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RESUMEN

El impacto de las fluctuaciones climaticas del Cuaternario en la
distribucion geografica de las especies ha recibido poca atencion en las regiones
tropicales y subtropicales; no obstante, han sido consideradas los factores
determinantes en la arquitectura genética del género Pinus. El objetivo del trabajo
fue evaluar la divergencia morfolégica, distribucion geogréfica y filogeografia de P.
patula. Un total de 54 individuos fueron usados para evaluar 18 variables
morfologicas y estas variables fueron analizadas con estadistica multivariante. Se
usaron las 19 variables climéticas para conocer los cambios de distribucion en
escenarios climéaticos del pasado. Se analizé la divergencia y los cambios
demograficos a través de modelos ABC usando 103 SNPs nucleares en 62
individuos de 15 poblaciones. Los individuos fueron agrupados en siete pozas
genéticas. Los resultados de los analisis indicaron que la distribucion genética actual
de P. patula fue el resultado de una expansion del area geogréfica del pasado y una
estructura genética en las poblaciones a nivel local.

Los andlisis multivariados de caracteres morfolégicos encontraron dos
grupos, uno que corresponde a P. patula y el otro a P. patula var. longipedunculata.
El nimero de hojas por fasciculo, el ancho de la semilla, asi como la longitud y el
ancho del pedunculo del cono ovulado fueron los principales caracteres
morfométricos que permitieron diferenciar estos dos grupos. La diversidad genética
de P. patula fue alta en la poblacion del Cerro de la Pinguica (He=0.169), mientras
qgue en la variedad P. patula var. longipedunculata, Oaxaca, San Pedro el Alto,
encontramos la diversidad genética mas baja de todas las poblaciones (He=0.056).
La Sierra Madre Oriental y la del Sur presentaron valores de diversidad genética
similares, aunque se mostraron mas altos en la variedad P. patula. Nuestros datos
soportan la hipétesis de un patron de estructura a nivel local en toda la distribucién
geografica de P. patula. Los escenarios bayesianos con mayor soporte estadistico
sugieren que las pozas genéticas de la Sierra Madre del Sur divergieron en el
Holoceno mientras que la separacion de los demas grupos ocurrio en el Pleistoceno
Tardio. También los escenarios indicaron cambios demograficos en los tamafios de
las poblaciones durante el Holoceno y Pleistoceno.

ABSTRACT

The impact of the climatic fluctuations of the Quaternary Period on the
geographical distribution of species has received little attention in tropical and
subtropical regions. However, they have been considered the determining factors in
shaping the genetic architecture in the genus Pinus. The objective of this work was
to evaluate the morphological divergence, geographic distribution and



phylogeography of P. patula. A total of 54 individuals were used to evaluate 18
morphological variables, and these variables were analyzed with multivariate
statistics. Nineteen climatic variables were used to assess changes in geographic
distribution in climatic scenarios of the past. The divergence and demographic
changes were analyzed across ABC models, using 103 nuclear loci in 62 individuals
from 15 populations. The individuals were grouped in seven gene pools.

The multivariate analysis found two groups of P. patula var. patula and P.
patula var. longipedunculata. The number of leaves per fascicle, the width of the
seed and the length and width of the seed cone peduncle were the main
morphological characters that helped differentiate these two groups. The genetic
diversity of P. patula was found to be highest in the population of Cerro de la Pingiica
(1=0.169), whereas in the variety P. patula var. longipedunculata, the population in
Oaxaca, San Pedro el Alto, had the lowest genetic diversity (He=0.056). The Sierra
Madre Oriental and Sierra Madre del Sur had similar values of genetic diversity, but
these were higher in P. patula var. patula. The Bayesianos scenarios with major best
statistical support indicated that the gene pools of the Sierra Madre del Sur diverged
in the Holocene whereas the separation of other groups happened in the Late
Pleistocene. The scenarios indicated that demographic changes in the sizes of the
populations during the Holocene and Pleistocene.



| INTRODUCCION

En Europa y Norte América, existe una red de nudcleos de polen que
predicen la existencia de especies que hoy habitan regiones templadas y boreales
(Wang et al. 2009). Las plantas producen abundantes micro y macrofdsiles
identificables (Jackson and Sax 2010) los cuales registran cambios en la distribucién
a través del tiempo (Whitmore, 2004). El registro del polen ha sido utilizado para
reconstruir los cambios del pasado en la composicién de la vegetacién (Whitmore,
2004). Una hipotesis planteada es que en regiones tropicales no todas las especies
tuvieron expansiones, suponiendo que esta condicién podria haber mantenido
tamafos de poblacion grandes y retener mucha diversidad genética (Godfrey M
Hewitt 2000; Ramirez-Barahona and Eguiarte 2013). Varias partes del area
geografica conocidas en los trépicos de las especies pudieron haber colonizado a
diferentes velocidades debido a barreras fisicas y como subsecuente resultado
distintas estructuras genéticas (Obregén Molina 2010; Rodriguez-Banderas et al.
2009).

El clima ha fluctuado durante los ultimos 3 millones de afios (Comes and
Kadereit 1998; G. M. Hewitt 2004; G M Hewitt 1996; Godfrey M Hewitt 2000), siendo
el cambio de la distribucién ocupada por los organismos vivientes, una de las
consecuencias ineludibles(R. T. Pennington et al. 2004; Stewart et al. 2010). En
México los efectos de cada una de las fluctuaciones climaticas registradas durante
los periodos del Pleistoceno al Holoceno, es decir, el ciclo frio-himedo y caliente-
seco, afectaron a los bosques tropicales lluviosos. Sin embargo, la secuencia de los
cambios climaticos a través de los ultimos 40,000 afios estuvo caracterizada por un
clima frio-seco, apareciendo entre 20,000 y 12,000 afios antes del presente (Toledo,
1982). Este fue el ultimo periodo con este tipo de clima, el cual apareci6 muchas
veces durante todo el Pleistoceno (Toledo, 1982; Ramirez-Barahona & Eguiarte,
2013).

Las evidencias paleoecolbgicas, geomorfolégicas y sedimentolégicas
indican que, durante el Ultimo Maximo Glacial planetario, ocurrido entre 25,000 y
18,000 afios antes del presente, México estaba sujeto a temperaturas mas bajas
gue las actuales (Arroyo-Cabrales, Joaquin 2008; Ramirez-Barahona and Eguiarte
2013). Estas reconstrucciones han hecho posible entender como la distribucion de
bosques templados ha cambiado a través del tiempo evolutivo (Graham 1999;
Metcalfe et al. 2000).

México posee una de las floras mas variadas de América, debido a que
Su territorio se encuentra situado entre la zona templada del norte y la zona tropical,
con una considerable extension de zona subtropical. La variedad de la flora
mexicana refleja en cierto modo la gran diversidad de climas y suelos, causada por
la accidentada topografia y la compleja estructura geologica (Miranda and
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Hernandez-X. 2016). En México, existe evidencia de que el género Pinus
experimentd un evento de diversificacion endémico ocurrido en seis regiones
principales (Eguiluz, 1985), consideradas como centros de diversificacion del
género (Styles, 1998).

Los estudios de la filogeografia ayudan a entender el papel de la historia
demografica en la distribucion de las especies (Hickerson et al. 2010). Los patrones
filogeograficos de las plantas en distintas regiones indican una correspondencia del
pasado en su area geografica y como es que la dinamica de las poblaciones
intervino en eventos histéricos durante el Cuaternario (Bartish, Kadereit, and Comes
2006; Petit et al. 2003). La historia inferida de las especies en América del Norte ha
estado basada en las glaciaciones del Pleistoceno, debido a que han influido la
distribucion geogréfica, la dinamica demografica y los patrones de diversidad
genética (Ramirez-Barahona and Eguiarte 2013). En la dltima década, estas
inferencias estan principalmente basadas en hacer coincidir la distribucién de la
diversidad genética de los marcadores moleculares con la estructura espacial de las
poblaciones (Godbout, Beaulieu, and Bousquet 2010; Gugger et al. 2011; Jardon-
Barbolla et al. 2011; Moreno-Letelier and Pifiero 2009; Rodriguez-Banderas et al.
2009). En estos estudios se indaga la estructura genética de las poblaciones
(Jaramillo-Correa et al. 2008; Jardén-Barbolla et al. 2011; Potter et al. 2015;
Rodriguez-Banderas et al. 2009) y se infieren expansiones durante las glaciaciones
del Pleistoceno, como en, P. caribaea (Jardon-Barbolla et al. 2011), P. strobiformis
(Moreno-Letelier and Pifiero 2009), P. contorta (Marshall, Newton, and Ritland
2002), P. radiata (Karhu et al. 2006), P. nelsonii (Cuenca, Escalante, and Pifiero
2003), P. ponderosa (Potter et al. 2015), P. leiophylla (Rodriguez-Banderas et al.
2009) y Pseudotsuga menziesii (Gugger et al. 2011) entre otros. También se han
detectado refugios pleistocénicos, como en, P. lambertiana (Liston et al. 2007), P.
leiophylla (Rodriguez-Banderas et al. 2009), P. banksiana (Godbout, Beaulieu, and
Bousquet 2010), P. ponderosa (Potter et al. 2015) y tiempos de divergencia de las
pozas génicas detectadas a partir de la estructura genética de las poblaciones,
como en, P. leiophylla (Rodriguez-Banderas et al. 2009), P. menziesii (Gugger et al.
2011), Abies flinckii, A. guatemalensis, A. hickelii y A. religiosa (Jaramillo-Correa et
al. 2008).

Pinus patula Schiede ex Schltdl. & Cham. var. patula es una especie con
una distribucion geografica relativamente amplia con importancia economica y
ecologica (Farjon & Styles, 1997; Eckenwalder, 2009). Es endémica de México y se
distribuye en la Sierra Madre Oriental, parte del Eje Neovolcanico y en la Sierra
Madre del Sur. Asi mismo, Pinus patula var. longipedunculata Loock ex Martinez,
localizado en la Sierra Madre del Sur, exhibe una distribucién en Guerrero y Oaxaca
(Farjon, 2010), con una elevacion de 1400-3300 metros (Farjon & Styles, 1997;
Eckenwalder, 2009). Pinus patula se encuentra en sitios hUmedos, subtropical y
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templado célido con una precipitacion anual de 1000-2200 milimetros (Farjon &
Styles, 1997). No obstante, la especie presenta un rapido crecimiento y
adaptabilidad a diferentes ambientes, lo cual, la hace atractiva para plantaciones
forestales en los tropicos y subtropicos, como en, Centro y Sur América (Argentina,
Brasil, Venezuela, Colombia y Ecuador). También, se ha introducido a Sudafrica,
Africa del Este (Malawi, Kenia, Tanzania, Uganda, Etiopia, Ruanda y Burundi),
Africa del Oeste (Camerin, Nigeria y Congo), Nueva Zelanda y Australia
(Queensland, Nueva Gales del Sur, Papua-Nueva Guinea) (Ospina et al. 2011).

Este estudio examiné la divergencia de las poblaciones de P. patula a
partir de datos morfologicos y la integramos con la informacion histérica de la
paleodistribucién climatica a partir de diferentes escenarios del pasado que
proporcionen informacién util a la filogeografia de la especie. Contempla también
informacion molecular enfocada en la diversidad genética para inferir la filogeografia
y determinar los patrones histéricos que han influido en la composicién y la
estructura genética.



Il ANTECEDENTES

2.1 Analisis estadisticos de los caracteres morfolégicos de P. patula

En las especies del género Pinus el nimero de las hojas ha sido un
caracter fundamental para la clasificacion dentro del género, aunque este caracter
en las especies muestra variacion (Farjon & Styles, 1997). No obstante, otros
caracteres de importancia son aquellos que pueden observarse a nivel microscopico
en la anatomia interna de las hojas secundarias de los pinos y que poca atencion
han recibido en el género Pinus (Fonseca, 2013; Ortiz-Martinez and Gernandt
2016). Algunos autores han sugerido que las hojas, por si solas, no siempre
permiten identificar a las especies, es decir, se requieren otros caracteres
morfologicos para poder determinarlas, por ejemplo, de los conos ovulados que son
los que presentan una mayor cantidad de caracteres importantes (apofisis, umbo,
quilla, escamas y pedunculo) (Farjon & Styles, 1997; Eckenwalder, 2009; Farjon,
2010; Fonseca, 2013). En P. patula de acuerdo con los antecedentes de la historia
taxondmica, las dos variedades pueden diferenciarse claramente por el nimero de
hojas, el tamafio de los conos y semillas, y la longitud del pedunculo (Farjon, 2010;
Fonseca, 2013).

El andlisis multivariado corresponde a la estadistica que permite explorar
la estructura de los datos (Kenkel et al. 2016). En la investigacion de la morfometria,
los siguientes métodos multivariados son Utiles y populares: analisis de
componentes principales, discrimante, cluster (técnica de agrupamiento), de
correspondencias y varianza multivariado (Cayuela, De la Cruz, and Ruokolainen
2011). El andlisis de componentes principales (ACP) es una herramienta clasica
cuyo objetivo es hallar combinaciones lineales de las variables originales que
describen la estructura de dependencia de los datos (Cayuela, De la Cruz, and
Ruokolainen 2011; Kenkel et al. 2016) y permiten sintetizar en un menor nimero de
variables el mayor porcentaje de la variacion (Cayuela, De la Cruz, and Ruokolainen
2011). Por otra parte, de acuerdo con (Kenkel et al. 2016) el objetivo esencial del
andlisis discriminante es utilizar los valores conocidos de las variables
independientes para predecir con qué categoria de la variable dependiente se
corresponde. Este método es derivado de la expresion lineal de la ecuaciéon de
Fisher (Z= uiX1 + u2X2+ usXs + ... umXm), donde Z representa el punto discriminante,
u representa la importancia de la variable para discriminar y la X es la variable
independiente. Algunos autores enfatizan que con este modelo se pretende
encontrar los valores que tienen las variables para discriminar, es decir, los valores
de las constantes (u) siempre bajo el criterio de maximizar la relacion entre las



diferencias de los grupos con respecto a la variabilidad encontrada en los datos
(Cayuela, De la Cruz, and Ruokolainen 2011; Kenkel et al. 2016).

En algunos trabajos han analizado la morfometria a una escala
geografica local de los caracteres morfolégicos en P. patula. Por ejemplo, (W. B.
Dvorak et al. 2001) evaluaron a través de analisis multivariados los caracteres
morfolégicos para seis poblaciones de P. patula var. longipedunculata. El trabajo
fue realizado para corroborar que esta variedad no correspondia a otras especies
del grupo Oocarpae: P. patula, P. herrerae, P. jaliscana, P. oocarpa, P. pringlei y P.
tecunumanii. El autor concluyé que las evaluaciones realizadas no mostraron
diferenciacion estadistica entre los linajes evaluados y que P. patula var.
longipedunculata pudo haber emergido de diferentes morfologias que han
evolucionado similarmente en la Sierra Madre del Sur. En otro estudio reciente,
(Viveros-Viveros et al. 2013) exploraron el patron de variacion morfolégica en
aciculas, conos y semillas de 13 poblaciones de P. patula en Oaxaca, Ixtlan de
Juarez. Detectaron variacion significativa entre las poblaciones (P <0.05). Las
variables morfolégicas que presentaron mayor variacion entre las poblaciones
fueron la longitud de la vaina y la longitud del cono (32.5% y 26.2%
respectivamente), mientras que la caracteristica que exhibié menor variacion fue la
longitud de la acicula (4.4%). Por otra parte, la media de la poblacion y la altitud de
origen fueron positivos en el ancho de la quilla (r=0.67; P=0.0119), el diametro del
cono (r=0.75; P=0.0046) y la longitud de la vaina (r=0.83; P=0.0005); es decir, las
poblaciones de mayor altitud presentaron conos mas anchos, las escamas
presentaron quillas mas anchas y fasciculos con vainas mas largas, mientras que
las poblaciones de menor elevacion mostraron conos menos anchos, escamas con
quillas mas angostas y fasciculos con vainas mas cortas.

2.2 Antecedentes de la estructura y diversidad genética de P. patula

A pesar de la relativamente amplia distribucion de P. patula y de los
tratamientos taxonémicos que permiten determinar dos variedades, los estudios de
la cuantificacion de la variacion genética han sido muy pobres. Es importante
recalcar que esta es una de las especies de pino mas importantes para las
plantaciones comerciales intensivas en el mundo debido a su tasa de crecimiento
excepcionalmente rapido, buena forma de tronco y caracteristicas favorables de la
madera para los productos de celulosa (W. S. Dvorak et al. 2000; Ospina et al.
2011).

La caracterizacion de la variacion genética puede revelar los procesos
demograficos y la estructura genética de las poblaciones (A. J. Eckert et al. 2010;
Novembre and Stephens 2008; Zinck and Rajora 2016). La diferenciacion genética
entre las poblaciones estd bien documentada por dos procesos que influyen
fuertemente, el asilamiento por distancia geografica y la adaptacion local (A. J.
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Eckert et al. 2010; Jardon-Barbolla et al. 2011; Ortiz-Olivas et al. 2017). En el primer
caso, la limitada dispersiéon moldea las diferencias genéticas de las poblaciones
aisladas geograficamente, lo cual resulta en una correlacion entre la distancia
geografica y genética (Aguillon et al. 2017; C. G. Eckert, Samis, and Lougheed
2008). En el segundo caso, la divergencia adaptativa ocurre entre poblaciones
aisladas debido a la complejidad ecolégica y topogréafica, es decir, se han detectado
correlaciones positivas entre la distancia genética y el ambiente (Brousseau et al.
2015). En algunos estudios donde las especies de pinos son dispersadas y
polinizadas por el viento, se ha encontrado que la estructura genética es el resultado
del aislamiento por distancia y por ende del poco flujo génico entre las poblaciones,
como en P. lumholtzii (Reyes-Murillo et al. 2016), P. cembroides, P. durangensis y
P. teocote (Hernandez-Velasco et al. 2016), Picea chihuahuana y Pseudotsuga
menziesii (Quifiones-Pérez et al. 2014). No obstante, también en estudios recientes
se ha detectado a la variacion genética correlacionada con factores ecoldgicos (A.
J. Eckert and Dyer 2012).

Un estudio reciente llevado a cabo en Oaxaca para P. patula, utiliz6 ocho
microsatélites nucleares para seis sitios (tres sitios bajo manejo forestal y tres sitios
de regeneracion natural). Se detectdé localmente un alto indice de diversidad
genética (He=0.802), y una estructura genética intermedia entre las poblaciones
analizadas con base en los estadisticos de Wright (Fst=0.056) (Corrado, et al.,
2014). Posteriormente, otro estudio llevado a cabo en poblaciones ubicadas en
Oaxaca utilizo seis microsatélites nucleares para seis poblaciones. Se encontrd una
diversidad genética alta (He=0.55) y una estructura genética basada en coeficientes
de Wright, Fst= 0.082, (Sanchez-Garcia, 2015).

2.3 Origen del género Pinus

El analisis de depdsitos fosiles en todo el Hemisferio Norte (Ryberg et al.
2012) y la evidencia molecular (He et al. 2012) sugiere que el origen de Pinaceae
ocurrié en el Mesozoico medio a temprano en las altas latitudes del hemisferio Norte
(Millar, 1998). Eathiestrobus mackenziei es la evidencia fésil mas antigua de la
familia Pinaceae (Rothwell et al. 2012).

(Ryberg et al. 2012) describieron un espécimen fosil de Pinus del
Cretécico temprano (hace 131-129 millones de afios), siendo el fosil mas antiguo
reportado para el género. Algunos ejemplos de taxa fésiles que enriquecen al
género Pinus en América del Norte corresponden a P. arnoldii, P. baileyi, P.
balfouroides, P. princetonensis, P. sturgisii, P. tiptoniana, P. triphylla (Cockerell,
1908; Hollick & Jeffrey, 1909; Chaney & Axelrod, 1959; Axelrod, 1980; Stockey,
1986; Axelrod, 1998). No obstante, en México se han descrito para esta familia
paleomorfos del Cretacico superior, por ejemplo, en Coahuila: Abiespollenites sp.,
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Cerebropollenites saccifistulatus, Pityopollenites rugusaccatus, Pityllopollenites
ovalis (Rueda, 1967) y recientemente Pinus enochii y P. uxueae (Huerta, 2014). El
registro fosil en México durante el Cenozoico no es mejor y sigue dominado por los
reportes del grano de polen en los que domina Pinus y Picea. No obstante, durante
la época del Plioceno y Pleistoceno Picea se vuelve escaso y Pinus se hace mas
importante (Martinez Hernandez and Ramirez Arriaga 1996; Metcalfe et al. 2000).

