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RESUMEN

México es considerado el pais con el mayor nimero de especies del género Quercus a nivel
mundial. Alberga una gran cantidad de especies endémicas, como Q. macdougallii, la cual
se distribuye en la Sierra Norte de Oaxaca, y se encuentra catalogada como una especie
vulnerable en la IUCN. En este estudio, se analiz6 la variacion gendémica y la distribucion
potencial de la especie, considerando ocho sitios de muestreo ubicados en la zona Norte y
Sur de su distribucion conocida (aproximadamente de 28 Km). Para el analisis de la variacion
gendmica, se identificaron 8,186 polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs). Para la
distribucion potencial actual se consideraron dos conjuntos de variables ambientales
(WorldClim y CONABIO). También, para la distribucion potencial futura, se consideraron
dos escenarios de cambio climatico, RCP4.5 y RCP8.5, ambos para el 2050 y 2070,
utilizando las proyecciones de WorldClim. Se encontrd una diversidad genética moderada
(Ho y He ~0.2), bajos niveles de diferenciacion genética y endogamia (Fst=0.0204, Fis=
0.0101). Se observo un gradiente de variacion genética entre la zona Norte y Sur. Aunque la
especie se mantiene como una sola poblacion, se identifico un grupo genético con
estructuracion incipiente en la zona Sur. Los SNPs outliers no mostraron evidencia de
genotipos adaptados a nivel local, sin embargo, se observé la presencia de alelos asociados a
cierta zona. La distribucion potencial actual de la especie es restringida con una alta
especificidad hacia ciertas variables. La distribucion potencial a futuro sugiere una reduccién
en su area de distribucidn, siendo la zona Sur la mas afectada. Debido a lo anterior, se sugiere
priorizar la conservacion y monitoreo de la especie en toda su area de distribucion,
particularmente en la zona Sur, donde se observd una alta variacion genética y donde los

efectos del cambio climético posiblemente serdn mayores.

Palabras clave: Quercus macdougallii; gendmica de poblaciones; SNPs; endemismo;

distribucion potencial; cambio climatico.



ABSTRACT

Mexico is considered the country with the largest number of Quercus genus species
worldwide. It has a large number of endemic species, such as Q. macdougallii, which is
distributed in the Sierra Norte de Oaxaca and is listed as a vulnerable species in the IUCN.
In this study, we analyzed the genomic variation and the potential distribution of the species,
considering eight sampling sites located across the North and South of its known distribution
(approximately 28 Km). For the analysis of genomic variation, 8,186 single nucleotide
polymorphisms (SNPs) were identified. For the current potential distribution, two sets of
environmental variables were considered (WorldClim and CONABIO). Also, future
potential distribution, was modelled using WorldClim projections by considering two climate
change scenarios, RCP4.5 and RCP8.5, both scenarios for 2050 and 2070. Moderate levels
of genetic diversity were found (Ho y He ~0.2), together with low levels of genetic
differentiation and inbreeding (Fsr=0.0204, Fis= 0.0101). A gradient of genetic variation was
observed between the North and South zones. Although the species can be considered as one
population, an incipient structuring genetic group was identified in the South. Outliers SNPs
showed no sustainable evidence of locally adapted genotypes, however, the presence of
unique alleles associated with a certain area was observed. The current potential distribution
of the species is restricted with high specificity towards certain variables. The potential future
distribution suggests a considerable reduction in its distribution area, with the South zone
being the most affected. Therefore, it is suggested to prioritize the conservation and
monitoring of the species throughout its distribution range, particularly in the South, where
high genetic variation was observed and where the effects of climate change may be more
drastic.

Keywords: Quercus macdougallii; population genomics; SNPs; endemism; potential

distribution; climate change.



1. INTRODUCCION

Los bosques constituyen aproximadamente el 82% de la biomasa continental (Roy et al.,
2001), albergan més del 50% de la biodiversidad terrestre y mantienen un rol significativo
en el secuestro de carbono, lo que les confiere una gran importancia en el funcionamiento y
mantenimiento de sus ecosistemas (Neale & Kremer, 2011; Alberto et al., 2013; Cavender-
Bares, 2016).

Los sistemas forestales actualmente enfrentan una serie de desafios importantes, entre
los cuales destacan la demanda de madera, la presion para conservar las areas forestales, el
cambio climatico global y las amenazas asociadas. Para hacer frente a estos desafios, se ha
estudiado la interaccion de los factores evolutivos, la demografia y la estructura poblacional
en especies arbdreas, a partir del conocimiento de las bases genéticas de la variacion, la
divergenciay la adaptacion en sus poblaciones (Eriksson, 1998; Namkoong, 2001; Gonzélez-
Martinez et al., 2006; Plomion et al., 2016b), estudios en los cuales la genémica de
poblaciones ha desempefiado un rol significativo (Fady et al., 2016; Holliday et al., 2017).

Dentro los principales grupos de plantas que conforman los bosques en Norte
América, el género Quercus, cominmente llamados encinos, constituye un grupo dominante
de plantas lefiosas, en biomasa y riqueza de especies; asimismo, es considerado un grupo
modelo en investigaciones evolutivas, ya que presenta una historia compleja y dinamica
(Banda et al., 2016; Cavender-Bares, 2016). Actualmente, México es considerado el mayor
centro de diversificacion a nivel mundial del género Quercus, debido a que presenta el mayor
namero de especies, de las cuales, mas de la mitad son endémicas (Valencia, 2004; Romero-
Rangel et al., 2015).

Quercus macdougallii Martinez, es un encino endémico de la Sierra Norte de Oaxaca
(Romero-Rangel et al., 2015). Estudios previos indican que cumple un importante rol
ecologico dentro del funcionamiento de su ecosistema (Anacleto-Carmona, 2015; Pariona et
al., 2017; Clark-Tapia et al., 2018); sin embargo, se encuentra dentro de la categoria de
vulnerable (VU D2), en la Lista Roja de Especies Amenazadas de la Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza [UICN] (2010), y esta propuesta dentro de la categoria
de Amenazada en el Proyecto de modificacién del Anexo Normativo I1l, de la Norma Oficial
Mexicana 059 [NOM-059-SEMARNAT-2010] (Diario Oficial de la Federacion, 2018).



Debido a lo anterior, se considera importante el estudio de la variacion genomicay la
distribucion potencial de Q. macdougallii, ya que, al contribuir al conocimiento de esta
especie endémica, a nivel genémico y ambiental, se espera llegar a una mejor toma de

decisiones para su conservacion.



2. MARCO TEORICO
2.1 De la genética a la gendmica de poblaciones

La genética de poblaciones analiza la variacion y distribucion de las frecuencias alélicas en
ciertos loci; mediante este enfoque, se puede examinar el estado actual de la especie al igual
que su capacidad para responder a factores bioticos, como parésitos, enfermedades,
depredadores y factores abioticos, como el cambio climético o la fragmentacion del habitat
(Hedrick, 2011; Hedrick & Hurt, 2012; Primack, 2012).

El uso de marcadores moleculares para analizar la variacion genética se ha
intensificado con la llegada de la gendmica, principalmente por el desarrollo de las
tecnologias de secuenciacion de la siguiente generacion (NGS, por sus siglas en inglés) (Fu
& Yang, 2017). Este enfoque permite muestrear el genoma de forma profunda ofreciendo
ventajas importantes, como la deteccion de miles de polimorfismos en todo el genoma
(Allendorf et al., 2010; Stapley et al., 2010; Li et al., 2012; Narum et al., 2013).

La principal diferencia entre los términos de genética y genémica de poblaciones, es
el contraste entre el nimero de loci que se habian estado analizando previo al uso de las
tecnologias NGS (Mariette et al., 2002). La gendmica de poblaciones es definida como el
estudio de la variacion genética a partir del analisis simultaneo de numerosos loci o regiones
a nivel del genoma, con el fin de comprender los roles de los procesos evolutivos que influyen
en la variacion, a través de los genomas y sus poblaciones (Luikart et al., 2003; Weigel &
Nordborg, 2015).

Los estudios de gendmica de poblaciones desempefian un papel importante en la
conservacion de las especies. Por ejemplo, al detectar polimorfismos adaptativos en
poblaciones divergentes (Moritz, 2002), al proporcionar un marco espacial para revelar la
accion de la seleccion natural en poblaciones naturales y al correlacionar la variacion alélica

y la ambiental (Gonzalez-Martinez et al., 2006).

2.1.1 Fuerzas evolutivas

Las fuerzas evolutivas que influyen en las frecuencias genotipicas de las poblaciones son la

mutacion, el flujo génico, la deriva genética, la seleccion natural y la endogamia. Todas ellas



producen cambios direccionales a través del tiempo y generan diferentes niveles y patrones

de variacién genética (Hedrick, 2011).

