente positivos y
Hnorm negativos, respectivamente (Apéndice 10). Al integrar los resultados de las distintas
aproximaciones utilizadas en el presente estudio para inferir seleccion (ver en Discusion,
Neutralidad y Seleccion), los genes COBRA-like protein y CesAl fueron descartados de los

andlisis demograficos.
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Fig. 25. Estimados de pruebas de neutralidad por poblacién para Abies del centro de México. a) D (Tajima, 1989), b)
Fs (Fu, 1997), ¢) H (Fay y Hu, 2000) y d) Hnorm (Zeng et al., 2006). En c) y d) se descartaron los genes COBRA-like
protein, Porina Mipla y ArMybIX para realizar los célculos dado que estos tuvieron valores atipicos. Las cajas
representan el 50% de la totalidad de datos y las lineas horizontales dentro de estas representan la mediana. El color
de las cajas corresponde al grupo genético al que fueron asignadas las poblaciones en el analisis STRUCTURE con
SSRs nucleares.

Simulaciones coalescentes y prueba MLHKA

Los niveles de polimorfismo genético observados en cada linaje se ajustaron a varios modelos

demogréaficos (Apéndice 13). Los cuatro estadisticos de neutralidad en A. jaliscana, A. flinckii

y Abies sp. Manantlan fueron compatibles con su distribucién simulada, asumiendo un escenario

de cuello de botella severo (Escenario 15: reduccién de la poblacion a un 14.28% de su Ne

original; Apéndice 13). Por otro lado, el grupo genético mezclado se ajustdé mejor a los

escenarios de cuello de botella de intensidad baja e intermedia. De éstos, el que tuvo la mayor

probabilidad fue el de intensidad baja (Lescenariors= -794.135; Apéndice 13). Finalmente, se

encontrd que la diversidad genética de A. religiosa es compatible con un escenario demografico
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inestable, que se distinguié por una expansion poblacional de poco mas de tres veces su Ne
ancestral (Escenario 4, Apéndice 13).

Para identificar sefiales putativas de seleccidn, se calculé el nivel de significancia de los
estadisticos de neutralidad para cada gen, al asumir los escenarios demogréficos que mejor se
ajustaron al polimorfismo observado en cada grupo genético. Los genes CesAl, COBRA-like
protein, Lhca4, Heat shock protein y los ArMyb mostraron valores atipicos para alguno de los
estadisticos de resumen calculados. El primero tuvo valores de D positivos y significativos en
todos los linajes salvo A. religiosa (Tabla 10). Asimismo, el gen COBRA-like protein tuvo
valores de D y Fs significativos y con signos opuestos entre linajes, y valores significativamente
negativos de Hnorm en Abies sp. Manantlan (Tabla 10). Otros genes como el Lhca4 presentaron
estadisticos de D y Fs positivos y significativos en Abies sp. Manantlan y A. religiosa; y de
Hnorm negativos en A. jaliscana. Por ultimo, genes como el Heat shock protein y los ArMyb
mostraron estadisticos negativos y significativos en A. religiosa y el grupo genético mezclado
(Tabla 10).

Los resultados de las pruebas de neutralidad realizadas en el software MLHKA (Wright
y Charlesworth, 2004) estan resumidas en el Apéndice 14. Se encontrd que la probabilidad del
modelo selectivo (InLS) fue significativamente mayor que la probabilidad de un modelo neutral
(InLN) para el gen CesAl en todos los grupos genéticos (P<0.043). De igual modo, se encontro
evidencia de seleccion en el gen COBRA-like protein en A. jaliscana y Abies sp. Manantlan (P<
0.034); en el gen Porina Mipl en A. jaliscana y A. flinckii (P< 0.037); y en el locus ArMybSTR
en A. flinckii y Abies sp. Manantlan (P< 0.048). Los genes Lhca4 y Porina Mipla mostraron
una mayor probabilidad del modelo selectivo en A. flinckii (P< 0.046) (Tabla 10).
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Tabla 10.- Nimero de sustituciones no sinénimas (Snon), proporcion de sustituciones no sinénimas y sinénimas
(w), estadisticos de neutralidad D (Tajima, 1989), Fs (Fu, 1997), H (Fay y Hu, 2000) y Hnorm (Zeng et al., 2006)
y valor P de la prueba MLHKA para poblaciones de Abies del centro de México. Los asteriscos sefialan los
valores que significativos bajo los escenarios demograficos mas probables para cada linaje, *: 0.01 < P <0.05;
**. P <0.01. En negritas, los valores P < 0.05 en el andlisis MLHKA. En lineas punteadas estan sefialados los
genes que mostraron evidencia de seleccion para la prueba MLHKA y al menos un estadistico de neutralidad.

Linaje Gen Snon D Fs H Hnorm MLHKA
A. jaliscana CesAl 9 0432 3236 ** 6446 0468 | 0149 0.043
COBRA-like 5 0.217 2.545 8.867 0.069 0.015 0.034
Porina Mipl 0 0.000 0.237 0.648 -1.091 -2.614 0.001
Lhca4 0 0.000 0.207 2.749 -2.319 -3.744 0.066
a-1, 6 xilosiltr 0 0.000 -1.279 -0.529 0.355 0.444 1.000
Fruct. 1,6 dif. 0.858
ald 0 0.000 1.232 1.362 -0.464 -1.122 '
Porina Mipla 3 0401 1.642 -0.708 1.101 0.375 0.065
Heat shock 0 0.000 na na na na na
ArMyblIX 0 0.000 na na na na na
ArMybSTR 1 - 0.959 1.055 0.277 0.283 0.155
ArMybVI 1 - 0.381 0.784 0.246 0.601 0.235
A. flinckii CesAl 10 0572 3.118 * 13.486 0.074 0.025 0.025
COBRA-like 4 0199 3554 ** 16.904 -0.185 -0.051 0.069
Porina Mipl 1 - 0.124 -0.594 0.355 0.444 0.037
Lhca4 0 0.000 -1.164 -0.879 0.095 0.225 0.013
a-1, 6 xilosiltr 0 0.000 1.609 2.923 -0.232 -0.374 0.611
Fruct. 1,6 dif.
ald 0 0.000 na na na na na
Porina Mipla 1 0114 1716 0.909 1.385 0.517 0.046
Heat shock 0 0 na na na na na
ArMyblX 0 0 0.718 1.335 -0.392 -0.473 1.000
ArMybSTR 0 0 -0.994 -1.128 -0.764 0.243 0.044
ArMybVI 0 0 na na na na na
Manantian ~ CesAl 7 0958 2808 * 10124 0000 0000 0034
COBRAlike 5 0223 -2218 * 7.622 2515 _ -5288 * 0003
Porina Mipl 1 0.000 0.422 0.923 -0.576 -0.854 0.107
Lhcad 0 0.000 2453 =* 2.528 -0.088 -0.072 1.000
a-1, 6 xilosiltr 0 0.000 -0.195 0.297 0.242 0.541 0.717
Fruct. 1,6 dif.
ald 0 0.000 na na na na na
Porina Mipla na na na na na na
Heat shock 0 0.000 0.015 0.417 -1.067 -2.331 0.217
ArMyblX 0 0.000 -1.401 0.586 -1.422 -2.063 1.000
ArMybSTR 0 0.000 -1.141 -0.476 0.152 0.338 0.048
ArMybVI 2 - 0.700 0.375 0.044 0.066 0.748
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Tabla 10 (continuacién). - Nimero de sustituciones no sindnimas (Snon), proporcién de sustituciones no
sinénimas y sinénimas (o), estadisticos de neutralidad D (Tajima, 1989), Fs (Fu, 1997), H (Fay y Hu, 2000),
Hnorm (Zeng et al., 2006) y valor P de la prueba MLHKA en poblaciones de Abies del centro de México.

Linaje Gen Snon D Fs H Hnorm MLHKA
Mezcla CesAl 14 0.746 2433 *  4.847 2.598 0.824 -
genética COBRA-like 6 0214 2705 * 12189 * -2.890 -0.736 -
Porina Mipl 2 4316 -0.230 -2.878 0.879 0.672 -
Lhcad 1 0344 -0.440 -0.289 0.095 0.225 -
a-1, 6 xilosiltr - 0 0.000 -0.360 -0.617 0.872 0.749 -
Fruct. 1,6 dif.
ald 0 0.000 na na na na -
Porina Mipla 2 0.228 0.650 -3.409 2.532 0.727 -
Heat shock 0 0.000 -0.946 -1.189 0.213 0.365 -
ArMyblIX 0 0.000 -1.627 * -0.307 -5.166 * -3.876 * -
ArMybSTR 0 0.000 -1.659 * -4.070 ** -1.708 -1.920 -
ArMybVI 1 0435 -1.326 -2479 *  0.197 0.343 -
A. religiosa CesAl 32 0.757 0.072 -9.298 2.019 0.420 0.032
COBRA-like 9 0222 1391 ** 3.080 * -2.003 -0.388 0.429
Porina Mipl 1 6.063 -1.865 -9.110 -0.498 -0.266 0.053
Lhcad 0 0.000 0.718 * 0.334 ** 0.604 0.368 0.189
a-1, 6 xilosiltr 2 0.025 -1.846 -9.213 0.412 0.291 0.795
Fruct. 1,6 dif. 0128
ald 0 0.000 -1.240 -3.065 0.151 0.228 '
Porina Mipla 5 0560 0.144 * -17.879 3.054 0.684 0.159
Heat shock 3 053 -1862 * -6.052 * 0.114 0.121 0.155
ArMybIX 0 0.000 -1.107 -1.711 -4.335 * -2.835 * 1.000
ArMybSTR 0 0.000 -2.263 ** -12.286 * -1.542 -0.741 0.303
ArMybVI 4 0.927 -1.589 -3.719 *  0.392 0.337 1.000

6.3 Divergencia y demografia historica

Los resultados del analisis ABC para la totalidad de los datos genéticos estan resumidos en
Apéndice 16. Se considero el 1% de los juegos de datos simulados méas cercanos a los datos
genéticos observados para calcular la probabilidad posterior de cada escenario. El escenario 8
tuvo la mayor probabilidad posterior (PP=0.775), seqguido de los escenarios 3 y 4. La confianza
en la seleccion del mejor escenario reveld un error de tipo | de 0.119 y un error de tipo Il de
0.029, lo que indica que un nivel de confianza relativamente bueno. Para corroborar el ajuste
del escenario 8 y la distribucidn posterior de sus parametros demograficos, se realizé un analisis
de “bondad de ajuste”. Los resultados de este andlisis sefialaron que los datos simulados que
asumen el escenario 8 y sus parametros demograficos se ajustan bien a los datos genéticos

observados en las poblaciones de oyamel (Apéndice 16).
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Tabla 11. Distribucion posterior de los pardmetros demograficos calculados en el software DIYABC v. 2.1.0, segin los mejores escenarios demogréaficos
seleccionados para la totalidad de datos (General) y subsets poblacionales en Abies del centro de México. Se utiliz6 el 1% de los sets de simulaciones méas cercanos

a los datos observados. Se calculd el promedio para aquellos parametros que resultaran ser comparativos entre los subsets.

Simulacion S PP NL(10) N2(10) N3(109) N4(10°) _ N5(10% _ Na5(10%) 1 © 3 ra
General 8 0.755 1.89 2.40 1.05 14.6 83.4 4.57 1.608 0.52
(0.742,0769) (L00-356) (L16-367) (0.44-316) (8.50-14.80) (30.30-96.70) (2.89-7.58) (1.188-3.042)  (0.37-0.97)
Subset W 3a 0.890 4.61 4.27 2.41 2.26 97.70 10.10 0.348 1.236 1.878 0.59
Eggﬁgg:ﬁﬁg; (0.873,0906) (240-8.84) (230-877) (L03-769) (0.87-8.14) (26.90-9750) (5.20-1350) (0.125-0.930) (0.768-2.334) (1.158-2.886) (0.42-0.72)
Subset X 3a 0.949 3.82 413 1.85 2.33 97.60 10.30 0.612 1.182 2.352 0.62
':l‘é((’:frll‘;'_AAﬁg) (0.938,0.960) (201-8.60) (2.01-841) (0.89-7.52) (0.84-7.65) (22.60-97.00) (5.41-1350) (0.167-0.942) (0.744-2.226) (1.290-2.916) (0.46-0.76)
Subset Y 3 0.769 3.67 2.60 1.74 15.90 95.20 11.80 0.295 0.780 1.746 0.40
’:“é((’:'rzlzzAA;ﬁ‘:’)) (0.749,0.788) (1.89-849) (1.43-7.68) (0.92-7.90) (4.79-1560) (17.50-96.40) (6.85-13.60) (0.043-0292) (0.648-1.812) (1.014-2.844) (0.27-0.57)
Subset Z 3 0.962 424 3.28 1.66 15.60 82.80 10.50 0.167 1.050 2.220 0.45
N4(Ar22-Ar55)
No\Arao At (0.956,0968) (2.06-859) (183-835) (0.93-8.04) (4.04-1550) (15.70-95.70) (6.08-1350) (0.031-0.284) (0.708-2.286) (1.152-2.904) (0.30-0.60)
Prom. 4.09 3.57 1.92 93.33 10.68 1.06 2.05 0.51
(1.89-8.84) (1.43-8.77) (0.89-8.04) (15.70-97.50)  (5.20-13.60) (0.648-2.334)  (1.014-2.916) (0.27-0.76)

S, mejor escenario; PP, probabilidad posterior e intervalos de confianza al 95% (ndmeros en paréntesis); N1, tamafio efectivo poblacional de A. jaliscana; N2,
tamafio efectivo poblacional de A. flinckii; N3, tamafio poblacional efectivo de Abies sp. Manantlan; N4, tamafio efectivo poblacional del grupo genético admictico;
N5, tamafio poblacional efectivo de A. religiosa; Na5, tamafio poblacional efectivo ancestral de A. religiosa; t1-t3, tiempos de divergencia (en millones de afios);
ra, tasa de admixia. Los valores son las modas (5-95% cuantiles) de cada distribucion posterior.
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La probabilidad posterior para los cuatro subsets fue mayor que la obtenida para el set
de datos genéticos completos (Apéndice 16). Tanto la confianza en la seleccién del modelo
como el ajuste de los datos genéticos simulados y observados confirmaron un nivel de
certidumbre estadistica alto (Apéndice 17). Al igual que con la totalidad de los datos, los
estimados de error de tipo | y tipo Il fueron relativamente bajos para todos los analisis. El analisis
de revision del modelo reveld un desajuste maximo de 0.15, calculado con el subset Y (Apéndice
16).

Asumiendo un tiempo generacional de 60 afios, todos los escenarios seleccionados
indicaron que A. flinckii divergio de A. religiosa hace aproximadamente 2.05 Ma (1.01 — 2.91)
y que la divergencia de A. jaliscana y Abies sp. Manantlan ocurrié mas tarde, hace 1.06 Ma
(0.648-2.334 Ma). La expansion demografica de A. religiosa, simulada en todas las hipdtesis
filogeogréficas, se ajustd bien a los datos genéticos observados en todos los analisis (Apéndice
15). Con estos se determind que el tamafio poblacional efectivo de A. religiosa se incrementd
recientemente (0.03 - 0.93 Ma) en al menos nueve veces su tamafio ancestral (Tabla 11). En
contraste, todos los escenarios seleccionados sugieren que los tamafios poblacionales efectivos
de A. jaliscana, A. flinckii y Abies sp. Manantlan han sido histéricamente bajos (0.89 - 8.84 x
104, Tabla 11). Los escenarios mas probables para las poblaciones con ancestria genética
mezclada (Afl4 y Af16) indicaron que estas surgieron por contacto entre A. flinckii y A.
religiosa hace unos 0.48 Ma (0.125 - 0.942 Ma). Sin embargo, cuando el grupo genético
mezclado estuvo representado por las poblaciones Ar22 y Ar55, los modelos mas probables
sefialaron un origen mucho mas reciente (0.031 — 0.292 Ma), resultado del contacto entre A.

religiosa y Abies sp. Manantlan (Tabla 11).

Aislamiento con migracion
Mediante las simulaciones coalescentes realizadas en el software IMa2 (Hey, 2010) se recupero
la distribucién posterior marginal de 28 parametros demograficos a partir de un muestreo de
genealogias que considera la divergencia con migracion entre los linajes de oyamel (Tabla 12,
Fig. 26). Al igual que los resultados obtenidos en los analisis ABC, se estimd que el Ne de A.
jaliscana, A. flinckii y Abies sp. Manantlan es bajo y se ha conservado asi desde su divergencia
(Fig. 26, Apéndice 18). De igual modo, el analisis IM sugirié Ne pequefios para las poblaciones

ancestrales, con la Unica excepcidn del ancestro de A. jaliscana y A. flinckii, mismo que se
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estimd en varias decenas de miles de individuos (media=63.70 x 10%; 16.70-144 x 10%). Aunque
el primer evento de divergencia fue relativamente similar al calculado mediante los analisis
ABC (HiPt= 1.31 Ma), el analisis de aislamiento con migracion sugirié que la divergencia de
los cuatro grupos genéticos es mucho mas reciente, durante el Pleistoceno medio (0.498- 0.291
Ma., Fig. 26, Apéndice 18).

0.040 0.323 Presente A
— ——
0.026 0.166 0.097

0.291 Ma N aial |
0.498 Ma |

1.313 Ma \_

Ne ancestral = 6.68 x10° |_| Pasado

Fig. 26. Resumen del modelo de aislamiento con migracién (IM) para los cuatro grupos genéticos de oyamel en
la FVTM. EIl tamafio efectivo (Ne) de las poblaciones actuales y ancestrales esta representado por rectangulos de
contorno negro. Los intervalos del 95% de la distribucidn posterior mas alta se muestra en rectangulos de contorno
gris para los Ne y con lineas punteadas grises para los tiempos de divergencia. La direccion del flujo génico se

muestra con flechas negras. S6lo se muestra el nimero efectivo de migrantes (2Nm) por encima de 0.002.

El ndmero efectivo de migrantes (2Nm) fue asimétrico entre los grupos genéticos
actuales (Fig. 26, Tabla 12). Los estimados de 2Nm mas altos se observaron entre A. flinckii y
A. religiosa (2Nm =0.166) y entre Abies sp. Manantlan y A. religiosa (2Nm =0.323). En ambos
casos, el flujo de migrantes ocurrié principalmente hacia A. religiosa y fue menor en el sentido
contrario (Fig. 26, Tabla 12). EI modelo de IM también sugirié flujo génico bajo entre A. flinckii
(y su ancestro) y Abies sp. Manantlan, siendo este ultimo linaje un receptor de migrantes.
Finalmente, el nimero efectivo de migrantes fue bajo (2Nm =0.026-0.040) pero relativamente

simétrico entre A. jaliscana y A. flinckii.
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Tabla 12. Estimados de méaxima verosimilitud (HiPt) e
intervalos del 95% de la distribucion posterior mas alta
(HPD95 Lo y Hi) de la tasa de migracién ajustada al tamafio
poblacional efectivo (Ne) para Abies del centro de México.