Mirov (1967) sugirié que los pinos migraron a México durante el Cretacico
tardio a lo largo de la Sierra Madre Occidental desde la cordillera norteamericana.
Por otra parte, Martin & Harrell (1957) propusieron que durante el Terciario medio
ocurrié una segunda invasion de pinos a México procedentes de las tierras altas de
los Apalaches, en el este de EUA, rodeando el Golfo de México y a lo largo de la
Sierra Madre Oriental. Esta diferencia en el tiempo de aparicion de las coniferas en
latitudes altas y latitudes bajas en América del Norte sirve para replantear lo que se
ha sugerido con respecto al desplazamiento de la flora boreotropical del Norte hacia
México (Huerta, 2014).

Los pinos son especies pioneras y lo mas probable es que se dispersaron
con rapidez en los derrames de lava resultantes de la actividad volcanica que ocurrié
en una gran parte de México (Schuchert, 1955). Esta dispersion les permitié
esparcirse hacia las mesetas centrales y de alli, gradualmente, al Istmo de
Tehuantepec. De acuerdo con Schuchert (1955) durante el Eoceno inferior y medio
esta area se encontraba por encima del nivel oceénico y asi permanecié hasta el
Oligoceno y Mioceno. Durante el Paleogeno (Millar, 1998) surgen dos secciones
exclusivas a Norteamérica: la secciéon Trifoliae del subgenéro Pinus y la seccién
Parrya del subgenéro Strobus (Ann et al. 2007). Dentro de estas secciones se
encuentran varios grupos de posible origen reciente: la subseccién Cembroides (27
millones de afios (Gernandt et al. 2008), Ponderosae y Australes que tienen edades
estimadas con base en métodos de reloj molecular de 2 y 5 millones de
afos(Gernandt et al. 2008; Hernandez-Leon et al. 2013). No obstante, las edades
de los linajes principales de Pinus contintan poco claras, debido a que Ponderosae
y Australes datan una divergencia en el Oligoceno y las especies en el Mioceno, lo
cual contradice el trabajo de (Hernandez-Ledn et al. 2013). Es decir, los tiempos de
divergencia son mas viejos. Los autores han sugerido que sus resultados difieren
de otros porque han utilizado mas fésiles, mas taxones vivientes y muestran que la
estimacion del tiempo de divergencia depende del método usado, del nimero de
fésiles y su colocacion filogenética (Saladin et al. 2017).



2.4 Inferencias de los patrones filogeograficos en los pinos de Norteamérica

Trabajos recientes se han enfocado en estudiar la filogeografia de las
especies de pinos, estudiando migraciones, expansiones y contracciones que
pudieron haber sido importantes en los ultimos 10,000 afios (Holoceno). Segun
(Norris, Betancourt, and Jackson 2016), el Holoceno tardio ofrece la oportunidad
para comprender los patrones y mecanismos de las migraciones porque ocurrieron
bajo diferentes condiciones de clima. Se menciona, ademas, que las rutas de
migracion de las especies dependen de varios factores, como la ecofisiologia,
historia de vida, estructura genética, la herencia genética e histérica y las
interacciones ecolégicas (Jackson and Sax 2010). La historia de la migracion entre
especies de la misma regién representa diferentes respuestas a multiples eventos
de clima o de distintas variables (por ejemplo, precipitaciébn durante verano e
invierno) (Norris, Betancourt, and Jackson 2016). Los estudios en P. ponderosa, P.
edulis y P. contorta var. latifolia indican que después de su establecimiento
ocurrieron expansiones rapidas a través de su area geografica, lo que sugiere que
esta expansion estuvo conducida por el clima (Emslie, Coats, and Oleksy 2015;
Norris, Betancourt, and Jackson 2016; Potter et al. 2013). No obstante, aunque se
han encontrado estos patrones del Holoceno, las oscilaciones climaticas del
Pleistoceno también afectaron la distribucion geografica de los pinos (Gugger et al.
2011; Jaramillo-Correa et al. 2008; Potter et al. 2013; Rodriguez-Banderas et al.
2009) involucrando migraciones latitudinales y de elevacion, asi como la expansion
del area geogréfica. Estos efectos de los ciclos paleocliméticos estan reflejados en
la diversidad genética de la distribucion actual de las especies (Norris, Betancourt,
and Jackson 2016), ya que estas inferencias indican que las expansiones y
contracciones de los habitats causados por los ciclos glaciales e interglaciares
pudieron haber ocasionado la colonizacion gradual de &reas geograficas, creando
oportunidad para las expansiones de las poblaciones de refugios pleistocénicos
(Zinck and Rajora 2016).

Algunos factores que contribuyen a que una especie tenga variedades
segun estudios filogeograficos en los pinos, son: (1) los niveles de variacién
genética antes de las glaciaciones del Cuaternario, (2) la localizacion de refugios en
el Holoceno o poblaciones ancestrales y la recolonizaciéon post-glacial y (3) la
posible interaccion entre las especies de pinos durante la dispersion post-glacial
(Giuseppe, Gonzalez-martinez, and Ait 2005; Zinck and Rajora 2016). Por ejemplo,
se menciona que el nivel de variacion genética de las poblaciones de P. leiophylla
antes de la ultima glaciacion y la localizacion ancestral de las poblaciones en el
Pleistoceno jugaron un rol importante en el origen de las diferencias entre P.
leiophylla'y P. chihuahuana (Rodriguez-Banderas et al. 2009). Otras investigaciones
recientes han indicado que el Holoceno fue importante para la expansion de las
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especies, tales como Pinus edulis, P. contorta var. latifolia y P. strobus (Emslie,
Coats, and Oleksy 2015; Zinck and Rajora 2016). No obstante, ademas del clima,
otros factores como la historia compleja de la colonizacién, el aislamiento geografico
gue ha resultado en grupos filogeograficos y la actividad volcanica, pudieron haber
jugado un rol importante en la distribucién de las especies (Lozano-Garcial and
Vizquez-Selem 2005; Metcalfe et al. 2000). Considerando los antecedentes
filogeograficos propusimos la hipétesis de que la distribucion de la variacion
genética actual en P. patula es explicada por una expansion demogréfica durante
etapas glaciales y una estructura genética en las poblaciones a nivel local.



Il OBJETIVOS

General

Evaluar la divergencia morfoldgica, estructura genética e investigar procesos
demograficos y filogeogréficos durante periodos glaciales en Pinus patula.

Particulares

1. Delimitar la distribucién geografica natural de las dos variedades de Pinus patula.
2. Cuantificar la divergencia morfolégica de las dos variedades de P. patula
mediante un analisis morfométrico de las hojas y conos ovulados.

3. Desarrollar modelos de nicho ecolégico utilizando informacién geografica y capas
bioclimaticas para conocer la distribucion climética de las dos variedades de P.
patula en el pasado.

4. Inferir las relaciones genéticas de las poblaciones de P. patula.

5. Inferir la historia filogeografica a partir de la informacion de genes nucleares
(SNPs).
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IV METODOLOGIA
4.1 Distribucion geografica natural de P. patula

La distribucién geografica de las dos variedades fue revisada en base a colectas
propias, bibliografia (Farjon & Styles, 1997; Eckenwalder, 2009) y la mayor parte
proviene de los herbarios MEXU, IPN-ENCB y del Herbario de la Facultad de
Ciencias (FCME) (Figura 1).

« Pinus patula var. patula
* Pinus patula var. longipedunculata

100 0 100 200 300 400 km
- ..

109.°0 104.°0

Figura 1. Distribucion geografica de P. patula acorde a la informacion recabada de
la literatura cientifica, herbarios y el Inventario Nacional Forestal. Sélo se incluyen
poblaciones naturales de las variedades.

4.2 Colecta del material biolégico

Se recolecté material biolégico a partir de poblaciones meramente
naturales, en las que se muestrearon entre 3-6 individuos. EI muestreo abarco la
totalidad del area de la distribucidén geografica de ambas variedades. Para P. patula
var. patula, el muestreo consistié en un total de 42 arboles individuales de diez
poblaciones. Para P. patula var. longipedunculata, se muestred un total de 20
arboles individuales en cinco poblaciones (Figura 2).

4.3 Analisis de la divergencia morfolégica de las hojas y los conos ovulados

Se colectaron ramas y conos ovulados maduros de los individuos de cada
poblacion. Se deposité al menos un ejemplar de cada poblacion en el Herbario
Nacional de México (MEXU). Los 18 caracteres utilizados para llevar a cabo analisis
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estadisticos multivariados se muestran en la Cuadro 1. Los caracteres macro-
morfologicos provienen de la morfologia de las hojas secundarias, la vaina de las
hojas y los conos ovulados. El andlisis de caracteres micro-morfologicos se basé en
las estomas de las hojas secundarias.

La vaina de las hojas y los conos ovulados fueron medidos en milimetros
(mm) con un vernier electronico, mientras que la longitud de la hoja fue medida en
centimetros (cm) con ayuda de una regla de 30 cm. Para el analisis utilizamos 15
aciculas al azar por cada muestra, 15 escamas ovuliferas y 12 semillas por
individuo.

Los analisis multivariados fueron llevados a cabo en el software de
acceso libre R ver. 3.4 (R Core Team, 2009), utilizando la paqueteria FactoMineR
(L&, Josse, and Husson 2008). El procesamiento de los datos en el Analisis de
Componentes Principales fue realizado con la finalidad de identificar las variables
que contribuian significativamente a explicar el mayor porcentaje de la variacion
morfométrica de hojas y conos en las dos variedades de P. patula. En el analisis las
variables fueron normalizadas estandarizando los valores de las medias de cada
variable para igualar la participacion en el calculo de los componentes principales
con las funciones en FactoMineR (L&, Josse, and Husson 2008). Para analizar la
significancia estadistica en el espacio multivariado de los grupos identificados se
utilizé la funcion addEllipses dentro del paquete factoextra (Kassambara and Mundt
2017), agregando una confiabilidad del 0.95 para la regiéon elipsoidal. El analisis
discriminante (Friendly & Fox, 2012, funcion candisc en R software) fue usado para
estimar si los individuos clasificados dentro de cada una de las variedades
reconocidos a priori fueron asignados correctamente a los grupos propuestos
(Martinez, 1948).
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Figura 2. Mapa de las poblaciones utilizadas en este trabajo. Acronimos para la
distribucion de P. patula var. patula: GF (Gomez Farias, Tamaulipas), CP y PA
(Cerro de la Pingtiica y Pinal de Amoles, Querétaro), ZP y SB (Zacualtipdn y San
Bartolo Tutotepec, Hidalgo), VC (Villa del Carbon, Estado de México), EC (El
Conejo, Puebla), TL (Tlaxco, Tlaxcala), SE (Sierra la Encantada, Morelos), LV
(Las Vigas, Veracruz) y P. patula var. longipedunculata: CH y LF (Chichihualco y
La Felicidad, Guerrero), IJ, SY y SA (Ixtlan de Juarez, Santa Maria Yavesia y San
Pedro el Alto, Oaxaca).

Cuadro 1. Caracteres de hojas y conos evaluados en todos los especimenes.

Acronimo Caracter de las hojas Acrénimo Caracter de los conos

(1) Lva Longitud de la vaina (7) Lco Longitud del cono

(2) Ava Ancho de la vaina (8) Aco Ancho del cono

(3) Aci Numero de hojas por  (9) Lap Longitud de la apdfisis
fasciculo

(4) Lho Longitud de la hoja (10) Aap  Ancho de la apdfisis

(5) Nab Numero de lineas (11) Lum  Longitud del umbo
estomaticas (abaxial)

(6) Nad Numero de lineas (12) Aum Ancho del umbo

estométicas (adaxial)
(13) Lse  Longitud del ala de la semilla
(14) Ase  Ancho de la semilla
(15) Lal Longitud del ala
(16) Aal Ancho del ala
(17) Lpe  Longitud del pedanculo
(18) Ape  Ancho del peddnculo

4.4 Modelos de nicho ecolégico: paleodistribucion climatica
4.4.1 Origen de los datos de presencia

Se construy6 una base de datos de ocurrencia con los registros de Pinus
patula var. patula (N=88) y Pinus patula var. longipedunculata (N=45) basada en la
informacion de los herbarios: MEXU, FCME, ENCB e INIFAP y colectas propias. Se
obtuvieron un total de N=133 registros unicos distribuidos en los estados de
Tamaulipas, Querétaro, Hidalgo, México, Morelos, Puebla, Tlaxcala, Veracruz,
Guerrero y Oaxaca.
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4.4.2. Area accesible M

Para la delimitacion del area donde se distribuye potencialmente la
especie de interés: area accesible “M” (Soberon and Peterson 2005) se construyo
un buffer de 100km alrededor de cada registro Unico de ocurrencia con ayuda del
software ArcGIS vers. 9.3.1 (ESRI, 2008). Posteriormente, este buffer se traslap6
con las ecorregiones de la World Wildlife Fund -WWEF- (Olson et al. 2001) y aquellas
areas que coincidieron fueron denominados el area accesible M (Owens et al. 2013).

4.4.3. Reconstruccion de Modelos de Nicho Ecolégico (MNE)

Para la construccion de los MNE, se usaron las 19 variables bioclimaticas
de WorldClim (Hijmans et al. 2005) a una resolucién de 0.00833° (1km?) y se redujo
el numero de variables que mostraran multicolinealidad a partir de un analisis de
correlaciéon de Pearson realizado con los valores de cada pixel de cada una de las
capas utilizadas (Warren, Glor, and Turelli 2010). Las variables bioclimaticas y los
puntos de ocurrencia fueron importados al software de acceso libre MaxEnt (Phillips
et al. 2006). El software divide los puntos de ocurrencia en dos grupos: puntos de
entrenamiento (75%) y puntos de evaluacion (25%) (Anderson, Lew, and Peterson
2003). Posteriormente, se utilizaron los siguientes parametros siguiendo el trabajo
de (Moo Llanes 2016), rasgos (linear, product, threshold y hinge), regularizacién
multiple (2), maximo numero de iteraciones (500), méximo numero de background
(10,000) y se corrieron 10 réplicas. Después, de obtener el MNE, se realiz6 la
sumatoria de las 10 réplicas para obtener un mapa binario (ausencia/presencia) en
base al 95% de los puntos de ocurrencia.

4.4.4 Escenarios del cambio climatico (ECC)

Los ECC se dividen en dos grupos: pasados y futuros. Para todos los
escenarios se utilizd el modelo de circulacion general: Community climate system
model (CCSM4; http://www.cesm.ucar.edu/models/ccsm4.0/). En los ECC pasados
se utilizaron tres periodos de tiempo: Holoceno medio (6,000 afios), Ultimo Maximo
Glacial (22,000 afios) y el ultimo Interglacial (120,000 afios) (Otto-bliesner et al.
2009).

4.4.5 Evaluacion de los Modelos de Nicho Ecolégico (MNE)

Los modelos obtenidos fueron evaluados usando la prueba de partial-
ROC (Receiver Operating Characteristic) (Peterson, Papes, and Soberén 2008)
mediante el software disefiado por Barve (2008). Esta prueba est4 basada en los
datos del area bajo la curva (AUC), siendo significativo cuando los valores del AUC
son mayores a lo esperado al azar, es decir, AUC=1.0 (Escobar et al. 2013).
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4.5 Analisis moleculares
4.5.1 Extraccion de DNA

La extraccion del DNA genomico se realiz6 a partir de material de
herbario, asi como a partir de material fresco de las hojas (tejido diploide) mediante
el método de CTAB (Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio), protocolo descrito por
Doyle & Doyle (1987). Se tomaron 3 aciculas para cada muestra, las cuales fueron
maceradas en mortero con el buffer (CTAB) previamente calentado. Se obtuvieron
también extracciones de DNA gendmico del megagametofito, tejido haploide de
origen materno. Estos fueron extraidos usando el Wizard Genomic DNA purification
kit (Promega). El DNA obtenido fue cuantificado a través de fluorometria Qubit para
valores precisos de las extracciones realizadas. Se obtuvd entre 800 ng y 2000 ng
de DNA.

La obtencion de las secuencias génicas se llevd a cabo con el uso de
sondas de enriquecimiento siguiendo el método “target enrichment” (Gnirke et al.
2009). Un total de 1045 genes nucleares de copia Unica con un tamafio mayor a
500 pb de P. taeda (subseccién Australes), fueron seleccionados con base en
diferentes estudios recientes: 940 provenientes de un estudio de exones (Neves et
al. 2014), 96 de un mapa de ligamiento (Echt et al. 2011) y 9 de conjuntos de datos
filogenéticos (Liewlaksaneeyanawin et al. 2009; Liston et al. 2007). Un ensayo in
silico de sondas de ARN permitio la exclusion de sondas no especificas dejando un
subconjunto de 711 exones nucleares. Las secuencias conocidas de estos genes
de P. taeda fueron la base para el disefio de sondas de RNA de 120 pb (MYbaits,
2016) que permitieron capturar fragmentos de las bibliotecas de P. patula (Arbor
Biosciences, Ann Arbor, Michigan, EUA).

Las bibliotecas gendmicas fueron preparadas a partir de 800-2000
nanogramos (ng) de DNA, los cuales fueron digeridos en fragmentos de
aproximadamente 250 pb. Enseguida el DNA fue fragmentado en tamafios de 250
pb. Los adaptadores fueron ligados para la secuenciacion, siguiendo el protocolo
TruSeq (lllumina, San Diego, California, USA), usando un nivel de paralelizacién
(multiplexado) de 8 reacciones x 12 plex. El enriquecimiento de los exones
nucleares se hizo en pools de 24 bibliotecas en concentraciones iguales. Los loci
de interés fueron capturados siguiendo el protolo del Kit MYbaits (Biodiscovery-LLC,
Ann Arbor, Michigan, USA). Finalmente, cada libreria enriquecida se combiné en
juegos de 48 y se secuenciaron sobre una celda de lllumina Hi-Seq con el mdédulo
100 pb con lecturas “paired-end”.

Se usaron los siguientes criterios para filtrar los datos antes de realizar
analisis posteriores: 1) se eliminaron primero los nucleotidos de baja calidad.
Entonces, fueron excluidas aquellas lecturas que mostraron una longitud menor a
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50 pb y solo fueron consideradas las lecturas que tenian mas de 50 pb. Una vez
realizado este paso, se analizo el resto de los fragmentos que correspondian a 400
genes del total de 711. 2) Se eliminaron las secuencias repetidas a través del
software Geneious (Sequence->remove duplicate reads) dejando los parametros
por default como se sugiere en (Kearse et al. 2012). Este paso de remover las
secuencias fue llevado a cabo porque suelen ser el producto de PCR que se utiliza
en la construccion de las bibliotecas gendmicas. Estos duplicados pueden aumentar
artificialmente la cobertura del ensamble, pero no aportan informacion sobre la
composicion de la secuencia. Analizamos 103 loci para andlisis posteriores. Los
nombres de los genes analizados se encuentran en el Anexo I.

4.5.2 Ensamblaje y polimorfismo de un sélo nucleétido (SNPs)

Los archivos FASTQ se importaron al software Geneious vers. 10.1.3
(Kearse et al. 2012). Los duplicados fueron removidos usando este mismo software
con la herramienta Dedupe de BBTools (Bushnell, 2016). Las bases que tenian una
baja calidad fueron removidas con base en la calidad (“trimming”) en ambos
sentidos con una probabilidad limite de error de 0.01.

Las secuencias de una muestra haploide de P. patula var. patula
(DSG1321) fueron ensambladas a los 711 genes de referencia utilizando el software
Geneious, con una sensibilidad baja y 5 iteraciones. Los genes gue mostraron
nucleodtidos ambiguos en las secuencias consenso se inspeccionaron visualmente
para distinguir entre el ensamblaje simultaneo de lecturas similares que sugerian la
existencia de paralogos. Estos fueron anotados y excluidos de analisis posteriores.