La mutacién, indispensable para que ocurra la evolucion, es considerada como fuente
de variacion genética, ya que genera cambios en el material genético, los cuales, pueden
ocurrir en diferentes niveles, por ejemplo, a nivel puntual, es decir, involucrando el cambio
en uno o varios nucleétidos, o a nivel cromosdémico (Letelier, 2007; Hedrick, 2011). En las
mutaciones puntuales podemos identificar sustituciones, inserciones y supresiones o
deleciones. Debido a estos cambios en las secuencias de ADN, las mutaciones pueden ser
benéficas, neutrales, deletéreas o letales, dependiendo de sus efectos sobre la eficacia
bioldgica de los organismos y de sus poblaciones (Barrick & Lenski, 2013).

Por otro lado, la seleccion natural implica la herencia de caracteres que han conferido
a sus portadores una mayor eficacia bioldgica y supervivencia, asi como la herencia de parte
de la variacion genética ligada a esos caracteres. La seleccidn natural puede ser descrita por
cuatro modelos: 1) la seleccion estabilizadora, se produce cuando individuos con un cierto
rasgo han tenido éxito con respecto a la gran mayoria de los demas individuos que conforman
la poblacion; 2) la seleccion direccional, que favorece a los individuos con rasgos de un
extremo de la distribucion y genera una mayor eficacia biolégica a los individuos que los
portan; 3) la seleccion disruptiva, donde los fenotipos mas aptos estan en cada uno de los dos
extremos de la variacion, siendo las formas intermedias seleccionadas en contra; 4) la
seleccion balanceadora, en la cual los extremos de una caracteristica son seleccionados en
contra, siendo los organismos con mayor eficacia aquellos con caracteristicas intermedias
(Zeigler, 2014).

En las poblaciones bajo seleccion natural se pueden observar tres probables
escenarios evolutivos: 1) el especialista, hace hincapié en una alta especificidad de los
individuos hacia determinado habitat, generando una baja adaptacion hacia otros ambientes
y una migracion restringida, lo que le confiere una baja probabilidad de establecerse en
nuevos habitats; 2) el generalista, en el cual, los organismos tienen una mayor tolerancia
hacia distintos tipos de habitats, lo que les presenta mayores oportunidades de colonizar
nuevos ambientes; 3) maltiples especialistas, en el cual, se observan adaptaciones locales a
los diferentes habitats alternativos con un flujo génico limitado entre las poblaciones (Collins,
2011).



Otra fuerza evolutiva es la deriva génica, la cual se refiere al cambio aleatorio en la
frecuencia de alelos en la transmision de gametos de una generacion a la siguiente
(Dobzhansky & Pavlovsky 1957; Hedrick, 2011). Tiende a ocurrir con mayor intensidad,
después de que una poblacion experimenta un cuello de botella, donde los alelos raros o con
poca frecuencia, tienen una mayor probabilidad de perderse o de fijarse, provocando una
disminucion en la variacion genética (Klug & Cummings, 2013). Esta disminucion, esta
estrechamente vinculada al tamarfio efectivo de la poblacién, por lo cual, se considera que
mientras mayor sea el tamafio efectivo hay méas posibilidades de reducir los efectos de la
deriva génica. Sin embargo, existen excepciones en las cuales, poblaciones con bajo tamarfio
efectivo pueden presentar una alta variacion, mayor a la observada en algunas poblaciones

de gran tamafio y de rapido crecimiento poblacional (Hedrick, 2011).

Otra fuerza que contribuye a disminuir la variacion genética es la endogamia, la cual
influye en la estructura poblacional al homogeneizar los genotipos producidos dentro de un
linaje, aumentando asi el potencial de diferenciacion entre ellos (Charlesworth & Wright,
2001). En plantas, el comportamiento de los polinizadores y la escasa dispersion de semillas
y polen son algunos de los factores que pueden aumentar los niveles de endogamia (Hedrick,
2011).

El flujo génico (Nm), se refiere al movimiento de genes de una poblacion a otra
(Hedrick, 2011). Esta fuerza, juega un papel importante en los aspectos integrales del proceso
de adaptacion local y estructura poblacional (Kisdi, 2002; Kawecki & Ebert, 2004). En las
plantas, la dispersion de semillas y del polen son impulsores esenciales del flujo génico, el
cual, dependiendo de sus patrones y niveles, puede determinar hasta qué grado cada
poblacién de una especie es una unidad evolutiva independiente (Slatkin, 1994). Por otro
lado, la cantidad de flujo génico necesaria para prevenir la evolucién independiente de las
poblaciones de una especie dependera de las otras fuerzas evolutivas (Pifiero et al., 2008).

El flujo génico o la ausencia de éste, puede influir drasticamente en la distribucién
geografica de una especie, ya sea por medio del aislamiento por distancia, del efecto fundador

0 por migracion entre otros procesos (Hedrick, 2011).
2.1.2 Estructura genética poblacional

La estructura genética es la distribucion no aleatoria de alelos o genotipos en un tiempo y

espacio determinado, la cual, esta moldeada por la interaccion entre fuerzas evolutivas,



principalmente el flujo génico (Loveless & Hamrick, 1984). La variacion en los efectos de
estas fuerzas en el area de distribucion de la especie, resulta en patrones espaciales
caracteristicos de la estructura genética de las poblaciones (Jarvis et al., 2005; Larrafiaga &
Hormaza, 2016).

Los indices de distancia genética se calculan entre pares de poblaciones y pretenden
describir el grado de diferencia genética entre ellas. La medida de distancia genética mas
usada es la distancia de Nei (Nei, 1987), la cual, pretende estimar el nimero de mutaciones
que a nivel nucleotidico se han acumulado en las secuencias de dos linajes, a partir del tiempo

que ha transcurrido desde su divergencia original (Pifiero et al., 2008).

Existen adicionalmente una infinidad de indices de distancia genética (Pifiero et al.,
2008). Por ejemplo, el indice de fijacion (Fst) entre dos poblaciones (Wright, 1951) y el flujo
génico (Nm) (Rousset, 1997).

2.1.3 Polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs, por sus siglas en inglés), son marcadores
moleculares que representan una diferencia Unica de nucleotidos entre dos 0 mas individuos,
en una ubicacién especifica del genoma (Appleby et al., 2009). Este marcador es el tipo mas
frecuente de polimorfismo genético, ya que son los mas abundantes y ampliamente
distribuidos a lo largo del genoma. Debido a que su aparicion y distribucién puede variar
entre individuos, se puede obtener una alta densidad de marcadores cerca de un lugar

especifico en el genoma (Agarwal et al., 2008).

Los SNPs pueden ser transiciones (C/T, G/A) y transversiones (C/G, A/T, TIG, C/A),
siendo los SNPs C/T los mas frecuentes fuera de las regiones transcritas como resultado del
aumento de la metilacion de la citosina y la desaminacion amplificada de la citosina (Edwards
etal., 2007).

SNPs outliers

Los métodos para la identificacion de loci atipicos o outliers, es decir, aquellos que no se
encuentran dentro de un patron de neutralidad esperado y que suelen identificarse como
candidatos para una seleccion divergente (Narum & Hess, 2011), se pueden dividir en dos
categorias, la primera basada en el desequilibrio de ligamiento entre los loci y la segunda



basada en las diferencias a nivel de variacion y divergencia genética entre los individuos
(Vasemagi & Primmer, 2005). Por ejemplo, un valor alto de Fst ha sido considerado como
un buen pardmetro para identificar SNPs outliers (Martins et al., 2018; Pina-Martins et al.,
2019).

Genotipificacion basada en secuenciacion (SBG)

Mediante la genotipificacion basada en secuenciacion (SBG, por sus siglas en inglés), es
posible identificar miles de SNPs. Esta tecnologia se caracteriza por ser capaz de
genotipificar cualquier estructura poblacional adn si se estudia un organismo no modelo
(Truong et al., 2012).

Con este enfoque, que se basa en la secuenciacién de fragmentos asociados a sitios
de restriccion (RAD-seq, por sus siglas en inglés), es posible secuenciar potencialmente miles
de loci para cientos de individuos, independientemente del tamafio y conocimiento previo
del genoma. Asimismo, permite identificar regiones genomicas especificas que pueden haber
experimentado la seleccion natural y mejorar la precision de las inferencias demogréaficas al
aumentar en gran medida el nimero de marcadores putativamente neutrales analizados
(Mastretta-Yanes et al., 2015).