Parametro 2NMyipt  2NMppposLo  2NMupposHi
2NMa jar>A flin 0.026 0.000 0.132
2NMa jal >A. Man 0.000 0.000 0.111
2NMajal > rel 0.000 0.000 0.117
2NMaiin >A. jal 0.040 0.000 0.126
2NMmafiin > A Man 0.001 0.000 0.111
2NMafiin > A rel 0.034 0.000 0.122
2NmA.Man >A.jal 0.001 0.000 0.215
2NMaman > A. flin 0.096 0.000 0.249
2NmA.Man > A rel 0.097 0.000 0.247
2NmMa man >4 0.065 0.000 0.237
2NMarel >A jal 0.002 0.000 0.498
2NMa rel > aflin 0.166 0.000 0.658
2NMArel > A, Man 0.323 0.000 0.744
2NmMa rel >4 0.002 0.000 0.722
2N4m4> A Man 0.002 0.000 2.797
2NAM4> p el 0.006 0.000 2.809
2N4m4>5 0.002 0.000 2.821
2N5m5>4 0.002 0.000 1.633
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7. DISCUSION

7.1 Diversidad y estructura genético-poblacional

Aun cuando la distribucion del oyamel es discontinua (Rzedowski, 2006), la principal hipotesis
con respecto a su diversidad genética fue que la mayor proporcion de la variacidn se encontraria
dentro de las poblaciones, mientras que una pequefia pero significativa parte se encontraria entre
éstas. Esta hipdtesis obedece a los rasgos bioldgicos de las coniferas tales como su longevidad,
su sistema de entrecruzamiento abierto y su alta capacidad de dispersién (Petit y Hampe, 2006;
Prunier et al., 2016); asi como a los antecedentes genéticos en otras Pinaceae en México (e.g.,
Moreno-Letelier y Pifiero, 2009; Quifiones-Pérez et al., 2017).

En general, el polimorfismo dentro de las poblaciones de oyamel del centro de México,
tanto con marcadores SSRs como con secuencias nucleares, fue alto en el centro y este de la
FVTM vy bajo en el occidente (e.g., Fig. 10, 11 y 21). Aunque estas diferencias fueron
particularmente pronunciadas con SSRs y significativas solo para algunos parametros de
diversidad (Na, Ra y He en SSRs; y h, en secuencias nucleotidicas), en principio sugieren que
las poblaciones han estado sujetas a distintos procesos evolutivos neutrales y selectivos que
contrastan entre regiones geogréaficas dentro de la FVTM. La variacion genética en las
poblaciones del centro y este de la FVTM es comparable con la observada en otras coniferas
como Pseudotsuga menziesii var. menziesii (Loo et al., 2015) y Pinus hwangshanensis (Zhou et
al., 2016), ambas con una amplia distribucion en el suroeste de Canada y la Meseta Tibetana,
respectivamente. Por su parte, las poblaciones occidentales mostraron niveles de diversidad
similares a los de otras especies con distribucion fragmentada como Taxus baccata (Chybicki
et al., 2011; Mayol et al., 2015), Abies cilicica (S¢kiewicz et al., 2015) y Juniperus blancoi
(Moreno-Letelier et al., 2014). Sin embargo, la variacion genética en los oyameles del occidente
fue aln mayor que la observada en otros taxa como Abies fraseri (Potter et al., 2010), Tsuga
caroliniana (Potter et al., 2017), Androcedrus chilensis (Pomponio et al., 2013) y Juniperus
microsperma (Shang et al., 2015), todos con una distribucidn restringida.

Un escenario de fragmentacion similar al del oyamel en la FVTM, supone la disminucién
de la diversidad genética y el Ne de las poblaciones, asi como un incremento en los niveles de
consanguinidad (Young et al., 1996; Tabla 1). Alun cuando la diversidad genética del oyamel

parece ser alta o intermedia en relacion a otras coniferas con distribucién discontinua, casi todas
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las poblaciones exhibieron una desviacion del equilibrio H-W debido a una deficiencia de
heterdcigos (Tabla 6), que produce valores de Fis positivos y significativamente diferentes de
cero (Fig. 13). Ya que estos resultados fueron obtenidos con SSRs, el exceso de homocigosis
pudo deberse a la ocurrencia de alelos nulos (Putman y Carbone, 2014), mismos que fueron
particularmente frecuentes en el locus Ab27. No obstante, no se encontraron diferencias
significativas entre la distribucion de los datos de SSRs originales y la distribucion corregida
por este error de amplificacion. Si bien la historia de vida de las coniferas parece suavizar el
impacto genético de la fragmentacion sobre los niveles de polimorfismo dentro de las
poblaciones (Young et al., 1996; Kramer et al., 2008), los Abies del centro de México mostraron
niveles de consanguinidad altos al interior de sus poblaciones, lo que puede ser interpretado
como un primer sintoma genético de su situacion actual de fragmentacion y aislamiento en las

sky-islands.

Diferenciacion genética poblacional
Una de las hipdtesis de este estudio propone que una pequefia fraccion de la variacion se
encontraria entre las poblaciones. En consistencia con esta hipdtesis, los niveles de
diferenciacion genética en los microsatélites y los genes nucleares fueron bajos entre las
poblaciones del centro y este de la FVTM. Por el contrario, las poblaciones del occidente
mostraron estar bien diferenciadas entre si (Fig. 14-16, 23a). En el caso de los SSRs, la
diferenciacion entre pares de poblaciones fue baja cuando se cuantifico con Fst y Gsr; y alta
cuando se utilizd Gsry Dest (Fig. 14-16). Debido a que estimados como Fsr y Gst subestiman
los niveles de diferenciacion reales cuando la heterocigosis dentro de las poblaciones es elevada
(Whitlock, 2011), como suele ser el caso de los SSRs (Putman y Carbone, 2014), se
consideraron a Gsr Yy Dest como los indices que mejor describen la diferenciacion de las
poblaciones, en tanto que Fst fue utilizada con fines comparativos con otros estudios. Los
estimados de Gsr y Dest fueron altos entre las poblaciones de oyamel en la region occidente
(Af19, Af18, Af20, Afl7 y Ar21) y respecto a las poblaciones en el centro-este de la FVTM
(Fig. 16). Estos niveles de diferenciacion fueron similares a los observados entre Pseudotsuga
menziesii var. menziesii y P. menziesii var. glauca, (Dest = 0.301-0.839), cuya divergencia se
estima ocurri6 durante el Pleistoceno medio (Loo et al., 2015); pero también comparables con

los calculados entre las poblaciones de Abies cilicica (Fst= 0.019-0.254), cuya diversidad
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genética supone una historia de aislamiento geogréafico prolongado durante el Pleistoceno
(Sekiewicz et al., 2015). En contraste, los niveles de diferenciacion entre las poblaciones del
centro-este de la FVTM fueron bajos y/o no significativos (Fig. 16); similares a los estimados
con SSRs nucleares entre las poblaciones de Picea abies, una especie de amplia distribucion en
el norte de Europa (Fst= 0.029; Tollefsrud et al., 2009).

Para seis de los 11 genes, la mayor parte de la variacion se encontré entre las poblaciones
de las dos especies taxondmicas (A. flinckii y A. religiosa, Farjon and Rushforth, 1989; e.g., Fig
24a) mientras que, para el resto, solo algunas poblaciones del occidente mostraron estar bien
diferenciadas (e.g., Fig. 24b). Los valores de Fst que diferenciaron bien a las especies fueron
similares (0 mas altos para ciertos genes) a los observados con seis genes nucleares en Juniperus
blancoi, una conifera con poblaciones fuertemente fragmentadas, sobre las principales montafias
de Mexico (Fst = -0.008-0.557, Moreno-Letelier et al., 2014). Por otro lado, los niveles de
diferenciacion bajos, observados entre las poblaciones del centro y este de la FVTM, han sido
reportados a nivel intraespecifico en Picea likiangensis (Fst=0.002-0.023, Li et al., 2013). Las
variedades ecologicas de esta especie divergieron en presencia de flujo génico, con eventos

marcados de expansion de area de distribucion hacia finales del Pleistoceno.

Estructura genética poblacional y espectros de frecuencia
Casi todas las poblaciones mostraron algo de ancestria mezclada; de hecho, solo cinco de éstas
pudieron ser asignadas a un grupo genético en particular (Fig. 17, Apéndice 8). De igual manera,
aungue el analisis DAPC infirio 10 clusters genéticos, solo dos mostraron ser significativamente
distintos y tener congruencia geogréafica (Fig. 19). Estos patrones suponen que las poblaciones
comparten gran parte de la variacion genética, una observacion consistente con la distribucion
de los mitotipos y clorotipos en los Abies de Mesoamérica (Jaramillo-Correa et al., 2008;
Aguirre-Planter et al., 2012).

En general, las poblaciones del occidente de la FVTM mostraron una fuerte estructura,
definida por al menos tres unidades genéticas (Fig. 17 y 18, Apéndice 8). La primera incluyé a
los sitios de EI Cuale (Af19) y Cumbre de Guadalupe (Af18) (Fig. 17 y 18). Recientemente se
ha descrito que la fenologia de estas poblaciones varia sustancialmente a la del resto de las
especies co-distribuidas en la region, lo que ha justificado su separacion taxonémica con el

nombre de A. jaliscana (Vazquez-Garcia et al., 2014). El segundo cluster estuvo conformado
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por las poblaciones de El Terrero (Af20) y Dos Aguas (Af17), mismas que morfol6gicamente
son consideradas como A. flinckii (Vazquez-Garcia et al., 2014) y que, en este estudio,
mantienen tal denominacion. Inesperadamente, una de las poblaciones en Sierra de Manantlan
(Ar21) constituy6é un tercer grupo genético (Fig. 17 y 18). Junto con el Nevado de Colima
(Ar22), ambas poblaciones se distinguen por tener un mitotipo derivado y exclusivo (Jaramillo-
Correa et al., 2008) y una variabilidad isoenzimatica notablemente baja (Aguirre-Planter et al.,
2000). En general, estos tres grupos genéticos se caracterizan por una abundancia de variantes
alélicas derivadas de frecuencia intermedia (Fig. 25), lo que indica que la deriva ha sido un
proceso importante en su evolucién.

Al contrario de lo que se observd en el occidente de la FVTM, en el centro y este, las
poblaciones no mostraron estar estructuradas genéticamente (Fig. 17 y 18). Al examinar la
ancestria promedio de las poblaciones, se reconocié una cuarta unidad genética, integrada por
poblaciones clasificadas taxonomicamente como A. religiosa y que se distribuyen desde Puerta
Garnica (Arl5), hasta el extremo este de la FVTM (Fig. 18). A diferencia de los primeros tres
grupos genéticos, los estadisticos de neutralidad revelaron una importante cantidad de alelos
derivados de baja frecuencia (Fig. 25).

Solo cuatro poblaciones, morfolégicamente consideradas como A. flinckii y A. religiosa,
no tuvieron una ancestria definida (Fig. 17). La distribucion geogréafica de estas poblaciones en
el centro de la FVTM, asi como su variacion genética mitocondrial y de cloroplasto (Jaramillo-
Correa et al., 2008) fueron consideradas como evidencia de contacto secundario y mezcla

genética en esta region (Fig. 18).

7.2 Neutralidad y seleccion

Las diferentes pruebas de neutralidad (Snon, w, estadisticos de neutralidad, MLHKA) fueron
consistentes entre si y sugieren que los genes COBRA-like protein y CesAl no se ajustan a los
patrones de polimorfismo esperados bajo un modelo de evolucién neutral (Tabla 10). Algunos
estudios han demostrado que los estadisticos de neutralidad son robustos para detectar seleccion
cuando el alelo ventajoso incrementa su frecuencia y hasta poco después de la fijacion del
mismo (Zeng et al., 2006), mientras que la prueba HKA ha mostrado tener suficiente poder
estadistico en una ventana temporal mas amplia (Zhai et al., 2008). No obstante, ambos tipos de

aproximaciones son susceptibles a la demografia historica de las poblaciones (Wright y
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Charlesworth, 2004; Zeng et al., 2006). En ese sentido, la significancia estadistica de las pruebas
de neutralidad, calculada a partir del modelo demografico méas probable, supone una
disminucién de la tasa de falsos positivos. Aunque los modelos demogréaficos mas probables
simulados en mlcoalsim coinciden con la demografia historica de los grupos genéticos inferida
por métodos ABC, los resultados de las pruebas de neutralidad deben ser interpretados con
precaucion.

El gen CesAl tuvo una alta frecuencia de mutaciones no sinénimas y una probabilidad
significativamente mayor de ajustarse a un modelo selectivo en todos los linajes (MLHKA, P<
0.043; Tabla 10). Asimismo, el estadistico D indicd que las variantes genéticas derivadas de
frecuencia intermedia son significativamente mas abundantes en relacion a lo esperado bajo un
escenario demogréafico neutral en A. jaliscana, A. flinckii y Abies sp. Manantlan. Estos linajes
se distribuyen en la region occidental de la FVTM, donde el clima se distingue por ser mas
calido que en su contraparte oriental (Niza-Gamez et al., 2011). En estas condiciones
ambientales, la tasa de transpiracion en las plantas puede llegar a ser muy alta y provocar una
disminucion en la capacidad de transporte de agua debido a la cavitacion del xilema (Sperry e
Ikeda, 1997). En coniferas como Cunninghamia lanceolata, los niveles de expresion de CesAl
son particularmente altos en el xilema (Huang et al., 2012), razén por la que se piensa que este
gen podria estar implicado en respuestas a estrés por evapotranspiracion (e.g., Pinus cembra,
Mosca et al., 2016) en los oyameles del occidente de la FVTM.

El locus COBRA-like protein tuvo una frecuencia alta de mutaciones no sinénimas y
estadisticos de neutralidad significativos para la mayoria de los linajes del occidente de la
FVTM. Los patrones de Fst dados por este gen sefialaron que Abies sp. Manantlan (Ar21) se
encuentra diferenciada del resto de las poblaciones, un patron distinto al observado con los otros
genes nucleares (ver Fig. 24b). So6lo en este linaje, los estadisticos D, Hnorm Y la prueba MLHKA
(Tabla 10) fueron consistentes en mostrar sefiales de seleccién. La morfologia acicular de estos
linajes es significativamente distinta de la observada en A. religiosa (Shalisko, 2014). En C.
lanceolata, un gen COBRA (CICOBL1) ha mostrado niveles de expresion altos en la region del
cambium y en las aciculas. La sobreexpresion de CICOBLL1 en plantas de tabaco modific
significativamente la morfologia de las hojas e inflorescencias, por lo que se piensa que
CICOBL1 cumple con un papel importante en la sintesis de pared celular y en la morfogénesis

de aciculas en las coniferas (Gao et al., 2013). Por lo tanto, es posible que el gen COBRA
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analizado en este estudio esté relacionado la diferenciacién acicular entre los oyameles del
occidente de la FVTM y A. religiosa.

7.3 Historia demogréafica y de divergencia del oyamel en la FVTM

En este estudio se utilizaron tres métodos coalescentes (i.e., simulaciones en micoalsim, ABC e
IM) para identificar la historia demografica y de divergencia que mejor explica la distribucién
de la variacion genética nuclear dentro y entre poblaciones de Abies en la FVTM. La
combinacion de estas tres aproximaciones permitié identificar distintos procesos evolutivos y
establecer una relacion entre la historia geolégica y climética conocida de la FVTM con las
caracteristicas biologicas del oyamel.

Divergencia de A. flinckii y A. religiosa hacia finales de Plioceno

Las simulaciones coalescentes con métodos ABC (tanto para la totalidad de datos genéticos
como para los subsets poblacionales) sugieren que A. flinckii divergio de A. religiosa hacia
finales del Plioceno y principios del Pleistoceno (2.05 + 1.0 Ma). Durante este periodo dio inicid
la Gltima fase de formacion de la FVTM, definida por un cambio en la direccién de migracion
de la actividad volcanica hacia el suroeste y una intensa actividad tectdnica en la region
occidental (Ferrari et al., 2012). Ademas, las condiciones climaticas eran relativamente estables,
con temperaturas de 2-3°C por encima del actual interglaciar (Salzmann et al., 2011). Este
escenario ambiental es consistente con la inferencia de Ne poblacionales reducidos, estimados
con ABC y parcialmente con el analisis IM (Tabla 11, Apéndice 18), lo que indica que el proceso
de divergencia se vio favorecido por un fuerte aislamiento geografico (Fig. 27). Esta hipdtesis
se ve reforzada por la divergencia morfologica de ambas especies (ver Tabla 2; Farjon and
Rushforth, 1989) y por la separacion casi completa observada con ADN de cloroplasto
(Jaramillo-Correa et al., 2008; Aguirre-Planter et al., 2012).

Divergencia de los grupos genéticos en el occidente de la FVTM: fragmentacién y colonizacion
El tiempo de divergencia medio de A. jaliscana y Abies sp. Manantlan, calculado por métodos
ABC, fue de 1.06 Ma; y de entre 0.498 y 0.291 Ma, asumiendo un modelo de aislamiento con
migracién (Tabla 11, Apéndice 18). Aunque las regiones de alta probabilidad posterior (95%)

de los tiempos de divergencia se sobreponen, estas diferencias posiblemente se deben a que la
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simulacion del coalescente por el primer método no asume migracion (y por lo tanto los
migrantes tardan méas generaciones en coalescer, Hamilton et al., 2011), mientras que en el
segundo, la migracién es uno de los supuestos.

Hacia finales de Pleistoceno temprano (= 1.0 Ma), la actividad volcanica de la FVTM se
caracterizo por el surgimiento de los actuales estratovolcanes, orientados mas 0 menos en una
horizontal que atraviesa el centro de México (Ferrari et al., 2012). Desde el punto de vista
bioldgico, los estratovolcanes mexicanos fungen como habitats para la biota de montafa
(Mastretta-Yanes et al., 2015). En el caso de las coniferas, la probabilidad de colonizacion de
estos ambientes va a depender de que las condiciones climaticas favorezcan su desplazamiento.
Ya que se piensa que la temperatura global atmosférica continud siendo calida y con una alta
concentracion de humedad en el centro de México (Cohen y Gibbard, 2016; Israde-Alcantara et
al., 2010), una primera hipdtesis es que A. jaliscana y Abies sp. Manantlan divergieron de sus
ancestros respectivos por aislamiento geografico (Fig. 27). No obstante, si la divergencia de
estos linajes ocurrio durante el Pleistoceno medio (como lo sugiere el anélisis IM, Apéndice
18), la expansion de su area de distribucion y divergencia por colonizacion constituye una
hipdtesis igualmente plausible (Fig. 27). Las consecuencias genéticas esperadas en un proceso
de aislamiento y uno de colonizacion son distintas entre si (ver Tabla 1 y sus referencias). La
distribucién de la variacion genética del oyamel sugiere al menos dos dinamicas historico-
demogréficas contrastantes a lo largo de la FVTM, consecuencia de la complejidad topografica

de dicha region (Ramirez-Barahona y Eguiarte, 2013).