Las secuencias consenso para cada gen se obtuvieron de la muestra con
el umbral de mayor calidad (DSG1321). Todas las demas muestras de P. patula
fueron mapeadas en Geneious con la herramienta “Reference Mapper with Low
Sensitivity” y 5 iteraciones a estas nuevas secuencias de referencia y fueron
procesadas junto con todas las demas muestras como control negativo para la
deteccion de variantes.

Se detecto polimorfismos de un sélo nucledtido (SNPs), sobre los
ensambles con los siguientes parametros aplicados en el software Geneious:
cobertura minima 20x, frecuencia alélica variante minima 0.3, variante maxima del
valor P 107, sesgo minimo 65% del valor P-value 103. La estrategia fue escoger
aleatoriamente un SNP por locus para un total de 103 loci. La frecuencia de la
variante (es decir, la frecuencia con que un nucledtido distinto de la referencia
aparece entre las lecturas) fue utilizada en muestras diploides como un indicador
del estado homocigo/heterocigo (>0.8 vs. 0.3-0.7, respectivamente).
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4.5.3 Relaciones genéticas entre poblaciones

Para evaluar las relaciones genéticas entre las poblaciones, la distancia
genética de Nei (Nei 1978) fue calculada para 103 SNPs y utilizada para construir
un fenograma con el método Neighbor-Joining (NJ) utilizando 10,000 réplicas de
bootstrap mediante el software POPTREEZ2 disponible en linea (Takezaki, Nei, and
Tamura 2010).

También fueron concatenados los SNPs para obtener una secuencia y
de esta manera también explorar las relaciones entre los genotipos de los individuos
usando el software POPART (Leigh and Bryant 2015).

4.5.4 Diversidad genética en las poblaciones de P. patula

El software GenAlex vers. 6.5 (Peakall and Smouse 2012) fue utilizado
para evaluar los parametros de la diversidad genética. Estos parametros fueron la
heterocigosidad esperada y observada (He, Ho), porcentaje de polimorfismo (%P),
e Indice de informacién de Shannon (I). Se calculé el nimero de SNPs que son
privados en cada una de las poblaciones para cada region.

4.6 Analisis filogeograficos
4.6.1 Estructura genética

Como un primer analisis, los coeficientes de fijacion F de Wright se
obtuvieron mediante el programa Arlequin vers. 3.5.2 (Excoffier and Lischer 2010).
El estadistico Fst se utilizd para conocer la estructura genética entre las
poblaciones. El indice proporciona informacion importante sobre los procesos
evolutivos que influencian la estructura de la variacién genética dentro y entre
poblaciones, y es ampliamente utilizado en estadistica descriptiva, en genética
evolutiva y de poblaciones (Holsinger and Weir 2009). A nivel poblacional, el indice
de estructura genética (Fst) fue estimado con un intervalo de confianza del 95% con
9999 permutaciones.

Un segundo método, corresponde al analisis de coordenadas principales
(ACoP) basado en una matriz de distancia genética, conducido con datos
estandarizados por GenAlex vers. 6.5 (Peakall and Smouse 2012). Para los SNPs,
los nucledtidos fueron codificados numéricamente como sigue: A=1, C=2, G=3, T=4
y los datos faltantes se codificaron como 0, asi como lo sugiere el manual GenAIlEx
(Peakall and Smouse 2012).

Un método Bayesiano, implementado en el software STRUCTURE 2.3.3
(Pritchard, Stephens, and Donnelly 2000), identifica el nUmero de agrupamientos
genéticos diferentes (“K”) y probabilisticamente asigna los genotipos multilocus de
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los individuos en estos agrupamientos. Para inferir las probabilidades posteriores
de “K”, se llevd a cabo una serie de corridas independientes (Markov Chain Monte
Carlo, MCMC) con diferentes valores definidos de “K” de 1 a 10. Considerando la
suposicion de que los individuos pueden tener ancestria mezclada y que las
diferentes poblaciones tienen frecuencia de alelos correlacionados, los analisis
fueron corridos 20 veces para un millén de iteraciones de MCMC después de un
periodo de burn-in de 300000. Los resultados de STRUCTURE fueron procesados
en un programa que se encuentra en linea, STRUCTURE HARVESTER (Earl and
vonHoldt 2012), el cual implementa el método de Evanno (Evanno, Regnaut, and
Goudet 2005) para estimar un valor de “K” aproximado. El valor mas probable de
“K” fue determinado 1) observando un grafico con la informacion de la probabilidad
media log de los datos vs. valores de “K”, y 2) usando el estadistico AK segun el
método de (Evanno, Regnaut, and Goudet 2005).

4.6.3 Tiempos de divergencia y cambios demograficos

Se utilizaron modelos ABC (Beaumont 2010) implementado en el
software DIYABC vers.2.1 (Cornuet et al. 2014) para poner a prueba dos escenarios
filogeogréficos plausibles para P. patula var. longipedunculata, considerando los
resultados del ACP (3 agrupamientos: 1) La Felicidad (Guerrero); 2) Ixtlan de Juarez
(Oaxaca) y 3) Santa Ma. Yavesia (Oaxaca). Se generaron 4 millones de
simulaciones para los datos de SNPs utilizando siete pardmetros historicos (Anexo
[la). La primera hipotesis consistié en una divergencia de dos grupos en ti (grupo 2
y 1) y una expansion demografica de una poblacién ancestral (Nbc2) en ti (tiempo
en generaciones) seguido de una divergencia en t2 del grupo 2 y 3. La segunda
hipétesis consisti6 en una divergencia de los tres grupos en ts (tiempo en
generaciones) asumiendo al grupo 3 como ancestral para los otros dos grupos y
bajo un escenario estable (Figura 3).

Se analizaron también las pozas génicas de las dos variedades de Pinus
patula. Se generaron 4 millones de simulaciones utilizando 12 parametros historicos
(Anexo llb) y se pusieron a prueba cuatro escenarios filogeogréaficos. La primera y
segunda hipétesis muestran escenarios estables. La primera hipétesis consistié en
una divergencia de los grupos de la Sierra Madre del Sur en t1, asumiendo una poza
de Pinus patula como la ancestral de estos grupos. Las otras pozas de Pinus patula
fueron consideradas en una divergencia de t2 y t3s. La segunda hipotesis consistio
en una divergencia del grupo Ixtlan de Juarez y Santa Ma. Yavesia (Oaxaca) en ti.
La poza de La Felicidad (Guerrero) fue hipotetizada en una divergencia en tz2y las
pozas de P. patula se consideraron en divergencias de t2 y t3, asumiendo la poza
de San Bartolo, Hidalgo como la ancestral (Anexo lIc).
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Las otras dos hipétesis difieren en escenarios con cambios demogréficos.
La tercera hipdtesis consistié en una divergencia y cambios demograficos de los
grupos de la Sierra Madre del Sur en t1, mientras que las pozas de la Sierra Madre
Oriental se hipotetizaron en divergencia de t2y t3, asumiendo a la poza Villa del
Carbén como la ancestral. La cuarta hipotesis consistidé en una divergencia en las
pozas de la Sierra Madre del Sur en t1 y t2. Se asumié que todas las pozas de la
Sierra Madre Oriental divergieron en t2 con cambios demogréaficos en la poblacién
ancestral de San Bartolo, Hidalgo (Anexo lic).

DIYABC utiliza simulaciones basado en coalescencia con el mismo
namero de loci que los datos observados consistentes en simulaciones
coalescentes de los parametros del modelo extraido de las distribuciones “priors”.
Luego, compara los estadisticos de resumen para cada conjunto de datos simulados
a partir de los datos observados (Castellanos-Morales et al. 2016; Cornuet et al.
2014). Los estadisticos de resumen Unicos no proporcionan suficiente poder
estadistico para distinguir entre los escenarios. Por lo tanto, es necesario considerar
una combinacién de los estadisticos de resumen para proporcionar la estimacion de
los parametros y la seleccion del modelo para cualquier conjunto de datos
(Beaumont 2010; Lacey Knowles and Alvarado-Serrano 2010). Se seleccionaron
cinco estadisticos de resumen para realizar el andlisis (La media, varianza, media
completa de distribucion de la distancia Fst y la media y varianza de la distancia de
Nei. La probabilidad posterior de cada escenario fue evaluada usando el
procedimiento de regresion logistica en el 1% de los datos simulados mas cercanos
a nuestros datos observados (Fontaine et al. 2013). Para determinar el escenario
con mejor soporte, se utilizé la distribucidn posterior para simular 500 datos pseudo-
observados para evaluar si este modelo reproducia exitosamente los datos
observados (Castellanos-Morales et al. 2016) y estimar las tasas de error tipo 1 y Il
(Robert et al. 2011).
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Nbc2

Figura 3. Escenarios demograficos simulados en DIYABC para P. patula var.
longipedunculata. Escenario 1: 1J, tamafio de la poblacion del grupo 2 (Ixtlan de
Juérez, Oaxaca); LF, tamafio de la poblacion del grupo 1 (La Felicidad, Guerrero),
SY, tamafio de la poblacion del grupo 3 (Santa Ma. Yavesia, Oaxaca), Nbc2, tamafio
de la poblacién ancestral expandida; t1,tiempo (en generaciones) para la divergencia
de dos grupos bajo un escenario de expansion; tz, tiempo (en generaciones) para la
divergencia de los grupos 2 y 3. Escenario 2: 1J, tamafo de la poblacion del grupo 2
(Ixtlan de Juéarez, Oaxaca); SY, tamafio de la poblacion del grupo 3 (Santa Ma.
Yavesia, Oaxaca) y ancestral de los grupos 2 y 1; LF, tamafio de la poblacion del
grupo 1; ts,tiempo (en generaciones) para la divergencia de los tres grupos bajo un
escenario estable.
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V RESULTADOS

5.1 Distribucién geografica natural de Pinus patula

Se analizaron 70 ejemplares de P. patula var. patula y 30 de P. patula
var. longipedunculata. Las colectas provenientes de algunos estados fueron
excluidas, por ejemplo, los ejemplares de la localidad el Desierto de los Leones en
la Cd. de México indicaron que la presencia de esta variedad es por una
reforestacion que se llevé a cabo en 1985 y por tanto no se encuentra de forma
natural. También fue excluida la distribucion en Chiapas para P. patula var.
longipedunculata, ya que, lo que se conserva en herbarios, corresponde a P.
tecunumanii.

Cuadro 2. Informacion resumida para el analisis de la distribucion natural de P.
patula.

Variedad No. Poblaciones Distribucion Distribucion Distribucion
ejemplares colectadas colectada no colectada no natural

examinados

P. patula var. 70 9 (42 Querétaro Tamaulipas Ciudad de
patula individuos) Hidalgo Veracruz México
Estado de
México
Morelos
Tlaxcala
Puebla
P. patula var. 30 2(11 Guerrero Oaxaca Hidalgo
longipedunculata individuos) Chiapas

5.2 Divergencia morfolégica de las hojas y los conos ovulados de P. patula
5.2.1 Analisis de componentes principales

Los patrones de variaciéon observados en el analisis de componentes
principales revelan dos grupos, uno que conforma a P. patula var. patula y el otro a
P. patula var. longipedunculata (Figura 4). Un total de 18 componentes fueron
retenidos para explicar la variacion. El ACP-1 y ACP-2 (Cuadro 3-4) resultan en dos
grupos discretos en el espacio multivariado. La suma de la variacion explicada por
el primer y segundo componente principal fue 58.4%. La region elipsoidal con una
tolerancia de 0.95, permitié distinguir a P. patula var. patula de P. patula var.
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longipedunculata (Figura 4). La mayoria de las variables, principalmente Lcon,
Acon, Lap, Nlabx y Lva contribuyen a la diferenciacion morfoldgica. La dispersion
de los individuos en el espacio elipsoidal permitié6 agrupar a cada individuo en su
respectiva variedad.

Las correlaciones mas altas encontradas en nuestros datos fueron entre
la longitud y el ancho del cono (r=0.94), el ancho del cono y la longitud de la apofisis
(r=0.80), la longitud de la apdfisis y la longitud del cono (r=0.79), y entre el ancho de
la vaina y el ancho del cono (r=0.79).

Las variables utiles para diferenciar a la variedad de la Sierra Madre del
Sur de la Oriental fueron el numero de aciculas, la longitud del peddanculo, el ancho
del pedunculo y el ancho de la semilla. Con la varianza se encontraron correlaciones
negativas en P. patula var. patula, es decir, existe, de ninguna (r=-0.01 a -0.05) a
moderada (r=-0.5 a -0.3) relacion negativa entre variables morfolégicas de ambas
variedades (Anexo llI).

Cuadro 3. Importancia de la varianza de los componentes principales.

Comp. 1 Comp. 2
Desviacién estandar 2.8671172 1.5106459
Proporcion de la varianza 0.4566867 0.1267808
Proporcion acumulativa 0.4566867 0.5834673

Cuadro 4. Coeficientes de la primera y segunda dimension del analisis de
componentes principales.

Variable Dimensién 1 Dimension 2
(45.7%) (12.7%)

Longitud del cono -0.309 0.185

Ancho del cono -0.313 0.136
Longitud de la apofisis -0.292 0.154

Ancho de la apdfisis -0.225 0.352
Longitud del umbo - -

Ancho del umbo - 0.337
Longitud de la semilla - -0.169
Ancho de la semilla 0.124 0.444
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Longitud del ala

Ancho del ala

Longitud de la vaina

Ancho de la vaina

Longitud de la acicula

Numero de aciculas

Numero de lineas estomaticas lado abaxial
Numero de lineas estomaticas lado adaxial
Longitud del peddnculo

Ancho del pedunculo

-0.218
-0.210
-0.239
-0.326
-0.197
0.253

-0.266
-0.182
0.304

0.293

0.287
0.330

-0.144
-0.275
0.124

-0.156

0.154
0.309

Variables - PCA
1.0-

Asem

Dim2 (12.7%)

-1.0-

1.0 05 00
Dim1 (45.7%)

0.5

1.0

Figura 4. Variables morfolégicas que contribuyen al agrupamiento discreto entre las

dos variedades de P. patula.
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Figura 5. Analisis de Componentes Principales (ACP) para las variables
morfométricas utilizados en este trabajo.

5.2.2 Analisis canodnico discriminante

Este método permitié corroborar la asignacion de individuos y caracteres
morfologicos utilizados en el espacio multivariado. La informacién obtenida fue muy
similar al ACP. El ancho de la semilla, el nUumero de aciculas, la longitud y ancho
del peddnculo fueron las principales variables que permitieron separar a P. patula
var. longipedunculata de P. patula var. patula (Figura 6).

10

Cani (100%)

10
p

T T
longi patu

variedad

Figura 6. Analisis discriminante de caracteres morfologicos. Los individuos y las
variables se agrupan a sus respectivas variedades observandose el patron

observado en el ACP.
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5.3 Modelos de nicho ecolégico: paleodistribucion climatica

Los patrones de la distribucion geogréfica de las variedades de P. patula
y sus predicciones histéricas estan basados en el area de la distribucion geografica
conocida. De manera general las proyecciones del nicho ecoldgico muestran que
actualmente las dos variedades tienen nichos del clima iguales pero diferentes en
el pasado, como si existiera un contacto secundario muy reciente. La superficie
ocupada en los diferentes escenarios del tiempo para cada una de las variedades
se encuentra graficado en la Figura 7.

500000
& 450000
£ 400000
350000
300000
250000
200000 B—
150000
100000
50000
0

Superficie ocupada

Ultimo inter-  Pleistoceno Holoceno Actual
glacial

Escenario de paleodistribucion ecoldgica

Figura 7. Escenarios de paleodistribucion climatica de las dos variedades de P.
patula. Se observa la tendencia historica de los modelos de nicho ecoldgico para la
distribucién geografica historica de las dos variedades de P. patula. Los rombos
corresponden a P. patula var. patula y los cuadros a P. patula var. longipedunculata.
El ultimo interglacial (hace ~75,000-125,000 afios), en el Pleistoceno (hace ~21,000
afos), y el Holoceno medio (hace ~6,000 afios) (Otto-Bliesner et al., 2008).

Durante el Gltimo interglacial el espacio de clima adecuado para P. patula
var. patula segun las proyecciones de los modelos de nicho ecoldgico se encontraba
entre Nuevo Leon y al suroeste de Chiapas, aunque una mayor proporcion del area
accesible de esta variedad se encontraba en el centro de México ocupando casi la
totalidad del Eje Neovolcanico. Cuando la edad de hielo llegdé (UMG), el espacio
adecuado seguia en el centro de México, aunque desaparecio su presencia en el
sureste de Chiapas y se observa una reduccion en el estado de Oaxaca y sur de
Nuevo Leon.

Actualmente el espacio adecuado para la variedad P. patula var. patula
es congruente con nuestros datos de la distribucion geogréafica natural. A lo largo de
la historia climatica, el area geografica con un clima adecuado para esta variedad
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fue posiblemente en el centro de México, lo que hoy corresponde a las cadenas
montafiosas del Eje Neovolcanico y la Sierra Madre Oriental. Los cambios de
distribucion geografica del nicho ocupado por esta variedad indican una dispersion
tanto al norte y sur, dificultando la determinacion de los factores climaticos 6ptimos
a lo largo del tiempo (Figura 8).

En el caso de P. patula var. longipedunculata, durante el dltimo
interglacial el espacio adecuado estaba en una parte de la Sierra Madre Oriental y
del Eje Neovolcanico, al sur en el norte de Michoacan y la mayor area geografica
en la Sierra Madre del Sur. Los modelos de nicho climatico indican pequefios
manchones en el Este de Puebla y Oeste de Veracruz. No obstante, no se han
reportado localidades en estos lugares y podria ser recomendable explorar parte de
Veracruz. Finalmente, en este trabajo, se ha concebido Unicamente su distribucién
en Guerrero y Oaxaca (Figura 9).

® Pinus patula
Ausencia

® Pinus patula

Ausencia
Presencia

500 Kilometros

Pleistoceno

® Pinus patula
Ausencia

B Presencia

®  Pinus patula
Ausencia

I Presencia

Figura 8. Escenarios de la paleodistribucion climatica para P. patula var. patula. Los
escenarios del pasado muestran cambios en el area geografica ocupada por la
variedad.
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Figura 9. Escenarios de la paleodistribucion climatica para P. patula var.
longipedunculata. Los escenarios del pasado muestran cambios en el area
geografica ocupada por la variedad.

5.4 Relaciones genéticas entre poblaciones de P. patula

Los datos moleculares muestran un patron complejo y una débil
definicidn de las relaciones genéticas sobre todo en P. patula var. patula. Los SNPs
nucleares evidencian tres grupos utilizando el método de Neighbor-joining a través
de un analisis de distancias genéticas de Nei (Anexo IV). El primer grupo esta
conformado por las poblaciones de P. patula var. patula, el segundo conformado
por poblaciones de la variedad P. patula var. longipedunculata de Oaxaca y el
tercero de esta misma variedad del estado de Guerrero, estos grupos fueron
congruentes con la red de haplotipos (Anexo V). El arbol geneal6gico muestra
evidencia de estructura en las poblaciones de P. patula var. longipedunculata, dos
pozas génicas que corresponden a las poblaciones de Oaxaca y una tercera a las
poblaciones de Guerrero, con soporte de bootstrap de 90 y 100%, respectivamente.
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5.5 Diversidad genética en las poblaciones de P. patula

La diversidad genética para las poblaciones es proporcionada en el
Cuadro 5. El valor més alto del polimorfismo genético (52.3%) fue observado en la
poblacion La Felicidad, Guerrero, mientras que el valor mas bajo del mismo
parametro fue para la poblacibn San Pedro el Alto, Oaxaca (12.5%). Ambos
estimados corresponden a poblaciones de P. patula var. longipedunculata (Cuadro
6).