2.2 Area de distribucion de la especie

Uno de los métodos mas recientes para determinar las areas de distribucion de las especies,
son los llamados modelos de distribucion (Peterson, 2001; Mateo et al., 2011). En general,
los modelos de distribucion son una representacion cartografica de la idoneidad ambiental
para una especie dada (Guisan & Zimmermann, 2000); la mayoria de estos modelos siguen
un método similar; utilizan registros puntuales de presencia/ausencia de una especie,
incluyen informacion de variables de tipo ambiental y usan algun algoritmo o criterio que

delimita el area de distribucion (Peterson, 2001).

Uno de los modelos mas eficientes en la prediccion de la distribucion espacial de las
especies es el modelo Maxent (Phillips et al., 2006), el cual, se basa en la maxima entropia y
modelos bayesianos (Lehtomaki & Moilanen, 2013). Este modelo se enfoca en caracterizar
la idoneidad del habitat de la especie e identificar espacialmente los sitios mas aptos para su
distribucion pasada, actual y/o futura (Morales, 2012).



En México se han modelado las areas de distribucion geogréafica de diversas especies
de plantas, con el objetivo de ser una herramienta en la restauracion ecoldgica, la priorizacion
de zonas para la conservacion bioldgica y en la modelacion de los efectos del cambio
climatico sobre estas especies (Villasefior & Téllez-Valdés, 2004; Contreras-Medina et al.,
2010; Naranjo-Luna, 2014; Gorgonio-Ramirez, 2015; Hernandez-Ruiz et al., 2016; Alfonso-
Corrado et al., 2017).

Para especies arboreas endémicas, amenazadas y relicto, estos modelos han brindado
un escenario de distribucion util para regionalizar y buscar nuevas areas de distribucion
(Martinez-Meyer et al., 2004; Mejias et al., 2007; Naranjo-Luna, 2014; Alfonso-Corrado et
al., 2017).

2.3 Endemismo

Las especies endémicas son aquellas que crecen naturalmente en un area geografica Unica,
cuya distribucién puede ser local, nacional, regional o continental (Primack, 2012). Una
especie endémica puede ocupar solo uno o pocos habitats especializados, ademas de
presentar la tendencia a formar una sola poblacion en toda su distribucion (Isik, 2011;
Primack, 2012).

Estos atributos, ya sea de manera individual o en combinacién, hacen que una especie
sea propensa a una mayor tasa de extincién. Cuando los habitats de una especie rara y/o
endémica se dafian y/o se fragmentan por la mala gestion y otras actividades humanas, las
areas de distribucion, el tamafio poblacional y la variabilidad genética de la especie tienden
a reducirse, volviendo a sus miembros vulnerables a la extincion a una velocidad mas rapida

que para otras especies (Isik, 2011).

Debido aello, y en un esfuerzo por mantener la biodiversidad, las especies endémicas
se deben monitorear y administrar, con programas precisos y efectivos de conservacion y
restauracion, los cuales, garanticen la permanencia de sus poblaciones a largo plazo (Navarro
& Guitian, 2003; Isik, 2011).

2.3 Los encinos en México

El género Quercus (encinos o robles), es el méas grande dentro de la familia Fagaceae y el
que presenta la mayor distribucion en todo el mundo (Valencia, 2004). Se estima que existen
entre 400 y 500 especies, y en América se distribuyen desde Canadad hasta Colombia,
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incluyendo Cuba (Nixon & Muller, 1997: Manos et al., 1999: Manos & Stanford, 2001:
Nixon, 2006).

Una Gltima actualizacion en la clasificacion infragenérica del género Quercus, basada
en los rasgos morfoldgicos, las relaciones filogenéticas y la historia evolutiva del género,
propone el reconocimiento de dos subgéneros; Quercus y Cerris, el primero con cinco
secciones (Quercus, Ponticae, Virentes, Lobatae y Protobalanus), y el segundo con tres
(Cyclobalan, llex y Cerris) (Denk et al., 2017).

Los encinos han sido reconocidos por contribuir significativamente al mantenimiento
y funcionamiento de sus ecosistemas (Dickie et al., 2007; Nguyen et al., 2016; Cheeke et al.,
2017), asi como al bienestar humano (Kroeger et al., 2014), y en los altimos afios ha
aumentado el nimero de herramientas y recursos gendémicos para su estudio (Konar et al.,
2016; Sork et al., 2016a; Plomion et al., 2016a, 2018; Gugger et al., 2017; McVay et al.,
2017; Guerrero-Sanchez et al., 2019).

En México, dependiendo del autor, se encuentran entre 150 y 166 especies, lo que es
aproximadamente un tercio del género a nivel mundial, por otra parte, cerca de la mitad de
las especies que se encuentran en el pais, son endémicas (Axelrod, 1983; Pingarroni et al.,
2019, en prensa). Debido a estas caracteristicas, México ha sido considerado como el mayor
centro de diversificacion en el mundo (Nixon, 1998; Valencia, 2004; Romero-Rangel et al.,
2015).

En el pais, se encuentran especies de las secciones Quercus (encinos blancos, 81
spp.), Lobatae (encinos rojos, 76 spp.) y Protobalanus (encinos intermedios o de copa
dorada, 4 spp.). En la seccion Quercus més de la mitad de sus especies (47 spp.) son
endémicas (Valencia, 2004). En Oaxaca, el estado con el mayor nimero de especies, la Unica
especie endémica de la seccion Quercus, es Q. macdougallii (Valencia, 2004; Romero-
Rangel et al., 2015).

Variacion genética y gendémica

Se ha estudiado la variacion genética de diversos encinos por medio de marcadores
moleculares tipo microsatélite. Por ejemplo, se han reportado altos niveles de

heterocigosidad, como en Q. grisea (63 alelos y He=0.877; Rosas-Osorio, 2010), Q.
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sideroxyla (84 alelos y He=0.855; Alfonso-Corrado et al., 2014), Q. candicans (Ho=0.675-
0.881 y He=0.642-0.854; Oyama et al., 2018), Q. crassifolia (Ho=0.7; Gorgonio-Ramirez et
al., 2017; Oyama et al., 2018), y Q. castanea (H,=0.599-0.881; Oyama et al., 2018), Q.
scytophyllay Q. hypoleucoides (H,=0.633-0.905 y He=0.555-0.841; Pefialoza-Ramirez et al.,
2010), y Q. sartorii, Q. meavei y Q. paxtalensis (H,=0.7; De Luna-Bonilla, 2018), entre otros

mas.

Recientemente, el primer estudio de la variacion a nivel genoma para un encino en
México, fue para Q. rugosa, un encino de amplia distribucion, para el cual se identificaron
5,354 SNPs y se observé una diversidad genética relativamente alta (He=0.364; Martins et
al., 2018).

Por otro lado, los estudios genéticos para encinos endémicos son escasos. En Oaxaca
se destacan los trabajos de los dos encinos endémicos del estado; Q. mullerii (seccién
Lobatae), encino microendémico de la Sierra Sur (Pingarroni et al., 2019, en prensa) y Q.
macdougallii (seccién Quercus) encino endémico de la Sierra Norte (Molina-Garay, 2011).
En ambos trabajos, por medio del analisis de microsatélites, se encontraron bajos niveles de

diversidad genética.

Por consiguiente, resulta necesario determinar o en su caso, confirmar los niveles de
variacion de especies endémicas con alto valor ecoldgico y social como Q. macdougallii, con

el objetivo de contribuir a los planes de conservacion y manejo de la especie.

Modelos de distribucion potencial

El Panel Intergubernamental del Cambio Climatico [IPCC, por sus siglas en inglés] (2007)
indica que las formas de vida mas vulnerables seran las arboreas tales como Pinus, Quercus,
Abies y Juniperus, debido a su intervalo estrecho de tolerancia térmica (Laurent & Vila,
2003). Las especies del género Quercus son elementos clave del ecosistema, por lo cual, la
conservacion de este importante capital natural requiere el conocimiento de la interaccion de
las poblaciones y comunidades de encinos con el medio ambiente, especialmente ante el
aumento de la temperatura atmosférica detectada en varias partes del mundo (Bacon, 1998;
Frich et al., 2002; IPCC, 2007).
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Actualmente, no existe informacion sobre tolerancias térmicas de los encinos
mexicanos, sin embargo, las proyecciones de cambio climatico para México indican
tendencias en el aumento de la temperatura, la disminucion general de la precipitacion y el
cambio en la distribucion temporal de la precipitacion (Karmalkar et al., 2011; Séaenz-
Romero et al., 2009). Bajo este escenario, los climas aridos se expandiran y las especies de
bosques templados se encontrarén entre las mas vulnerables, debido a su ubicacién actual en
las partes altas montafiosas, considerados como ambientes frios y himedos (Sdenz-Romero
et al., 2009).