Fragmentacion en el occidente de la FVTM
Las simulaciones coalescentes con ABC, mlcoalsim y parcialmente en el analisis IM, sugieren
Ne poblacionales reducidos para A. flinckii, A. jaliscana y Abies sp. Manantlan (ver Tabla 11;
Apéndice 13 y 18). Esto fue congruente con la baja de diversidad genética dentro de las
poblaciones, compuesta por variantes de frecuencia intermedia y con los altos niveles de
diferenciacion cuantificados tanto con microsatélites como con secuencias nucleares.
Adicionalmente, no se encontrd evidencia de una correlacion significativa entre la distribucion
de la variacién y la distancia geografica actual entre las poblaciones (Fig. 20), lo que soporta la
divergencia de A. flinckii, A. jaliscana y Abies sp. Manantlan por procesos de fragmentacion

prolongados, con niveles de flujo génico reducido o nulo (Fig. 27).
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Fig. 27. Resumen de la divergencia y los procesos demograficos histéricos del género Abies en el centro de
México. A. flinckii (en rojo) y A. religiosa (en azul marino) divergieron hace aproximadamente 2.05 Ma,
posiblemente por la fragmentacion (e.g., por la formacion de valles tectonicos extensos, en flechas horizontales
cafés) y aislamiento de las poblaciones en ambientes de sky-islands. Hace mas 0 menos 1 Ma, la migracion del
vulcanismo en direccién noreste-suroeste dio lugar a la formacién de los principales estratovolcanes en la FVTM
(flechas verticales, rojas), lo que a) disminuyd la distancia geografica efectiva entre los ambientes de montafia de
la regién este y, b) permitié el contacto secundario entre linajes del occidente de la FVTM y A. religiosa.
(poblaciones con ancestria mezclada, en color rosa) Durante los ciclos glaciales (G), las poblaciones descendieron
a altitudes bajas, lo que favorecid la colonizacion de nuevos ambientes (i.e., expansion de area de distribucién,
denotado con color amarillo) en la region este y centro de la FVTM. Por el contrario, es probable que las
poblaciones del occidente (i.e., A. jaliscana, en verde; Abies sp. Manantlan, en azul; y A. flinckii) hayan
permanecido aisladas debido a que la distancia geogréafica efectiva que las separa es mayor (Mastretta-Yanes, en
revision). Esta condicién de aislamiento genético debié haber perdurado tanto en los ciclos glaciales como
interglaciales (1).
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La intensa actividad tectonica en la region occidental de la FVTM ha dado lugar a la
formacion de extensos valles (Ferrari et al., 2012) que incrementan significativamente la
distancia geografica efectiva entre las poblaciones afines a ambientes de montafia (Mastretta-
Yanes et al., 2015). Por lo tanto, en una dindamica de migracion altitudinal de sky-islands, la
probabilidad de contacto secundario entre poblaciones (o de expansion de area) durante etapas
climaticas frias debid ser baja respecto a la region centro-este de la FVTM, lo que pudo
garantizar la evolucion de los linajes y las poblaciones en aislamiento, con Ne poblacionales
pequefios (Fig. 27). La influencia de los valles tectonicos sobre la distribucion de la variacion
genética ha sido indirectamente corroborada en plantas. Por ejemplo, mediante el algoritmo de
Monmonier se han inferido barreras al flujo génico, en su mayoria distribuidas en el occidente

de la FVTM (e.g., ver Fig. 3; Nolina parviflora, Ruiz-Sanchez y Specht, 2013).

Expansion de area de distribucion de A. religiosa durante el Pleistoceno medio y tardio
Los tres métodos de inferencia sugieren que A. religiosa incrementé su Ne de cuatro (IM) a
nueve veces (ABC) durante el Pleistoceno medio (Tabla 11, Apéndice 18). En México, el
registro palinologico del oyamel es escaso, lo que ha limitado la inferencia demogréafica en
relacion a otros géneros de coniferas como Pinus (Lozano-Garcia et al., 2005). En los
sedimentos lacustres de Valle de Santiago, Guanajuato, se ha encontrado granos de polen del
género Abies que corresponden al final del UMG (Park, 2005). Este registro es particularmente
interesante porgue ocurre en una zona de la FVTM que, en la actualidad, no cuenta con
vegetacion de montafia (Rzedowski, 2006), lo que indica que los bosques de oyamel pudieron
tener una distribucion mas amplia en el pasado reciente.

En los ultimos 700,000 afios, la fluctuacion en las condiciones ambientales empez6 a ser
mas drastica (Cohen y Gibbard, 2016). Los periodos glaciares en el centro de México se
distinguieron por un decremento de la temperatura y la tasa de precipitacion (e.g., UMG), lo que
pudo haber favorecido el descenso de los bosques de oyamel a sitios de menor altitud (Caballero
et al., 2010, Mastretta-Yanes et al., 2015). En contraste con el occidente, este descenso
altitudinal potencialmente facilito la expansidn de area de A. religiosa en el centro-oriente de la
FVTM debido a que la distancia geografica efectiva que separa a las principales elevaciones
montafiosas es menor en esta region (Fig. 27; e.g., Juniperus monticola, Mastretta-Yanes, en

revision).
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Ya que las montafias y sierras en la FVTM estén arregladas espacialmente en forma de
archipiélago (Ferrari et al., 2012), se ha propuesto que la expansion de &rea de la biota de
montafia pudo haber seguido la direccién de migracion del vulcanismo y comportarse como lo
predice un modelo tipo stepping-stone (Mastretta-Yanes et al., 2015). El exceso de variantes de
frecuencia baja y la estructura genética espacial revelada por el analisis de aislamiento por
distancia (Fig. 20b) en A. religiosa, corrobora parcialmente el ajuste de la diversidad genética
de esta especie a dicho modelo demogréafico. Cabe sefialar que este escenario podria explicar
bien sélo la divergencia de Abies sp. Manantlan por colonizacién a larga distancia (Fig. 27), ya
que su ancestro (A. religiosa) fue el Gnico que mostrd sefiales genéticas de expansion (Tabla
11).

Cuando una poblacién no se ajusta al modelo panmictico de Wright-Fisher, los métodos
para inferir la dindmica demogréafica de una especie (i.e., estadisticos de resumen, simulaciones
coalescentes) pueden indicar cambios en el Ne de la poblacion, aun cuando ésta haya
permanecido estable (Stadler et al., 2009; Chikhi et al., 2010). Entonces, la probabilidad de
detectar falsos cuellos de botella o eventos de expansion demogréafica va a depender de factores
como el nivel de diferenciacion genética entre los demes (y por tanto del nimero efectivo de
migrantes, Nm) y el tipo de muestreo (Chikhi et al., 2010; Mona et al., 2014), de tal forma que
una expansion demografica espuria puede ser resultado de muestrear y agrupar individuos en
una poblacidn, cuando éstos provienen de diferentes demes (Stadler et al., 2009). En el caso del
grupo genético de ancestria mezclada, esta prediccion tedrica explica la inferencia de Ne
poblacionales grandes y pequefios cuando se consideré a la totalidad de las poblaciones y a los
subsets poblacionales, respectivamente (Tabla 11). Al aplicar este mismo control para inferir la
demografia histdrica de A. religiosa, los estimados de Ne poblacional resultaron ser consistentes

y soportaron bien un proceso de expansion demografica (Tabla 11).

Contacto genético de los linajes de oyamel en el centro de la FVTM
Las caracteristicas de historia de vida de las Pinaceae garantizan una tasa de evolucion molecular
bastante lenta (Prunier et al., 2016). En consecuencia, este grupo de plantas generalmente
muestra variacidn genética compartida, especialmente cuando las especies divergieron
recientemente y/o cuando los niveles de flujo génico son altos entre las poblaciones (Bouillé y

Bousquet, 2005). En este contexto evolutivo, identificar el efecto de la separacién incompleta
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de linajes y el flujo génico no es trivial y requiere del analisis de una buena cantidad de loci
(Sousa et al., 2012; Hey et al., 2015), lo que obliga a interpretar los resultados de este estudio
con cautela.

Los resultados del andlisis IM proporcionaron evidencia de flujo génico asimétrico entre
A. flinckii, Abies sp. Manantlan y A. religiosa durante el Pleistoceno medio y tardio (Fig. 26,
Tabla 12). Estos estimados fueron bajos en relacion a lo observado en otras coniferas como
Picea likiangensis, a nivel intraespecifico (2Nm= 2.4; Li et al., 2013); o a nivel interespecifico
entre Pinus massoniana y P. hwangshanensis (2Nm= 0.871-1.015; Zhou et al., 2017). Mediante
distintos andlisis de procedencia, se ha estimado que el polen de especies como Abies alba y A.
pinsapo se dispersa (de manera efectiva) en promedio poco mas de 100 m (S&nchez-Robles et
al., 2014; Leonarduzzi et al., 2016), muy por debajo del calculado para otras Pinaceae como
Pinus sylvestris (Poska y Pidek, 2010). Ya que el polen es el principal vector de dispersion en
las coniferas, es posible que los niveles bajos de flujo génico inferidos en el presente estudio
sean resultado de la baja capacidad de dispersion efectiva inherente al género. Sin embargo,
cabe sefialar que para ajustar el proceso de divergencia del oyamel al modelo IM, se descarto la
informacion genética de las poblaciones con sefiales de ancestria mezclada, por lo que es
probable que los estimados de flujo génico reflejen solo el nimero de copias genéticas que de
manera efectiva pasan de un linaje a otro, a través de las poblaciones del centro de la FVTM
(Fig. 27).

La simulacién coalescente de la mezcla genética entre A. religiosa, A. flinckii y Abies
sp. Manantlan en el centro de la F\VTM generd estadisticos de resumen similares a los calculados
con los datos genéticos reales (Apéndice 17). Por lo tanto, si la mezcla genética fuera un proceso
poco plausible, esto se reflejaria en un valor de probabilidad bajo para todos los escenarios, lo
cual no fue el caso (Apéndice 16). Si bien los analisis ABC sustentaron la hipétesis de que las
poblaciones del centro de la FVTM constituyen una zona de contacto entre linajes, la estrategia
de analizar subsets poblacionales reveld que el proceso ocurrid en regiones y entre linajes
especificos. Los resultados con los subsets W y X indicaron que A. religiosa entro en contacto
con A. flinckii en las poblaciones de los Sauces (Af16) y el Caracol (Af14) (escenario 3a, Fig.
9); mientras que con los subsets Y y Z, la interaccion entre A. religiosa y Abies sp. Manantlan
en las poblaciones del Nevado de Colima (Ar22) y Tancitaro (Ar55) recibi6 mayor soporte

(escenario 3, Fig. 9). Es interesante sefialar que el analisis con el subset Y mostré un valor de
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probabilidad relativamente alto también para el escenario 3a (mezcla genética entre A. flinckii y
A. religiosa; Apéndice 16), lo que supone que tanto el Nevado de Colima como Tancitaro
representan puntos de interaccion genética entre Abies sp. Manantlan, A. flinckii y A. religiosa.
Esta hipotesis es congruente con la inferencia de flujo génico historico entre los tres linajes en
el andlisis IM (Fig. 26, Tabla 12).

La interaccion genética entre linajes en el centro de México es consistente con los
patrones de variacién genética compartida descritos con marcadores mitocondriales y de
cloroplasto para los Abies mesoamericanos (Jaramillo-Correa et al., 2008). Ya que los genomas
de mitocondria y cloroplasto facilmente introgresan entre coniferas cercanamente emparentadas
(Du et al., 2011), el origen hibrido de la poblacion Afl4, por ejemplo, podria explicar que su
variacion genética mitocondrial es compartida con A. religiosa, mientras que la del cloroplasto
la relaciona mas con A. flinckii (Jaramillo-Correa et al., 2008).

Filogeografia comparada
La distribucion de la variacion genética del oyamel es reflejo de procesos historico-
demogréaficos contrastantes a lo largo de la FVTM. Este patron ha sido observado en otras
especies de afinidad templada como Lophodermium nitens (Salas-Lizana et al., 2012) y
Psittacanthus calyculatus (Pérez-Crespo et al., 2017); pero también en Nolina parviflora, una
planta arbustiva asociada a bosques de pino-encino y matorral xerofilo (Ruiz-Sanchez y Specht,
2013). En todos los casos, las poblaciones occidentales se caracterizan por una baja diversidad
genética, conformada principalmente por haplotipos/alelos derivados y exclusivos; asi como por
niveles de diferenciacion altos entre sus poblaciones y/o respecto a sus conespecificas en el
centro-este de la FVTM. Por otra parte, es interesante sefialar que la demografia historica de L.
nitens en la region occidente es congruente con la inferida para los grupos genéticos de oyamel
en esta misma region, esto es, Ne poblacionales pequefios y constantes en el tiempo (Salas-
Lizana et al., 2012). Aunque es deseable contar con un estudio formal cuantitativo, estas
semejanzas sugieren que la historia geoldgica y climatica de la FVTM ha impactado de manera

similar la variacion y estructura genética de varias especies de afinidad templada.
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8. CONCLUSION

En este estudio se combind la informacion genética nuclear de cuatro SSRs y 11 secuencias
nucleotidicas para investigar tanto los niveles de diversidad genética como su distribucién entre
las poblaciones de oyamel en la FVTM. Ya que los SSRs y las secuencias de ADN evolucionan
con distintas tasas de mutacion, la informacion genética de cada marcador permitié elucidar los
principales procesos evolutivos que han moldeado los patrones de diversidad y estructura
genética

En congruencia con nuestra hipdtesis, los bosques de oyamel del centro y este de la
FVTM albergan un polimorfismo genético elevado al interior de las poblaciones, comparable
con el de otras coniferas que se distribuyen en latitudes mas altas. Por el contrario, los Abies del
occidente se caracterizaron por una baja diversidad genética, compuesta de una notable
abundancia de variantes derivadas de frecuencias intermedias y altas. Contrario a lo que se
esperaba, la mayor parte de esta variacion se encontré entre las poblaciones. Sin embargo, la
mayoria de éstas mostraron un déficit de heterdcigos, lo que ha sido interpretado como
consecuencia de su actual estado de fragmentacion.

Se observo una fuerte estructura genética en el occidente de la FVTM; y un patron de
ancestria mezclada en el resto de las poblaciones. En un primer nivel de jerarquia, los oyameles
se estructuraron segun su clasificacion morfologica (Abies flinckii y A. religiosa), pero con una
notable separacion de una de las poblaciones de la Sierra de Manantlan. Los niveles de estructura
subsecuentes revelaron otros dos grupos genéticos distribuidos en el occidente, uno de ellos
descrito recientemente como Abies jaliscana.

Tanto los patrones de distribucion del polimorfismo como la estructura genético-
poblacional del oyamel fueron contrastantes a lo largo de la FVTM. En lo que refiere a la
variacion genética neutral, la simulacién del proceso coalescente indico que estas diferencias se
deben a que desde su divergencia hacia finales del Plioceno, las poblaciones han atravesado por
procesos evolutivos y demograficos distintos, consecuencia de la heterogeneidad topografica de
la FVTM vy su interaccion con las fluctuaciones climéaticas del Pleistoceno. De estos analisis se
sugiere gue las poblaciones de A. religiosa han atravesado por multiples procesos de expansion

de area tipo stepping-stone durante los periodos climaticos frios.
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Los resultados sefialaron que los grupos genéticos en el occidente de la FVTM han
permanecido aislados geograficamente con en tamafios poblacionales pequefios y por periodos
prolongados, lo que ha facilitado su diferenciacion genética. No obstante, los modelos
coalescentes sefialaron que el contacto secundario y el flujo génico entre A. religiosa, A. flinckii
y Abies sp. Manantlan pudo ser un proceso importante en el centro de la FVTM, durante los
periodos glaciares.

Mediante distintas pruebas de neutralidad se determiné que dos de los genes analizados
posiblemente estan sujetos a seleccion en las poblaciones del occidente de la FVTM. Ambos
genes intervienen en la biosintesis de pared celular y posiblemente estén implicados en respuesta
a estrés hidrico, lo que es congruente con las condiciones climaticas calidas que imperan en esta
region de la faja. Sin embargo, estos resultados deben ser tomados como preliminares y ser
corroborados mediante escaneos gendmicos completos que permitan llevar a cabo, por ejemplo,
analisis de asociacion.

El presente estudio demuestra que la variacion genética en los bosques de oyamel es
resultados de procesos evolutivos neutrales y selectivos que han operado de manera diferente a
lo largo de la FVTM. En el actual escenario de calentamiento atmosférico, se propone que el
manejo y conservacion de los oyameles debe favorecer el flujo génico entre poblaciones que
pertenecen a la misma unidad genética, con una precaucion especial para los Abies del occidente

de México.
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Apéndice 1. Caracteristicas genéticas de cuatro SSRs nucleares y secuencias nucleotidicas de los primers utilizados en el presente trabajo. Para cada locus, se
especifican las concentraciones de reactivos utilizadas en un volumen (20 pl) de amplificacion.

Locus Motivo aRIZFi%g Fluorescencia  Primer (5~ 3") (C)n!'&cis E\r/lngl\sll)IZ ?::;;SS Buffer ;-gﬁ

Ab07 (GT)® 214-264 FAM F: ACTGGCATTTGTCGCATTC 0.4 2 0.4 1x 1U
R: CCTCGGAGGACAAGATTTGC 0.4

Ab12 (GT)’GC(GT)* 190-264 VIC F: AGGTTGTGTAAGCCCGTGTAG 0.4 2 0.4 1x 1U
R: CCCTTTGTTGATAGAGGGAAAC 0.4

Ab20 (GA)*® 118-178 FAM F: GATCCAGGTTTAGCGTATCTGAG 04 25 0.8 1x 1U
R: CAATGAATCTCTGCAACTGACC 0.4

Ab27 (GA)* 114-234 PET F: GCCTTGAGAGCTGAAAATGG 0.4 2 0.5 1x U
R: 0.4

TéACAAAATGGAGGGAAAATAAGAG

Apéndice 2. Condiciones de amplificacién implementadas durante la reaccion de PCR para los SSRs nucleares utilizados en este estudio.

Desnaturalizacién inicial Desnaturalizacién Alineamiento Extension Extension final
Locus Ciclos Tiempo Temp Tiempo Temp Tier_npo Temp Tien_1po Temp Tiempo Temp
(min) (°C) (min) (°C) (min) (°C) (min) (°C) (min) (°C)
AbQ7 35 8 95 1 94 1 57 1 72 10 72
Abl2 35 8 95 1 94 1 57 1 72 10 72
Ab20 33 15 95 0.5 94 1 60 1 72 10 72
Ab27 35 8 95 1 95 1 54 0.5 72 7 72
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Apéndice 3. Estimados de diversidad genética por locus y por poblacion para Abies del centro de México. N, tamafio
muestreal; Na, ndmero de alelos; Nea, nimero efectivo de alelos; Ra riqueza alélica; Ho, heterocigosis observada;
He, heterocigosis esperada y Ap ndmero de alelos privados. La riqueza alélica representa la rarefaccion del nimero
de alelos minimo total (36 alelos).