El indice de Shannon que permite establecer la relacion entre la
frecuencia de un determinado alelo y el nimero de individuos en cada poblacion en
términos de riqueza y uniformidad de su distribucién oscil6 entre 0.061(0=0.013)
para la poblacion Santa Ma. Yavesia, Oaxaca y 0.163(c=0.018) para la poblacién
Cerro la Pinguica, Querétaro (Cuadro 6).

Los alelos privados encontrados en algunas poblaciones de P. patula
permiten inferir que, en estas poblaciones, donde se han detectado, existe un
limitado flujo génico. El mayor nimero de alelos privados fue detectado en P. patula
var. longipedunculata (Cuadro 5).

Cuadro 5. Informacion de las poblaciones de P. patula donde se detectaron alelos
privados.

Poblacion No. de alelos
privados

Pinus patula var. patula

Las Vigas, Veracruz

San Bartolo, Hidalgo.
Zacuiltapan, Hidalgo.

Pinal de Amoles, Querétaro
Cerro de la Pinglica, Querétaro
Villa del Carbén, México

El Conejo, Puebla

Sierra La Encantada, Morelos
Total

_a R R R P W R N R

—

Pinus patula var. longipedunculata

La Felicidad, Guerrero. 9
Ixtlan de Juarez, Oaxaca 12
Santa Ma. Yavesia, Oaxaca 1
Total 22
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Cuadro 6. indices de diversidad genética en las poblaciones evaluadas de P. patula,
I= Indice de Shannon; %P= porcentaje del polimorfismo; He= Heterocigosidad
esperada; Ho= Heterocigosidad observada, FIS (Coeficiente de endogamia).

Poblaciéon |He Ho FIS | %P

GF(Tam) 0.099(0.017) |0.112(0.024) |-0.13(-0.41) 0.143(0.025) |[23.2
LV(Ver) 0.119(0.016) |0.137(0.022) |-0.15(-0.37) |0.180(0.024) |33.9
PA(Qro) 0.140(0.017) |0.086(0.015) |0.38(0.12) 0.214(0.025) |42.9
CP(Qro) 0.163(0.018) |0.154(0.021) |0.05(-0.17) 0.246(0.026) |47.3
SB(Hgo) |0.121(0.015) |0.107(0.016) |0.12(-0.07) |0.191(0.023) |42.0
ZP(Hgo) 0.144(0.016) |0.105(0.015) |0.27(-0.07)  |0.227(0.024) |49.1
VC(Méx) |0.122(0.016) |0.131(0.018) |-0.07(-0.13) |0.191(0.023) |42.0
SE(Mor) 0.128(0.017) |0.131(0.020) |-0.02(-0.18) |0.193(0.025) |35.7
TL(TIx) 0.115(0.015) | 0.127(0.018) |-0.10(-0.2) 0.179(0.023) |37.5
EC(Pue) 0.108(0.016) |0.121(0.021) |-0.12(-0.3) 0.166(0.023) |33.0
LF(Gro) 0.158(0.017) |0.162(0.020) |-0.02(-018) |0.246(0.025) |52.7
CH(Gro) 0.156(0.017) |0.159(0.022) |-0.02(-0.3) 0.240(0.025) |48.2
1J(Oax) 0.162(0.018) |0.196(0.027) |-0.2(-0.5) 0.242(0.027) |43.7
SA(Oax) 0.056(0.014) |0.027(0.011) |0.52(0.21) 0.080(0.020) |12.5
SY(Oax) 0.061(0.013) |0.067(0.015) |-0.098(-0.15) |0.093(0.019) |17.7

5.6 Exploracién y evaluacion de la estructura genética
5.6.1 Coeficientes F de Wright

En las poblaciones de la Sierra Madre Oriental una Fst de 0.06-0.16 y en
la Sierra Madre del Sur una Fstde 0.06-0.19. La estructura genética entre ambas
variedades consistioé en una Fst de 0.09-0.24. Ver Anexo VI de los intervalos de las
Fst para todas las poblaciones. Las diferencias grandes fueron observadas en las
poblaciones de P. patula var. longipedunculata (0.12-0.16). La Fis total de las
poblaciones de la Sierra Madre del Sur fue de 0.04 y en la Sierra Madre Oriental
0.03.

5.6.2 Estructura genética a partir de analisis de componentes principales

El primer y segundo componente del analisis del ACP explicaron el
38.44% de la variacion total (el primer componente 21.94%, el segundo componente
16.5%) identificando tres principales grupos (Fig. 10). El grupo | (SA y SY)
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corresponde a las poblaciones de P. patula var. longipedunculata. El grupo Il (LF y
CH) corresponde a las poblaciones de P. patula var. longipedunculata. El grupo Ili
(puntos verdes) corresponde a todas las poblaciones de P. patula var. patula. La
estructura en las poblaciones de la Sierra Madre del Sur es mas clara que en las
poblaciones de la Sierra Madre Oriental, por lo cual, también se obtuvieron
exploraciones sobre la subestructura genética dentro de cada una de las
variedades.

Principal Coordinates (PCoA)
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Figura 10. Resultados del andlisis de coordenadas principales para todas las
poblaciones de P. patula. Los puntos verdes corresponden a P. patula var. patula
donde la nube de poblaciones engloba todas las poblaciones utilizadas en este
estudio, asi como una poblacion de Oaxaca, Ixtlan de Juérez. Los puntos azules y
rosas corresponden a P. patula var. longipedunculata de Oaxaca (azules) y
Guerrero (rosas).

5.6.3 Subestructura en las poblaciones de P. patula var. patula

El primer y segundo componente del andlisis del ACP explicaron el
41.16% de la variacién total (el primer componente 21.79%, el segundo componente
19.37%) revelando cuatro pozas genéticas (Fig. 11). La poza | corresponde a
Gbmez Farias (Tamaulipas), la poza Il a Las Vigas de Ramirez (Veracruz), Pinal de
Amoles y Cerro de la Pinglica (Querétaro) y San Bartolo (Hidalgo), (LV, PA, CP,
SB). La poza lll a la Sierra la Encantada (Morelos) y la poza IV a Zacualtipan de
Angeles (Hidalgo) Villa del Carbén (México) El Conejo (Puebla) y Tlaxco (Tlaxcala)
(ZP, VC, EC, TL).
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Figura 11. Resultados de la subestructura genética de las poblaciones de P. patula.
Cuatro pozas genéticas fueron identificadas cuando se excluyd la informacién
molecular de las poblaciones de la Sierra Madre del Sur.

5.6.4 Subestructura en las poblaciones de P. patula var. longipedunculata

El primer y segundo componente del analisis del ACP explicaron el
76.65% de la variacion total (el primer componente 41.10%, el segundo componente
35.55%) identificando tres pozas genéticas (Fig. 12). La poza | corresponde a las
localidades de La Felicidad y Chichihualco (Guerrero). La poza Il corresponde a las
localidades de San Pedro el Alto y Sta. Ma. Yavesia (Oaxaca) La poza lll a la
localidad de Ixtlan de Juarez (Oaxaca).

Principal Coordinates (PCoA)

o J

®e CH ® SY o SA

Coord. 2 (35.55%)

Coord. 1 (41.10%)

Figura 12. Resultados de la evaluacién de la subestructura genética de las
poblaciones de P. patula var. longipedunculata. Los puntos verdes corresponden a
las poblaciones de Guerrero (La Felicidad (LF) y Chichihualco (CH)) y los puntos
azules a las poblaciones de Oaxaca (Santa Ma. Yavesia (SY) y San Pedro el Alto
(SA)). El punto rosa corresponde a la poblacién Ixtlan de Juarez (Oaxaca).
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5.7 Prueba de asignacion usando STRUCTURE

El andlisis de STRUCTURE revela la posible existencia de sub-estructuracion
genética en P. patula. EI STRUCTURE para todas las poblaciones de las dos
variedades de P. patula mostré un agrupamiento de K=3 (Figura 13). Este
agrupamiento fue observado también en el ACP, en el fenograma NJ y en la red
de haplotipos (Anexo IV y V). Se observaron a nivel de los individuos patrones de
mezcla y no detectamos estructura geografica, a excepcion de las poblaciones de
Gurerrero.

7 g 1" 5 17 ] 2 2 27 2 y 5 3 1 5 7 55 7 5 Py
6 8 10 12 1 16 18 0 2 24 26 2 30 32 3 38 38 40 42 4 46 48 50 52 54 56 58 60

2

| Y Y

P. patula P. longipedunculata, Gro. P. long., Oax.

Figura 13. Asignacion de los individuos en K=3 cuando fue considerada la
informacion molecular de las dos variedades. Los individuos de 1-42 corresponden
a P. patula var. patula, 43-53 P. patula var. longipedunculata de Guerrero, 54-62 P.
patula var. longipedunculata de Oaxaca.

5.8 Divergencia de las pozas genéticas de P. patula var. longipedunculata y
cambios demograficos

Encontramos que el escenario con la mayor probabilidad posterior fue
la hip6tesis del escenario 1 de una divergencia reciente para las pozas de Guerrero
y Oaxaca en t1 y una expansion demogréfica de una poblacién ancestral en t1
(tiempo en generaciones) en el Holoceno y una segunda divergencia en t; para las
pozas de Oaxaca (Ixtlan de Juarez y Santa Ma. Yavesia). El escenario 1 mostro la
mas alta probabilidad posterior y un intervalo de confianza del 95% (PP, 95% CI:
escenario 1. 0.9700 [0.9635,0.9764]. El escenario 2 mostr6 una probabilidad
posterior de 0.0300 [0.0236,0.0365]. Bajo la hipotesis del escenario 1 y asumiendo
un tiempo generacional de 60 afios, se encontrd que la divergencia entre las pozas
génicas detectadas por el ACP (La Felicidad, Guerrero, Ixtlan de Juarez, Oaxaca)
ocurrieron en el (t1) en el Holoceno (10,000 afios). Asi mismo se encontré una
expansion demografica en la poblacion ancestral (Nbc2) en t1. Las pozas génicas
Ixtlan de Juarez y Santa Ma. Yavesia divirgieron en t2 (Pleistoceno, c. 13,000 afios
antes del presente).

El escenario 1 fue correctamente identificado en el 100% de los 1000
conjuntos de datos pseudo-observados simulados (PODs) para el enfoque logistico
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cuando fue comparado con el segundo escenario. El error tipo | fue de 0 y un error
tipo 1l de 0.46 siendo bajos cuando el escenario | fue escogido como la hipétesis
MAs cercana a nuestros datos genéticos.

Cuadro 7. Parametros estimados y valores de la confidencia del modelo del anélisis
ABC de P. patula var. longipedunculata usando DIYABC.

Escenario con cambios Escenario estable
demograficos

Probabilidad posterior  0.9700 (0.9635,0.9764) 0.0300 (0.0236,0.0365)

Rendimiento del modelo

PODs expansion en el 0.1 0 (Tipo error 1)
Holoceno
PODs sin cambios 0.46 (Tipo de error Il) 0.54

demograficos

5.9 Divergencias de las pozas genéticas de la Sierra Madre Oriental y del Sur

Se estimo a través de DIY-ABC, diferentes escenarios plausibles que
incluyeron la informacion del escenario anterior con la mayor probabilidad posterior
y la informacion de las pozas de la Sierra Madre Oriental. Se encontré que el
escenario con la mayor probabilidad posterior fue la hipétesis de una divergencia de
las pozas de la Sierra Madre del Sur de una poza ancestral de la Sierra Madre
Oriental en t1 (Holoceno) y t2 (Pleistoceno superior) y la divergencia en t2 de las
demas pozas de P. patula. El escenario 4 mostré la probabilidad posterior mas alta
y un intervalo de confianza del 95% (PP, 95% CI: escenario 4: 1.0000
[1.0000,1.0000]). Los otros tres escenarios mostraron valores de 0. Aunque las
divergencias resultaron en tiempos recientes, se detectdé también expansion
demografica de la poblacion ancestral de la Sierra Madre Oriental en t.

El escenario 4 fue correctamente identificado en el 100% de los 500 conjuntos de
datos pseudo-observados simulados (PODs) para el enfoque logisticos cuando fue
comparado con los otros tres escenarios. Finalmente se explord otros tres
escenarios posibles modificando la poza ancestral en diferentes tiempos y cambios
demograficos y de esta manera, reanalizar la hip6tesis anterior con mayor
probabilidad posterior.
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Entonces, detectamos que el escenario con la mayor probabilidad
posterior fue la hipotesis tres, que consistio en la divergencia de las pozas de la
Sierra Madre del Sur en t1 y t2. Mientras que las demas pozas génicas de la Sierra
Madre Oriental en t2. Estos resultados fueron consistentes con la evaluacion de las
hipotesis del Anexo llc. Es decir, reafirmamos que la mayor probabilidad posterior
fue para el mismo escenario con un cambio demografico en t2. El escenario tres
mostré6 una probabilidad posterior con un intervalo de confianza del 95% de
0.8501[0.8446,0.8557]. El escenario uno mostré una probabilidad posterior de 0 y
el escenario dos, 0.1499 [0.1443,0.1554]. Los pardmetros historicos se encuentran
en el Anexo lld.

El escenario tres fue correctamente identificado en el 95% de los 500
conjuntos de datos pseudo-observados simulados (PODs) para el enfoque logistico
cuando fue comparado con los otros dos escenarios, ya que el andlisis indicé para
el escenario uno 0% y para el segundo escenario 5%. El error tipo | fue de 0 y un
error tipo 1l de 0.20 siendo bajos cuando el escenario tres fue escogido como la
hip6tesis mas cercana a nuestros datos genéticos.
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VI DISCUSION

6.1 Distribucidén geografica natural de Pinus patula

Historicamente se han reconocido dos variedades de P. patula, una de
las cuales fue caracterizada por tener un peddnculo largo en el cono (Martinez,
1948) en el estado de Oaxaca. Se ha reportado que la zona de distribucion no ha
sido definida en P. patula var. longipedunculata (Loock, 1950), por lo cual hace falta
la exploracién sobre todo en Veracruz y Chiapas (Farjon & Filer, 2013). No obstante,
el conocimiento sobre la distribucion de la especie ha ido cambiando. Por ejemplo,
Martinez (1948) y Mirov (1967) concibieron la distribucion de P. patula var. patula
en Querétaro, Hidalgo, México, Puebla, Veracruz y Tamaulipas. Posteriormente el
conocimiento de la distribucidbn se amplido a otros estados tales como Morelos,
Tlaxcala y Oaxaca (Farjon & Styles, 1997).

En la bibliografia se ha considerado la distribucién geografica en la
Ciudad de México y en Chiapas (Perry, 1991; Farjon & Styles, 1997; Farjon, 2010).
No obstante, para P. patula, en la Ciudad de México el Desierto de los Leones no
es una localidad que corresponda a la distribucién natural, sino a una reforestacion;
y en Chiapas los caracteres morfoldégicos de ejemplares del sitio reportado
corresponden a la especie P. tecunumanii y no a P. patula var. longipedunculata,
aunque es una especie estrechamente relacionada y morfolégicamente similar a lo
gue se encuentra en Guerrero y Oaxaca. Por otra parte, la informacion sobre la
distribucidon geogréfica es mas pobre y dificil de comprender para la variedad del
sur, debido a que la informacion en herbarios es suficiente en Guerrero y Oaxaca,
ya que recientes colectas han confirmado la presencia de la variedad en el estado
de Veracruz.

6.2 Divergencia morfolégica de las variedades de Pinus patula

Stead (1981) sefalé que el género Pinus no se presta facilmente a las
descripciones cualitativas tradicionales que permiten distinguir a las especies con la
morfologia de las hojas y conos ovulados. En el trabajo de McCarter & Birks (1985),
utilizaron un enfoque numérico para elucidar problemas taxonémicos dentro del
género Pinus. Su estudio se enfocd en identificar los caracteres que permitirian
discriminar a P. oocarpa y P. tecunumanii (tratado por ellos como P. patula subsp.
tecunumanii). y P. patula var. longipedunculata como P. patula subsp.
longipedunculata (tratado por ellos como P. patula subsp. longipedunculata).
Encontraron que al menos los caracteres del nimero de hojas por fasciculo, la
longitud de la vaina, el numero de hileras estomaticas, el numero de canales
resiniferos, la longitud del cono y del pedunculo fueron los principales caracteres
gue permitieron discriminar estos dos taxa. Estos caracteres en nuestro estudio han
sido utiles para discriminar a las dos variedades de P. patula, asi como en P. greggii
(Donahue and Lopez-Upton 1996).

En algunos trabajos morfologicos de los pinos se han encontrado
correlaciones altas entre los caracteres. Por ejemplo, en la longitud de la semilla 'y
el peso total por cien semillas (r=0.76) y la longitud de la apofisis del cono y el ancho
del cono (r=0.75) en P. greggii (Donahue and Lopez-Upton 1996). También entre la
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longitud de la vaina y el grueso del cono (r=0.83) (Viveros-Viveros et al. 2013).
Nuestro estudio encontré correlaciones altas en los siguientes caracteres
morfoldgicos: longitud del cono y el ancho del cono (r=0.94), el ancho del cono y la
longitud de la apdfisis (r=0.80), longitud de la apofisis y la longitud del cono (r=0.79)
y el ancho de la vaina y el ancho del cono (r=0.79). Las correlaciones altas de los
caracteres han sido propuestas como hipétesis, por ejemplo, se ha mencionado la
posibilidad de que las vainas puedan cumplir funciones de proteccion a las aciculas
contra factores del ambiente (ejemplo, las heladas); esta hipotesis se basa en la
evidencia de que las vainas son mas largas a mayores altitudes (Espinoza et al.
2012). Se ha sugerido también que la presencia de conos mas gruesos pudiera
brindar una mayor proteccién de las semillas contra el dafio por heladas (Espinoza
et al. 2012; Viveros-Viveros et al. 2013).

Los pinos que son de divergencia poco clara, por ejemplo, la subseccion
Australes (5 millones de afios) (Hernandez-Leon et al. 2013) y (Saladin et al. 2017)
(20 millones de afios), tienen variacion en los caracteres morfolégicos, pero hay
sobrelapamiento de esta variacién entre las especies, y esto en parte es atribuible
a que las especies muestran flujo génico entre especies (Eckenwalder, 2009).
Aunque, nuestro muestreo no fue intenso a nivel de poblaciones para evaluar con
métodos multivariados los caracteres morfométricos, fue suficiente para detectar los
dos grupos que se han propuesto por Martinez (1948), P. patula var. patula y var.
longipendunculata.

Los caracteres microscopicos de la anatomia interna de las hojas han
sido poco explorados debido a que se ha encontrado evidencia de que estan
influenciados por el ambiente. No obstante, se han explorado en algunas especies
y se ha concluido que pueden llegar a ser buenos caracteres para discriminar
especies (LOpez-Reyes et al. 2015; Ortiz-Martinez and Gernandt 2016). El estudio
de (Lopez-Reyes et al. 2015) encontré diferencias entre dos especies de pinos
mexicanos, P. douglasiana y P. maximinoi, a través de las intrusiones hipodermales.
El caracter fue consistente en P. douglasiana y permitié separarlo de P. maximinoi.
Otras especies, como P. devoniana y P. pseudostrobus presentaron intrusiones
hipodermales con respecto a otras especies que fueron evaluadas como P. greggi
y P. patula (Espinoza-pelcastre, Gernandt, and Arce-cervantes 2018). En P.
pinceana y P. teocote el numero de los canales resiniferos fue consistente en las
muestras del estado de Hidalgo y Guerrero, respectivamente (Espinoza-pelcastre,
Gernandt, and Arce-cervantes 2018; Ortiz-Martinez and Gernandt 2016). Se ha
mencionado que el nimero de los canales resiniferos tiene una estrecha relacién
con el medio ambiente (Helmers, 1943) y que algunas aciculas pueden no tener
canales resiniferos, por ejemplo, P. leiophylla (Ortiz-Martinez and Gernandt 2016),
pero dicha condicibn no esta asociada con ninguna especie en particular.
Finalmente, el nimero de canales resiniferos, al ser altamente variable, no puede
tomarse como elemento sistematico (Martinez, 1945).
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6.3 Modelos de nicho ecolégico: paleodistribucion climatica

La especie P. patula generalmente se encuentra en sitios templados,
subtropicales o humedos, con precipitacion anual de 1000 a 2200 mm y con una
altitud de (1400) 1800-2800 (3300) m (Farjon & Styles, 1997). Este estudio es el
primero en determinar y comparar diferentes escenarios del nicho ecoldgico basado
en clima del pasado (Interglacial, Pleistoceno, Holoceno) para las dos variedades
de P. patula. Los modelos obtenidos mostraron un desempefio alto de acuerdo con
los resultados de partial ROC (Peterson, Papes, and Soberén 2008). Aunque,
detectamos diferencias climaticas en ambas variedades, es necesario utilizar otros
meétodos para evaluar las hipoétesis de divergencia del nicho y/o conservadurismo
de nicho (Ortiz-Medrano et al. 2016), sobre todo en especies que tienen una
divergencia reciente (Peterson 2011). Por ejemplo, para determinar si dos especies
son diferentes o similares en su nicho se han utilizados medidas para cuantificar el
sobrelapamiento de los nichos; la D de Schoener y la distancia de Hellinger. En
ambos estadisticos el 0 equivale a que no existe sobrelape de nicho y el 1 a nichos
idénticos (Warren, Glor, and Turelli 2010). En estudios recientes se han utilizado
estos métodos para evaluar si las especies han divergido en su nicho ecolégico
(Aguirre-Gutiérrez et al. 2015; Ortiz-Medrano et al. 2016).