Modelos de distribucién potencial de varias especies de encinos en escenarios de
cambio climatico, han indicado una disminucion desde el 7% hasta el 48% en su area idonea,
para el afio 2050 (Gomez-Mendoza & Arriaga, 2007). El conocimiento acerca del habitat de
la especie es fundamental para determinar qué variables ambientales estan limitando la
distribucion potencial de esta especie y para establecer medidas de conservacion eficientes.
Por lo anterior, un objetivo importante es identificar la distribucion geogréfica potencial del
habitat de Q. macdougallii.
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3. ANTECEDENTES

El estudio de la variacion genémica en poblaciones de encinos, cuyo enfoque metodoldgico
se basa en la secuenciacién masivay la identificacion de SNPs, ha comenzado recientemente,
por otra parte, este enfoque ha impulsado el desarrollo de nuevos estudios, a nivel nacional
e internacional, ya que confiere una mayor profundidad en los analisis, lo cual permite
detectar patrones de variacion e inferir qué posibles mecanismos evolutivos estan actuando

sobre la especie.

Recientemente, un estudio ha evaluado la historia evolutiva de Q. suber, especie
distribuida en la zona occidental del mediterraneo, para obtener informacién sobre como la
adaptacion local estd modelando el reservorio genético de la especie y como respondera la
especie ante los cambios climaticos globales desde una perspectiva genética. Mediante el uso
de la secuenciacion por genotipificacion (GBS), se identificaron 1,996 SNPs. Los valores de
Fst entre los sitios de muestreo fueron de 0.0028 a 0.1216, con una Fst global de 0.0541. La
prueba de Mantel no revel6 evidencia de aislamiento por distancia entre los individuos. Se
detectaron entre 17 y 29 SNPs outliers. Los resultados indicaron que la especie no tiene una
fuerte estructura poblacional, ya que esencialmente se comporta como una sola poblacion,
donde el equilibrio entre el flujo génico y la adaptacién local mantiene un grado de
homogeneidad en el conjunto de genes de la especie, a lo largo de su distribucion. Por otro
lado, observaron gradientes de variacion, lo cual, puede ayudar a que la especie haga frente

a las condiciones locales cambiantes (Pina-Martins et al., 2019).

En México, este enfoque se ha utilizado para identificar la variacion gendémica que
puede conferir adaptaciones locales a Q. rugosa, una especie de amplia distribucion, asi como
la prediccion del desajuste adaptativo bajo los cambios climaticos futuros. Mediante el uso
de la GBS, se identificaron 5,354 SNPs, a partir de 103 individuos analizados, de 17 sitios
de muestreo. El valor de Fst entre los SNPs fue de 0.056, y vario de 0.037 a 0.095 entre los
sitios de muestreo, la He promedio fue de 0.364. Se observd un patrén de aislamiento por
distancia con la prueba de Mantel (r=0.475, p-valor=0.015). El agrupamiento Bayesiano
implementado en STRUCTURE identificé un K=2 y la distribucién de este agrupamiento en
el paisaje muestra un gradiente entre este y oeste. Se identificaron 74 SNPs outliers, los
cuales presentaron valores de 0.165 a 0.314, y 97 SNPs asociados con la variacion del clima.
Se identificaron patrones espaciales de variacion genética con una fuerte asociacion con la

estacionalidad de la precipitacién y con las distancias geogréaficas. En conjunto, con los
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analisis de distribucidn futura, se pronosticaron regiones donde las poblaciones de Q. rugosa,

podrian estar en riesgo debido al cambio climético (Martins et al., 2018).

Los estudios reportados hasta ahora acerca de Q. macdougallii, se han enfocado en la
zona Norte de su distribucién conocida y la mayoria se han centrado en su ecologia. En esta
zona se han registrado eventos de perturbacion antropogénica cercanos a la especie, lo cual
influye en la tasa de supervivencia de las plantulas, reportandose diferencias entre sitios con
y sin disturbio (10% y 75% respectivamente) (Pariona et al., 2017; Clark-Tapia et al., 2018).

También, se ha observado una distribucion agregada de la especie, un nimero
poblacional bajo, una regeneracion escasa, una baja tasa de germinacién y diferencias
significativas en la abundancia de sus individuos entre sitios de muestreo ubicados en la zona
Norte, asi como entre diferentes niveles de altitud (msnm). Asimismo, se ha sugerido que la
altitud y el tipo de suelo pueden afectar considerablemente su distribucion (Anacleto-
Carmona, 2015).

Por otro lado, mediante el analisis de modelos generalizados lineales y no lineales, se
han identificado una serie de variables ambientales que pueden influir ampliamente en la
abundancia de la especie. Al considerar a las covariables, se identifico a las temperaturas
maximas y minimas, asi como a la precipitacion durante periodos de tiempo especificos. Por
medio de los modelos aditivos generalizados (GAM) simples, se identifico a la temperatura
media en el mes mas frio, la temperatura media en el mes mas célido y la precipitacion
promedio en primavera (abril y mayo). Mientras que los GAM multiples, identificaron a la
pendiente media del terreno, el aspecto dominante del sitio (cenit, noreste, este, sureste, sur,
suroeste, oeste, noroeste y norte), la elevacion sobre el nivel del mar y la duracion media del
periodo libre de heladas (Antlnez et al., 2017).

El Unico estudio acerca de su variacion genética, identifico 26 alelos mediante el uso
de tres microsatélites de la serie quruGA, y report6 una baja variabilidad genética (H,=0.402;
He=0.557) y una baja estructura genética (Fst=0.021), lo cual, sugiere un alto flujo génico
entre los sitios muestreados y un posible evento reciente de cuello de botella génico (Molina-
Garay, 2011).
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4. JUSTIFICACION

Quercus macdougallii, es el Gnico encino endémico de la seccion Quercus reportado para
Oaxaca. Es considerada una especie vinculada a importantes procesos ecoldgicos, sin
embargo, como se ha mencionado previamente, también presenta caracteristicas que la hacen
mas vulnerable ante la perturbacién de su habitat, como un bajo nimero poblacional y baja

heterocigosidad.

Debido a lo anterior, es importante el estudio de su variacion a una escala mas fina,
la cual, puede lograrse mediante el uso de la genotipificacion basada en secuenciacion (SBG)
y la identificacion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs). EI aumentar el nimero
de marcadores que representan una mayor cobertura del genoma, nos permite inferir los
mecanismos evolutivos a los que ha estado sometida la especie y eventualmente, permitira la
identificacion y estudio de patrones adaptativos y su relacion con aspectos fisiolégicos y
morfoldgicos. Es importante resaltar que el presente estudio representa uno de los primeros
trabajos en utilizar la secuenciacion masiva en el analisis de la variacion genémica de un

encino endémico de México.

Asimismo, el estudio de la distribucién potencial actual y futura de la especie, asi
como la relacion entre su variacién gendémica, su distribucién geografica y ciertas variables
ambientales, podran contribuir a una mejor toma de decisiones para la conservacion de la

especie frente al riesgo de posibles cambios ambientales.
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5. HIPOTESIS

Dada su distribucion agregada y bajo nimero poblacional, se espera observar bajos

niveles de variacion genomica.

Dada la ubicacion de los sitios de muestreo, ademas de la presencia de dispersion del

polen por viento, se espera encontrar una baja estructura genética.

Dada la informacion previa acerca de la especie, se espera que su area de distribucion
potencial sea restringida y altamente especifica. Ademas, se espera una reduccion de

esta area bajos dos escenarios de cambio climatico.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

e Analizar la variacion gendmica y caracterizar la distribucion potencial actual y futura

de Quercus macdougallii en la Sierra Norte de Oaxaca.

= 6.2 Objetivos especificos

o ldentificar polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) por medio de

genotipificacidn basada en secuenciacion (SBG).

o Analizar los niveles de variacion genémica, la estructura y el flujo génico

dentro y entre los sitios de muestreo.

o Modelar la distribucion potencial y la proyeccion futura de Q. macdougallii,

bajo dos escenarios de cambio climatico para los afios 2050 y 2070.

o Analizar la relacion entre la variacion genémica, la geografia y el ambiente.

o Proponer sitios prioritarios para la conservacion de Q. macdougallii, en la
Sierra Norte de Oaxaca, a partir del conocimiento de los patrones espaciales

de su variacion genomica.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Area de estudio

El area de estudio se encuentra dentro de la Sierra Judrez de Oaxaca, en el Distrito de Ixtlan
de Juérez. Esta region también es conocida como la Sierra Norte, y se ubica dentro del sistema
montafioso Sierra Madre de Oaxaca. La conformacion montafiosa de la regién se debe a los
procesos de orogénesis a los que estuvo sometida desde el Paleozoico (INEGI, 2000;
Anacleto-Carmona, 2015). Esta region abarca la transicion entre la Provincia de la Sierra
Madre del Sur y la Provincia de Oaxaca, asimismo, esta region ha sido descrita como una

zona altamente compleja, con alta diversidad y endemismos (Espinosa et al., 2008).