Poblacion Locus N Na Nea Ra Ho He Ap
Af19 Ab07 20 10 6.72 9.79 0.80 0.85 0
Abl12 20 5 3.62 4.90 1.00 0.72 0

Ab20 20 13 8.79 12.67 0.80 0.89 0

Ab27 20 12 6.35 11.68 0.55 0.84 0

Af18 Ab07 22 17 8.96 15.42 0.73 0.89 0
Abl12 22 14 6.01 12.63 0.82 0.83 1

Ab20 22 11 7.93 10.59 0.55 0.87 1

Ab27 22 13 7.12 12.35 0.59 0.86 0

Af20 Ab07 20 3 1.36 4.89 0.30 0.27 0
Ab12 20 5 3.69 4.99 0.65 0.73 0

Ab20 20 3 2.15 2.99 0.40 0.54 0

Ab27 20 5 2.33 4,70 0.55 0.57 1

Ar21 Ab07 19 6 3.31 5.95 0.42 0.70 0
Abl12 20 6 4,79 5.95 0.95 0.79 0

Ab20 20 7 3.54 6.89 0.65 0.72 0

Ab27 17 5 2.83 4.89 0.24 0.65 0

Ar22 Ab07 18 14 9.13 14.00 0.78 0.89 0
Ab12 18 12 7.71 12.00 0.67 0.87 0

Ab20 18 15 8.42 15.00 0.89 0.88 0

Ab27 18 14 9.13 14.00 0.72 0.89 2

Acol Ab07 20 13 6.72 12.47 0.70 0.85 0
Ab12 20 9 6.35 8.78 1.00 0.84 0

Ab20 20 12 8.42 11.59 0.90 0.88 0

Ab27 20 12 7.69 11.40 0.55 0.87 0

Af17 Ab07 19 2 1.76 4.00 0.63 0.43 0
Ab12 19 7 3.84 6.00 0.74 0.74 1

Ab20 19 6 3.99 6.00 0.58 0.75 0

Ab27 15 5 3.69 5.00 0.13 0.73 0

Af16 AbQ7 19 11 7.15 11.49 0.84 0.86 0
Ab12 20 8 6.06 7.79 0.80 0.84 0

Ab20 20 9 6.56 8.88 0.75 0.85 0

Ab27 8 7 4.92 12.38 0.25 0.80 0

Afl4 AbQ7 20 17 10.67 16.26 0.85 0.91 0
Ab12 20 17 11.43 16.18 0.80 0.91 2

Ab20 20 15 10.39 14.38 0.90 0.90 0

Ab27 20 13 8.60 12.49 0.60 0.88 0
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Apéndice 3 (continuacién). Estimados de diversidad genética por locus y por poblacién de Abies del centro de

Meéxico.
Poblacion Locus N Na Nea Ra Ho He Ap
Ar55 Ab07 20 15 10.26 14.55 0.75 0.90 0
Abl12 20 18 11.94 17.08 0.95 0.92 1
Ab20 20 20 12.50 19.04 0.80 0.92 2
Ab27 20 13 7.34 12.56 0.65 0.86 0
Arl5 Ab07 19 16 10.46 15.18 0.68 0.90 0
Ab12 20 14 7.55 13.68 0.95 0.87 0
Ab20 20 14 8.16 14.09 0.65 0.88 0
Ab27 15 11 6.52 13.36 0.67 0.85 0
Arl3 Ab07 20 13 7.69 13.64 0.75 0.87 0
Abl12 20 15 7.27 9.78 0.85 0.86 1
Ab20 20 17 10.96 16.08 0.85 0.91 0
Ab27 20 14 8.60 13.19 0.50 0.88 0
Arl2 Ab07 20 12 7.41 12.37 0.60 0.87 0
Abl12 20 14 7.84 12.37 0.85 0.87 0
Ab20 20 14 10.13 14.21 0.75 0.90 0
Ab27 20 16 10.96 15.09 0.55 0.91 0
Ajus Ab07 20 12 6.78 11.68 0.65 0.85 0
Abl2 20 11 6.84 11.48 0.90 0.85 0
Ab20 20 12 9.52 11.69 0.80 0.90 0
Ab27 20 16 10.96 15.37 0.60 0.91 1
Ar54 Ab07 19 12 7.60 11.58 0.63 0.87 0
Ab12 19 13 7.85 11.58 0.84 0.87 0
Ab20 19 13 8.60 12.68 0.74 0.88 0
Ab27 17 14 10.32 14.38 0.59 0.90 1
AbM AbQ7 19 12 7.52 12.78 0.58 0.87 0
Abl2 19 12 5.64 11.73 0.89 0.82 1
Ab20 19 13 5.87 12.63 0.79 0.83 0
Ab27 19 13 7.08 12.68 0.63 0.86 2
Ar53 AbQ7 19 13 10.62 12.89 0.63 0.91 0
Ab12 19 13 8.30 12.73 0.58 0.88 0
Ab20 19 13 6.69 12.73 1.00 0.85 1
Ab27 19 14 9.03 13.73 0.53 0.89 0
Ar49 AbQ7 20 14 11.11 13.79 0.95 0.91 1
Ab12 20 13 5.84 11.68 0.80 0.83 0
Ab20 20 14 8.00 13.73 0.70 0.88 0
Ab27 20 14 9.52 13.73 0.80 0.90 0
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Apéndice 3 (continuacién). Estimados de diversidad genética por locus y por poblacidn de Abies del centro

de México.
Poblacion Locus N Na Nea Ra Ho He Ap
Ar45 Ab07 21 12 5.80 11.85 0.76 0.83 0
Ab12 21 12 5.73 11.33 0.86 0.83 0
Ab20 21 14 7.74 12.97 0.86 0.87 0
Ab27 21 20 14.23 18.33 0.76 0.93 0
Ar48 Ab07 22 18 14.24 17.28 0.64 0.93 1
Abl12 22 14 7.93 12.37 0.77 0.87 0
Ab20 22 18 11.00 16.67 0.95 0.91 0
Ab27 22 23 16.41 21.18 0.64 0.94 2

Apéndice 4. Del lado izquierdo de la vertical punteada: valores de probabilidad para la prueba exacta de H-W de
cada locus en cada poblacion de Abies del centro de México. La hipdtesis alternativa refiere a un rechazo del
equilibrio H-W. Del lado derecho de la vertical punteada: valores de probabilidad asociados al rechazo del
equilibrio H-W por un exceso de heterdcigos en las poblaciones. *: P <0.05, **: P<0.01. Los valores P fueron
ajustados para pruebas de hipétesis multiples con el método FDR.

Poblacion Ab07 Abl2 Ab20 Ab27 Ab07  Abl2  Ab20 Ab27
Af19 0.211 0.000** 0.040* 0.002** 1.00 0.16 1.00 1.00
Af18 0.070 0.037* 0.005** 0.002** 1.00 1.00 1.00 1.00
Af20 1.000 0.002** 0.058 0.875 1.00 1.00 1.00 1.00
Ar21 0.005** 0.003** 0.276 0.000** 1.00 1.00 1.00 1.00
Ar22 0.022* 0.005** 0.221 0.005** 1.00 1.00 1.00 1.00
Acol 0.189 0.137 0.164 0.001** 1.00 1.00 1.00 1.00
AfL7 0.150 0.017* 0.002** 0.000** 1.00 1.00 1.00 1.00
Af16 0.211 0.000** 0.250 0.000** 1.00 1.00 1.00 1.00
Afl4 0.037* 0.011* 0.058 0.024* 1.00 1.00 1.00 1.00
Ar55 0.061 0.024* 0.079 0.030* 1.00 1.00 1.00 1.00
Arls 0.037* 0.797 0.000** 0.058 1.00 1.00 1.00 1.00
Arl3 0.055 0.119 0.544 0.000** 1.00 1.00 1.00 1.00
Arl2 0.002** 0.211 0.000** 0.000** 1.00 1.00 1.00 1.00
Ajus 0.019* 0.079 0.377 0.000** 1.00 1.00 1.00 1.00
Ar54 0.028* 0.349 0.122 0.000** 1.00 1.00 1.00 1.00
AbM 0.002** 0.554 0.638 0.021* 1.00 1.00 1.00 1.00
Ar53 0.017* 0.000** 0.025* 0.000** 1.00 1.00 1.00 1.00
Ar49 0.189 0.485 0.022* 0.321 1.00 1.00 1.00 1.00
Ar45 0.100 0.514 0.252 0.000** 1.00 1.00 1.00 1.00
Ar48 0.000** 0.000** 0.377 0.000** 1.00 1.00 1.00 1.00
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Apéndice 5. Valores de Fis (Nei, 1987) para cada locus y para el total de los loci en 20
poblaciones de oyamel de la FVTM.

Fis
Poblacion Ab07 Abl2 Ab20 Ab27 Fis total
Af19 0.086 -0.360 0.123 0.370 0.042
Af18 0.204 0.042 0.396 0.333 0.246
Af20 -0.107 0.133 0.276 0.061 0.027
Ar21 0.419 -0.176 0.119 0.654 0.192
Ar22 0.155 0.261 0.020 0.216 0.163
Acol 0.202 -0.162 0.004 0.390 0.136
Af17 -0.440 0.031 0.253 0.828 0.182
Af16 0.048 0.068 0.140 0.720 0.231
Afl4 0.088 0.149 0.030 0.344 0.152
Ar55 0.194 -0.011 0.156 0.271 0.151
Arl5 0.269 -0.070 0.283 0.245 0.277
Arl3 0.163 0.040 0.090 0.455 0.243
Arl2 0.329 0.051 0.193 0.416 0.248
Ajus 0.262 -0.029 0.131 0.362 0.149
Ar54 0.298 0.062 0.192 0.375 0.270
AbM 0.356 -0.061 0.075 0.290 0.157
Ar53 0.327 0.365 -0.150 0.430 0.249
Ar49 -0.018 0.060 0.225 0.131 0.100
Ar45 0.104 -0.014 0.040 0.204 0.080
Ara8 0.336 0.139 -0.027 0.343 0.217

106



Apéndice 6. Bajo la diagonal: valores de Fsr (Weir y Cockerham, 1988) multilocus entre pares de poblaciones de Abies del centro de México. Encima de la
diagonal: valores de Fsr corregidos luego de excluir los alelos nulos. Se indican en negritas los valores significativos (P > 0.05), ajustados para pruebas de hip6tesis
multiples con el método FDR. Las poblaciones estan ordenadas de izquierda a derecha, segun su distribucidn geografica longitudinal a lo largo de la FVTM.

Af19 Af18 Af20

Ar21l  Ar22

Acol

Afl7 Afl6

Afl4  Ar55

Arl5 Arl3 Arl2

Ajus

Ar54

AbM Ar53 Ar49

Ard5 Ar48

Af19
Af18
Af20
Ar21l
Ar22
Acol
Af17
Af16
Afl4
Ar55
Arl5
Arl3
Arl2
Ajus
Arb4
AbM
Ar53
Ar49
Ard5
Ar48

0.000
0.084
0.185
0.160
0.073
0.077
0.140
0.096
0.072
0.063
0.077
0.097
0.076
0.071
0.066
0.079
0.069
0.092
0.100
0.072

0.081
0.000
0.206
0.150
0.067
0.083
0.162
0.086
0.049
0.047
0.077
0.069
0.070
0.069
0.069
0.078
0.079
0.083
0.073
0.058

0.220
0.233
0.000
0.265
0.200
0.214
0.231
0.164
0.172
0.163
0.194
0.215
0.194
0.184
0.168
0.199
0.185
0.193
0.201
0.183

0.130
0.130
0.276
0.000
0.116
0.126
0.223
0.139
0.126
0.116
0.132
0.142
0.137
0.142
0.137
0.160
0.083
0.141
0.145
0.123

0.068
0.060
0.232
0.097
0.000
0.013
0.110
0.051
0.032
0.030
0.021
0.035
0.021
0.031
0.031
0.048
0.037
0.020
0.038
0.017

0.072
0.075
0.248
0.098
0.009
0.000
0.162
0.055
0.040
0.034
0.045
0.037
0.037
0.048
0.040
0.061
0.046
0.037
0.057
0.036

0.127
0.155
0.233
0.193
0.119
0.157
0.000
0.154
0.134
0.139
0.133
0.164
0.154
0.129
0.131
0.165
0.139
0.152
0.174
0.132

0.079
0.073
0.178
0.097
0.042
0.045
0.133
0.000
0.033
0.054
0.051
0.050
0.050
0.047
0.049
0.069
0.053
0.049
0.050
0.045

0.069
0.042
0.216
0.101
0.027
0.034
0.125
0.026
0.000
0.032
0.029
0.033
0.029
0.028
0.024
0.047
0.031
0.036
0.030
0.016

0.062
0.037
0.198
0.093
0.025
0.032
0.139
0.043
0.025
0.000
0.034
0.044
0.036
0.030
0.033
0.045
0.030
0.030
0.047
0.022

0.077
0.065
0.239
0.106
0.023
0.045
0.143
0.051
0.026
0.028
0.000
0.021
0.010
0.022
0.028
0.039
0.029
0.024
0.033
0.012

0.076
0.053
0.230
0.110
0.025
0.032
0.155
0.045
0.021
0.028
0.015
0.000
0.010
0.030
0.022
0.034
0.041
0.021
0.033
0.022

0.074
0.062
0.243
0.119
0.020
0.038
0.165
0.042
0.025
0.031
0.010
0.003
0.000
0.011
0.019
0.041
0.027
0.020
0.020
0.011

0.071
0.061
0.233
0.119
0.029
0.045
0.138
0.039
0.025
0.029
0.022
0.024
0.003
0.000
0.009
0.035
0.023
0.023
0.020
0.014

0.063
0.057
0.226
0.113
0.025
0.033
0.134
0.042
0.017
0.022
0.024
0.010
0.016
0.004
0.000
0.030
0.040
0.026
0.017
0.020

0.080
0.072
0.239
0.139
0.044
0.060
0.165
0.064
0.044
0.040
0.038
0.025
0.036
0.031
0.021
0.000
0.053
0.035
0.023
0.034

0.066
0.069
0.238
0.061
0.033
0.042
0.147
0.043
0.025
0.026
0.032
0.031
0.021
0.021
0.035
0.050
0.000
0.038
0.038
0.020

0.085
0.070
0.226
0.113
0.017
0.035
0.159
0.048
0.028
0.023
0.025
0.018
0.015
0.020
0.017
0.027
0.035
0.000
0.033
0.019

0.100 0.074
0.069 0.051
0.248 0.221
0.130 0.102
0.039 0.013
0.057 0.031
0.177 0.135
0.049 0.043
0.033 0.015
0.041 0.019
0.036 0.014
0.025 0.011
0.017 0.007
0.016 0.013
0.018 0.015
0.017 0.036
0.037 0.021
0.028 0.018
0.000 0.020
0.019 0.000

107



Apéndice 6. Bajo la diagonal: valores de Rsr (Slatkin, 1995) multilocus entre pares de poblaciones de Abies del centro de México. Encima de la diagonal:
valores de Gsr (Nei, 1973) para las mismas poblaciones. Para Rst se indican en negritas los valores son significativos (P > 0.05), ajustados para pruebas de
hipotesis maltiples con el método FDR. Para Gsr se indican en negritas los valores no significativos los segun intervalos de confianza (95%) estimados con

10,000 bootstrap. Las poblaciones estan ordenadas de izquierda a derecha, de acuerdo a su distribucién geografica longitudinal a lo largo de la FVTM.

Af19

Af18

Af20

Ar2l

Ar22

Acol

Afl7  Afl6

Afl4  Ar55 Arl5 Arl3 Arl2  Ajus

Ar54  AbM

Ar53

Ard9 Ard5 Ar48

Af19
Af18
Af20
Ar21
Ar22
Acol
Af17
Af16
Afl4
Ar55
Arl5
Arl3
Arl2
Ajus
Arb4
AbM
Ar53
Ar49
Ar45
Ar48

0.000
0.438
0.190
0.112
0.022
0.135
0.175
0.294
0.185
0.057
0.168
0.179
0.218
0.251
0.218
0.273
0.147
0.212
0.231
0.117

0.044
0.000
0.578
0.562
0.263
0.624
0.541
0.657
0.386
0.274
0.493
0.572
0.590
0.552
0.582
0.537
0.545
0.559
0.517
0.336

0.102
0.116
0.000
0.208
-0.002
0.172
0.110
0.107
0.024
0.081
0.165
0.230
0.245
0.096
0.118
0.197
0.138
0.017
0.142
0.044

0.087
0.082
0.152
0.000
0.049
0.066
0.096
0.302
0.210
0.062
0.035
0.059
0.120
0.123
0.094
0.108
0.062
0.143
0.073
0.045

0.038
0.035
0.110
0.062
0.000
0.075
0.035
0.093
0.009
-0.008
0.055
0.083
0.108
0.058
0.058
0.086
0.060
0.016
0.063
0.017

0.040
0.043
0.120
0.068
0.007
0.000
0.125
0.160
0.221
0.152
0.134
0.110
0.132
0.153
0.105
0.203
0.057
0.148
0.163
0.098

0.076
0.089
0.130
0.126
0.058
0.089
0.000
0.233
0.133
0.094
0.011
0.017
0.022
0.019
-0.012
0.052
-0.006
0.025
0.045
0.072

0.050
0.045
0.089
0.075
0.026
0.028
0.084
0.000
0.124
0.223
0.290
0.320
0.314
0.188
0.205
0.304
0.208
0.143
0.256
0.119

0.037
0.025
0.094
0.068
0.016
0.021
0.072
0.017
0.000
0.062
0.172
0.238
0.255
0.107
0.150
0.170
0.181
0.053
0.137
0.042

0.033
0.024
0.089
0.062
0.016
0.018
0.075
0.028
0.016
0.000
0.070
0.132
0.179
0.110
0.122
0.106
0.123
0.081
0.076
0.013

0.040
0.040
0.108
0.071
0.011
0.023
0.072
0.026
0.014
0.017
0.000
0.004
0.038
0.035
0.018
0.006
0.022
0.072
0.007
0.052

0.051
0.036
0.121
0.077
0.018
0.019
0.090
0.026
0.017
0.023
0.011
0.000
-0.010
0.085
0.027
0.075
-0.011
0.127
0.076
0.109

0.040
0.036
0.108
0.074
0.011
0.019
0.085
0.026
0.015
0.019
0.005
0.005
0.000
0.095
0.032
0.103
-0.012
0.141
0.111
0.146

0.037
0.036
0.101
0.077
0.016
0.024
0.070
0.024
0.014
0.015
0.011
0.015
0.006
0.000
-0.003
0.006
0.052
0.003
0.001
0.036

0.034
0.036
0.092
0.074
0.016
0.020
0.071
0.025
0.012
0.017
0.014
0.011
0.010
0.004
0.000
0.033
-0.002
0.021
0.028
0.065

0.041
0.040
0.110
0.087
0.025
0.032
0.090
0.036
0.024
0.023
0.020
0.017
0.021
0.018
0.015
0.000
0.077
0.075
-0.018
0.038

0.036
0.041
0.101
0.043
0.019
0.024
0.075
0.027
0.016
0.015
0.015
0.021
0.014
0.012
0.020
0.027
0.000
0.067
0.073
0.097