Un estudio llevado a cabo en P. patula var. patula utilizé las variables
derivadas de la base de datos WorldClim (Hijmans et al. 2005) para predecir la
distribucion de las especies para el afio 2050, debido a los impactos del cambio
climético (van Zonneveld et al. 2009). Las variables climaticas que mejor definieron
el habitat natural de P. patula fueron la temperatura maxima del mes mas frio,
precipitacion anual, precipitacion del mes méas seco, estacionalidad en la
temperatura y rango anual de la temperatura. Sin embargo, en el caso de P. patula
var. patula, las variables que mejor contribuyeron para conocer su distribucién
potencial fueron la temperatura del mes mas calido (44.9%), temperatura del
trimestre mas seco (17.4%), precipitacion del trimestre mas seco (14%) y
precipitacion anual (9.5%). Los resultados distintos obtenidos pueden deberse a que
se utilizo informacion del estado de Guerrero.

La contribucién climatica con mayor porcentaje en P. patula fue la
temperatura media y la temperatura maxima del mes mas humedo (Bio 2 y Bio 5),
mientras que para la variedad de la Sierra Madre del Sur fue la estacionalidad de la
temperatura y el rango de temperatura media anual (Bio 4 y Bio 7). La importancia
de la estacionalidad radica en que conduce a la variacion adaptativa dentro y entre
especies de clima templado (Bonebrake and Mastrandrea 2010; Williams and
Jackson 2007). En Norte América, por ejemplo, la estacionalidad incremento
después del Ultimo Méaximo Glacial, lo cual podria explicar los cambios observados
en la adaptacion a las condiciones estacionales (Williams and Jackson 2007).
Aunado a esto, se ha encontrado que las diferencias en la estacionalidad facilitan la
diferenciacion de caracteres en otras especies de Pinus, incluyendo el tamafio de
la semilla, el afio reproductivo, liberacion del polen y las tasas de establecimiento y
crecimiento de las plantulas (Bolte 2017).
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Cuadro 8. Variables de temperatura y precipitacion que fueron utilizados en las
variedades para modelar escenarios del clima en tiempos pasado y presente, (V)
variable que contribuye al modelo de nicho ecolégico y (x) variable que no
contribuye al modelo de nicho ecologico.

Variable/Variedad P. patulavar. |P. patulavar.
patula longipedunculata
Rango de temperaturas diurnas N X
Estacionalidad en la temperatura X N
Temperatura maxima del mes mas calido N X
Rango anual de temperatura N N
Temperatura media del trimestre mas lluvioso X N
Temperatura media del trimestre mas seco N X
Temperatura media del trimestre mas calido X N
Temperatura media del trimestre mas frio X N
Precipitacién anual N N
Estacionalidad en la precipitacion \ X
Precipitacion del trimestre mas seco \ X
Precipitacion del trimestre méas célido X N
Precipitacion del trimestre mas frio N X

Los sistemas de informacién geografica en combinacién con otras
herramientas analiticas han permitido evaluar los requerimientos climéticos de las
especies (Kozak, Graham, and Wiens 2008). La especie P. patula presenta una
distribucion de norte a sur en México. La mayor distribucion es encontrada en la
variedad P. patula var. patula en el Norte, Centro y Sur (Oaxaca), donde la
topografia y el clima es variado, mientras que en P. patula var. longipedunculata la
distribucion esta restringida a Guerrero y Oaxaca. Los métodos de SIG hacen
posible modelar los patrones espaciales de los requerimientos climaticos para los
organismos, basado en las distribuciones actuales y la proyeccion de las
condiciones estimadas mapeadas de los climas del pasado (Carstens and Richards
2007; Hugall et al. 2002; Kozak, Graham, and Wiens 2008; Peterson, Bauer, and
Mills 2004) para conocer hipotéticamente el movimiento del area accesible donde
pudo haber estado presente.

Nuestros modelos para ambas variedades proporcionaron informacion
sobre la posibilidad de cambios en el area geogréafica ocupada y del clima favorable
para su distribucion. La hip6tesis planteada sobre la dinamica de la distribucion
geografica del pasado podria explicar la variacion genética detectada en la Sierra
Madre Oriental y del Sur. Las predicciones de los modelos CCSM soportan el
aumento y reduccion de P. patula durante los periodos del pasado, lo cual ha sido
encontrado en otras especies de plantas (Ramirez-Barahona and Eguiarte 2013;
Ruiz-Sanchez and Specht 2013). La diversidad genética en P. patula fue alta dentro
de las poblaciones. Este patron es posiblemente el resultado de grandes tamafios
de las poblaciones y la conectividad entre poblaciones de la Sierra Madre Oriental
y del Sur. Las diferencias observadas en la distribucion geografica en las variedades
hoy en dia, podria indicar que estuvieron sujetas a fluctuaciones del area geografica
(Carstens and Richards 2007), ya que, las fluctuaciones pudieron haber sido un
factor clave que afecto la distribucion de la variacion genética de las especies
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(Carnaval, Hickerson, and Haddad 2009). Sin embargo, es necesario obtener una
clara imagen en como el cambio del clima ejercié efecto en la genética de
poblaciones de las especies (Ramirez-Barahona and Eguiarte 2013).

6.4 Relaciones genéticas y variacion genética entre poblaciones

La distancia genética entre poblaciones de P. patula var. patula fue
variable, desde 0.073 hasta 0.230. Hay una distancia grande entre la variedad
anterior y P. patula var. longipedunculata. Las distancias de (Nei 1978) varian de
0.15 a 0.24. Los valores estimados de la diversidad genética son congruentes a las
conclusiones obtenidas para P. greggii (Parraguierre-Lezama et al. 2002) en el
sentido de que existe una fuerte influencia de la deriva genética debido al
aislamiento de las poblaciones naturales.

Las relaciones genéticas recuperadas a partir de nuestros datos
siguieron un patrén geografico definido en las poblaciones de P. patula var.
longipedunculata. La topologia del arbol N-J (Anexo 1V) sugiere una asociacion
entre las relaciones evolutivas y geogréaficas de las localidades de P. patula. Un
grupo corresponde a una localidad de P. patula var. patula de Veracruz y P. patula
var. longipedunculata de Ixtlan de Juarez, Oaxaca. Esto ha sido visto también, por
ejemplo, en P. oocarpa donde un grupo corresponde a una provincia de México y
otro de Guatemala (W. S. Dvorak et al. 2009). La especie P. oocarpa es de amplia
distribucion geografica que va desde la Sierra Madre Occidental hasta Guatemala,
Honduras, El Salvador y noroeste de Nicaragua (W. S. Dvorak et al. 2009). En esta
especie tres grupos fueron encontrados, P. oocarpa (Sur-México), P. oocarpa
(centro y norte de México) y P. oocarpa (América Central) (W. S. Dvorak et al. 2009).
Nuestros analisis de componentes principales también muestran un patrén sobre la
diferenciacion entre una poblacion del estado de Oaxaca, que no se encuentra
relacionado con las otras poblaciones de la Sierra Madre del Sur, sino con las
poblaciones de la Sierra Madre Oriental. Este patrén se ha encontrado en otros
estudios, donde la hipétesis que resalta es que puede ser debido a una migracién
de norte a sur durante el Pleistoceno (Corona, Toledo, and Morrone 2007; Sanchez-
Sanchez et al. 2012). Esto ha sido atribuido en parte a que las provincias de la Sierra
Madre Oriental y del Sur funcionaron como corredores naturales para las
comunidades de plantas y animales. Ademas de que el registro fosil mostré un
incremento de los bosques tropicales (Lozano-Garcial and Vizquez-Selem 2005)
gue resulté en las contracciones de estos bosques en las montafias de altitudes
grandes (Mastretta-Yanes et al. 2015; Ramirez-Barahona and Eguiarte 2013).
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Cuadro 9. Parametros genéticos de diferentes marcadores en Pinus subseccién

Australes.
Especie o Alelos No alelos % loci Ho He Marcador Referencia
variedad (no. de privados  efectivos polimorficos molecular
poblaciones)
P. caribaea var. - - - 0.422(0.216)  0.465(9.235) 6 microsatélites  (Delgado et
hondurensis (2) nucleares al. 2011)
P. echinata (15) - - - Este,0.164 Este,0.186 23 isoenzimas (Raja et al.
Oeste, 0.186  Oeste,0.190 1998)
P. echinata (12) - Este,1.25 65.87 - Este,0.15 794 (Xu, Tauer,
Oeste, Oeste,0.15 polimorfismosen  and Nelson
1.24 la longitud de 2008)
fragmentos
amplificados
P. greggii (19) - - Sur,30.01 Sur,0.087 Sur,0.115 14 isoenzimas (Parraguierr
Norte,34.07 Norte,0.087 Norte,0.133 e-Lezama
et al. 2002)
P. occidentalis (4) - 5.521 - - 0.839 8 microsatélites  (de
de cloroplasto Francisco
2016)
P. oocarpa (50) - - - - 0.635 11 (W. S.
microsatélites Dvorak et
nucleares al. 2009)
P. palustris (23) - - 62.1 39.5 0.103 24 aloenzimas (Schmidtling
and Hipkins
1998)
P. pungens (20) - 1.39 58.3 0.216(0.010)  0.204(0.011) 21 aloenzimas Gibson &
Hamrick
(1990)
P. patula var. 8 1.20 38.66 0.144 0.115 112 Este estudio
patula (10) polimorfismos
de nucleétido
Unico nucleares
P. patula var. 3 1.20 35 0.122 0.118 112 Este estudio
longipedunculata polimorfismos
(5) de nucleétido
Unico nucleares
P. radiata (7) - - 48.4 0.089 0.091 31 aloenzimas (Moran and
Bell 1987)
P. radiata (18) - 7.2 - 0.87 0.83 5 microsatélites  (Espinoza
et al. 2012)
P. taeda (11) - Este, 1.21 46.68 - Este, 0.13 303 (Xu, Tauer,
Oeste, Oeste, 0.10  polimorfismosen  and Nelson
1.19 la longitud de 2008)
fragmentos
amplificados
P. taeda (188) - - - - 0.72 23 (A. J. Eckert
microsatélites et al. 2010)
nucleares
P. taeda (188) - - - - 0.25 3029 (A. J. Eckert
polimorfismos et al. 2010)

de nucleétido
Unico nucleares
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6.5 Evaluacioén y exploracion de la estructura genética

En nuestro estudio se han detectado valores atipicos de la Fst en las
poblaciones de P. patula (-0.448 a -0.566). Se ha utilizado ampliamente los indices
de fijacidn, el coeficiente de estructura genética entre poblaciones Fst =1 — HS/HT),
coeficiente de endogamia de poblaciones (FIS = 1 — HI/HS) y coeficiente de
endogamia total (Fir = Fis + [(1-FlIs) Fst]) (Wright, 1951). Estos valores atipicos
(valores negativos) en Fis, sugiere que fuerzas evolutivas como la seleccion
balanceadora estén actuando en estos loci. Los valores atipicos altos han sido
encontrados en otro estudio de P. patula en una localidad de Oaxaca (Sanchez-
Garcia, 2015), donde sus valores oscilan en -0.094 a -0.607.

En ocasiones la estructura genética ha sido evaluada en regiones donde
se tiene el conocimiento o la sospecha de que existen diferencias genéticas.
Cuando los datos genéticos fueron analizados en STRUCTURE la mayoria de los
individuos mostraron ancestria mezclada; aunque, los individuos de la Sierra Madre
del Sur, especificamente las poblaciones de Guerrero se asignaron correctamente
al grupo en particular (Figura 13). De la misma manera, cuando toda la informacién
genética de la Sierra Madre Oriental y del Sur fue analizada en PCoA se detectaron
tres agrupamientos genéticos, siendo las poblaciones de Guerrero las que mejor
concordaron con la geografia (Figura 10).

Cuadro 10. Informacién de la estructura genética en diferentes especies de Pinus
subseccion Australes, a partir de los indices de fijacion F.

Especie o FIS FIT FST Marcador Referencia
variedad molecular
P. caribaeae var. 0.053 - - microsatélites  (Delgado et al.
hondurensis nucleares 2011)
P. echinata 0.018 0.105 0.089 isoenzimas (Raja et al. 1998)
P. greggii 0.271 0.547 0.379 isoenzimas (Parraguierre-
Lezama et al.
2002)
P. occidentalis - - 0.198-0.384 microsatélites  (de Francisco
de cloroplasto  2016)
P. palustris - 0.039 0.04 aloenzimas (Schmidtling and
0.002 Hipkins 1998)
P. patula var. - 0.299 0.312 polimorfismos  Este estudio
patula 0.015 de nucleétido
Gnico
nucleares
P. patula var. - 0.141 0.205 Polimorfismos  Este estudio
longipedunculat 0.062 de nucleétido
a nucleares
P. pungens 0.081 0.198 GST=0.135 aloenzimas Gibson and
Hamrick (1990)
P. radiata - - 0.04 microsatélites  (Espinoza et al.

2012)
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La interpretacion de la estructura y los patrones de distribucion de la
diversidad genética han sido objetivos de la ecologia molecular y genética de
poblaciones (Manel and Holderegger 2013). Estos patrones llegan a ser mas
predecibles cuando la estructura genética concuerda con la estructura geografica
(Holderegger and Wagner 2006). Los individuos de P. patula, no estuvieron
claramente asignados geograficamente, sobre todo, los de la Sierra Madre Oriental;
aunque, Sierra la Encantada (Morelos) y Gomez Farias (Tamaulipas) se mostraron
diferentes genéticamente (Figura 10). Las poblaciones en las que no concordo la
geografia fueron Zacuiltapan, Hidalgo y San Bartolo, Hidalgo. Este patron fue
encontrado también en poblaciones de la Sierra Madre del Sur, donde Ixtlan de
Juarez mostro una relacion genética mas fuerte a las poblaciones de la Sierra Madre
Oriental (Anexo 1V). Este patron ha sido observado en otros organismos, en las
mismas sierras, donde se ha mencionado que esto puede ser debido a una
migracion de norte a sur durante el Pleistoceno (Corona, Toledo, and Morrone
2007).

L(K) (mean +- SD)

—2350
—2400

—2450

Mean of est. Ln prob of data

—2500

—2550

1 2 3 4 5 6 7 8
K

Figura 14. Asignamiento de los individuos en K=4 utilizando la informacién de la
probabilidad media (Ln).
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Esta asociacién entre ambas provincias biogeograficas es una tendencia
comun que refleja el hecho de que estas dos provincias funcionaron como
corredores para las comunidades de plantas y animales durante los sucesivos
eventos climaticos (McDonald, 1993). Nuestros datos también detectaron
subestructura genética en las poblaciones de la Sierra Madre Oriental en el ACoP
(Figura 10) y en STRUCTURE (Figura 14) cuando la informacién molecular de la
Sierra Madre del Sur fue excluida. Ambos analisis concordaron con cuatro
agrupamientos genéticos y esto corroborod la hipétesis planteada en el trabajo sobre
la estructura a nivel local. En estudios recientes sobre todo en especies de amplia
distribucion se han encontrado patrones de diferenciacion genética a nivel regional
(Liu et al. 2016; Rodriguez-Banderas et al. 2009).

6.7 Historia filogeografica de Pinus patula a partir de datos nucleares

La provincia bidtica de la Sierra Madre del Sur es geolégicamente la mas
compleja de todas las provincias de México, lo que ha permitido una gran
heterogeneidad de habitats y el desarrollo de una biota muy diversa (Navarro 1993).
La Sierra Madre del Sur y la Sierra Madre Oriental han sido consideradas como
componentes transicionales que representa parte de los limites entre dos grandes
regiones biogeograficas y que debido a la mezcla biética ha permitido la interaccién
de cenocrones nearticos, neotropicales y endémicos (Escalante, Rodriguez, and
Morrone 2004; Morrone 2005, 2017; Zink, Blackwell-Rago, and Ronquist 2000).

Aungque pocos datos detallan cambios de clima en México durante el
Pleistoceno (Metcalfe et al. 2000), la evidencia disponible sugiere que las
condiciones en el centro y norte de México fueron mas humedas y frias durante el
Ultimo Méximo Glacial de lo que es ahora. Se han propuesto tres avances glaciales
y, también altos niveles de erosion debido al aumento de la humedad en los
siguientes tiempos: 36,000-32,000 afios antes del presente, 12,000 afios antes del
presente y 10,000-8,500 afios antes del presente (Heine 1994), y se ha reportado
gue durante episodios post-glaciales los bosques montafiosos se contrajeron en las
altas montafias (Metcalfe et al. 2000). Estas contracciones y expansiones de las
poblaciones pudieron haber causado reduccion en la diversidad genética y
aumentar la diferenciacion genética entre las poblaciones (Petit et al. 2003).

La historia después del Pleistoceno fue posiblemente complicada,
consistiendo en fases repetidas de expansiones y contracciones, y asociadas con
fluctuaciones del clima, como se ha reportado en Pseudotsuga menziesii (Gugger
et al. 2011; T. R. Pennington, Prado, and Pendry 2000). No obstante, después del
maximo glacial, el incremento de la temperatura en el mundo trajo mayor lluvia en
el area (Halffter 1987). Aunque las formaciones glaciales en los volcanes mexicanos
ocurrieron durante periodos mas calidos (entre 12,000-10,000 afios), los glaciares
de montafas tropicales se formaron en un periodo comprendido entre el maximo
glacial y el maximo interglacial, y caracterizado por periodos secos (Halffter 1987).
También se ha sugerido que los periodos interglaciares del Plioceno-Pleistoceno, la
intensa actividad del vulcanismo y la conformacion geomorfolégica del Eje
Neovolcanico Transveral, pudieron influir para que las poblaciones de P. hartwegii
experimentaran en repetidas ocasiones ciclos verticales de expansion y contraccion
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durante este periodo. De esta manera se reforzé la idea de que las poblaciones de
P. hartwegii han experimentado crecimientos rapidos en tiempos recientes
(Obregon Molina 2010). Nuestro andlisis estadistico DIYABC prefirid un escenario
en el cual se puso a prueba una expansion de la poblacion ancestral en el Holoceno
(c. 10,000 afios), posiblemente a partir de tamafos efectivos poblacionales
pequefios que pudieron haber fijado alelos diferentes en la Sierra Madre del Sur
(Cuadro 5). El eje Neovolcanico y la Sierra Madre del Sur han sido catalogadas
como regiones en las que las fluctuaciones del clima del Pleistoceno al Holoceno
fueron importantes para la estructura genética y la divergencia de las poblaciones
(Metcalfe et al. 2000). Estas hipétesis han sido probadas recientemente, ya que, los
pinos se han caracterizado por cambios demogréaficos en los periodos que van del
Pleistoceno al Holoceno (Norris, Betancourt, and Jackson 2016; Potter et al. 2015;
Rodriguez-Banderas et al. 2009). Otros procesos filogeogréficos post-glaciales por
ejemplo en Pinus strobus a partir de modelos ABC sugirieron que la especie se
expandié hacia el norte de Norte América a lo largo de dos rutas de recolonizacion
de un solo refugio localizado en el sur de Norte América (Zinck and Rajora 2016).
En Pseudotsuga menziessi se ha reportado a través de DNA de plasto expansion
poblacional durante la glaciaciéon de Wisconsin, la cual es previa a la entrada del
Holoceno (Gugger et al. 2011). Por otra parte, en Picea chihuahuana, Pinus
leiophylla y P. strobiformis en la Sierra Madre Occidental se ha concluido que los
patrones de flujo génico fueron posibles a las expansiones de las poblaciones en el
pasado (Jaramillo-Correa et al. 2006; Moreno-Letelier and Pifiero 2009; Rodriguez-
Banderas et al. 2009).
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VIl CONCLUSIONES

Basado en la informacibn morfometrica de las variedades, las
poblaciones de la Sierra Madre del Sur son diferentes a las de la Sierra Madre
Oriental en el nimero de aciculas, longitud y ancho del pedunculo y ancho de la
semilla.