En las partes altas y medias de la Sierra Norte predomina el clima templado
subhumedo seco C(w0) y templado hiumedo C(m). La precipitacion del mes mas seco es
menor a 40 mm, con un promedio de 767 mm y con lluvias invernales entre 5% y 10% del
total anual (Clark-Tapia et al., 2016).

La distribucidn de la vegetacion esta asociada con el climay la elevacién, siendo los
principales tipos de vegetacion el bosque de pino-encino (de 2,000 a 3,200 msnm), el bosque
de encino y el bosque de encino-pino (de 1,400 a 2,000 msnm) y el bosque de niebla (1,000
a 2,600 msnm) (INEGI, 2000).

El area de estudio en la zona norte se encuentra en la vertiente del Cerro Zacate-Humo
Grande, en la cual, se reporta un clima templado himedo con lluvias en verano, una
precipitacién media anual de 1,600 mm y una temperatura media anual de 14°C (Anacleto-
Carmona, 2015), en esta zona colindan los municipios de San Pedro Yolox y Santiago
Comaltepec. Por otra parte, la zona Sur del area de estudio se encuentra en el municipio de

Ixtlan de Juarez, en la vertiente del Cerro Shiaa Rua Via.

Estos municipios emplean el sistema de bienes comunales, regulando asi el acceso,
uso y manejo de sus recursos forestales (Gomez-Mendoza et al., 2006; Robson, 2008; Anta-
Fonseca et al., 2010; Gorgonio-Ramirez et al., 2017). Sin embargo, los incendios han sido
un factor de perturbacién en dos periodos, uno ocurrido en 1983 y el otro en 1998, asi como
heladas severas en el 2008 (Robson, 2008) y a principios de 2018 (N. Pacheco Obs. per.).

19



De acuerdo con la distribucién conocida de la especie, se seleccionaron ocho sitios

de muestreo (Fig. 1), cuyas coordenadas y respectiva altitud se muestran en el Cuadro 1.

96°24'0"W 96°320"W 96°30°0"W

17°36'0"N

17°36'0"N

17°28'0"N

17°23'0°"N

17°24'0"N

96°320"W 96°280"W 96°24°0"W

México Oaxaca

Elevacién (msnm)

Value
) High : 3708

- Low:-14

Figura 1.- Area de estudio, Sierra Judrez, Oaxaca. Esta area se encuentra en una zona de transicion
entre dos provincias biogeogréficas, la Sierra Madre del Sur y la provincia de Oaxaca. En la zona
Norte se ubican cinco sitios de muestreo (CZ, MT, MC, MB y CY) y en la zona Sur se encuentran
tres sitios (LS, CR y PZ) (Cuadro 1).
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Cuadro 1.- Descripcion de los ocho sitios de muestreo.

Sitio Clave Longitud Oeste Latitud Norte Altitud  N°Ind
(msnm)
Cerro Zacate CZ 96°31’30.06” 17°36’ 46.72”° 3021 10
Carretera Oax- MT  96° 30’ 24.55” 17°35° 07.56” 2747 10
Tuxtepec
Cerro Mirador MC  96° 30’ 29.25” 17°34° 51.73” 2999 10
Zona Mirador parte MB  96°30’30.18” 17° 34’ 45.69”° 2930 10
Norte baja
Entrada a CY  96°30’40.02” 17°34° 42.27 2839 10
Comaltepec
Laguna del LS  96°28°43.91” 17°23* 39.35” 2976 5
sacrificio
Camino Real CR 96° 26’ 54.06”° 17° 22 49.44> 3074 10
Zona
Sur Pozuelos Pz 96° 26’ 55.5” 17° 22> 43.22” 3083 15

El sitio ubicado mas al norte del area de estudio es conocido como Cerro Zacate,

donde a partir de los 2,600 msnm abundan los encinos y otras especies latifoliadas, siendo

nula la presencia de pinos, por otro lado, en la zona més alta se realizan ceremonias religiosas

catdlicas (Fig. 2a). Los otros cuatro sitios de la zona Norte (Fig. 2b-2e) se encuentran cerca

de la carretera federal Oaxaca-Tuxtepec N° 175, y cerca de un pequefio aserradero, en esta

zona se lleva a cabo un plan de aprovechamiento forestal enfocado a especies del género

Pinus, por lo cual, es comin observar zonas de desmonte para la reforestacion con coniferas

de interés comercial (Anacleto-Carmona, 2015).

Por otro lado, en los sitios de muestreo ubicados en la zona Sur (Fig. 2f-2h), se

distribuyen principalmente pinos, encinos y algunos abetos. Estos sitios han sido asociados

a centros religiosos (catolicos y prehispanicos) y a la presencia de manantiales, también

conocidos como ojos de agua, lugares en los que se realizan actividades ecoturisticas.
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Figura 2.- Sitios de muestreo: a) Cerro Zacate; b) Carretera Oaxaca-Tuxtepec Km 175; c) Cerro

Mirador; d) Parte baja del Cerro Mirador; e) Entrada a Comaltepec a partir de la Carretera Federal

Oaxaca-Tuxtepec; f) Laguna del Sacrificio; g) Camino Real; h) Pozuelos.

7.2 Especie de estudio

Quercus macdougallii (Martinez, 1963). An. Inst. Biol. UNAM. 34, 147-149. Holotipo Cerro
del Humo Chico, Santiago Comaltepec, Oax., Mex. MacDougall, 503 MEXU. Encino
conocido localmente como Yaa dua yu (arbol para casa o clavado en el suelo, Zapoteco) y
"Ma kue (&rbol con hojas en forma de cuchara o jicara, Chinanteco).

La especie Q. macdougallii pertenece a la familia Fagaceae, género Quercus,
subgénero Quercus y seccidon Quercus (encinos blancos) (Valencia, 2004; Romero-Rangel
et al., 2015). Es un arbol monoico de 20 a 25 m de altura, caducifolio, con un tronco de hasta
100 cm de DAP (diametro a la altura del pecho); corteza gris; ramillas de color gris claro, en
ocasiones ennegrecidas, acanaladas, comunmente aplanadas, de 2 a 2.5 mm de diametro con
indumento de tricomas fasciculados y sésiles. Hojas jovenes de color verde claro, haz lustroso
con indumento de escasos tricomas fasciculados y sésiles. Las ldaminas de las hojas maduras
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presentan una textura coriacea, son oblongo-elipticas, de 2 a 6 cm de largo y de 1 a 3.5 cm
de ancho, con &pice agudo u obtuso, mucronado, con base redondeada, cordada o en
ocasiones asimétrica. Florece en mayo Yy fructifica en octubre. Frutos anuales, en grupos de
3 0 4, sesiles. Bellota globosa de 15 mm de largo por 17 mm de diametro (Romero-Rangel
etal., 2015).

Quercus macdougallii es un encino endémico de la Sierra Norte de Oaxaca (Valencia,
2004; Romero-Rangel et al., 2015), que presenta una gran variabilidad en la morfologia de
sus hojas. En ciertos individuos se observa una apariencia arbustiva (Fig. 3), especificamente
en aquellos que se encuentran en los puntos de mayor altitud de la zona Norte (N. Pacheco
Obs. per.).

Figura 3.- Individuos adultos de Q. macdougallii: a) Hojas de un individuo adulto; b) Hojas de un

individuo con caracteristicas arbustivas en el sitio MC; ¢) Hojas con evidencia de herbivoria; d)
Individuos adultos en el sitio PZ (aproximadamente 15 m de altura); e) Individuo con apariencia
arbustiva en el sitio CZ (aproximadamente 3 m de altura); f) Individuo adulto en el sitio MB cubierto

de musgos y epifitas.
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Esta especie se encuentra dentro de la categoria de vulnerable (VU D2), en la Lista
Roja de Especies Amenazadas de la Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza [UICN] (2010). También, esta propuesta dentro de la categoria de Amenazada en
el Proyecto de modificacion del Anexo Normativo Ill, de la Norma Oficial Mexicana 059
[NOM-059-SEMARNAT-2010] (Diario Oficial de la Federacion, 2018).

La especie presenta problemas de supervivencia (Pariona et al., 2017), y se considera
sometida a presiones causadas por actividades humanas, como ganaderia, agricultura y tala,
asi como a eventos estocasticos como incendios y heladas (Robson, 2008; Anacleto-
Carmona, 2015).