0.048
0.044
0.106
0.076
0.010
0.019
0.083
0.025
0.018
0.016
0.012
0.011
0.010
0.012
0.013
0.018
0.019
0.000
0.045
0.030

0.053
0.038
0.113
0.079
0.019
0.029
0.097
0.026
0.015
0.024
0.017
0.017
0.010
0.010
0.009
0.012
0.019
0.017
0.000
0.016

0.038
0.030
0.101
0.066
0.009
0.018
0.072
0.023
0.008
0.011
0.006
0.011
0.006
0.007
0.010
0.017
0.010
0.010
0.009
0.000
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Apéndice 6. Bajo la diagonal: valores de Dgsr (Jost, 2008) multilocus entre pares de poblaciones de Abies del centro de México. Encima de la diagonal: valores
de G’st (Hedrick, 2005) para las mismas poblaciones. Se indican en los valores no significativos segun intervalos de confianza (95%) estimados con 10,000
bootstrap. Las poblaciones estan ordenadas de izquierda a derecha, de acuerdo a su distribucion geogréafica longitudinal a lo largo de la FVTM.
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Af18
Af20
Ar21
Ar22
Acol
Af17
Af16
Afl4
Ar55
Arl5
Arl3
Arl2
Ajus
Arb4
AbM
Ar53
Ar49
Ard5
Ar48

0.000
0.396
0.552
0.671
0.537
0.394
0.532
0.456
0.546
0.347
0.458
0.506
0.466
0.370
0.469
0.384
0.492
0.489
0.663
0.539

0.612
0.000
0.701
0.722
0.540
0.490
0.708
0.362
0.311
0.370
0.553
0.409
0.552
0.476
0.417
0.420
0.660
0.546
0.464
0.481

0.656
0.810
0.000
0.503
0.715
0.710
0.367
0.520
0.641
0.618
0.727
0.821
0.749
0.694
0.566
0.702
0.625
0.705
0.729
0.722

0.734
0.763
0.778
0.000
0.567
0.536
0.628
0.527
0.590
0.479
0.580
0.671
0.698
0.722
0.629
0.692
0.321
0.650
0.660
0.604

0.582
0.636
0.812
0.618
0.000
0.035
0.380
0.336
0.195
0.229
0.097
0.281
0.147
0.310
0.161
0.300
0.249
0.100
0.272
0.123

0.547
0.687
0.828
0.623
0.121
0.000
0.590
0.285
0.271
0.260
0.347
0.244
0.333
0.286
0.191
0.270
0.326
0.248
0.374
0.343

0.581
0.756
0.624
0.746
0.524
0.740
0.000
0.606
0.466
0.673
0.515
0.637
0.603
0.528
0.420
0.694
0.517
0.564
0.739
0.597

0.626
0.647
0.588
0.648
0.419
0.399
0.662
0.000
0.239
0.399
0.313
0.298
0.343
0.312
0.317
0.365
0.336
0.286
0.213
0.357

0.614
0.496
0.724
0.715
0.368
0.398
0.685
0.292
0.000
0.248
0.205
0.226
0.295
0.285
0.210
0.363
0.157
0.332
0.196
0.197

0.536
0.477
0.681
0.653
0.353
0.338
0.710
0.474
0.414
0.000
0.247
0.417
0.397
0.240
0.317
0.351
0.285
0.174
0.428
0.250

0.591
0.696
0.784
0.697
0.208
0.388
0.632
0.403
0.314
0.371
0.000
0.114
0.076
0.204
0.219
0.195
0.165
0.129
0.203
0.083

0.715
0.589
0.849
0.720
0.330
0.305
0.765
0.375
0.337
0.450
0.189
0.000
0.027
0.184
0.175
0.204
0.315
0.081
0.241
0.161

0.617
0.672
0.806
0.753
0.223
0.346
0.774
0.418
0.345
0.432
0.104
0.093
0.000
0.055
0.176
0.317
0.151
0.086
0.121
0.129

0.561
0.644
0.748
0.767
0.324
0.430
0.627
0.384
0.324
0.345
0.222
0.276
0.115
0.000
0.061
0.183
0.159
0.188
0.136
0.115

0.510
0.629
0.667
0.725
0.314
0.348
0.624
0.388
0.271
0.362
0.267
0.199
0.200
0.088
0.000
0.122
0.257
0.168
0.037
0.202

0.540
0.617
0.744
0.781
0.418
0.471
0.737
0.487
0.444
0.422
0.323
0.263
0.362
0.302
0.251
0.000
0.343
0.146
0.114
0.177

0.541
0.742
0.745
0.430
0.383
0.412
0.674
0.428
0.357
0.342
0.286
0.383
0.288
0.235
0.399
0.457
0.000
0.281
0.266
0.157

0.683
0.725
0.754
0.721
0.188
0.310
0.708
0.366
0.376
0.315
0.221
0.178
0.196
0.214
0.241
0.281
0.357
0.000
0.216
0.092

0.739
0.627
0.797
0.747
0.361
0.470
0.825
0.372
0.311
0.483
0.298
0.277
0.188
0.185
0.157
0.182
0.354
0.284
0.000
0.176

0.659
0.639
0.804
0.727
0.214
0.377
0.706
0.426
0.230
0.314
0.136
0.243
0.140
0.176
0.237
0.344
0.253
0.212
0.204
0.000
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Apéndice 7. a) Gréafico de la probabilidad media L(K) y varianza para cada valor K obtenido en el analisis de
STRUCTURE con SSRs nucleares para Abies del centro de México. b) Grafico de la prueba ad hoc de AK (Evanno
et al., 2005) para detectar el valor de K que mejor se ajusta a los genotipos observados en estas misas poblaciones.

Apéndice 8. Proporcidn de ancestria de cada poblacion para cada uno de los cuatro grupos genéticos
obtenidos con STRUCTURE para la variacién de SSRs nucleares en Abies del centro de México. En
negritas se resaltan los valores superiores a 0.5.

Poblacion 1 2 3 4
Af19 0.107 0.704 0.118 0.071
Af18 0.034 0.840 0.069 0.057
Af20 0.919 0.024 0.029 0.027
Ar21 0.043 0.040 0.875 0.042
Ar22 0.113 0.235 0.313 0.339
Acol 0.066 0.130 0.404 0.399
Af17 0.745 0.041 0.179 0.035
Af16 0.255 0.122 0.368 0.254
Af14 0.084 0.339 0.224 0.353
Ar55 0.123 0.393 0.315 0.169
Arl5 0.157 0.156 0.226 0.460
Arl3 0.056 0.202 0.142 0.600
Arl2 0.078 0.117 0.193 0.613
Ajus 0.143 0.145 0.199 0.513
Ar54 0.229 0.161 0.115 0.495
AbM 0.121 0.285 0.114 0.480
Ar53 0.094 0.110 0.518 0.278
Ar49 0.154 0.146 0.248 0.453
Ar45 0.060 0.139 0.204 0.597
Ar48 0.057 0.220 0.181 0.543
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Apéndice 9. a) Inferencia del nimero de grupos genéticos en Abies del centro de México con un analisis DAPC
utilizando el Criterio de Informacion Bayesiano (BIC) y b) proporcion de individuos por poblacién (dado por el
tamafio de los cuadros negros) que integran cada uno de los 10 grupos genéticos inferidos.
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Apéndice 10. Estadisticos de diversidad genética para cada gen y poblacion de Abies del centro de México. n, nimero de individuos analizados para ese gen; S,
nimero de sitios segregantes; Ssyn, nimero se sustituciones sindnimas; Snon, nimero de sustituciones no sinénimas; h, nimero de haplotipos; Hd, diversidad
haplotipica; Ow , diversidad nucleotidica (Watterson, 1975) por sitio; &x, diversidad nucleotidica (Tajima, 1987); Za, r? promedio entre todos los pares de sitios
polimdrficos adyacentes (Rozas et al., 2001); Rm, nimero minimo histérico de eventos de recombinacion (Hudson y Kaplan, 1985); Estadisticos de neutralidad:
D (Tajima, 1989), Fs (Fu, 1997), H (Fay y Hu, 2000) y Hnorm (Zeng et al., 2006).

Linaje Pobl Gen n S Ssyn Snon h Hd Or 6w ZZ Rm D Fs H Hnorm
A jaliscana  Af19 CesAl 7 18 9 9 5 0.802 0.029 0.017 0.706 1 2913 5534 0.352 0.105
COBRA-like 7 28 7 5 5 0.725 0.029 0.019 0.041 0 2229 7.355 0.176 0.035

Porina Mipl 7 1 0 0 2 0.264 0.000 0.000 na 0 -0.341 0.186 -1.319 -2.998

Lhcad 7 3 0 0 2 0.440 0.002 0.001 0.000 0 1.218 3.293 -1.319 -1.993

a-1, 6 xilosiltransferasa 7 1 1 0 2 0.363 0.000 0.000 na 0 0.324 0.643 0.264 0.600
Fructosa LOdIosfalo 71 1 0 2 0440 0001 0001 na 0 0842 0944 -0.659 -1499

Porina Mipla 7 14 1 3 8 0.901 0.009 0.006 -0.063 1 1.874 0.274 -0.352 -0.130

Heat shock 4 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMyblIX 7 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMybSTR 7 4 0 1 4 0.703 0.003 0.002 -0.049 O 0.793 0581 0.352 0.338

ArMybVI 7 1 0 1 2 0.495 0.001 0.001 na 0 1.212 1.139 0.220 0.500

Promedio 6.7 65 17 17 3.1 0467 0.007 0.004 0.127 0.222 1.229 2.217 -0.254 -0.560

Af18 CesAl 4 17 8 9 4 0.786 0.030 0.020 0.215 1 2.456 4.094 0.214 0.062
COBRA-like 4 25 7 5 4 0.750 0.029 0.021 0.047 1.807 5.213 -0.214 -0.044

Porina Mipl 4 1 0 0 2 0429 0.001 0.001 na 0 0.334 0536 -0.857 -1.826

Lhca4 5 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

a-1, 6 xilosiltransferasa 5 2 2 0 2 0.200 0.001 0.001 0.000 0 -1.587 0586 0.356 0.516
Fructoss dléfaggfos‘cato 5 1 1 0 2 0533 0002 0000 na 0 1303 1029 -0.267 -0.583

Porina Mipla 5 15 2 1 7 0911 0.009 0.007 -0.121 7 1.417 0.028 1.867 0.620

Heat shock 4 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMyblX 3 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMybSTR 4 3 0 0 3 0.607 0.002 0.002 -0.318 0 -0.812 0.071 -1.000 -1.092

ArMybVI 5 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

Promedio 44 58 18 14 25 0.383 0.007 0.005 -0.035 1.143 0.702 1.651 0.014 -0.335
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Linaje Pobl Gen n S Ssyn Snon h Hd or Ow Y4 Rm D Fs H Hnorm
A. flinckii Af20 CesAl 7 16 7 9 2 0538 0.026 0.015 0.000 0 2.923 12.781 0.000 0.000
COBRA-like 7 22 6 4 2 0538 0.025 0.015 0.000 0 2.999 15.354 0.000 0.000

Porina Mipl 7 2 0 0 2 0.538 0.002 0.001 0.000 0 1.933 2.749 0.000 0.000

Lhcad 7 1 0 0 2 0.143 0.000 0.000 na 0 -1.155 -0.595 0.132 0.300

a-1, 6 xilosiltransferasa 7 2 2 0 2 0527 0.001 0.001 0.000 0 1.838 2.697 -0.044 -0.066

Fructosa LOQHosRt0 7 9 0 0 1 0000 0.000 0000 na na na na na na

Porina Mipla 7 11 2 1 5 0.769 0.008 0.005 0.025 2 2.620 3.237 0.747 0.336

Heat shock 7 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMybIX 4 1 0 0 2 0571 0.002 0.001 na 0 1.444 0.966 0.000 0.000

ArMybSTR 7 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMybVI 7 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

Promedio 67 50 15 13 19 0.329 0.006 0.003 0.005 0.286 1.800 5.313 0.119 0.081

Af17 CesAl 6 17 7 10 3 0.621 0.028 0.017 -0.007 O 2516 8.622 0.152 0.046
COBRA-like 6 22 6 4 3 0.667 0.026 0.016 -0.002 O 2.824 10.466 -0.485 -0.118

Porina Mipl 5 4 0 1 5 0.667 0.001 0.002 -0.067 0 -1.245 -2.377 0.622 0.697

Lhca4 3 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

a-1, 6 xilosiltransferasa 5 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

Fructoss dléfagéfos‘cato 7 0 0 0 1 0000 0000 0000 na na na na  na  na

Porina Mipla 4 13 4 0 5 0.857 0.009 0.007 0.010 0 1.465 1.356 0.643 0.235

Heat shock 2 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMyblX 5 2 1 0 2 0.533 0.003 0.002 0.000 0 1.641 2338 -0.089 -0.129

ArMybSTR 7 2 0 0 3 0.385 0.001 0.001 0.000 0 -0.532 -0.465 0.396 0.598

ArMybVI 7 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

Promedio 52 55 16 14 24 0339 0.006 0.004 -0.011 0.000 1.112 3.323 0.206 0.221

an?r?tslén Ar2l CesAl 7 11 4 7 2 0.538 0.018 0.010 0.000 0 2.808 10.124 0.000 0.000
COBRA-like 6 26 7 2 0.167 0.009 0.018 0.000 0 -2.218 7.622 -25.152 -5.288

Porina Mipl 6 3 0 1 3 0.439 0.002 0.001 0.067 0 0.422 0923 -0.576 -0.854
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Linaje Pobl Gen n S Ssyn Snon h Hd or Ow Y4 Rm D Fs H Hnorm
Lhcas 7 6 1 0 4 0659 0004 0002 0017 1 2453 2528 -0.088 -0.072

a-1, 6 xilosiltransferasa 6 1 1 0 2 0.303 0.000 0.000 na 0 -0.195 0.297 0.242 0.541
Fr“"‘“;} dl(faga'lf“fato 5 0 0 0 1 0000 0000 0.000 na na na na na  na

Heat shock 5 1 1 0 2 035 0001 0001 na 0 0015 0417 -1.067 -2.331

ArMybIX 5 2 1 0 2 0200 0001 0.002 0000 0 -1401 0586 -1422 -2.063

ArMybSTR 6 1 0 0 2 0167 0000 0001 na 0 -1141 -0476 0152 0.338

ArMybVI 7 2 0 2 3 0615 0002 0.002 0000 0 0700 0375 0044 0.066

Promedio 60 53 15 15 23 0344 0004 0004 0014 0111 0160 2488 -3.096 -1.074

Admixia  Ar22 CesAl 7 13 5 8 5 0703 0019 0012 0132 0 2074 3526 039 0.155
COBRA-like 7 25 7 5 5 0505 0013 0.017 0018 0 -0.875 3.555 -19.780 -4.409

Porina Mipl 6 5 1 1 3 0439 0002 0.001 0009 O 0422 0923 0727 0686

Lhcas 6 7 1 1 4 0455 0002 0.003 0051 O -1.023 0559 -1.727 -1.219

o-1, 6 xilosiltransferasa 7 1 1 0 2 0143 0.000 0000 na 0 -1155 -0595 0132 0.300
Fr“‘:tof} dlc')fa‘sj;fOSfato 7 0 0 0 1 0000 0000 0000 na na na na na  na

Porina Mipla 4 18 1 2 7 0964 0010 0.009 -0.044 3 0309 -1.060 3286 0.910

Heat shock 6 2 2 0 3 0530 0001 0002 0000 0 -0.382 -0.362 0424 0.629

ArMybIX 6 5 1 0 3 0318 0002 0004 0149 0 -1.831 0325 -2.879 -2.321

ArMybSTR 7 2 0 0 3 038 0001 0.001 0000 O -0.959 -0.855 -1495 -2.258

ArMybVI 6 2 1 1 3 038 0002 0002 0000 0 -0.011 -0.072 0484 0731

Promedio 63 7.3 18 16 3.5 0439 0005 0005 0035 0.300 -0.343 0594 -2.043 -0.680

Ar55 CesAl 7 20 6 14 5 0758 0023 0019 0062 0 0809 4337 1319 0.358
COBRA-like 6 24 6 5 4 0712 0027 0017 -0008 0 2589 8017 0424 0.09

Porina Mipl 7 2 0 1 3 0275 0000 0.001 0000 O -1.481 -1475 -1.582 -2.391

Lhcas 5 6 0 0 3 0511 0002 0.003 -0.065 0 -0279 1.955 -0.089 -0.070

a-1, 6 xilosiltransferasa 7 4 4 0 4 0.714 0.002 0.002 -0.165 0 0.361 0.322 0.791 0.761
Fr““"‘j’} dlc;?aga'lfos‘cato 7 0 0 0 1 0000 0000 0000 na na na na na  na

Porina Mipla 6 15 1 2 7 0879 0008 0007 0013 0.814 0411 1273 0433
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Linaje Pobl Gen n S Ssyn Snon h Hd or Ow Y4 Rm D Fs H Hnorm
Heat shock 6 1 1 0 2 0.167 0.000 0.001 na 0 -1.330 -0.476 0.152 0.338

ArMyblIX 6 1 0 0 2 0.167 0.000 0.001 na 0 -1.141 -0.476 0.152 0.338

ArMybSTR 7 1 0 0 3 0.385 0.001 0.001 0.000 0 -0959 -0.855 0.352 0.531

ArMybVI 7 1 0 1 2 0.143 0.000 0.001 na 0 -1.155 -0.595 0.132 0.300

Promedio 65 68 16 21 33 0428 0.006 0.005 -0.023 0.000 -0.177 1.117 0.292 0.070

Afl4 CesAl 3 17 7 10 3 0.733 0.031 0.023 0.044 0 2.073 4.809 0.267 0.076
COBRA-like 4 22 6 4 2 0571 0.027 0.018 0.000 0 2.520 11.077 0.000 0.000

Porina Mipl 4 3 0 0 4 0.786 0.002 0.002 -0.095 O 0.204 -0.844 0.500 0.707

Lhcas 4 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

a-1, 6 xilosiltransferasa 4 1 1 0 2 0.250 0.000 0.001 na 0 -1.055 -0.182 -1500 -3.195
Fructosa LOdIosfalo 4 o0 0 0 1 0000 0.000 0000 na na na ma na na

Porina Mipla 4 10 2 0 3 0.679 0.008 0.005 0.036 0 2.338 4.442 0.214 0.097

Heat shock 3 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMyblX 2 1 0 0 2 0.667 0.002 0.001 na 0 1.633 0.540 0.000 0.000

ArMybSTR 2 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMybVI 2 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

Promedio 33 49 15 13 19 0.335 0.006 0.005 -0.004 0.000 1.285 3.307 -0.087 -0.386

Af16 CesAl 7T 171 7 10 3 0.604 0.027 0.016 0.051 0 2.633 9.545 0.132 0.041
COBRA-like 7 22 6 4 2 0.538 0.025 0.015 0.000 0 2.999 15.354 0.000 0.000