La distribucion geogréfica de las variedades en funcion de los modelos
de nicho climatico del pasado, indican que ambas especies mostraron diferencias
en el &rea ocupada, aunque en las proyecciones actuales muestran un contacto
secundario reciente.

Pinus patula tiene una gran diversidad genética, asi como alto grado de
subestructura genética dentro de cada variedad. La Sierra Madre Oriental mostro
una mayor variacion genética. No obstante, el mayor nimero de alelos privados se
encontro en la Sierra Madre del Sur.

En lo que respecta a la variacion genética neutral, los analisis bayesianos
indican que las poblaciones de P. patula han expandido su area geografica durante
el Pleistoceno-Holoceno.

A partir de la informacion genética neutral pudimos detectar una
divergencia reciente (Holoceno) de las pozas genéticas de P. patula var.
longipedunculata de P. patula var. patula.

Las expansiones post-glaciales pudieron haber jugado un rol importante
en la diferenciacion genética de las poblaciones de Guerrero y Oaxaca. Estas
expansiones pudieron haber estado asociadas con la colonizacion potencial de la
especie debido a la alta produccién de semillas y su tolerancia a distintos ambientes,
lo que la hace una de las especies mas ampliamente distribuidas en México.
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Anexo |. Matriz de los nombres de los genes filtrados y SNPs analizados en este
trabajo.

SNP/Muestra 1/POB1 2/POB1 ]élz':O g/POB 3/POB2 1/POB3 2/POB3 3/POB3 4/POB3 5/POB3
SNP_0683 AA [AG |AG |AG |[AA [AA [AG |GG |AA |GG
SNP_01568 AA |AG [AA |AA [AA [AG [AA |GG |AG |GG
SNP_01710 T 1 |1 |tc |1 Jcc [T | T [T T
SNP_02157 T 7T |1 |t | |tc [T | T T
SNP_02381 GG |GG |GG |GG |GT |GG |GG |GG |GG |GG
SNP_02791 cc cc |cc [cc [ea Jcc Jcc [cc [cc cc
SNP_02844 AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [ AA
SNP_02902 AA [AA [AA [AA [AA [AT  [AT  [AA AT AT
SNP_03006 GG |GG |GA |GA |GG |GA |GG |GG |GG |GG
SNP_03243 GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG
SNP_3458 cc cc |cc |cc |ecc |cc |cc |cc [cc cC
SNP_3600 GG |GG |GG |GG |GG |GA |GG |GG |GG [AA
SNP_3995 T GG |16 [TT [T [TT [TT |7 |TT GG
SNP_5024 AT AA AT |[AA |AA [AA [AA [AA [AA [TT
SNP_5550 AA cC |Ac [AC [Ac [AC [AA |AA [AA [AA
SNP_5832 cG cG_ |cc |cc |cc |cc |cc |cc [cc cC
SNP_5918 T 7T |1c |1 |tc |tc [T | T |71 T
SNP_6364 T 7 |1 | | | |TAa | T T T
SNP_6366 T T |1 |1 |66 |7 |66 |GG |GG |GG
SNP_8773 T 1 |1 |cc |tc¢ | |tc | T [T T
SNP_8868 AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [ AA
SNP_8914 AA [AA [AA [AA [AA [AT [AA [AA [AA [AA
SNP_9317 GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GC
SNP_9382 cc cc |cc [cc |ecc |ecc |cc |cc [cc cc
SNP_9570 T 7T |1 | | | |tc | T T
SNP_9808 T T |66 |66 |TT |76 |1 |1 |77 T
SNP_10104 GG |GG |AG |AG |[AA [AA [AA |GG [AA |GG
SNP_10453 GT GT |GG |GG |GG |GG |GG |GG [GG |GG
SNP_10770 AA [AA AT |AT [AA [AA [AA AT [AA [AT
SNP_11017 cc cc |cc [cc |ecc |er Jcc |cc [cc cc
SNP_11386 AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [ AA
SNP_11821 GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG
SNP_11936 cc cc |TT |cc |cc |cc |cc |cc |cc cc
SNP_12211 T 7T |t |t |t | [T T T T
SNP_12310 cc cc |GG [cc [cc |cc |cc |cc  [cc cc
SNP_12721 GG |GC |GG |GG |GG |GG |GG |GC |GG |GG
SNP_12949 AA [AA |TT AT [AA [TT [AA [T [AA [TT
SNP_13031 T cc [T [t |t | | | T T
SNP_13089 cc cc |cc [cc |ecc |ecc |cc |cc [cc cc
SNP_13245 AA [AG |AG |AG |[AA |AG [AA |[AG |AA | AG
SNP_13256 GA |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG
SNP_13302 AA [AA [AA [AA [AA [AA [AT [AA [AA [ AA