7.3 Colecta y georreferenciacion de material bioldgico

Entre 2017 y 2018 se recolectaron hojas maduras (considerando la textura coriacea de las
hojas como indicador de madurez), de 80 individuos de Q. macdougallii en ocho sitios. Se
colectaron entre 5y 15 individuos por sitio (Cuadro 1), a lo largo de un transecto de 1.25 km,
muestreando un individuo aproximadamente cada 20 m. Estos individuos colectados fueron
georreferenciaron por medio de un sistema GPS (Garmin Oregon 750) con datum WGS84.
El material biolégico de cada individuo se guard6 a -20°C en bolsas de plastico con etiquetas

para su posterior identificacion.
7.4 Variacion gendémica
7.4.1 Extraccion, cuantificacion y purificacion de ADN

El ADN gendmico se extrajo a partir de 100 pg de tejido foliar siguiendo el protocolo de
DNeasy Plant Mini Kit QIAGEN. La calidad del ADN fue determinada por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 1% y su concentracion se calculé por medio de la
proporcién de absorbancia por espectrofotometria con el equipo NanoDrop™ Lite
Spectrophotometer (Thermo-Fisher Scientific), y por espectrofluorometria con el equipo
Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit (Thermo-Fisher Scientific). La pureza del ADN
respecto a la relacion de absorbancia se determind con la proporcion 260/280 nm (A260
/A280 para las proteinas) y 260/230 nm (A260 /A230 para polifenoles). En muestras con
valores 260/280 < 1.5, se aplico un proceso de purificacion con el kit Higher Purity™ DNA
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Purification SPRI Magnetic Beads (Canvax Biotech) y posteriormente, las muestras cuya

proporcion 260/280 continlo siendo < 1.6 fueron extraidas nuevamente.
7.4.2 Genotipificacion basada en secuenciacion (SBG)

Las muestras de ADN genomico se enviaron al Centro Genomico de la Universidad de
Minnesota (CGUM) en EUA, en donde, después de probar un panel de ocho diferentes
enzimas de restriccion con ocho muestras de ADN (concentraciéon >2 pg), de diferentes
individuos y del mismo sitio de muestreo, se seleccionaron las enzimas BamHI y Nsil, para
el proceso de digestion del ADN gendmico, ya que fueron con las que se obtuvo la mayor

cobertura del genoma (Elshire et al., 2011).

Posteriormente, se enviaron 80 muestras de ADN gendmico (concentracion >0.4 pg)
al CGUM, una por cada individuo colectado (Cuadro 1). Después de digerir el ADN
genomico, se crearon las bibliotecas de doble indice, las cuales se combinaron en un solo
conjunto y mediante la plataforma Illumina NextSeq 550 se obtuvieron secuencias de 150

pares de bases (pb) de una lectura Unica (single-end).
7.4.3 Ensamble e identificacion de los SNPs.

A partir de la informacion obtenida por la NGS, el CGUM realizé un analisis de ensamble e
identificacion de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), utilizando su propia

metodologia (pipeline), la cual en adelante denominaremos analisis CGUM.

De igual forma, a partir de los datos crudos obtenidos por el CGUM, es decir, aquellos sin
procesar bioinforméaticamente, se realizé un andlisis utilizando un pipeline propio mediante

el programa Stacks (Catchen et al., 2013).
7.4.3.1 Analisis CGUM

El CGUM genero un reporte donde mostré que en promedio se obtuvieron 700 mil lecturas
por muestra, con un promedio en puntuaciones de calidad > Q30. Las secuencias se
agruparon por muestra para generar archivos en formato fastq. A partir de estos archivos, el
CGUM procesé los datos y se obtuvo una matriz con los SNPs identificados entre las
muestras. Para ello, utilizaron los programas Illumina bcl2fastq y Trimmomatic para remover

las secuencias de los adaptadores. La calidad de las secuencias se evalud con el programa
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FastQC. Se utilizo el programa bwa para el alineamiento de las secuencias usando como
referencia el genoma de Q. lobata (Sork et al., 2016a). Con el programa Freebayes se generd
un archivo con las variantes identificadas entre las secuencias y entre los individuos (VCF;
Variant Call Format, una matriz con los SNPs identificados). Después, mediante el programa
VCFTools V. 4.0 se removieron las variantes con una frecuencia alélica minima < 1%, las
variantes con tasas genotipicas < 95%, y las muestras con tasas genotipicas < 50% (Danecek,
2011). Se identificaron 30,141 SNPs entre los 80 individuos.

Seleccién de individuos

A partir de estos SNPs identificados, se realizd un Analisis de Componentes Principales
(ACP), considerando las distancias genéticas entre los individuos, como una prueba
exploratoria de los datos, entre los individuos de Q. macdougallii y 14 individuos de Q.
mullerii, un encino de la seccion Lobatae (Anexo I). Se esperaba que los individuos se
separaran por especie, sin embargo, aunque se observo un fuerte agrupamiento entre los
individuos de Q. mullerii, en los individuos de Q. macdougallii, el individuo LS_30, uno de
los cinco individuos que se encontraron en el sitio LS, mostré diferencias significativas con
respecto a los demas individuos. Esto podria indicar que el individuo es otra especie, parecida
morfolégicamente a Q. macdougallii, que sea un hibrido, o que haya habido algin error

durante su secuenciacion.

Debido a lo anterior, para este proyecto se decidié trabajar con 79 individuos, y se
sugiere que para la correcta identificacion del individuo LS_30 se consideren busquedas en
bases de datos genéticos de otros encinos, asi como su recolecta para una descripcion

taxonémica mas extensa.
7.4.3.2 Analisis con Stacks

Se aplico una pipeline para realizar un ensamble e identificacion de SNPs con el programa
Stacks V. 2.0 (Catchen et al., 2013), usando como referencia al genoma de Q. lobata (Sork

et al., 2016a), y con los archivos en formato fastq enviados por el CGUM.

Primero se construy0 un genoma hibrido alineando las lecturas obtenidas de la
especie contra el genoma publicado de Q. lobata para generar un genoma consenso entre las

dos especies. Después se utilizo el programa bowtie2 V. 2.3.4.1 (Langmead & Salzberg,
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2012), para alinear las lecturas de los 79 individuos con el genoma consenso. Posteriormente,
se utilizé el programa Stacks con la pipeline ref_map.pl, para alinear hacia un genoma de
referencia y posteriormente identificar los SNPs, con los pardmetros y valores sugeridos por

los creadores del programa (Catchen et al., 2013).
7.4.3.3 Filtrado de SNPs

En ambas pipelines, para evaluar los SNPs identificados se aplicaron filtros bioinforméaticos
con el programa VCFTools V. 4.0, considerando la minima frecuencia alélica (maf) y del
valor maximo de datos perdidos (max-missing) (http://vcftools.sourceforge.net/man_-
latest.html; Danecek, 2011).

Las combinaciones de sus valores fueron: maf 0.01 y 0.008, para incluir a los SNPs
con frecuencias alélicas mayores o iguales al valor, donde la frecuencia alélica se define
como el nimero de veces que aparece un alelo para todos los individuos en ese locus, dividido
por el nimero total de alelos en ese locus; max-missing 0.9 y 1, donde 1 es para remover
todos los datos faltantes. Se observo que el numero de SNPs obtenidos no se alter6 al cambiar
la minima frecuencia alélica, por lo cual se decidid utilizar el valor de 0.01 pero con dos
enfoques. El primero permitiendo un 10% de datos faltantes (enfoque laxo, max-
missing=0.9), y el segundo removiendo todos los datos faltantes (enfoque estricto, max-

missing=1) (Anexo II).

Al visualizar la calidad de las matrices de SNPs y sus datos faltantes (Anexo 1l1), se
consider6 que las matrices generadas con la pipeline de Stacks no fueron lo suficientemente
robustas para los siguientes analisis y que se necesitan mas pruebas para evaluar su

confiabilidad en la correcta identificacion de las variantes.

También, debido al riesgo de identificar falsos positivos mediante el enfoque laxo y
para tener una mayor certeza en cuanto a la identificacion de las variantes, para este proyecto

se considerd utilizar la matriz del anélisis del CGUM con el enfoque estricto (8,186 SNPs).
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7.4.4 Gendmica poblacional
7.4.4.1 Diversidad genética

Se calculd la heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He), la D de Tajima,
y la diversidad nucleotidica = y poblacional & con el programa TASSEL-GBS V. 5.0
(Glaubitz et al., 2014), para cada sitio y para el conjunto total de individuos. La prueba D de
Tajima es una prueba de neutralidad, la cual, puede detectar eventos evolutivos dentro de una
poblacion (Tajima 1989; Zhang et al., 2015).