Porina Mipl 7 4 0 1 5 0.758 0.002 0.002 -0.116 1 0.908 -0.466 0.440 0.513

Lhca4 6 1 0 0 2 0.143 0.000 0.000 na 0 -1.155 -0.595 0.132 0.300

a-1, 6 xilosiltransferasa 7 2 2 0 2 0.495 0.001 0.001 0.000 0 1.554 2538 -0.176 -0.266
Fructoss dléfage'lfos‘cato 7 0 0 0 1 0000 00000000 na na na na  na  na

Porina Mipla 7 15 2 1 6 0.846 0.009 0.006 0.027 1 1.575 2394 1538 0.536

Heat shock 5 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMyblX 7 3 1 0 3 0.615 0.002 0.002 0.156 0 0.077 0.783 -0.835 -0.975

ArMybSTR 7 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMybVI 7 1 0 0 2 0.143 0.000 0.001 na 0 -1.155 -0.595 na na
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Linaje Pobl Gen n S Ssyn Snon h Hd or Ow Y4 Rm D Fs H Hnorm
Promedio 6.7 59 16 15 25 0.377 0.006 0.004 0.020 0.250 0.929 3.620 0.176 0.021

A. religiosa Arl5 CesAl 7 18 6 12 9 0.879 0.022 0.017 0.051 1 1.102 -0.367 1.099 0.327
COBRA-like 7 24 6 5 5 0.703 0.025 0.016 0.041 0 2.418 6.648 -1.670 -0.386

Porina Mipl 5 2 0 0 3 0.600 0.001 0.001 0.000 0 -0.184 -0.272 0.444 0.645

Lhcad 7 6 2 0 4 0.495 0.003 0.002 0.183 0 0.529 1.400 0.220 0.181

a-1, 6 xilosiltransferasa 7 4 4 0 5 0.593 0.001 0.002 -0.073 0 -1.164 -2.170 0.703 0.677
Fructose LOdIosfalo 71 1 0 2 0143 0000 0001 na 0 -1155 -0595 0132 0300

Porina Mipla 5 15 2 2 7 0911 0.009 0.007 0.075 1 1.108 -0.093 1.600 0.531

Heat shock 7 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMyblIX 6 5 1 0 3 0.318 0.002 0.004 -0.099 0 -1.831 0.325 -2.879 -2.321

ArMybSTR 7 2 0 0 3 0.275 0.001 0.001 o0.000 0 -1.481 -1.475 0.264 0.399

ArMybVI 7 1 0 1 2 0.303 0.001 0.001 na 0 -0.195 0.816 0.242 0.541

Promedio 65 7.1 20 1.8 4.0 0.475 0.006 0.005 0.022 0.200 -0.085 0.422 0.015 0.089

Arl3 CesAl 7 24 7 14 10 0.945 0.024 0.023 -0.051 3 0.248 -1.029 2.286 0.528
COBRA-like 7 26 7 5 8 0.868 0.027 0.017 0.047 1 2.403 2.344 0.044 0.009

Porina Mipl 6 2 0 1 3 0.545 0.001 0.001 0.000 0 -0.248 -0.269 -0.970 -1.438

Lhcad 6 9 2 0 7 0.924 0.004 0.004 0.109 0 0.708 -0.945 0.394 0.224

a-1, 6 xilosiltransferasa 7 4 3 1 4 0.396 0.001 0.002 -0.166 0 -1.798 -1.640 0.527 0.508
Fructoss dléfagéfos‘cato 7 0 0 0 1 0000 0000 0000 na na na na  na  na

Porina Mipla 6 14 2 2 8 0.924 0.009 0.006 0.034 5 1.729 -0.355 2.374 0.707

Heat shock 6 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMyblIX 6 1 0 0 2 0.409 0.001 0.001 na 0 0.541 0.735 0.273 0.609

ArMybSTR 7 4 0 0 5 0.505 0.001 0.002 0.000 0 -1.798 -3.143 0.527 0.508

ArMybVI 7 2 0 1 3 0.275 0.001 0.002 0.000 0 -1.481 -1.475 0.132 0.300

Promedio 65 78 19 22 47 0526 0.006 0.005 -0.003 1.000 0.034 -0.642 0.621 0.217

Arl2 CesAl 7 19 8 12 11 0.967 0.023 0.018 0.007 1 1.128 -2.286 1.363 0.387
COBRA-like 7 25 7 5 4 0.648 0.025 0.017 0.104 0 1.962 8.698 -5.451 -1.215

Porina Mipl 6 1 0 0 2 0.167 0.000 0.000 na 0 -1.141 -0.476 0.152 0.338
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Linaje Pobl Gen n S Ssyn Snon h Hd or Ow Y4 Rm D Fs H Hnorm
Lhcad 7 9 2 0 6 0.802 0.004 0.003 0041 0 0320 0.153 0.923 0.535

a-1, 6 xilosiltransferasa 7 5 5 0 5 0593 0.001 0.002 -0.099 0 -1.623 -2.100 0.747 0.615
Fructose LOAIOsTalo 79 0 0 1 0000 0.000 0000 na na na M na na

Porina Mipla 7 18 2 2 11 0.967 0.010 0.008 0.064 5 1.174 -2.437 2.374 0.707

Heat shock 7 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMyblX 6 5 1 0 3 0591 0.003 0.004 0.143 0 -1.123 0.979 -2.788 -2.247

ArMybSTR 7 1 0 0 2 0.143 0.000 0.001 na 0 -1.155 -0.595 0.132 0.300

ArMybVI 7 1 0 1 2 0.264 0.001 0.001 na 0 -0.341 0.186 0.220 0.500

Promedio 68 7.6 23 1.8 4.4 0.467 0.006 0.005 0.043 0.667 -0.089 0.236 -0.259 -0.009

Ajus CesAl 7 23 9 14 8 0.912 0.024 0.022 0.011 0 0.506 0.922 1890 0.454
COBRA-like 7 26 7 5 6 0.791 0.027 0.017 0.121 0 2.391 5.174 0.000 0.000

Porina Mipl 7 3 0 1 3 0.275 0.001 0.001 0.166 0 -1.671 -0.761 -1.451 -1.694

Lhcad 6 7 1 0 5 0.803 0.003 0.003 0.035 0 1.075 0.730 0.636 0.449

a-1, 6 xilosiltransferasa 7 1 1 0 2 0.143 0.000 0.000 na 0 -1.155 -0.595 0.132 0.300
Fructoss dlc')fa‘sj;fOSfato 7 0 0 0 1 0000 0000 0000 na na na na  na  na

Porina Mipla 5 15 2 2 9 0.978 0.009 0.007 0.010 6 1.455 -2562 1.956 0.649

Heat shock 7 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMybIX 7 3 0 0 4 0495 0.001 0.002 0.002 0 -1.278 -1.727 0.484 0.565

ArMybSTR 7 2 0 0 3 0.385 0.001 0.001 0000 O -0.959 -0.855 0.352 0.531

ArMybVI 7 1 0 1 2 0.264 0001 0.001 na 0 -0.341 0.186 0.220 0.500

Promedio 67 74 18 21 4.0 0.459 0.006 0.005 0.049 0.667 0.002 0.057 0.469 0.195

Ar54 CesAl 7 27 11 16 11 0.956 0.029 0.026 0.039 5 0.494 -1583 3.253 0.677
COBRA-like 5 24 7 4 5 0.756 0.028 0.018 0.023 0 2.479 4571 -0.622 -0.137

Porina Mipl 7 4 0 1 4 0571 0.002 0.002 0.202 0 -0.301 -0.128 0.132 0.127

Lhcad 7 4 2 0 5 0.736 0.002 0.001 0.004 0 0.649 -0.621 0.703 0.677

a-1, 6 xilosiltransferasa 7 1 1 0 2 0.143 0.000 0.000 na 0 -1.155 -0.595 0.132 0.300
Fructosa Ledifosfato 5y 4 o 5 0264 0001 0001 na O -0341 0186 0220 0500

aldolasa
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Linaje Pobl Gen n S Ssyn Snon h Hd or Ow Y4 Rm D Fs H Hnorm
Porina Mipla 7 20 1 2 10 0.956 0.011 0.008 0.035 4 1.247 -0.966 3.253 0.884

Heat shock 5 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMyblIX 7 6 1 0 4 0.396 0.002 0.005 0.000 0 -1.959 -0.756 -2.901 -2.091

ArMybSTR 5 1 0 0 2 0.356 0.001 0.001 na 0 0.015 0417 0.267 0.583

ArMybVI 7 1 0 1 2 0538 0.001 0.001 na 0 1.508 1.287 0.000 0.000

Promedio 65 81 22 22 44 0516 0.007 0.006 0.051 0.900 0.263 0.181 0.444 0.152

Ar53 CesAl 7 19 8 11 9 0.934 0.025 0.018 -0.033 2 1.588 0.718 1.275 0.362
COBRA-like 7 29 7 7 5 0593 0.023 0.019 -0.037 0 0.729 6.068 -8.044 -1.568

Porina Mipl 5 2 0 1 3 0378 0.001 0.001 0.000 0 -0.691 -0.594 -0.889 -1.289

Lhcad 6 7 1 0 5 0.742 0.003 0.003 0.177 0 0.844 0.612 0,545 0.385

a-1, 6 xilosiltransferasa 7 4 4 0 5 0593 0.001 0.002 0.001 0 -1.481 -2.604 0.615 0.592
FrUCtOS;} dlc')fagéfos‘cato 7 2 2 0 3 0538 0002 0002 0000 O -0.201 -0.207 0.396 0.598

Porina Mipla 6 23 2 3 8 0.894 0.011 0.010 -0.012 5 0312 0.216 3576 0.839

Heat shock 7 3 2 1 4 0495 0.001 0.002 -0.001 O -1.278 -1.727 0.484 0.565

ArMyblIX 5 6 1 0 4 0.644 0.003 0.005 -0.002 0 -1.493 -0.242 -2.400 -1.655

ArMybSTR 7 3 0 0 4 0582 0.001 0.002 -0.005 O -0.886 -1.290 0.571 0.667

ArMybVI 7 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

Promedio 65 89 25 21 4.6 0581 0.006 0.006 0.009 0.700 -0.256 0.095 -0.387 -0.050

Ar49 CesAl 7 22 10 12 7 0.824 0.023 0.021 0.040 2 0418 1754 1670 0.417
COBRA-like 6 28 7 7 7 0.833 0.027 0.020 0.014 O 1.671 2590 -1.848 -0.364

Porina Mipl 7 5 1 1 6 0.769 0.002 0.002 -0.092 0 -0.268 -1.850 0.440 0.362

Lhcad 5 5 0 0 2 0.533 0.003 0.002 0.000 O 2.040 4591 -0.622 -0.574

a-1, 6 xilosiltransferasa 6 2 1 1 2 0.167 0.000 0.001 0.000 0 -1451 0432 0.303 0.449
Fructoss dléfage'lfos‘cato 7 1 1 0 2 0143 0000 0001 na 0 -L155 -0595 0132 0.300

Porina Mipla 7 21 1 4 12 0.967 0.011 0.009 0.054 8 0.902 -3.443 3.121 0.812

Heat shock 4 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMybIX 6 8 2 0 5 0.833 0.006 0.007 0.168 0 -0.385 0.211 -2.485 -1.410

ArMybSTR 7 1 0 0 2 0.264 0.000 0.001 na 0 -0.341 0.186 0.220 0.500
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Linaje Pobl Gen n S Ssyn Snon h Hd or Ow Y4 Rm D Fs H Hnorm
ArMybVI 7 2 1 1 3 0.626 0.002 0.002 0.000 0 0.416 0.206 0.527 0.797

Promedio 6.3 86 22 24 45 0542 0.007 0.006 0.023 1.000 0.185 0.408 0.146 0.129

Ar45 CesAl 7 22 10 12 6 0.780 0.023 0.021 0.093 0 0.337 2873 1714 0.428
COBRA-like 7 3 7 6 6 0.736 0.026 0.020 0.058 0 1.297 4.987 -3.560 -0.673

Porina Mipl 6 2 0 1 3 0.439 0.001 0.001 0.000 0 -0.382 -0.362 -0.667 -0.988

Lhcad 6 7 1 0 5 0.788 0.003 0.003 0.177 0 0.844 0.612 0.545 0.385

a-1, 6 xilosiltransferasa 7 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na
Fructose LOdIosfalo 71 1 0 2 0143 0000 0001 na 0 -1155 -0595 0132 0300

Porina Mipla 6 21 2 2 8 0.956 0.010 0.010 -0.022 0 -0.067 -0.910 2933 0.698

Heat shock 3 2 0 2 2 0.333 0.002 0.002 0.000 0 -1.132 0952 0533 0.734

ArMyblIX 7 3 1 0 3 0.604 0.003 0.002 0.157 0 0.826 1.252 0.088 0.103

ArMybSTR 6 7 1 0 3 0.318 0.002 0.004 -0.047 0 -1.944 1.007 1.061 0.667

ArMybVI 6 4 2 2 4 0.561 0.002 0.003 0.000 0 -1.385 -1.088 0.697 0.657

Promedio 62 90 23 23 39 0514 0.007 0.006 0.046 0.000 -0.276 0.873 0.348 0.231

Ar48 CesAl 7 17 7 10 6 0.835 0.022 0.016 0.022 0 1.480 2.768 1.143 0.357
COBRA-like 7 26 7 6 8 0.868 0.026 0.017 0.002 0 2.197 2238 -2.681 -0.577

Porina Mipl 7 5 0 1 5 0,505 0.001 0.002 -0.127 0 -1.236 -1.606 -0.264 -0.254

Lhcad 7 6 1 0 5 0.670 0.002 0.002 0.161 0 0.195 0.061 -0.747 -0.615

a-1, 6 xilosiltransferasa 7 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na
Fructoss dléfagéfos‘cato 7 0 0 0 1 0000 0000 0000 na na na na  na  na

Porina Mipla 6 19 1 2 9 0.939 0.009 0.008 0.075 0 0.556 -1.198 2.909 0.808

Heat shock 6 0 0 0 1 0.000 0.000 0.000 na na na na na na

ArMyblIX 6 2 1 0 2 0.167 0.001 0.016 0.000 0 -1.451 0.432 -1515 -2.246

ArMybSTR 7 2 0 0 3 0.275 0.001 0.001 0.000 0 -1.481 -1.475 -1582 -2.391

ArMybVI 7 4 1 3 4 0.692 0.003 0.003 -0.156 0 -0.704 -0.445 0.747 0.719

Promedio 67 74 16 20 4.1 0450 0.006 0.006 -0.003 0.000 -0.056 0.097 -0.249 -0.525
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Apéndice 11. Valores de Fsr (Weir y Cockerham, 1988) entre pares de poblaciones de Abies del centro de México. Bajo la diagonal, los estimados para el gen
CesAl. Por encima de la diagonal, los estimados para el gen ArMybSTR. En negritas, los valores con una P < 0.05. Las poblaciones estan ordenadas de
izquierda a derecha, segun su distribucién geogréafica longitudinal a lo largo de la FVTM.

Afl9  Af18 Af20 Ar2l

Ar22 Afl7 Afl6  Afl4 Ar55 Arl5 Arl3  Arl2  Ajus

Ar54  Ar53 Ard9  Ard5 Ar48

Af19
Af18
Af20
Ar21l
Ar22
Af17
Af16
Afl4
Ar55
Arl5
Arl3
Arl2
Ajus
Ar54
Ar53
Ar49
Ard5
Ar48

0.000
-0.086
-0.039

0.205

0.191
-0.045
-0.038
-0.092

0.161

0.194

0.137

0.185

0.150

0.090

0.207

0.138

0.138

0.178

0.170
0.000
-0.090
0.188
0.171
-0.097
-0.090
-0.148
0.133
0.172
0.106
0.160
0.119
0.052
0.182
0.108
0.109
0.154

0.454
0.160
0.000
0.192
0.177
-0.083
-0.076
-0.131
0.145
0.182
0.119
0.172
0.133
0.069
0.197
0.120
0.120
0.164

0.410
0.102
0.013
0.000
-0.074
0.189
0.191
0.170
-0.056
-0.065
-0.059
-0.057
-0.055
-0.036
-0.002
-0.064
-0.066
-0.061

0.370
0.069
0.051
0.031
0.000
0.173
0.175
0.149
-0.057
-0.066
-0.061
-0.058
-0.055
-0.040
-0.003
-0.065
-0.067
-0.059

0.397
0.110
0.115
0.081
0.088
0.000
-0.082
-0.138
0.140
0.177
0.114
0.166
0.127
0.062
0.191
0.114
0.115
0.159

0.454
0.160
0.000
0.013
0.051
0.115
0.000
-0.134
0.143
0.179
0.118
0.169
0.132
0.068
0.195
0.119
0.119
0.163

0.283
-0.045
0.000
-0.128
-0.091
-0.038
0.000
0.000
0.106
0.146
0.077
0.132
0.093
0.018
0.158
0.081
0.082
0.131

0.335
0.042
0.051
0.031
0.051
0.088
0.051
-0.091
0.000
-0.052
-0.066
-0.046
-0.049
-0.043
0.004
-0.058
-0.058
-0.049

0.413
0.095
0.000
-0.003
0.031
0.077
0.000
-0.132
0.031
0.000
-0.059
-0.058
-0.050
-0.035
-0.006
-0.055
-0.056
-0.054

0.378
0.062
0.000
-0.039
0.022
0.058
0.000
-0.132
0.002
0.000
0.000
-0.056
-0.054
-0.054
-0.009
-0.066
-0.064
-0.056

0.432
0.122
0.000
0.001
0.038
0.092
0.000
-0.132
0.038
0.000
-0.029
0.000
-0.058
-0.045
-0.021
-0.057
-0.055
-0.064

0.401
0.094
0.051
0.031
0.051
0.088
0.051
-0.091
0.051
0.031
-0.020
0.038
0.000
-0.062
-0.009
-0.060
-0.066
-0.060

0.379
0.098
0.159
0.087
0.078
0.107
0.159
-0.026
0.078
0.069
0.038
0.100
0.078
0.000
-0.001
-0.059
-0.062
-0.050

0.375
0.079
0.062
0.041
0.058
0.085
0.062
-0.083
0.058
0.024
-0.031
0.004
-0.015
0.068
0.000
-0.008
-0.005
-0.015

0.420
0.116
0.077
0.045
0.062
0.103
0.077
-0.070
0.062
0.038
-0.023
0.051
-0.060
0.103
-0.017
0.000
-0.071
-0.064

0.319
0.028
0.013
0.000
0.020
0.044
0.013
-0.128
0.020
0.008
-0.010
0.010
-0.011
-0.023
0.001
-0.011
0.000
-0.062

0.380
0.066
0.000
-0.003
0.002
0.077
0.000
-0.132
0.031
0.000
0.000
0.000
0.031
0.069
0.044
0.038
0.008
0.000
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Apéndice 11. Valores de Fsr (Weir y Cockerham, 1988) entre pares de poblaciones de Abies del centro de México. Bajo la diagonal, los estimados para el gen
Porina Mip 1. Por encima de la diagonal, los estimados para el gen ArMyblIX. En negritas, los valores con una P < 0.05. Las poblaciones estan ordenadas de
izquierda a derecha, segun su distribucién geografica longitudinal a lo largo de la FVTM.