SNP_13609 1T T T | 1T T T T T T 1T
SNP_14502 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_14567 GG GG GG | GG | GG GT GG GG GG GG
SNP_14573 CC CC CC | CC CcC CcC CT CcC CC CC
SNP_14649 T TC T | TT TC T T T T T
SNP_14894 AA AA AA | AC | AA AA AA AA AA AA
SNP_15125 CC CC CC | CC CcC CcC CcC CcC CC CC
SNP_15253 AA AA AA | AA | AC AA AC AA AA AC
SNP_15739 GG GT GG | TT GG T GG T GG T
SNP_15938 T T CC | CC CC CcC CcC CC CC CC
SNP_16257 T T T | TT T T T T T T
SNP_16446 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_16486 T 1T TG | TT 1T T T T T GG
SNP_16729 T T T | TT T TC 1T CcC T T
SNP_16743 CcC T CC | CC CC CcC CT CC CC CC
SNP/SN AA AA AG | AA | AA AG AA AA AA AA
SNP_17396 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_18079 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_18170 GG GG GG |GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_18399 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_18897 GG GG GG |GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_2613 CcC CcC CT | CT CC CcC CcC CT CC CT
SNP_21845 CT CT CC | CC CC CcC CcC CC CC CcC
SNP_21973 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CC CC CcC
SNP_22125 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CC CC CcC
SNP_22270 GG GG GG |GG | GG GG GG GG GG CC
SNP_2559 CT CcC CC | CC CC CcC CcC CC CcC CC
SNP_23592 1T T TC | TC T T T T T 1T
SNP_23890 GG GG GC |GC |GG CcC GG GG GG CC
SNP_24035 AT T AA | AA | AA AA AA T AA AA
SNP_25199 1T T T | TT T T T T T 1T
SNP_25632 AA AA GG |GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_25887 CcC CcC CC | CC CC CcC CC CC CC CC
SNP_26379 T 1T T | TT T T T T T T
SNP_26560 T 1T T | TT T T T T T T
SNP_27121 AA GG GG | GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_27671 TG 1T T | TT T T T T T T
SNP_27710 GG 1T T | TT T T T T T 1T
SNP_27725 CcC CcC CC | CC CcC CcC CcC CC CC CC
SNP_28831 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_29148 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_29404 T 1T TC | TC T TC T TC T TC
SNP_29666 T TG 1T | TG T T TG GG TG 1T
SNP_29677 CcC CcC GG | CC GC GC GG GG GG GG
SNP_210140 CcC CG CC | CG CcC CG CcC CC CG CG
SNP_210246 TC TC TC | TT 1T T T T T 1T
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SNP_210285 TT TT TT | TT | TT TT TT TT TT TT
SNP_210478 cc CA CC |cC |cC cc cC cc cc cc
SNP_210527 cc cc CA |CC |cCC CA cC cc cc cc
SNP_EU309973 | TT TT TT |TC | TT TC TT TT TT TT
SNP_EU309971 | TA TA TT | TT | 7T TT TT TT TT TT
SNP_UMT1185 | GG GG GG |GA |GG |GG GG GG GG GG
SNP_2672 T TT TA |TA |AA | AA TT AA TT AA
SNP_2824 T TT TT | TT | TC TT TC TT TT TT
SNP_3547 AA AA AA | AA | AA | AA AC cc AA AA
SNP_3554 cc cc CC |cC |cC CA cC cc cc cc
SNP_4514 GG GT GT |GG |GG |GT GG TT GG TT
SNP_5774 cT cT CC |cC |cC CcT cC cc CT cc
SNP_6729 cc cc CC |CT |cC cc cC CT cc cc
SNP_4cl T TT TC |TT | TT TT TT TT TT TT
SNP/M uestra 1/POB4 2/POB4 ?é/fo lePOB 5/POB4 1/POB5 2/POB5 3/POB5 4/POB5 5/POB5
SNP_0683 AG AA AG |AA | AA | AG AA AG AA AA
SNP_01568 AG AG AA | GG | AG AA GG AA AA AA
SNP_01710 T TC TC |TT | TT TT cc TT TT T
SNP_02157 TT TT T | TT | 7T TT TT TT TC T
SNP_02381 GG GG GG |GG |GG |GT GG GG GG GG
SNP_02791 cc cC CC |cCc |cC cC cc cc cc cc
SNP_02844 AA AA AC |AA |AA | AA AA AA AA AA
SNP_02902 AA AT AT | AT | AT AT AA AT AA AA
SNP_03006 GA GA GA |GG |[GA |GG GA GG GA GG
SNP_03243 GG GG GG |GG |GG |GG GG GG GC GG
SNP_3458 cc cc CC | cCc |[ccC cC cc cc cc cc
SNP_3600 GA AA GA |GG |[GA |GG GA GG GG GG
SNP_3995 T GG TT | TT | 7T TT TT TG TT TT
SNP_5024 AA AA AT |AA | AA | AA AT AT AA AA
SNP_5550 AA AA AC |AA | AA | AA AC AA AA AA
SNP_5832 cc cC CC | cCc |ccC cC cC cc cc cc
SNP_5918 TC cC TT |TC | TC TC TC TC TC TT
SNP_6364 TT TT TT | TT | TT TT TT TT TT TT
SNP_6366 TT TT T |GG |GG |GG TT GG TT GG
SNP_8773 TT TT TT | TT | TT TT TC TT TT TT
SNP_8868 AA AA AA | AA | AA | AA AG AG AG AA
SNP_8914 AA AA AA | AA | AT AA AA AT AA AA
SNP_9317 GG cC GG |GC |GC |GG GC GG GG GG
SNP_9382 cc cC CC | CG |cC cC cC cc cc cc
SNP_9570 TT TT TT | TT | TT TT TT TT TT TT
SNP_9808 GG TG TT | TT | TT TT TG TT TT TT
SNP_10104 AG GG GG |AA |AG | AA GG AA AG AA
SNP_10453 GG GG GG |GG |GG |GG GG GG GG GG
SNP_10770 AT AT AA | AA | AT AA AT AA AT AA
SNP_11017 cc cc cC | cCc |ccC cC cC cc cc cc
SNP_11386 AA AA AA | AA | AA | AA AA AA AA AA
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SNP_11821 GG GG GG |GG | GG GA GA GG GA GG
SNP_11936 CT CT CC | CC CT CcC T CcC CC CC
SNP_12211 T T T | TT T T T T T T
SNP_12310 CG CG CC | CC CG CC CG CcC CcC CcC
SNP_12721 GC GG GG | GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_12949 T T AT | AA | AA AA T AA T AA
SNP_13031 T T T | TT T T T T T T
SNP_13089 CT CT CC | CC CcC CcC CcC CC CC CC
SNP_13245 AG AG AG | AA | AG AA AG AA AG AG
SNP_13256 GG GG GG | GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_13302 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_13609 T T T | TT T T T T T T
SNP_14502 AA AA T | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_14567 GG GG GT | GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_14573 CcC CcC cC | CT CC CcC CcC CT CC CC
SNP_14649 T T T | TT T T T T T T
SNP_14894 AA AA AC | AA | AC AA AA AA AC AA
SNP_15125 CcC CcC CC | CC CC CcC CT CC CC CcC
SNP_15253 AC AC AC | AC | AA AA AA AA AA AA
SNP_15739 1T GG T | GG | GG GG T GG T GG
SNP_15938 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CC CC CcC
SNP_16257 1T T T | TT T T T T T 1T
SNP_16446 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AG AA
SNP_16486 TG T TG | TT GG T T T TG 1T
SNP_16729 1T T T | TT T T CcC T CC 1T
SNP_16743 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CcC CcC CC
SNP/SN AA AA AA | AA | AA AA AA AA AG AA
SNP_17396 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_18079 AA AA AA | AA | AA AA AT AA AA AA
SNP_18170 GG GG GG |GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_18399 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_18897 GG GG GG |GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_2613 CT CT CT | CC CC CcC CcC CcC CT CT
SNP_21845 CcC CcC CC | CC CC CcC CC CC CC CC
SNP_21973 CcC CcC CC | CC CC CcC CC CC CC CC
SNP_22125 CcC CcC CC | CC CC CcC CC CC CC CC
SNP_22270 GC GG GG |GG | GC GG GG GG GG GG
SNP_2559 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CC CC CC
SNP_23592 T 1T T | TT T T T T T 1T
SNP_23890 GG GG GC | CC GG GG GC GG CC GG
SNP_24035 AT AT AT | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_25199 T 1T T | TT T T T T T 1T
SNP_25632 GG GG GG | GG | GG AA AA AA AA AA
SNP_25887 AA CA CC | CC CC CcC CcC CC CA CC
SNP_26379 T 1T T | 1T T T T T T 1T
SNP_26560 T 1T T | 1T T T T T T 1T
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SNP_27121 GG |66 [GG |GG |GG |6G |GG [G6 |GG |GG
SNP_27671 T 7 |77 [t | [ | 1T [T T
SNP_27710 T 7 |77 [t | [ | 1T [T T
SNP_27725 cc cc |cc [cc [cc Jcc Jee |cc cc cC
SNP_28831 AA AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [ AA
SNP_29148 AA AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [ AA
SNP_29404 TC ¢ |[Tc [t | [1m |tc |11 [T1C TC
SNP_29666 T 7 |77 [t | [ | 1T [T T
SNP_29677 GC GG |GG [GC |GG |GG [cc |GG |GG |GG
SNP_210140 | cCC cc |ce |cc |G |cc [ce |cc |cG CG
SNP_210246 | TC 7 |77 [t | [ | 1T [T T
SNP_210285 | TT 7 |77 [t | [ | 1T [T T
SNP_210478 | CC cc |cc [cc Jcc Jcc Jecc |ca cc cC
SNP_210527 | cC CA |cc [ca |cc |cc [ca Jeca |cc cC
SNP_EU309973 | TT 7 |77 [1c [ [1m | 1T [T T
SNP_EU309971 | TT 7 |77 [t | [ | [T [T T
SNP_UMT1185 [GG |GG |GG [GG |GG [GG |GG |GG |GG |GG
SNP_2672 T TA  [AA [T |TA [TT |AA [TT [TA T
SNP_2824 T T |77 [t | [t | 1T [T1C T
SNP_3547 AA AA |cc [cc [Aa [AA [AC [AA [AA [ AA
SNP_3554 cc cc |cc [cc [cc Jecc Jec e cc cc
SNP_4514 GG [t |11 |66 |GG |GG |[TT |GG |TT GG
SNP_5774 cT cc |cc [cc [cc Jecc Jec e cc
SNP_6729 cT cc |cr [cc [cc Jecc Jec e T cc
SNP_4cl TC 1c_ |17 [t | [t |tc |71 [T TC
SNP/M uestra 1/POB6 2/POB6 Zé/(l;o g/POB 5/POB6 1/POB7 2/POB7 3/POB7 4/POB7 5/POB7
SNP_0683 GG |AA [AA |AA [AG [AG [GG |AG |AG  [AA
SNP_01568 GG |[AA [AA |AA [AG |AA |GG [AA [AA [ AA
SNP_01710 T 7T |77 [1c |7 [t | 17T [T T
SNP_02157 T 7 |77 [t | [ | 1T [T T
SNP_02381 GG |eT |GG |6T |GG |GG |GG [G6 |GG |aT
SNP_02791 cc cc |cc [cc [cc |ca Jca Jcc |cA cc
SNP_02844 AA AA | AA [AA [AA [AC |AC [AA [AC AC
SNP_02902 AA AA [ AA [AA AT [AA [AA [AT [AA | AA
SNP_03006 GG |GG [GG |GA |GG |GA |GG [GA |GG |GA
SNP_03243 GG |GG [GG |GG |GG |GG |GG [GG |GG |GG
SNP_3458 cc cc |cc [cc [cc Jecc Jec e |cc cc
SNP_3600 AA GG |GG [GG |66 [GG |GG |GG |GG |GG
SNP_3995 T 16 |17 [t | [t | 1T [T T
SNP_5024 AA AA | AA [AA |[AA [AT |AT  [AA [AT AA
SNP_5550 AA AA  [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [ AA
SNP_5832 GG |cc [cc |cc [cc Jcc Jcc [cc |cc cc
SNP_5918 T 7T |17 [t | [ | 1T [T T
SNP_6364 T 7T |17 [t | [ | 1T [T T
SNP_6366 T GG |GG |GT |66 [TT [1T |Tm |TT T
SNP_8773 T 7 |77 [t | [ | T [T T
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SNP_8868 AA AA AA | AG | AA AA AG AA AG AA
SNP_8914 T AA AA | AA | AA AA AA AA AA AT
SNP_9317 CC GG GG | GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_9382 CC CG CG | CC CC CC CcC CcC CC CC
SNP_9570 T T T | TT T T T T T T
SNP_9808 T T T | TG T T T T T T
SNP_10104 AA AA AA | AG | AA AA AA AA AA AA
SNP_10453 GG GG GG | GG | GG GG GG T T GG
SNP_10770 AT AA AA | AA | AA AA AA AA AA T
SNP_11017 CC CC CC | CC CC CcC CcC CcC CC CC
SNP_11386 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_11821 AA GA GG | GG | GA GG GG GG GG GG
SNP_11936 CC 1T CcC | TT CC CT CT CC CT CC
SNP_12211 T T T | TT T T T T T T
SNP_12310 CcC CcC CC | CC CC CcC CC CC CC CC
SNP_12721 GC GG GG | GC | GG GG GG GG GG GG
SNP_12949 1T AA AA | TT AA AA AA AA AA AA
SNP_13031 1T T T | TT T T T T T 1T
SNP_13089 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CC CC CcC
SNP_13245 AA AA AA | AG | AA AA AA AA AA AA
SNP_13256 GG GG GG |GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_13302 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_13609 1T T T | TT T T T TC T 1T
SNP_14502 AA AA AA | TT AA AA AA AA AA AA
SNP_14567 GG GG GG |GG | GG GG GG GG GG 1T
SNP_14573 CcC CT CT | CT CT CT CcC CcC CcC CC
SNP_14649 1T T T | TT T T T TC TC T
SNP_14894 AC AA AC | AC | AA AA AA AA AA AA
SNP_15125 1T CcC cC | CT CC CcC CcC CcC CcC CC
SNP_15253 AC AC AC | AC CC AA AA AA AA AA
SNP_15739 1T GG GG | GT |GG GT GT GT GT GT
SNP_15938 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CcC CcC CC
SNP_16257 T 1T T | TT T T T T T T
SNP_16446 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_16486 T 1T T | TT T T T T T T
SNP_16729 T 1T TC | TT T TC T T T T
SNP_16743 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC 1T CT CT
SNP/SN AA AA AG | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_17396 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_18079 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AT
SNP_18170 GG GG GG | GG | GG GG GG GG GG GT
SNP_18399 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_18897 GG GG GG |GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_2613 CT CcC CC | CC CcC CcC CcC CC CC CC
SNP_21845 CcC CcC CC | CC CcC CcC CcC CC CC CC
SNP_21973 CcC CcC CC | CC CcC CcC CcC CC CC CC
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SNP_22125 T cT |cc [cc [ecc Jecc Jecc |cc [cc cc
SNP_22270 GG |GG [GG |GG |GG |GC |GC [GG |GG |GG
SNP_2559 cC cc |cc [cc Jecc Jecc Jcc |cc [cc cC
SNP_23592 T 7 |1 |t | | [ | T T
SNP_23890 GG |GG [GG |6c |cc |66 |GC [GG [GC |GG
SNP_24035 AA AA [AA |TT |[AA [AA [AA [AA [AA [AA
SNP_25199 T 7 |1 | | | [ | T T
SNP_25632 AA AA [AA [AA [AA [AA [AA [AG [AA [AA
SNP_25887 cC cc |cc [ea Jecc |cc Jcc [cc [cc cC
SNP_26379 T 7 |t |t | | [ i T T
SNP_26560 T 7 |1 |tc | | [ | T T
SNP_27121 GG |GG [GG |GG |GG |GA |[AA [GA |GG  |GA
SNP_27671 T 7 |t | | | [ i T T
SNP_27710 T 71 [t |t | | [ |1 |76 T
SNP_27725 cc cc |cc |cc |ecc |cc |cc |cc [cc cc
SNP_28831 AA AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA
SNP_29148 AA AA |AA [AA [AA [AA [AA AT [AA [AA
SNP_29404 TC 7T |1 |tc | | | | T T
SNP_29666 T T |16 |1 |1 |76 |1 |16 |[TG TG
SNP_29677 GG |GG |GG |GG |GG |cc |cc [cc [cc cc
SNP_210140 | cCC cc |ce [cc |cc |cc e |G [cc cc
SNP_210246 | TT 7 |t | | | | Jcc [T TC
SNP_210285 | TT T |1 |t | | T |TAa [T T
SNP_210478 | CC cc |ca [cc [cc |ecc |cc |cc [cc cc
SNP_210527 | CA cc |cc [ea Jecc |cc |cc |cc [cc cc
SNP_EU309973 | TT T |1c |t |1 |7c |1c |T1c [TC T
SNP_EU309971 | TT 7 |t | | | [T i T T
SNP_UMT1185 |GG |GG |GG [GG [GG |GG [GG [GG [GG |GA
SNP_2672 T TA [T |AA |TA 7T 1T 1T [T T
SNP_2824 TC 7 |t | | | [T i T T
SNP_3547 AA cc [cc [AA [AA [AA [AA [AA [AA [ AA
SNP_3554 AA AA |cA |cc |cA |cc |cc [eAa cc cc
SNP_4514 T GG |GG |[GT |GG |GG |GT |GG |GG |GG
SNP_5774 cc cc |cc [cc [cc Jer Jecc e cT cT
SNP_6729 cT cc |cc [cc [cr Jcc Jecc |cc  |cc cC
SNP_4cl T 7 |1 |t | | [ i T T
SNP/Muestra 6/POB7 1/POB8 é/gPO g/POB 1/POB9 2/POB9 3/POB9 4/POB9 1/POB10 2/POB10
SNP_0683 AG AA |AG [AA |AG [AA [AA [AG |AA [AG
SNP_01568 AG AA |AG |AA |AA [AG |GG |[AA [AA [AG
SNP_01710 T T |cc |cc | | | |1 [T1C T
SNP_02157 T 7 |1 | | | [ i T T
SNP_02381 GT GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG [GG |GT
SNP_02791 cc cc [cc [ea Jecc |ea Jcc [eAa cc cc
SNP_02844 AA AA - [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA
SNP_02902 AA AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA
SNP_03006 GG |GA |GG |GG |GG |GG |GA |GG [GA |GA
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SNP_03243 GG GG GC |GC | GG GG GG GG GG GG
SNP_3458 CC CC CC | CC CcC CcC CcC CC CC CC
SNP_3600 GG GG GG | GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_3995 T T T | TT T TG T T T T
SNP_5024 AT AT T | AA | AT AA AA AA AA AA
SNP_5550 AA AA AA | AA | AC AC AA AA AA AA
SNP_5832 CC CC CG | CC CG CC CC CG CcC CcC
SNP_5918 T T T | TT T TC T T T T
SNP_6364 T T T | TT T T T T T T
SNP_6366 T T T | TT T T T T T T
SNP_8773 T T T | TC T T T TC T T
SNP_8868 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_8914 AA AA AA | AT AA AA AA AA AA AA
SNP_9317 GG GG GG | GG | GG GC GG GC GC GC
SNP_9382 CcC CcC CC | CC CC CC CC CC CC CC
SNP_9570 T T T | TT T T T T T T
SNP_9808 1T T T | TT T T T T T 1T
SNP_10104 AA AA AG | AG | AG GG GG AA AG GG
SNP_10453 GG GG GG |GG | TT T GT T GT 1T
SNP_10770 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_11017 CcC CcC CT | CT CC CcC CcC CC CC CcC
SNP_11386 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_11821 GG GG GG |GG | GG GA GG GG GG GG
SNP_11936 CcC CT CT | CC CC CT CcC CT T CcC
SNP_12211 1T T TC | TC T TC T T CC 1T
SNP_12310 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CcC CcC CC
SNP_12721 GG GC GG |GG | GG GG GG GG GC GG
SNP_12949 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AT
SNP_13031 1T T CC | TC CC CcC CcC TC TC TC
SNP_13089 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CcC CcC CC
SNP_13245 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_13256 GG GG GG |GA | GG GG GG GG GG GG
SNP_13302 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_13609 TC 1T TC | TT T T T T T T
SNP_14502 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_14567 GG GG GG | GG | GG GG GG GT GG GG
SNP_14573 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CT CC CC
SNP_14649 TC 1T TC | TT T TC TC T TC TC
SNP_14894 AA AA AA | AA | AC AA AC AC AA AA
SNP_15125 CT CcC CC | CC CcC CcC CcC CC CC CC
SNP_15253 AA AA AC | AC | AA AA AA AA AC AA
SNP_15739 GT GG GG | GT |GT GT GT GT GT GT
SNP_15938 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CC CC CcT
SNP_16257 T 1T TC | TT T T T T T 1T
SNP_16446 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_16486 T 1T T | 1T T T T T T 1T
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SNP_16729 1T T T | 1T TC T T T T TC
SNP_16743 CC CC T | CT CT CT CcC CC CC CcT
SNP/SN AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_17396 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_18079 AA AA AA | AA | AT AA AA AA AA AA
SNP_18170 GT GG GG | GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_18399 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_18897 GG GG GG | GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_2613 CC CC CC | CC CC CcC CcC CC CC CC
SNP_21845 CC CC CT | CT CC CcC CcC CC CC CC
SNP_21973 CC CC CC | CC CC CcC CcC CC CC CC
SNP_22125 CC CC CC | CC CcC CcC CcC CC CC CC
SNP_22270 GG GG GC |GG | GG GG GG GG GG GC
SNP_2559 CcC CcC CC | CC CC CcC CT CC CC CC
SNP_23592 T T T | TT T T T T T T
SNP_23890 GG GG GG | GG | GG GC GC GC GG GG
SNP_24035 AA AA AA | AA | AA AT AA T AA AA
SNP_25199 1T T T | TT T T T T T TA
SNP_25632 AG AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_25887 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CC CC CcC
SNP_26379 1T T T | TT T T T T T 1T
SNP_26560 1T T T | TT T T T T TC 1T
SNP_27121 GG GG GG |GG | GG GG GG GA GG GG
SNP_27671 1T T T | TT TG T T T T 1T
SNP_27710 1T T 1T | TG T T T T TG 1T
SNP_27725 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CcC CcC CC
SNP_28831 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AG
SNP_29148 AA AA AA | AA | AA AA AT AA AA AA
SNP_29404 1T T T | TT T T T T T 1T
SNP_29666 TG TG TG | TG TG TG TG TG TG TG
SNP_29677 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CcC CcC CC
SNP_210140 CcC CcC CC | CC CG CcC CcC CG CG CC
SNP_210246 TC TC T | TT T TC T T T T
SNP_210285 T TA T | TT T T T T T T
SNP_210478 CcC CcC CA | CC CC CA CcC CC CC CC
SNP_210527 CcC CcC CC | CC CC CcC CC CC CC CC
SNP_EU309973 | TT TC T | TT T T T T T T
SNP_EU309971 | TT 1T TA | TT T 1T TA T TA TA
SNP_UMT1185 | GG GG GG | GG | GG GG GA GG GA GG
SNP_2672 T 1T T | TT T 1T TA T T 1T
SNP_2824 T 1T T | TT T 1T T T T 1T
SNP_3547 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_3554 CC CcC CC | CC CC CcC CcC CC CC CC
SNP_4514 GG GG GG |GG | TT GG GT GG GT GT
SNP_5774 1T CT cT | CT CC CT CcC CT CT CC
SNP_6729 CT CcC CC | CC CcC CcC CcC CC CC CC
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SNP_4cl T T [77 [ | [t [ [ T TC
SNP/M uestra 3/POB10 4/POB10 ZIB./]I-:lO i/]_POB i/POBl 4/POB11 5/POB11 6/POB11 1/POB12 2/POB12
SNP_0683 GG |GG |AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [ AA
SNP_01568 AG  |AA  [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [ AA
SNP_01710 T T [cc |11 Jcc |11 Jcc |cc Jcc  [cc
SNP_02157 T T (77 [ | [ [ |1 | T T
SNP_02381 GG |GG |GG [GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG
SNP_02791 cc cc |cA |cc [ea Jecc Jcc [ecc Jcc  cc
SNP_02844 AA [AC [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [ AA
SNP_02902 AA - [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA AT [ AA
SNP_03006 GA |GA |GG [GA [GA |GA |GG |GA |GG |GG
SNP_03243 GC |GG |GG |GG [GCc |cc |cc |6 |GG |GC
SNP_3458 cT cT |cr |cc [cc Jec Jecc [er Jecc  cc
SNP_3600 GG |GG |GG |[GA |GG |GG |GG |GG |GG |GG
SNP_3995 T T (77 |7 | [ [ w1 | T T
SNP_5024 AA [AT AT [AA [AT [AA [AA [AA AT [AA
SNP_5550 AA - [AC [AA [AA [AA [AA [AA [AA JAC [AA
SNP_5832 cc cc |G [cc [cc |6 | [cc |cc |GG
SNP_5918 T T [77 7 | [ [ [ T T
SNP_6364 T T [AA [7A JT1A [T1A [T [1A [TA  [TT
SNP_6366 T T [1m [ |1 [ee |G |11 |TT GG
SNP_8773 T T |cc [cc [1c [ecc [11 Jcc Jecc  |TcC
SNP_8868 AA [AA [AG [AG [AG [AG |AG [AG [AG | AG
SNP_8914 AA - [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA
SNP_9317 GG |GG |GG |[GC |GG |cCc |GG |GG |GG |GG
SNP_9382 cc cc |cG |G |G [cG |G [ce |G [cG
SNP_9570 T T [7c [7m J1c [t [mm [t |1c  [TC
SNP_9808 T T [16 |11 |16 [t [76 |11 |TT T
SNP_10104 AA [AA [AG |GG |GG [GG [AG |GG |GG | AG
SNP_10453 GG |GT |GG |GG |GT |GG |GG |GT |GG |GG
SNP_10770 AA - [AA AT [AA [AA [AA [AA [AT  [AA [ AA
SNP_11017 cc cc |cc |cc [ecc Jer Jcr [er Jcc  |cc
SNP_11386 AA - [AA [AG [AG [AA [AA |AG [AA [AA [ AA
SNP_11821 GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG
SNP_11936 cc cc |cr | |1 o | Jcc cT cc
SNP_12211 T ¢ [11 [TCc |Tc [t w1 |TT cT
SNP_12310 cc cc |cc |cc Jcc e |cc [cc Jcc  [cc
SNP_12721 GG |GG |GC [GG |GG |GC |GG |GG |GG |GG
SNP_12949 AA (A T T 1T 1T T [T T T
SNP_13031 T T [77 Jcc |11 [1c 7 |1 [T T
SNP_13089 [ cc |cc |cr Jecc Jec Jer [ecc Jcc  |cc
SNP_13245 AG  |[AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [ AA
SNP_13256 GG |GG |GG [GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG
SNP_13302 AA - [AA [AT [T [AA [AT  [AT [AT T T
SNP_13609 T T [77 [ |1 [1c [Tc |1 [T TC
SNP_14502 AA - [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [AA [ AA
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SNP_14567 GG GG GG |GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_14573 CC CC cC | CT CC CT CT CT CT CcT
SNP_14649 TC TC T | TT T T T T T T
SNP_14894 AA AA AA | AA | AA AA AC AC AA AA
SNP_15125 CC CC CC | CC CC CC CcC CC CT CC
SNP_15253 AA AA AC | AC | AC AC AC AC AC AC
SNP_15739 GT GT GG | GG | GG GG GG GG T GG
SNP_15938 CC T CC | CC CC CC CT CC CC CC
SNP_16257 T T CC | TC T T T TC T T
SNP_16446 AA AA AA | GG | AG AA AA AG AA AG
SNP_16486 T T T | TT T T T T T T
SNP_16729 T T TC | TT TC T T T TC T
SNP_16743 CC CC CC | C CC CC CT CC CC CC
SNP/SN AG AA AG | AG | AG AA A AG AA AA
SNP_17396 AA AA AA | AA | AA AG AA AA AA AA
SNP_18079 AA AA AA | AT AA AA AA AA AT AA
SNP_18170 GG GG GG |GA | GG GA GA GG GG GG
SNP_18399 AA AA AG | AA | AG AA AA AA AA AA
SNP_18897 GG GG GC | CC CC CcC CcC CC CC CcC
SNP_2613 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CC CC CcC
SNP_21845 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CC CC CcC
SNP_21973 CcC CcC TC | TT T T TC T T TC
SNP_22125 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CC CC CcC
SNP_22270 GG GG GG |GG | GG GG GG GC GC GG
SNP_2559 CcC CcC CC | CC CC CT CcC CC CC CcC
SNP_23592 1T T T | TT T TC T T T 1T
SNP_23890 GG GG GG |GG | CC CcC GC CC CcC GC
SNP_24035 AA AA AA | AA | AA AT AA AA AT AA
SNP_25199 1T T T | TT T TA TA T T 1T
SNP_25632 AA AA GA | AG | AG AG AG AG AA AA
SNP_25887 CcC CcC CC | CA CA CcC CcC CcC AA CA
SNP_26379 1T T T | TT T TA TA T T 1T
SNP_26560 TC 1T T | TT T T T T T T
SNP_27121 GG GG GG | GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_27671 T 1T TG | TT T TG TG TG GG TG
SNP_27710 T 1T T | TT T T T T T T
SNP_27725 CcC CcC CC | CC CC CcC CC CC CC CC
SNP_28831 AA AA AA | AA | AA AG AG AA AA AA
SNP_29148 AA AA TT | AA | AA AT AA AA AT AT
SNP_29404 T 1T TC | TC TC TC TC TC TC TC
SNP_29666 TG 1T T | TT T 1T T TG T 1T
SNP_29677 CcC CcC GG |GG | GC GG GG GG GG GG
SNP_210140 CcC CcC CC | CC CcC CG CcC CC CC CC
SNP_210246 T 1T TC | TT TC 1T T T TC 1T
SNP_210285 T 1T T | TA T 1T T T T 1T
SNP_210478 CcC CcC CC | CC CcC CA CcC CC CA CC
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SNP_210527 cc cC CA |AA |AA | AA AA AA cc cc
SNP_EU309973 | TT TT TT |TT | TC TT TT TC TT TT
SNP_EU309971 | TT TT TT | TT | 7T TA TT TT TT TT
SNP_UMT1185 | GG GG AA | GA |GG |GG AA AA GG GA
SNP_2672 T TT TT |AA | TA TT TT TA TT AA
SNP_2824 T TT TT | TT | 7T TT TT TT TT TT
SNP_3547 AA AA AC |AC |AA |AC AC cc AC cc
SNP_3554 cc cc CC |cC |cC cc cC cc cc cc
SNP_4514 GT GG GG |GG |GG |GG GG GG GG GG
SNP_5774 cc cT ccC |cc |cT cc cT cc CT cc
SNP_6729 cc cT CC |cC |cC cc cC cc cc cc
SNP_4cl TC TT TC |TT | TT TT TT TT TT TT
SNP/M uestra 3/POB12 4/POB12 g/lPZO i/3POB ngOBl 3/POB13 1/POB14 2/POB14 3/POB14 4/POB14
SNP_0683 AA AA AA | AG | AA | AA AA AA AA AA
SNP_01568 AA AA AA | AG | AG | AG AA AA AA AA
SNP_01710 cc T TT |TC | CC T T TT TT T
SNP_02157 T TT TT | TC | TT TT TT TT TT T
SNP_02381 GG GG GG |GT |GG |GG GG GG GG GG
SNP_02791 cc cC CC |cCc |cC cC CA cc cc cc
SNP_02844 AA AA AA | AA | AA | AA AC AA AC AA
SNP_02902 AT AA AT |AA | AA | AT AA AA AA AA
SNP_03006 GA GA GG |GA |[GA |GA GG GG GG GG
SNP_03243 GC GC GC |GC |GG |GG GG GG GG GG
SNP_3458 cT cC CT |cC |cT cC cC cc cc cc
SNP_3600 GA GG GG |GG |GG |GG GG GG GG GG
SNP_3995 T TT TT | TT | 7T TT TG TT TT TT
SNP_5024 AA AT AA | AA | AA | AT AA AA AA AA
SNP_5550 AA AA AA | AA | AA | AC AA AA AC AC
SNP_5832 cc cc CC | cCc |[ccC cC cc cc cc cc
SNP_5918 T TT TT | CC |TC TC TT TT TC TC
SNP_6364 TT TT TA |TA | TT TT TT TT TT TT
SNP_6366 GG GG GG |TT |TT GG GG GG GG GG
SNP_8773 cc TC cC |TT |TT cC TT TT TC TC
SNP_8868 AG AG AG |AA | AA | AA AA AA AA AA
SNP_8914 AA AA TT |AT |AA | AA AA AA AT AT
SNP_9317 GG GG GG |GG |GG |GG GG GG GC GC
SNP_9382 CG cC CG | CC |cCG CG cC CG CG CG
SNP_9570 TT TC TC |TT | TT TT TT TT TT TT
SNP_9808 TT TT TG |TT | TT TG TT TT TT TT
SNP_10104 AG GG GG |GG |AG |GG AA AA AG AA
SNP_10453 GT GT GG |GG |GT |GG GG GG GG GG
SNP_10770 AT AA AA | AT | AT AA AA AA AA AA
SNP_11017 cc cC CC | cCc |ccC cC cC cc cc cc
SNP_11386 AA AA AA | AA | AA | AA AA AA AA AA
SNP_11821 GG GG GG |AA |GG |GG GG GG GG GG
SNP_11936 cc cc CT |cC |cCT cT cC cc TT cc
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SNP_12211 1T T T | 1T T T T T T 1T
SNP_12310 CC CC CC | CG CC CG CcC CcC CcC CcC
SNP_12721 GG GC GG | GC | GG GC GG GG GG GG
SNP_12949 T T T | TT AT T T T T T
SNP_13031 T T T | TT T T T T T T
SNP_13089 CC CC CcC | CT CcC CT CcC CC CT CC
SNP_13245 AA AA AA | AG | AA AA AA AA AA AA
SNP_13256 GG GA GA |GA | GG GG GA GG GG GG
SNP_13302 T T T | AA | AT AT AT AA AA AA
SNP_13609 T T TC | TT T T T T TC TC
SNP_14502 AA AA AA | AT AT AT AA AA AA AA
SNP_14567 GG GT GG | GG | GG GG GG GG GT GG
SNP_14573 CC CT CC | CC CC CcC CcC CcC CT CcT
SNP_14649 T T T | TT T CcC CcC CcC TC TC
SNP_14894 AC AC AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_15125 CcC CT T | CC CT CcC CcC CC CC CC
SNP_15253 AC AC AC | AA | AA AC AC AA AC AC
SNP_15739 1T GG GG | TT T GG GG GG GG GG
SNP_15938 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CC CC CcC
SNP_16257 1T T T | TT TC T T T T 1T
SNP_16446 AA GG AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_16486 1T T 1T | TG T TG T T T 1T
SNP_16729 1T T T | TT T T T T T 1T
SNP_16743 CT CcC CC | CC CC CcC CcC CC CC CcC
SNP/SN AA AG AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_17396 AA AG AA | AA | AA AA AA AA AG AG
SNP_18079 AA AA AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_18170 GG GG GG |GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_18399 AA AA GG | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_18897 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CcC CcC CC
SNP_2613 CcC CcC cC | CT CT CT CcC CcC CcC CC
SNP_21845 CcC CcC CC | CC CC CcC CcC CcC CcC CC
SNP_21973 CcC CcC TC | CC CC CcC CC CC CC CC
SNP_22125 CcC CcC cC | CT CC CcC CC CC CC CC
SNP_22270 CcC GG CC |GG |GG GG GG GG GG GG
SNP_2559 CcC CcC CC | CC CC CC CC CC CC CC
SNP_23592 T 1T T | TC T TC TC T T T
SNP_23890 CcC CcC GC |GG | GG GG GG GG GG GG
SNP_24035 AA AT AA | AA | AA AA AA AA AA AA
SNP_25199 T 1T T | TT T T T T T 1T
SNP_25632 AA AA AA | AG | AG AG AG AG AG AG
SNP_25887 AA AA AA | CC CC CcC CcC CC CC CC
SNP_26379 T 1T T | 1T T T T T TA AA
SNP_26560 TC 1T TC | TT TC T T T T 1T
SNP_27121 GA GG GG |GG | GA GA GG GG GG GG
SNP_27671 GG TG TG | TT T T T T T 1T
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SNP_27710 TT T T | TT T TG TG TG T TT
SNP_27725 CcC CcC CC | CG cC CcC CcC cC cC cC
SNP_28831 AA AG AA | AA AA AA AA AA AA AA
SNP_29148 AT TT AT | AA AA AA AT AA AA AA
SNP_29404 TC TC TC | TC TC TT TT TT TT TT
SNP_29666 TT TT TG | TT TT TT TT TT TG TG
SNP_29677 GG GG GG | GC GC GG GG GG GG GC
SNP_210140 CG CcC CC | CG cC CcC CcC cC cC cC
SNP_210246 TT TT T | TT TT TT TT TT TT TT
SNP_210285 TT TT T | TT TT TT TT TT TT TT
SNP_210478 CcC CcC CA | CC cC CcC CcC cC cC cC
SNP_210527 CcC CA CA | CC CA CA CcC cC CA cC
SNP_EU309973 | TT TT T TC TT TT TT TT TT TT
SNP_EU309971 | TA TT T | TT TT TT TT TT TT TT
SNP_UMT1185 | GG GA GG |GG | GA GG GG GG GG GG
SNP_2672 AA TA AA | AA TA TA AA TT TA TA
SNP_2824 TT 1T T | TC 1T 1T 1T 1T 1T 1T
SNP_3547 CcC AA CC | AA AA AA AA AA AA AA
SNP_3554 CcC CA CC | CC AA CC CC cC CA CA
SNP_4514 GG GG GG |GG | TT T GG GG GG GG
SNP_5774 CcC CC cC | CT CcC CT CC cC cC CcC
SNP_6729 CC CC cC | CT CcC CC CC cC cC CcC
SNP_A4cl TT 1T T | 1T 1T TC 1T 1T 1T 1T
SNP/Muestra 1/POB15 2/POB15