Alelos totales y unicos

Se calcul6 el nimero de alelos totales y Unicos por sitio de muestreo con el programa R V.3.5
con los paquetes poppr y adegenet, con la funcion private_alleles (Jombart & Ahmed, 2011).
Para el nimero de alelos Unicos se considerd el numero de alelos a partir de SNPs bialélicos,
por lo cual, si en un sitio de muestreo todos los individuos poseen el mismo alelo, es decir
(T:T), y otro sitio de muestreo tiene dos individuos donde se observa un cambio de bases
(C:T), el nimero de alelos unicos para el primer sitio es cero, mientras que para el segundo
sitio es dos, ya que en dos individuos, se ha observado otra variante a parte de la timina,
aportan dos citosinas.

Diversidad y diferenciacion poblacional

Se calcul6 la diversidad y diferenciacion poblacional, en el programa R V. 3.5.3 con el
paquete vcfR y la funcidn genetic_diff (Knaus & Griinwald, 2017), considerando de manera
artificial los ocho sitios de muestreo como poblaciones. EI método de Nei empleado para este

analisis se basa en los métodos reportados por Hedrick (2005).

La diferencia es que las heterocigosidades se ponderan por el nimero de alelos
observados en cada poblacion, lo cual se basa en el calculo de la Fst por pares (pairwise Fsr)
de Nei, que utiliza el nimero de individuos observados en cada sitio para ponderar las
heterocigosidades. Al usar la cantidad de alelos observados en lugar de la cantidad de
individuos, se elimina la suposicion acerca de cuantos alelos puede contribuir cada individuo.
Se calculd la heterocigosidad por loci entre los ocho sitios de muestreo, asi como la Gst de
Nei (Nei, 1987) y la G'st de Hedrick (Hedrick, 2005).
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7.4.4.2 Estructura genética poblacional
Distancias genéticas

Se construyd un arbol con el método Neighbor-joining a partir de una matriz con las
distancias genéticas de Nei (Nei, 1987) entre los individuos. La similitud entre individuos y
grupos de individuos esta representada por la longitud de la rama, la cual, esta representada
por el nimero de sustituciones por sitio para un grupo o individuo. Cuando los individuos o
grupos son muy similares, se agrupan por ramas cortas. Por ello, cuanto méas larga sea la
rama, mayor serd el nimero de sustituciones y mayor sera la distancia genética entre los
individuos o los grupos. Estos analisis se realizaron en el programa R V. 3.5.3, con los
paquetes y funciones poppr::aboot y dartR::gl.tree.nj, considerando 100 réplicas con el

método de remuestreo Bootstrap.
Red de expansion minima

También se realiz6 un analisis de red de expansion minima (MSN), el cual agrupa genotipos
multilocus (MLG) por distancias genéticas entre ellos. Cada MLG es un nodo y la distancia
genética es representada por las aristas (lineas que conectan los nodos). Al basarse en datos
de secuenciacion de alto rendimiento y con una densidad alta de marcadores moleculares,
cada individuo se relaciona a un genotipo unico. Los nodos se encuentran conectados por la
distancia minima entre los individuos, lo que permite observar partes reticulares, es decir, un
conjunto de nodos conectados entre ellos por distancias genéticas idénticas (Kamvar et al.,
2014).

Estos analisis se realizaron en el programa R V. 3.5.3, con el paquete poppr y las
funciones bitwise.dist y poppr.msn, a partir de las distancias de disimilitud de Hamming
(https://grunwaldlab.github.io/Population_Genetics_in_R/Minimum_Spanning_Networks.h
tml; https://www.rdocumentation.org/packages/poppr/versions/2.8.3/topics/bitwise.dist).

Analisis de Componentes Principales (ACP)

El ACP o PCA por Principal Component Analysis, es un método estadistico de analisis
multivariante, el cual se utiliza para el tratamiento de datos compuestos por numerosas

variables con el objetivo de reducir su dimensionalidad, conservar la mayor parte de su
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variacion y perder la menor cantidad de informacion posible mediante la identificacion de

componente principales (CPs) (Peres-Neto et al., 2005).

Los vectores propios (eigenvectores) y los valores propios (eigenvalores) de una
matriz de covarianza (o correlacion) representan el nucleo de un ACP. Los eigenvectores o
componentes principales (CPs) determinan las direcciones de las nuevas caracteristicas en el
espacio, y los eigenvalores determinan su magnitud. En otras palabras, los eigenvalores
explican la varianza de los datos a lo largo de los ejes de las nuevas caracteristicas.

Los resultados obtenidos son utilizados para explorar las similitudes o diferencias
significativas entre los individuos, lo que permite visualizar patrones de agrupamiento entre
el conjunto de datos (Ringnér, 2008). Este analisis se realiz6 en el programa R V. 3.5.3, con
el paquete adegenet y la funcion glPca (https://rdrr.io/cran/adegenet/man/glPca.html). A
partir de los valores obtenidos en cada eigenvalor, se seleccionaron los tres componentes

principales con los valores mas altos para graficarlos.
Analisis Discriminante de Componentes Principales (ADCP)

Se realiz6 un ADCP o Discriminant Analysis of Principal Components (DAPC). Uno de los
principales atributos de este andlisis es que puede realizarse en ausencia de cualquier
suposicion sobre el modelo genético de la poblacion subyacente, en particular con respecto
al equilibrio de Hardy-Weinberg o el equilibrio de ligamiento EI ADCP se usO para
identificar y describir grupos de individuos genéticamente relacionados. Este analisis
transforma los datos utilizando un ACP y luego realiza un andlisis discriminante en los
componentes principales (CPs) retenidos utilizando un método de validacién cruzada. Este
método multivariado es adecuado para analizar grandes cantidades de SNP de todo el genoma
y proporciona la asignacion de individuos a grupos, asi como una evaluacién visual de la

diferenciacion entre poblaciones.

Se utilizo el procedimiento de optimizacion propuesto por el paquete adegenet de R
para evaluar el nimero éptimo de CPs a retener, con 1,000 repeticiones utilizando un 90%
de los datos como un conjunto de datos de entrenamiento. El procedimiento de validacion
cruzada implementado con la funcion xvalDapc realiza una validacion cruzada estratificada
del ADCP utilizando un namero variable de CPs, y manteniendo el nimero de funciones

discriminantes fijas (https://grunwaldlab.github.io/Population_Genetics_in_R/DAPC.html).
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El nimero de componentes principales se eligio en funcion de los criterios para producir el
mas alto porcentaje promedio de reasignacion exitosa y el error cuadratico medio méas bajo
(Jombart et al., 2010).

fastStructure y ADMIXTURE

Para caracterizar la estructura genética también se utilizaron los enfoques evolutivos de
agrupamiento, basados en los modelos de los programas bioinforméticos: fastStructure (Raj
et al., 2014) y ADMIXTURE (Alexander et al., 2009). fastStructure utiliza la inferencia
aproximada del modelo bayesiano del programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000)
mientras que ADMIXTURE calcula las estimaciones de maxima probabilidad de los

parametros para estimar el nimero mas probable de grupos evolutivos, K.

Se utilizo el programa fastStructure V. 1.0 para cada valor de K, de 1 a 4, utilizando
el modelo estandar simple (simple prior). Se utilizé también una secuencia de comandos de
fastStructure (choiceK.py) para calcular las puntuaciones heuristicas y asi detectar el rango
de los valores mas probables de K. Después de identificar los valores méas probables de K, se
volvio a ejecutar fastStructure para cada K, con el modelo logistico (logistic prior), el cual

es mas exigente computacionalmente.

Con el programa ADMIXTURE V. 1.3.0, se volvio a analizar la matriz de SNPs, para
cada valor de K, de 1 a 4. Los valores méas probables de K se determinaron utilizando su
procedimiento de validacion cruzada (Alexander & Lange, 2011). Para visualizar y comparar
los resultados de agrupacién de fastSTRUCTURE y ADMIXTURE, se utilizaron los
paquetes ggplot2, eeptools, tidyr y plyr en el programa R V. 3.5.3.

Varianza molecular y coeficientes de fijacion (Fis'y Fsr)

El andlisis de varianza molecular (AMOVA, por sus siglas en inglés), es un método
estadistico que permite cuantificar la diversidad genética mediante pruebas estadisticas F en
diferentes niveles jerarquicos, de manera que la diversidad dentro del grupo se minimiza
mientras que la diversidad entre los grupos se maximiza. Este analisis también puede ayudar

a detectar posible diferenciacion en un conjunto de datos genéticos.