Af19  Af18 Af20 Ar2l Ar22 Afl7  Afl6  Afl4 Ar55  Arl5  Arl3  Arl2  Ajus  Ar54  Ar53  Ard9 Ard5  Ar48
Af19 0.000 0.000 0.535 0.035 0.013 0.393 0.154 0.648 0.108 0.013 0.204 0.157 0.038 0.000 0.071 0.121 0.355 0.013
Af18 |-0.067 0.000 0.377 -0.059 -0.069 0.250 0.053 0.442 0.008 -0.069 0.089 0.048 -0.044 -0.075 -0.031 0.018 0.238 -0.069
Af20 0.639 0.535 0.000 0.466 0.493 0.464 0.522 0.307 0.150 0.494 0.498 0.488 0.525 0.521 0.454 0.475 0.523 0.501
Ar2l 0.737 0.656 0.427 0.000 -0.006 0.127 0.029 0.288 0.068 -0.006 0.101 0.094 0.018 -0.033 0.025 0.034 0.144 -0.099
Ar22 0.517 0.386 0.217 0.247 0.000 0.223 0.088 0.160 0.084 -0.071 0.006 -0.021 -0.017 -0.076 -0.074 -0.010 0.234 0.000
Af17 0.517 0.356 0.150 0.474 0.063 0.000 0.112 0.293 0.091 0.223 0.311 0.243 0.273 0.184 0.193 0.065 -0.087 0.174
Af16 0.508 0.393 -0.043 0.377 0.193 0.111 0.000 -0.070 0.105 0.042 0.154 0.146 0.071 0.069 0.050 0.078 0.138 0.051
Afl4 0.297 0.124 0.172 0479 0.153 -0.030 0.083 0.000 -0.040 0.079 0.336 0.170 0.170 0.153 0.027 0.068 0.289 0.327
Ar55 0.852 0.806 0.659 0.713 0.265 0.557 0.587 0.627 0.000 0.084 0.088 0.088 0.100 0.101 0.063 0.088 0.131 0.088
Arl5 0.808 0.740 0.626 0.667 0.276 0.523 0.557 0.573 0.063 0.000 0.068 0.034 0.001 -0.060 -0.056 0.015 0.241 0.000
Arl3 0.772 0.696 0573 0.638 0.176 0.421 0.506 0.503 -0.037 -0.004 0.000 -0.040 -0.034 0.011 -0.030 0.039 0.286 0.109
Arl2 0.887 0.852 0.688 0.734 0.307 0.614 0.609 0.670 -0.058 0.051 0.006 0.000 0.012 -0.003 -0.073 -0.029 0.241 0.109
Ajus 0.821 0.765 0.624 0.690 0.243 0.511 0.555 0.584 -0.061 0.049 -0.033 -0.046 0.000 -0.014 -0.031 0.059 0.268 0.021
Ar54 0.621 0.514 0.378 0.538 0.069 0.180 0.337 0.285 0.114 0.176 0.054 0.164 0.072 0.000 -0.056 -0.006 0.201 -0.025
Ar53 0.779 0.698 0.555 0.627 0.138 0.391 0.481 0.478 -0.006 0.127 -0.026 0.070 -0.009 0.015 0.000 -0.045 0.205 0.038
Ar49 0.382 0.262 0.410 0.506 0.106 0.165 0.343 0.173 0.197 0.226 0.129 0.236 0.185 0.079 0.094 0.000 0.080 0.056
Ar45 0.735 0.648 0542 0.623 0.126 0.351 0.469 0.437 0.027 0.155 -0.013 0.109 0.021 0.007 -0.061 0.038 0.000 0.185
Ar48 0.633 0.529 0.459 0.542 0.077 0.258 0.404 0.346 0.037 0.128 -0.002 0.089 0.034 0.004 -0.042 0.035 -0.060 0.000
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Apéndice 11. Valores de Fst (Weir y Cockerham, 1988) entre pares de poblaciones de Abies del centro de México. Bajo la diagonal, los estimados para el gen
Lhca4. Por encima de la diagonal, los estimados para el gen ArMybVI. En negritas, los valores con una P < 0.05. Las poblaciones estan ordenadas de izquierda a
derecha, segun su distribucién geogréafica longitudinal a lo largo de la FVTM.

Af19 Afl8 Af20 Ar2l  Ar22 Afl7  Afl6  Afl4  Ar55 Arl5 Arl3  Arl2 Ajus  Arb4 Ar53 Ar4d9  Ar45  Ar48
Af19 0 0260 0.308 0.400 0.091 0.308 0.256 0.136 0.256 0.233 0.220 0.242 0.242 0.397 0.308 0.224 0.166 0.201
Af18 | 0.186 0.000 0.000 0.396 0.046 0.000 -0.026 0.000 -0.026 0.070 -0.026 0.043 0.043 0.412 0.000 0.114 0.018 0.096
Af20 | 0.213 -0.026 0.000 0.446 0.080 0.000 0.000 0.000 0.000 0.109 0.000 0.077 0.077 0.462 0.000 0.154 0.052 0.135
Ar21 | 0.305 0.478 0.516 0.000 0.087 0.446 0.406 0.275 0.337 0.198 0.306 0.240 0.240 -0.034 0.446 0.156 0.131 0.072
Ar22 |-0.017 0.046 0.075 0.260 0.000 0.080 0.079 -0.068 0.077 0.060 0.076 0.075 0.075 0.088 0.080 0.077 0.054 0.072
Afl7 | 0.121 0.000 -0.075 0.412 -0.013 0.000 0.000 0.000 0.000 0.109 0.000 0.077 0.077 0.462 0.000 0.154 0.052 0.135
Afl6 | 0.213 -0.026 0.000 0.516 0.075 -0.075 0.000 -0.132 0.000 0.069 0.000 0.051 0.051 0.404 0.000 0.132 0.041 0.120
Afl4 | 0.158 0.000 -0.045 0.449 0.021 0.000 -0.045 0.000 -0.132 -0.053 -0.132 -0.070 -0.070 0.291 0.000 -0.005 -0.098 -0.021
Ar55 | 0459 0.717 0.740 0.158 0.449 0.657 0.740 0.691 0.000 -0.037 -0.050 -0.049 -0.049 0.319 0.000 0.075 -0.010 0.060
Arl5 | 0.356 0.605 0.633 0.156 0.359 0.546 0.633 0.578 -0.037 0.000 -0.030 -0.082 -0.082 0.153 0.109 0.013 -0.048 -0.011
Arl3 | 0.057 0.196 0.236 0.149 0.033 0.125 0.236 0.165 0.221 0.146 0.000 -0.036 -0.036 0.279 0.000 0.065 -0.011 0.054
Arl2 | 0.177 0.400 0.438 0.079 0.175 0.332 0.438 0.369 0.013 -0.021 0.030 0.000 -0.077 0.198 0.077 0.031 -0.037 0.010
Ajus 0.123 0.360 0.401 0.099 0.120 0.285 0.401 0.326 0.082 0.011 -0.010 -0.067 0.000 0.198 0.077 0.031 -0.037 0.010
Ar54 1 0.268 0.250 0.279 0471 0.192 0.183 0.279 0.220 0.608 0546 0.174 0.380 0.341 0.000 0.462 0.115 0.109 0.028
Ar53 | 0.120 0.367 0.407 0.119 0.123 0.292 0.407 0.334 0.074 0.005 -0.020 -0.052 -0.071 0.337 0.000 0.154 0.052 0.135
Ar49 | 0.176 0.394 0.435 0.212 0.158 0.310 0.435 0.357 0.199 0.196 0.058 0.064 0.067 0.233 0.032 0.000 -0.035 0.023
Ard5 | 0.120 0.367 0.407 0.119 0.123 0.292 0.407 0.334 0.085 0.005 -0.015 -0.048 -0.071 0.354 -0.085 0.064 0.000 -0.005
Ar48 |-0.046 0.139 0.171 0.247 -0.030 0.077 0.171 0.112 0.363 0.273 0.006 0.115 0.064 0.236 0.050 0.116 0.050 0.000
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Apéndice 11. Valores de Fsr (Weir y Cockerham, 1988) entre pares de poblaciones de Abies del centro de México. Bajo la diagonal, los estimados para el gen
COBRA-like protein. Por encima de la diagonal, los estimados para el gen Heat shock protein. En negritas, los valores con una P < 0.05. Las poblaciones estan
ordenadas de izquierda a derecha, segun su distribucion geogréafica longitudinal a lo largo de la FVTM.

Af19  Afl8 Af20 Ar2l Ar22 Afl7  Afl6  Afl4  Ar55 Arl5 Arl3 Arl2 Ajus  Arb54  Arb3  Ard9 Ar45  Ar48
Af19 | 0.000 0.000 0.000 0.755 0.085 0.000 0.000 0.000 -0.037 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.013 0.000 0.051 0.000
Af18 | -0.106 0.000 0.000 0.755 0.085 0.000 0.000 0.000 -0.037 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.013 0.000 0.051 0.000
Af20 | -0.058 -0.098 0.000 0.812 0.157 0.000 0.000 0.000 0.013 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.038 0.000 0.153 0.000
Ar21 | 0.259 0.278 0.276 0.000 0.528 0.690 0.778 0.727 0.713 0.812 0.796 0.812 0.812 0.778 0.573 0.755 0.576 0.796
Ar22 | 0.184 0.184 0.196 -0.058 0.000 -0.013 0.113 0.048 0.010 0.157 0.136 0.157 0.157 0.113 0.036 0.085 0.076 0.136
Afl7 | -0.062 -0.103 -0.081 0.291 0.207 0.000 0.000 0.000 -0.128 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.101 0.000 -0.081 0.000
Af16 | -0.058 -0.098 -0.077 0.276 0.196 -0.081 0.000 0.000 -0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.009 0.000 0.091 0.000
Afl4 1 -0.090 -0.132 -0.109 0.289 0.193 -0.113 -0.109 0.000 -0.069 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.044 0.000 0.000 0.000
Ar55 | -0.059 -0.099 -0.077 0.275 0.195 -0.082 -0.077 -0.109 0.000 0.013 0.000 0.013 0.013 -0.016 -0.009 -0.037 0.064 0.000
Arl5 | -0.048 -0.087 -0.064 0.189 0.113 -0.065 -0.064 -0.095 -0.068 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.038 0.000 0.153 0.000
Arl3 | -0.061 -0.100 -0.068 0.262 0.184 -0.072 -0.068 -0.100 -0.075 -0.059 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 0.124 0.000
Arl2 | -0.024 -0.059 -0.024 0.114 0.044 -0.024 -0.024 -0.054 -0.032 -0.058 -0.032 0.000 0.000 0.000 0.038 0.000 0.153 0.000
Ajus | -0.060 -0.099 -0.067 0.263 0.186 -0.071 -0.067 -0.099 -0.077 -0.059 -0.072 -0.035 0.000 0.000 0.038 0.000 0.153 0.000
Ar54 1 -0.078 -0.117 -0.080 0.275 0.188 -0.085 -0.080 -0.113 -0.081 -0.069 -0.089 -0.044 -0.083 0.000 0.009 0.000 0.091 0.000
Ar53 | 0.027 -0.004 0.021 0.039 -0.011 0.024 0.021 -0.006 0.016 -0.031 0.020 -0.058 0.020 0.011 0.000 -0.013 0.028 0.025
Ar49 | -0.054 -0.092 -0.064 0.173 0.096 -0.066 -0.064 -0.096 -0.069 -0.080 -0.066 -0.069 -0.063 -0.079 -0.042 0.000 0.051 0.000
Ar45 | -0.032 -0.068 -0.033 0.129 0.061 -0.033 -0.033 -0.064 -0.038 -0.061 -0.040 -0.069 -0.039 -0.053 -0.049 -0.071 0.000 0.124
Ar48 | -0.054 -0.091 -0.054 0.191 0.113 -0.058 -0.054 -0.085 -0.058 -0.067 -0.062 -0.060 -0.060 -0.076 -0.022 -0.077 -0.064 0.000
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Apéndice 11. Valores de Fsr (Weir y Cockerham, 1988) entre pares de poblaciones de Abies del centro de México. Bajo la diagonal, los estimados para el gen
a-1,6 xilosiltransferasa. Por encima de la diagonal, los estimados para el gen Fructosa 1,6 difosfato aldolasa. En negritas, los valores con una P < 0.05. Las
poblaciones estan ordenadas de izquierda a derecha, segtn su distribucidn geogréafica longitudinal a lo largo de la FVTM.

Af19 Afl18 Af20 Ar2l Ar22 Afl7 Afl6  Afl4  Ar55 Arl5  Arl3  Arl2 Ajus Ar54  Ar53  Ard9  Ard5  Ar48
Af19 | 0.000 -0.062 0.692 0.653 0.692 0.692 0.692 0.628 0.692 0.629 0.692 0.692 0.692 0.590 0.523 0.629 0.629 0.692
Af18 | 0.081 0.000 0.610 0.556 0.610 0.610 0.610 0.521 0.610 0.528 0.610 0.610 0.610 0.482 0.415 0.528 0.528 0.610
Af20 | 0.416 0.324 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.077 0.185 0.000 0.000 0.000
Ar21 | 0.125 0.044 0.405 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.026 0.000 0.000 0.000 0.043 0.143 -0.026 -0.026 0.000
Ar22 | 0.115 0.015 0.441 -0.037 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.077 0.185 0.000 0.000 0.000
Afl7 | 0.827 0.800 0.490 0.859 0.922 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.077 0.185 0.000 0.000 0.000
Afl6 | 0.443 0.330 0.018 0.434 0.472 0.260 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.077 0.185 0.000 0.000 0.000
Afl4 | 0.707 0.632 0.368 0.730 0.807 0.029 0.131 0.000 0.000 -0.045 0.000 0.000 0.000 0.020 0.116 -0.045 -0.045 0.000
Ar55 | 0.231 0179 0.365 0.176 0.215 0.595 0.382 0.488 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.077 0.185 0.000 0.000 0.000
Arl5 | 0.085 0.024 0.346 -0.024 0.003 0.678 0.369 0.551 0.051 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.049 0.154 -0.077 0.000 0.000
Arl3 | 0.066 -0.005 0.368 0.029 0.000 0.746 0.393 0.618 0.116 -0.028 0.000 0.000 0.000 0.077 0.185 0.000 0.000 0.000
Arl2 | 0.068 0.007 0.338 -0.002 0.002 0.669 0.362 0.542 0.097 -0.049 -0.044 0.000 0.000 0.077 0.185 0.000 0.000 0.000
Ajus 0.115 0.015 0.441 0.069 0.000 0.922 0.472 0.807 0.231 0.044 0.000 0.002 0.000 0.077 0.185 0.000 0.000 0.000
Ar54 | 0.115 0.015 0.441 0.069 0.000 0.922 0.472 0.807 0.231 0.024 -0.029 -0.020 0.000 0.000 0.154 -0.049 0.051 0.077
Ar53 | 0.025 0.011 0.356 0.044 0.026 0.710 0.381 0.582 0.154 0.016 0.001 -0.011 -0.023 0.026 0.000 0.154 0.133 0.185
Ar49 |-0.008 0.002 0.393 0.045 0.005 0.845 0421 0.713 0.198 0.031 -0.003 0.013 0.005 0.005 -0.006 0.000 0.000 0.000
Ar4d5 | 0.154 0.035 0.473 0.109 0.000 1.000 0.505 0.896 0.249 0.051 0.000 0.026 0.000 0.000 0.031 0.013 0.000 0.000
Ar48 | 0.154 0.035 0.473 0.109 0.000 1.000 0.505 0.896 0.249 0.051 0.000 0.026 0.000 0.000 0.031 0.013 0.000 0.000
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Apéndice 11. Valores de Fsr (Weir y Cockerham, 1988) entre pares de poblaciones de Abies del centro de México para el gen Porina Mip 1a. En negritas, los
valores con una P < 0.05. Las poblaciones estan ordenadas de izquierda a derecha, segin su distribucion geogréfica longitudinal a lo largo de la FVTM.

Af19 Afl8  Af20 Ar22  Afl7  Afl6  Afl4  Ar55 Arl5 Arl3  Arl2 Ajus  Ar54  Ar53  Ard9  Ar45  Ar48

Af19 0.000

Af18 -0.001  0.000

Af20 0.041 -0.058 0.000

Ar22 0.069 0.008 0.052  0.000

Af17 0.150 -0.085 0.023 0.059 0.000

Af16 0.125 -0.005 0.037 0.041 -0.037 0.000

Afl4 0.140 -0.049 0.017 0.052 -0.130 -0.045 0.000

Ar55 0.143 0.053 0.099 -0.013 0.044 0.064 0.040 0.000

Arl5 0.114 0.009 0.070 -0.031 0.008 0.039 0.002 -0.073 0.000

Arl3 0.059 -0.018 0.034 -0.032 0.032 0.042 0.025 -0.057 -0.064 0.000

Arl2 0.071 0.056 0.096 -0.013 0.154 0.118 0.148 0.026 0.024 -0.018 0.000

Ajus 0.068 0.004 0.057 -0.042 0.062 0.070 0.056 -0.064 -0.072 -0.085 -0.048 0.000

Ar54 0.113 0.026 0.077 -0.025 0.038 0.035 0.032 -0.044 -0.045 -0.039 -0.001 -0.055 0.000

Ar53 0.059 -0.007 0.046 -0.068 0.046 0.040 0.038 -0.029 -0.041 -0.058 -0.040 -0.064 -0.041 0.000

Ar49 0.132 0.035 0.085 -0.032 0.030 0.021 0.023 -0.034 -0.045 -0.022 0.025 -0.031 -0.060 -0.039 0.000

Ar45 0.111 0.024 0.075 -0.047 0.026 0.033 0.018 -0.076 -0.066 -0.057 0.005 -0.061 -0.060 -0.050 -0.059 0.000
Ar48 0.128 0.017 0.070 -0.041 0.000 0.001 -0.006 -0.056 -0.068 -0.044 0.018 -0.045 -0.056 -0.049 -0.067 -0.066 0.000
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Apéndice 12. Escenarios de divergencia entre poblaciones de Abies del centro de México 1-4: “Modelos
demogréficos inestables (hipétesis de migracion altitudinal de las sky-islands durante el Pleistoceno)”.
Se simularon cuatro eventos consecutivos con los siguientes pardmetros: 1) Un periodo de tamafio
poblacional estable de duracion tpast = 0.5, con un tamafio poblacional inicial (npast = 0.5, npast escenarios
= 1.5) y final bajos (nrec=0.5, npast escenarioa = 1.5); 2) un cuello de botella de duracion tpast= 0.261 (que
comprende el periodo desde la formacion de los principales estratovolcanes en la FVTM hasta el inicio
del periodo glacial MIS XII) con cuatro intensidades diferentes (npastescenarior= 0.025, npastescenarioz=
0.05, Npastescenarios= 0.15, Npastescenarios= 0.5; nrecescenarior= 0.025, NreCescenarioz= 0.05, NreCescenarios= 0.15,
NreCescenarioa= 0.5); 3) una expansion poblacional stbita de duracién tpast= 0.231 (que comprende desde
periodo glacial MIS XII hasta el final del UMG), donde el Ne de la poblacion se increment6 seis (0 poco
mas de tres) veces su tamafio inicial (npast= 3, npast escenarios= 5; Nrec=3, NPastescenarios = 5); y 4) un cuello
de botella de duracién tpast= 0.009 (que representa el Holoceno), donde el N, de la poblacién se redujo
a un tercio (o0 un quinto) en relacion al periodo de expansion poblacional. Los tiempos estan en 4N
generaciones.