SNP_0683 AG AA

SNP_01568 AA AA

SNP_01710 T T

SNP_02157 T T

SNP_02381 GG GG

SNP_02791 CcC CA

SNP_02844 AA AA

SNP_02902 AT AA

SNP_03006 GG GG

SNP_03243 GG GG

SNP_3458 CcC CcC

SNP_3600 GG GG

SNP_3995 TT TG

SNP_5024 AA AA

SNP_5550 AA AA

SNP_5832 CcC CcC

SNP_5918 TT T

SNP_6364 TT T

SNP_6366 GG GG

SNP_8773 TT 1T

SNP_8868 AA AA

SNP_8914 AA AA
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SNP_9317 GC GG
SNP_9382 cc cG
SNP_9570 i T
SNP_9808 i T
SNP_10104 AA AA
SNP_10453 T GG
SNP_10770 AA AA
SNP_11017 cc cc
SNP_11386 AA AA
SNP_11821 GG GG
SNP_11936 cc cc
SNP_12211 i T
SNP_12310 cc cc
SNP_12721 GG GG
SNP_12949 i T
SNP_13031 i T
SNP_13089 cc cc
SNP_13245 AA AA
SNP_13256 GG GG
SNP_13302 i AA
SNP_13609 i TC
SNP_14502 AA AA
SNP_14567 GG GG
SNP_14573 cc cc
SNP_14649 i T
SNP_14894 AA AA
SNP_15125 cc cc
SNP_15253 AC AC
SNP_15739 GG GG
SNP_15938 cc cc
SNP_16257 i T
SNP_16446 AA AA
SNP_16486 T T
SNP_16729 T T
SNP_16743 cc cc
SNP/SN AA AA
SNP_17396 AA AA
SNP_18079 AA AA
SNP_18170 GG GG
SNP_18399 AA AA
SNP_18897 cc GG
SNP_2613 cc cc
SNP_21845 cc cc
SNP_21973 cc cc
SNP_22125 cc cc
SNP_22270 GG GG
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SNP_2559 cc cT
SNP_23592 i T
SNP_23890 GG GG
SNP_24035 AA AA
SNP_25199 i T
SNP_25632 AA AA
SNP_25887 ccC ccC
SNP_26379 i T
SNP_26560 i T
SNP_27121 GG GG
SNP_27671 i T
SNP_27710 i T
SNP_27725 ccC cc
SNP_28831 GG AA
SNP_29148 AA AA
SNP_29404 i T
SNP_29666 i T
SNP_29677 cc GG
SNP_210140 | GG cc
SNP_210246 | TT T
SNP_210285 | TT T
SNP_210478 | CC cc
SNP_210527 | CA cc
SNP_EU309973 | TT T
SNP_EU309971 | TT T
SNP_UMT1185 | AA GG
SNP_2672 AA T
SNP_2824 TC T
SNP_3547 AA AA
SNP_3554 cc cc
SNP_4514 GG GG
SNP_5774 cc cc
SNP_6729 cT cc
SNP_4cl i T

Anexo lla. Fechamientos de los eventos climaticos y su transformacién a nimero
de generaciones de P. patula (1 generacion= 60 afios; Vela, 1980). Esta informacién
fue utilizada para generar las distribuciones previas en DIY-ABC y estimar tiempos

de divergencia y cambios demograficos.

superior (t2)

2012)

Inicio del UMG (Caballero et al., 2010)

Periodo Evento Afos Generaciones
Pleistoceno Ciclos climéaticos (glaciar-interglaciar) 78,000* = 1300

medio (t3)

Pleistoceno Fin de la actividad tectonica (Ferrari et al., | 12,600* @ 210
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Fin del UMG (Caballero et al., 2010)

Holoceno (t1)

11,000*

183.3

*La informacion de afios fue obtenida de la Cuadro cronoestratigrafica internacional version 2015. www.stratigraphy.org

Anexo llb. Distribuciones previas (priors) para los parametros histéricos de los

modelos en DIYABC para las pozas de la Sierra Madre del Sur.

Parametros Distribuciones previas (priors)
SNPs

LF Uniforme (10-7094)

1J Uniforme (10-6690)

SY Uniforme (10-2577)

nbc2 Uniforme (10-10000)

t1 Normal (120-244)

t2 Normal (145-300)

ts Normal (867-1733)

Anexo llc. Distribuciones previas (priors) para los parametros histéricos de los
modelos DIYABC para las pozas de la Sierra Madre Oriental y del Sur.

Parametros Distribuciones previas (priors)
SNPs
LF Uniforme (10-7094)
1J Uniforme (10-6690)
SY Uniforme (10-2577)
GF Uniforme (10-2650)
SB Uniforme (10-5000)
VvC Uniforme (10-3496)
SE Uniforme (10-3715)
N2b Uniforme (10-10000)
N5b Uniforme (10-10000)
t1 Normal (120-244)
t2 Normal (145-300)
ts Normal (867-1733)

LF= La Felicidad, Guerrero; 1J= Ixtlan de Juarez y SY= Santa Ma. Yavesia, Oaxaca; GF= Gomez Farias,
Tamaulipas; SB= San Bartolo, Hidalgo; VC= Villa del Carbodn; SE= Sierra la Encantada, Morelos; N2b=
tamafio de la poblacion ancestral expandida; N5b= tamafio de la poblacién ancestral expandida.

Anexo llc. Escenarios DIY-ABC para todas las pozas de P. patula
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- ]
- N2
- N3

N4
- N5

NE
- N7

- N2h
-
-2

N3
- g

NS
- NG
- N7

SY

VC

VC

LF sy

SE

SE

SB

SB

GF N SB SY LF VC SE GF

- N5b

GF s W SY LF VC SE GF

13, Ixtlan de Juérez; VC; Villa del Carbén; LF, La Felicidad; SY, Santa Ma. Yavesia; SE, Sierra la Encantada; SB, San Bartolo;
GF, Gomez Farias; N2b, poblacién ancestral expandida; N5b, poblacién ancestral expandida. Escenario 1 y 2: hip6tesis
estable. En escenario 1 la poblacién ancestral corresponde a Villa del Carbdn, mientras que en el escenario 2 la poblacién
ancestral corresponde a San Bartolo, Hidalgo. En el escenario 3 se tiene un cambio demografico para una poblacion ancestral
con evento de expansion (N2b) en t1. En el escenario 4 se tiene un cambio demogréfico para una poblacién ancestral con

evento de expansion (N5b) en t2.

Anexo lld. Distribuciones previas (priors) para los parametros historicos de los
modelos DIYABC para las pozas de la Sierra Madre Oriental y del Sur.

Parametros Distribuciones previas (priors)
SNPs

LF Uniforme (10-7094)
1J Uniforme (10-6690)
SY Uniforme (10-2577)
GF Uniforme (10-2650)
SB Uniforme (10-5000)
VC Uniforme (10-3496)
SE Uniforme (10-3715)
N4b Uniforme (10-10000)
N4c Uniforme (10-2000)

76



Nb4

Uniforme (10-1500)

Nc4

Uniforme (10-10000)

N5b

Uniforme (10-10000)

t1

Normal (120-244)

t2

Normal (145-300)

ts

Normal (867-1733)

LF= La Felicidad, Guerrero; 1J= Ixtlan de Juarez y SY= Santa Ma. Yavesia, Oaxaca; GF= Gomez Farias,
Tamaulipas; SB= San Bartolo, Hidalgo; VC= Villa del Carbén; SE= Sierra la Encantada, Morelos; N4b=
tamafio de la poblacion ancestral expandida en tz; N4c= reduccion de la poblacion ancestral en ts; Nb4=

reduccion de la poblacion ancestral en t1; Nc4= expansion de la poblacién ancestral en t2; NSb= expansion de
la poblacién ancestral en t..

Anexo lll. Relacion entre las variables morfolégicas de las variedades de P. patula
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Anexo IV. Arbol de Neighbor-Joining basado en SNPs nucleares (exones) de las
poblaciones de P. patula basado en las distancias genéticas de Nei (1972). Los
valores de bootstrap son mostrados basados en 10,000 réplicas. Tres principales
clados son observados, P. patula (Clado 1), P. patula var. longipedunculata de
Oaxaca (Clado Il) y P. patula var. longipedunculata de Guerrero (Clado IlI).
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Anexo V. Red de haplotipos para todos los individuos de P. patula de la Sierra
Madre Oriental y del Sur. Todos los individuos de P. patula var. patula corresponden
al cuadro verde. Los individuos de P. patula var. longipedunculata de Oaxaca en
amarillo y los individuos de Guerrero en azul.
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Anexo VI. Informacion de la estructura genética utilizando el coeficiente Fst

partodas las poblaciones de las dos variedades de P. patula.

Poblaciéon |Poblacion |Linaje Diferenciacion
genética (Fsr)
GF(Tam) LV(Ver) var. patula 0.126
GF(Tam) PA(Qro) var. patula 0.119
LV(Ver) PA(Qro) var. patula 0.095
GF(Tam) CP(Qro) var. patula 0.116
LV(Ver) CP(Qro) var. patula 0.081
PA(Qro) CP(Qro) var. patula 0.061
GF(Tam) SB(Hgo) var. patula 0.110
LV(Ver) SB(Hgo) var. patula 0.063
PA(Qro) SB(Hgo) var. patula 0.068
CP(Qro) SB(Hgo) var. patula 0.066
GF(Tam) |ZP(Hgo) var. patula 0.119
LV(Ver) ZP(Hgo) var. patula 0.096
PA(Qro) ZP(Hgo) var. patula 0.082
CP(Qro) ZP(Hgo) var. patula 0.081
SB(Hgo) ZP(Hgo) var. patula 0.071
GF(Tam) |VC(Méx) var. patula 0.117
LV(Ver) VC(Méx) var. patula 0.101
PA(Qro) VC(Méx) var. patula 0.092
CP(Qro) VC(Méx) var. patula 0.102
SB(Hgo) VC(Méx) var. patula 0.075
ZP(Hgo) VC(Méx) var. patula 0.069
GF(Tam) SE(Mor) var. patula 0.154
LV(Ver) SE(Mor) var. patula 0.099
PA(Qro) SE(Mor) var. patula 0.101
CP(Qro) SE(Mor) var. patula 0.094
SB(Hgo) SE(Mor) var. patula 0.068
ZP(Hgo) SE(Mor) var. patula 0.082
VC(Méx) SE(Mor) var. patula 0.099
GF(Tam) TL(TIX) var. patula 0.119
LV(Ver) TL(TIx) var. patula 0.092
PA(Qro) TL(TIx) var. patula 0.097
CP(Qro) TL(TIX) var. patula 0.089
SB(Hgo) TL(TIx) var. patula 0.071
ZP(Hgo) TL(TIX) var. patula 0.082
VC(Méx) TL(TIX) var. patula 0.080
SE(Mor) TL(TIx) var. patula 0.117
GF(Tam) EC(Pue) var. patula 0.158
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LV(Ver) EC(Pue) var. patula 0.112

PA(Qro) EC(Pue) var. patula 0.095

CP(Qro) EC(Pue) var. patula 0.100

SB(Hgo) EC(Pue) var. patula 0.080

ZP(Hgo) EC(Pue) var. patula 0.079

VC(Méx) EC(Pue) var. patula 0.079

SE(Mor) EC(Pue) var. patula 0.113

TL(TIX) EC(Pue) var. patula 0.079

GF(Tam) LF(Gro) var. patula vs var. 0.160
longipedunculata

LV(Ver) LF(Gro) var. patula vs var. 0.113
longipedunculata

PA(Qro) LF(Gro) var. patula vs var. 0.122
longipedunculata

CP(Qro) LF(Gro) var. patula vs var. 0.110
longipedunculata

SB(Hgo) LF(Gro) var. patula vs var. 0.096
longipedunculata

ZP(Hgo) LF(Gro) var. patula vs var. 0.106
longipedunculata

VC(Méx) LF(Gro) var. patula vs var. 0.128
longipedunculata

SE(Mor) LF(Gro) var. patula vs var. 0.124
longipedunculata

TL(TIX) LF(Gro) var. patula vs var. 0.102
longipedunculata

EC(Pue) LF(Gro) var. patula vs var. 0.119
longipedunculata

GF(Tam) CH(Gro) var. patula vs var. 0.158
longipedunculata

LV(Ver) CH(Gro) var. patula vs var. 0.126
longipedunculata

PA(Qro) CH(Gro) var. patula vs var. 0.114
longipedunculata

CP(Qro) CH(Gro) var. patula vs var. 0.111
longipedunculata

SB(Hgo) CH(Gro) var. patula vs var. 0.101
longipedunculata

ZP(Hgo) CH(Gro) var. patula vs var. 0.102
longipedunculata

VC(Méx) CH(Gro) var. patula vs var. 0.125

longipedunculata
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SE(Mor) CH(Gro) var. patula vs var. 0.132
longipedunculata

TL(TIX) CH(Gro) var. patula vs var. 0.105
longipedunculata

EC(Pue) CH(Gro) var. patula vs var. 0.120
longipedunculata

LF(Gro) CH(Gro) var. longipedunculata |0.056

GF(Tam) 1J(Oax) var. patula vs var. 0.155
longipedunculata

LV(Ver) 1J(Oax) var. patula vs var. 0.093
longipedunculata

PA(Qro) 1J(Oax) var. patula vs var. 0.108
longipedunculata

CP(Qro) 1J(Oax) var. patula vs var. 0.091
longipedunculata

SB(Hgo) 1J(Oax) var. patula vs var. 0.086
longipedunculata

ZP(Hgo) 1J(Oax) var. patula vs var. 0.104
longipedunculata

VC(Méx) 1J(Oax) var. patula vs var. 0.122
longipedunculata

SE(Mor) 1J(Oax) var. patula vs var. 0.102
longipedunculata

TL(TIx) 1J(Oax) var. patula vs var. 0.102
longipedunculata

EC(Pue) 1J(Oax) var. patula vs var. 0.110
longipedunculata

LF(Gro) 1J(Oax) var. longipedunculata [0.116

CH(Gro) 1J(Oax) var. longipedunculata |0.127

GF(Tam) SA(Oax) var. patula vs var. 0.241
longipedunculata

LV(Ver) SA(Oax) var. patula vs var. 0.150
longipedunculata

PA(Qro) SA(Oax) var. patula vs var. 0.151
longipedunculata

CP(Qro) SA(Oax) var. patula vs var. 0.155
longipedunculata

SB(Hgo) SA(Oax) var. patula vs var. 0.121
longipedunculata

ZP(Hgo) SA(Oax) var. patula vs var. 0.132

longipedunculata
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VC(Méx) SA(Oax) var. patula vs var. 0.130
longipedunculata

SE(Mor) SA(Oax) var. patula vs var. 0.185
longipedunculata

TL(TIX) SA(Oax) var. patula vs var. 0.159
longipedunculata

EC(Pue) SA(Oax) var. patula vs var. 0.170
longipedunculata

LF(Gro) SA(Oax) var. longipedunculata |0.154

CH(Gro) SA(Oax) var. longipedunculata |0.161

1J(Oax) SA(Oax) var. longipedunculata |0.191

GF(Tam) SY(Oax) var. patula vs var. 0.192
longipedunculata

LV(Ver) SY(Oax) var. patula vs var. 0.123
longipedunculata

PA(Qro) SY(Oax) var. patula vs var. 0.132
longipedunculata

CP(Qro) SY(Oax) var. patula vs var. 0.132
longipedunculata

SB(Hgo) SY(Oax) var. patula vs var. 0.101
longipedunculata

ZP(Hgo) SY(Oax) var. patula vs var. 0.099
longipedunculata

VC(Méx) SY(Oax) var. patula vs var. 0.092
longipedunculata

SE(Mor) SY(Oax) var. patula vs var. 0.137
longipedunculata

TL(TIx) SY(Oax) var. patula vs var. 0.107
longipedunculata

EC(Pue) SY(Oax) var. patula vs var. 0.109
longipedunculata

LF(Gro) SY(Oax) var. longipedunculata |0.132

CH(Gro) SY(Oax) var. longipedunculata |0.135

1J(Oax) SY(Oax) var. longipedunculata |0.157

SA(Oax) SY(Oax) var. longipedunculata |0.163
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