npast=0.5 Pasado
—p A
tpast=0.5
nrec=0.5
— o — v
- F 9
npast
tpast=0.261
o o | Nrec w
- - = - F 3
N npast=3 v
tpast= 0.231
, hrec=3 .
. L w
npast=1 | ¢—————p »
tpast= 0.009
nrec=1 | ¢—> v
Presente
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Apéndice 12. Escenarios 5-7: “Modelos demogréficos inestables (hip6tesis de migracion altitudinal de
las sky-islands durante el Pleistoceno)”. Se simularon cuatro eventos consecutivos con los siguientes
parametros: 1) Un periodo de tamafio poblacional estable de duracion tpast = 0.5, donde el tamafio
poblacional inicial (npast = 0.5) y final son bajos (nrec=0.5); 2) un cuello de botella de duracion tpast=
0.489 (que comprende el periodo desde la formacion de los principales estratovolcanes en la FVTM
hasta el inicio del UMG) de tres distintas intensidades (npastesenarios= 0.025, npastescenarios= 0.05,
npastescenarios= 0.15; NreCescenarioa= 0.025, NreCescenarios= 0.05, NreCescenarios= 0.15); 3) una expansion
poblacional subita de duracién tpast= 0.003 (que representa el UMG), donde el tamafio de la poblacién
incrementd seis veces su tamafio inicial (npast= 3; nrec=3); y 4) un cuello de botella de duracién tpast=
0.009 (que representa el Holoceno), donde el N. de la poblacién se redujo a un tercio en relacion al

periodo de expansion poblacional.

npast=3

npast=0.5

npast

nrec

| nrec=3

npast=1

nrec=1

Pasado
V'

tpast=0.5

tpast= 0.489

y
ttpastz 0.003

dhh dh 4

t tpast= 0.009

Presente
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Apéndice 12. Escenarios 8 y 9: “Cuello de botella seguidos de expansion poblacional”. Se simularon
tres eventos consecutivos con los siguientes parametros: 1) Un periodo de tamafio poblacional estable
de duracion tpast = 0.5, donde el tamafio poblacional inicial (npast = 0.5) y final son bajos (nrec=0.5);
2) un cuello de botella de duracion tpast escenarior= 0.261 (que abarca desde la formacion de los principales
estratovolcanes en la FVTM hasta el inicio del periodo glacial MIS XII) ¢ tpast escenarios= 0.489 (que
comprende desde la formacion de los principales estratovolcanes en la FVTM hasta el inicio del UMG)
que redujo la poblacion a un 10% de su tamafio poblacional (npast= 0.05, nrec= 0.05); 3) una expansion
poblacional exponencial de duracion tpast escenarior= 0.239 (periodo glacial MIS XII - presente) ¢ tpast
escenarios= 0.011 (UMG - presente) donde el tamafio de la poblacién se incrementd al doble de su tamafio
inicial (npast= 3; nrec=3). Los tiempos estan en 4N generaciones.

npast=0.5
)

nrec=0.5
a B —
7| npast=0.05

nrec=0.05
4P |npast=0.05

S
v

nrec=1

b

Pasado
npast=0.5
tpast=0.5
nrec=0.5
< :_npast=0.05
tpast=0.261
—> nrec=0.05
tpast=0.239 ) b Qastzo.os
—F
nrec=1
Presente

Pasado

tpast=0.5

4
<

tpast=0.489

tpast=0.011

Presente
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Apéndice 12. Escenarios 11y 12: “Expansion poblacional exponencial (o colonizacion)”. Se simularon
dos eventos consecutivos con los siguientes parametros: 1) Un periodo de tamafio poblacional estable
(npastescenario1o= 0.5, Npastescenario1s= 0.2; NreCescenarioio= 0.5, NreCescenarions= 0.2), de duracion tpast = 0.5;
2) una expansién poblacional exponencial de duracién tpast= 0.5 (que abarca desde el inicio de la
formacion de los principales estratovolcanes en la FVTM hasta el presente) donde la poblacion crece al
doble (Escenario 10) 6 cinco veces (Escenario 11) su tamafio inicial. Los tiempos estan en 4N
generaciones.

npast Pasado
—> A
tpast=0.5
nrec
—p 4
+— A
npast
tpast=0.5
< > v
nrec=1 Presente
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Apéndice 12. Escenarios 13-15: “Cuello de botella constante (o fragmentacion)”. Se simularon dos
eventos consecutivos con los siguientes parametros: 1) Un periodo de tamafio poblacional estable
(npaStEscenariolsz 2, NpPastescenario14= 3, Npastescenario15= 7; NreCescenario13= 2, N€Cescenario14= 3, NIE€CEscenario15= 7)
de duracion tpast = 0.5; 2) un cuello de botella de duracion tpast= 0.5 (que abarca desde el inicio de la
formacion de los principales estratovolcanes en la FVTM hasta el presente) donde la poblacion
disminuye a un 50 (Escenario 13), un 33 (Escenario 14) o0 a un 14% (Escenario 15) de su N inicial. Los
tiempos estan en 4N generaciones.

npast
< > 4 Pasado
tpast=0.5
nrec
> v
P |npast=1 A
tpast=0.5
) nrec=1 v
Presente
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Apéndice 13. Valores de probabilidad promedio de que los valores simulados para cada uno de los escenarios descritos en el Apéndice 12 sean menores o iguales
a los estadisticos de neutralidad promedio observados (Precision +- 1e). Los valores en negrita sefialan a aquellos modelos que se ajustaron mejor a los cuatro
estadisticos de neutralidad observados. Cuando mas de un modelo explicd adecuadamente los datos, se calcul6 un valor de likelihood (L) para discriminar cual de

ellos era el mejor.

Demografia inestable (MIS

Cuello de botella y

Linaje X1i) Demografia inestable (MIS 11) expansion Estable Expansion Cuello de botella
1 2 3 4 5 6 7 | 8 9 | 10 | 11 12 | 13 14 15
A. jaliscana D 1,000 1.000 1.000 1.000; 0.999 ~ 1000 0999 : 1.000  0.979 | 0999 : 0999 1000 | 0995 0980 0.878
Fs 1.000 1.000 1.000 1.000; 1.000 ~ 1.000  1.000 ! 1.000 0996 ! 1000 : 1.000  1.000 ; 0994 0959 0.520
H 0.000 0.000 0.005 0.212; 0.012 0028 0112 ! 0.042 0091 : 0316 ; 0254 0143 | 0577 0738 0.945
Hnorm  0.000 0.000 0.000 0.010; 0.026 ~ 0.037 0051 | 0019 0105 ; 0038 | 0035 0025 | 0119 022 0505
L : ! : : |
A. flinckii D 1.000 1.000 1.000 1.000; 0.999 ~ 0999 0999 :@ 1000 098 ! 0999 : 1000 1000 ; 099 0982 0.922
Fs 1.000 1.000 1.000 1.000; 1.000  1.000  1.000 ! 1.000 1000 | 1.000 ; 1.000  1.000 ; 1.000  0.99% 0.928
H 0.000 0.000 0.014 0.303; 0.479 0419 0430 : 0280 0557 | 0452 | 0433 0355 | 0664 0780 0.925
Hnorm 0002 0.005 0.027 0.341; 0.160 ~ 0245 0360 | 0231 0301 | 049 | 0458 0355 | 0717 0829 0.952
L ! ! : : :
Abies Manantlan D 1.000 1.000 0.999 0.985; 0.941 ~ 0.909  0.827 ! 0929 0677 | 0709 ! 0766  0.858 ! 0589 0505 0.341
Fs 1.000 1.000 1.000 1.000; 1.000 0999 0999 ! 1.000 0994 ! 1000 : 1000 1000 ; 0995 0978 0.778
H 0.000 0.000 0.000 0.006; 0.000 ~ 0000  0.000 | 0000 0000 ; 0002 | 0001 0000 ! 0027 0068 0.263
Hnorm  0.000 0.000 0.000 0.000; 0.022 ~ 0.025 0020 | 0006 0059 | 0005 ; 0006 0007 | 0019 0035 0.5
L : ! : : |
Admixia D 1.000 1.000 1.000 0.999; 0999 0992 0932 | 0989 0630 | 0455 ; 0655 0903 ; 0199 0102 0.027
Fs 1.000 1.000 1.000 1.000; 1.000 0999 ~ 098 ! 1000 0773 ! 098 : 0987 0997 ; 0936 0901 0.868
H 0.000 0.000 0.002 0.190; 0.003 0011 0059 : 0015 0043 ! 0278 ; 0208 0101 | 0613 0790 0.960
Hnorm 0.000 0.000 0.000 0.049; 0.044 0064 0112 ; 0038 019 : 0150 | 0120 0080 : 0393 0590 0.855
L | -794.135 -797.741
A. religiosa D 1.000 1.000 0.997 0.667: 0.907 0740 0233 ! 0522 0036 ! 0000 ; 0005 008l ; 0000 0000 -
Fs 0.826 0.800 0.683 0.689; 0.000 0000  0.000 | 0000 0000 | 0.000 | 0000 0000 ! 0002 0004 -
H 0.000 0.000 0.002 0.226; 0.016 0042 0132 ! 0038 0135 ! 0355 ; 0289 0150 ; 0716 0878 -
Hnorm  0.000 0.000 0.000 0.076; 0.053 ~ 0.082  0.148 | 0050 0234 | 0216 | 0178 0100 | 0549 0759 -
L ! ! ! ! !
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Apéndice 14. Resultados de la prueba MLHKA (Wright y Charlesworth, 2004) para once genes nucleares en cada uno de los cuatro linajes observados para los
Abies del centro de México. InLN, verosimilitud de un escenario neutral; InLN, verosimilitud de un escenario selectivo para cada gen; L ratio, Likelihood ratio test;

P, probabilidad de una .

Fruct. 1,6

COBRA-  Porina a-1,6 dif. Porina Heat ArMyb ArMyb ArMyb

Linaje Escenarios CesAl like Mipl Lhcad xilosiltr aldolasa ~ Mipla  shock IX STR VI
A. jaliscana InLN -49.543 -49.543  -49.543 -49.543 -49.543 -49.543 -49.543 na na -49.543 -49.543
InLS -47.491 -47.289 -44.145 -47.853 -49.550 -49.527 -47.844 na na -48.533 -48.838
L ratio 4.104 4.508 10.795 3379 -0.015 0.032 3.397 na na 2.020 1.410
P 0.043 0.034 0.001 0.066  1.000 0.858 0.065 na na 0.155 0.235

A. flinckii InLN -45.742 -45.742  -45.742  -45.742 -45.742 na -45.742 na  -45.742  -45.742 na

InLS -43.228 -44.086  -43.563 -42.665 -45.612 na -43.747 na  -45.753  -43.713 na

L ratio 5.026 3.310 4.358 6.154  0.259 na 3.989 na -0.023 4.058 na

P 0.025 0.069 0.037 0.013  0.611 na 0.046 na 1.000 0.044 na
Manantlan InLN -45.001 -45.001 -45.001 -45.001 -45.001 na na -45.001 -45.001  -45.001 -45.001
InLS -42.749 -40.463  -43.700 -45.007 -44.936 na na -44.240 -45.007  -43.047 -44.950
L ratio 4.504 9.076 2.603 -0.011  0.131 na na 1.523 -0.011 3.909 0.103
P 0.034 0.003 0.107 1.000 0.717 na na 0.217  1.000 0.048 0.748
A. religiosa InLN -60.584 -60.584 -60.584 -60.584 -60.584 -60.584 -60.584 -60.584 -60.584  -60.584 -60.584
InLS -58.298 -60.271  -58.718 -59.721 -60.551 -59.427 -59.593 -59.574 -60.612  -60.054 -60.595
L ratio 4.573 0.626 3.732 1.726  0.067 2.314 1.983 2.021 -0.055 1.061 -0.021
P 0.032 0.429 0.053 0.189  0.795 0.128 0.159 0.155 1.000 0.303 1.000
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Apéndice 15. Fechamientos de los principales eventos geoldgicos y climaticos en la FVTM y su transformacion
a nimero de generaciones de Abies (1 generacién = 60 afios; Farjon, 1999). Esta informacion se utilizé para
generar las distribuciones previas (priors) de los tiempos de divergencia en el analisis ABC y las simulaciones
realizadas en el programa micoalsim.

Periodo Evento Afos Generaciones
Plioceno temprano Inicio actividad tectonica (Ferrari et al., 2012) 5300000 88333.3
Plioceno tardio Ambientes calidos y himedos (salzmann et al., 2011) 3600000 60000.0
Pleistoceno Ultima fase FVTM (Ferrari et al., 2012) 2580000 43000.0
temprano

Surgimiento estratovolcanes (Ferrari et al., 2012) 1000000 16666.7

Intensificacion de la ciclicidad climatica (glaciar-

Pleistoceno medio . .
interglaciar)

781000 13016.7

Pleistoceno tardio  Fin actividad tecténica (Ferrari et al., 2012) 126000 2100.0
UMG inicio (Caballero et al., 2010) 75000 1250.0
UMG fin (Caballero et al., 2010) 15000 250.0

Holoceno 11000 183.3

Referencias:

Caballero, M., Lozano-Garcia, S., Vazquez-Selem, L. y Ortega, B. (2010). Evidencias de cambio climatico y
ambiental en registros glaciales y en cuencas lacustres del centro de México durante el Gltimo maximo glacial.
Boletin de la Sociedad Geoldgica Mexicana, 62(3), 359-377.

Ferrari, L., Orozco-Esquivel, T., Manea, V. y Manea, M. (2012). The dynamic history of the Trans-Mexican
Volcanic Belt and the Mexico subduction zone. Tectonophysics, 522, 122-149.

Salzmann, U., Williams, M., Haywood, A. M., Johnson, A. L., Kender, S. y Zalasiewicz, J. (2011). Climate and
environment of a Pliocene warm world. Palaeogeography, Palaeoclimatology, Palaeoecology, 309(1), 1
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Apéndice 16. Probabilidad posterior (en paréntesis, intervalos de confianza al 95%) de cada escenario demografico
estimado la totalidad de los datos genéticos nucleares y para cada subset poblacional de Abies del centro de México
con el software DIYABC v. 2.1.0. Se calculd la probabilidad posterior de cada escenario considerando el 1% de los
sets de datos méas cercanos a los datos genéticos empiricos.

Escenario Probabilidad posterior
Subset W Subset X Subset Y Subset Z
General Adm (Af14, Af16) Adm (Af14, Af16) Adm (Ar22, Ars5) Adm (Ar22, Ars5)
Arel (Ar45, Arag) Arel (Ar12, Ajus) Arel (Ar12, Ajus) Arel (Ar45, Arag)
1 0.0009
(0.0000,0.0472)
2 0.0023
(0.0000,0.0486)
3 0.1856 0.0048 0.0009 0.7687 0.9619
(0.1459,0.2253) (0.0028,0.0068) (0.0003,0.0014) (0.7490,0.7884) (0.9561,0.9678)
4 0.0438 0.0024 0.0004 0.0107 0.0136
(0.0000,0.0959) (0.0006,0.0042) (0.0000,0.0009) (0.0055,0.0158) (0.0103,0.0169)
5 0.0048
(0.0000,0.0509)
6 0.0029
(0.0000,0.0491)
7 0.0044
(0.0000,0.0505)
8 0.7554 0.0029 0.0029 0.0151 0.0056
(0.7421,0.7687) (0.0009,0.0049) (0.0017,0.0041) (0.0094,0.0209) (0.0038,0.0073)
3a 0.8896 0.9489 0.2035 0.018
(0.8728,0.9063) (0.9381,0.9598) (0.1844,0.2226) (0.0145,0.0215)
3b 0.1003 0.0469 0.002 0.0009
(0.0840,0.1167) (0.0363,0.0575) (0.0000,0.0068) (0.0007,0.0012)

Adm, grupo genético admictico, segun analisis STRUCTURE; Arel, Abies religiosa (en paréntesis las poblaciones
gue componen a cada grupo geneético para cada subset poblacional).

Apéndice 17. Andlisis de confianza en la seleccion del mejor escenario y revisién del
modelo demogréafico para la divergencia de linajes de Abies del centro de México. P
< 0.05 6 P > 0.95 expresan la proporcién de estadisticos de resumen observados que
no se ajustaron a su distribucién simulada a partir de parametros demograficos
muestreados de las distribuciones posteriores del mejor escenario.

Simulacion  Escenario  Errortipo | Errortipoll P <0.056 P >0.95
General 8 0.119 0.029 0.05
Subset W 3a 0.264 0.057 0.075
Subset X 3a 0.234 0.059 0.075
Subset Y 3 0.227 0.047 0.15
Subset Z 3 0.242 0.047 0.06
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Apéndice 18. Estimaciones de maxima verosimilitud (HiPt) e intervalos de confianza del 95% de la
distribucion posterior méas alta (HPD95 Lo y Hi) para los pardmetros demogréficos analizados en el software
IMa2 (Hey, 2010). Estos describen la divergencia de los linajes de Abies del centro de México bajo un
escenario de aislamiento con migracion.

HiPt  HPD95Lo HPD95Hi HiPt HPD95Lo HPD95Hi

Tamafio poblacional

0 0 0 Ne (10%) Ne (10%) Ne (10%)
A. jaliscana 0.17 0.05 0.41 3.09 0.93 7.40
A. flinckii 0.16 0.06 0.40 2.95 1.08 7.11
Abies Manantlan ~ 0.32 0.13 0.72 5.82 2.37 12.90
A. religiosa 1.05 0.56 2.21 18.90 10.10 39.70
A. jal-A. flin 3.55 0.93 8.00 63.70 16.70 144.00
A. Man-A. rel 0.24 0.00 6.13 4.38 0.00 110.00
Ancestro 0.37 0.02 1.04 6.68 0.36 18.80
Tiempo de divergencia
t t t T (Ma) T (Ma) T (Ma)
0 0.068 0.017 0.203 0.291 0.071 0.873
1 0.116 0.038 0.359 0.498 0.162 1.546
2 0.305 0.152 0.587 1.313 0.653 2.529

6y t son el tamafio poblacional efectivo y el tiempo de divergencia ajustados a la tasa de mutacion. Ney T
son el tamafio efectivo poblacional y el tiempo de divergencia en nimero de individuos (x 10%) y millones de
afios (Ma) respectivamente. Se utilizé la media geométrica de la tasa de mutacién de cada gen para realizar
los ajustes.
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