El AMOVA se realizo con el paguete PopGenome en el programa R V. 3.5.3. Se

probaron desviaciones significativas de la estructura poblacional aleatoria en AMOVA
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utilizando la funcién randtest del paquete ade4 con 9,999 repeticiones con el método de
remuestreo Bootstrap (Dray & Dufour, 2007; https://grunwaldlab.github.io/poppr/reference
/poppr.amova.html).

El coeficiente de endogamia Fis, es una medida de la desviacion de las frecuencias
genotipicas de las esperadas por panmixia en términos de deficiencia o exceso de heterocigos.
Fis puede variar entre -1y 1. Valores cercanos a -1 indican que hay un exceso de heterocigos,
valores cercanos a 1 indican que hay un exceso de homdcigos y valores cercanos a 0 indican

que las poblaciones estan en equilibrio Hardy-Weimberg (Wright, 1943).

El coeficiente de coancestria Fst, compara el nivel de variacion genética que existe
dentro de dos o mas subpoblaciones. Se define como la probabilidad de asociaciéon de
gametos idénticos dentro de las subpoblaciones con respecto al sorteo aleatorio de gametos
de toda la poblacion (Wright, 1943).

Si el apareamiento en la poblacién total es aleatorio, entonces se espera que Ty S
tengan el mismo valor y Fst sera 0, lo que indica identidad genética entre las subpoblaciones.
Sin embargo, si el apareamiento entre poblaciones no es aleatorio, la variacion genética en
cada subpoblacion serd menor que la variacion en la poblacion total y el valor de Fsr sera de
1, lo que indica completa diferenciacién entre las subpoblaciones. Por lo tanto, Fst es una
medida de la desviacién del apareamiento aleatorio causado por la estructura genética de la
poblacion. Aunque Fst es informativo sobre las diferencias promedio dentro de las
poblaciones y entre ellas, nos dice poco sobre la consistencia o varianza de estas diferencias
(Bamshad et al., 2004).

Se calcularon los coeficientes de fijacion, Fisy Fst, para todos los individuos entre
los ocho sitios de muestreo, con las funciones hierfstat::pairwise.fst y StAMPP::stamppFst
en el programa R V. 3.5.3.

7.4.4.4 \dentificacion de SNPs outliers

Los SNPs outliers se identificaron como los SNPs con los valores mas altos de Fst. Los
valores se obtuvieron después de calcular el Fst para cada SNP entre las dos zonas (Norte y
Sur), después se selecciono el 1% de los SNPs con los valores mas altos (Caldu-Primo et al.,

2017). Se calcularon las distancias genéticas de Nei y se realiz6 un ACP.
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A partir de los ocho outliers con los valores mas altos, se calcularon las frecuencias
alélicas entre los ocho sitios de muestreo. Se utilizaron los paquetes SNPStats (Clayton,
2015) y adegenet (Jombart & Ahmed, 2011) en el programa R V. 3.5.3.

7.5 Distribucion potencial

La distribucion potencial de Q. macdougallii, se generd con el programa MaxEnt V. 3.4.0
(Phillips et al., 2006), de disponibilidad libre (http://biodiversityinformatics.amnh.
org/open_source/maxent/), el cual permite analizar la relacién entre las ubicaciones de las
especies y ciertas caracteristicas de su ambiente, para determinar la idoneidad general de su
habitat.

El modelo genera una estimacion de la probabilidad de la presencia de la especie, que
va desde cero a uno, donde cero representa la probabilidad mas baja y uno la més alta (Phillips
et al., 2006; Yanga et al., 2013). Este procedimiento ofrece una alta precision y es

particularmente adecuado para especies con pocos registros de datos (Elith et al., 2006).
7.5.1 Datos de presencia

Para la recopilacion de datos de presencia de la especie, coordenadas geograficas, se realizé
una basqueda en la base de datos de GBIFF (www.gbiff.org), en la base personal de Molina-
Garay (2011) y en el portal de datos abiertos del Herbario Nacional del Instituto de Biologia
de la UNAM (http://www.ib.unam.mx/botanica/herbario/). A partir de estas bases se
recopilaron 11 coordenadas geograficas de presencia de Q. macdougallii. Estos datos se
cotejaron con las coordenadas de los 80 individuos georreferenciados en este trabajo.

7.5.2 Variables ambientales: CONABIO y WorldClim

Para evaluar las diferencias entre el uso de variables con datos a nivel nacional y mundial, se
realizd un modelo utilizando como variables a 10 capas vectoriales del Geoportal de la
Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO;
http://www.conabio.gob.mx/informacion/gis/) y otro modelo utilizando las 19 capas

bioclimaticas del proyecto WorldClim (Hijmans et al., 2005; Fick & Hijmans, 2017).

Las capas de CONABIO, se obtuvieron en formato ESRI, con el datum WGS84. La

informacion en que se basan proviene de estaciones meteoroldgicas a lo largo del pais. Las
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capas bioclimaticas de WorldClim son resultados de una interpolacion espacial de datos
climaticos provenientes de una serie de estaciones meteoroldgicas, recabados de 1960 a 1990
(Hijmans et al., 2005). Estas capas en formato raster (un tipo de formato SIG, es decir, una
matriz de datos georreferenciados) se obtuvieron con una resolucion espacial de 30 arc-seg
(~1 km).

Las capas se procesaron conforme al area de la region de accesibilidad (M) (Hortal et
al., 2012; Soberon et al., 2017), la cual se determind como el &rea de las provincias
biogeograficas de Oaxaca y de la Sierra Madre del Sur (CONABIO, 1997; Espinosa et al.,
2008). La seleccion de esta area fue debido a la dispersion histérica del género Quercus,

desde el norte hacia el Sur del pais (Hipp et al., 2018).
Seleccion de las variables

Con el fin de seleccionar las variables no correlacionadas y que contribuyeron
significativamente al modelo, se realizé un analisis de correlacion para cada conjunto de
variables utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson, y se generaron modelos de

distribucion potencial utilizando todas las variables para evaluar su contribucién al modelo.

Los andlisis de correlacion se realizaron con el programa R V. 3.5.3 y Rstudio V.
1.2.1335, con los paquetes raster, rgdal, dismo, rJava, sp, maptools, spocc, rgbif, rgeos,
usdm, foreign y corrplot. EI procesamiento de las capas se realiz6 con los programas ArcMap
V.10.5y QGIS V. 3.6.3-Noosa.

7.5.3 Modelo de distribucién potencial actual

Los modelos se realizaron con el programa Maxent V. 3.3.3 (Phillips et al., 2006), a partir
de la region de accesibilidad (M), para después proyectar los resultados a nivel pais. Se
consideraron 100 réplicas, 500 iteraciones, el método de remuestreo Bootstrap, se eliminaron
los registros duplicados de presencias y se considerd un muestreo aleatorio diferente de los

puntos de referencia para cada réplica (Ponce-Reyes et al., 2012).

Después, mediante un analisis de la prueba de Jackknife, la cual consiste en retirar
secuencialmente y con reemplazo de un par de datos de una base de n pares de datos
correspondientes, que en este caso son las variables, se determino la influencia de dichas

variables en el modelo de distribucion potencial (Phillips et al. 2006).
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7.5.4 Distribucion con escenarios futuros: 2050 y 2070

El proyecto Worldclim (Hijmans et al., 2005) también dispone de capas en formato GeoTIFF,
con informacion sobre sus variables bioclimaticas para cuatro diferentes escenarios de
cambio climatico (RCP2.6, RCP4.5, RCP6.0 y RCP8.5), para los afios, 2050 y 2070. Estas
capas son la combinacion de informacion sobre el cambio climatico proveniente de modelos
de circulacion global (GCM) y las capas provenientes de una interpolacion que describen las
caracteristicas actuales (Varela et al., 2015).

Se realiz6 una proyeccion futura con dos escenarios (RCP4.5 y RCP8.5) de emisiones
de gases de efecto invernadero (CO2, CH4, N2O y F), que influyen en el cambio climatico,
correspondientes a los afios 2050 y 2070 (Stocker, 2013), usando el modelo de circulacién
global MIROC-ESM (Watanabe et al., 2011).

El escenario RCP4.5 plantea un aumento en la temperatura de 0.9 a 2°C para el
periodo del 2046 al 2065, y de 1.1 a 2.6°C para el 2081 al 2100. Por otro lado, el escenario
RCP8.5 plantea un aumento en la temperatura de 1.4 a 2.6°C para el 2046 al 2065, y de 2.6
a4.8°C para el 2081 al 2100.

Los datos se procesaron en el programa Maxent V. 3.3.3 (Phillips et al., 2006), con
100 réplicas, 500 iteraciones, utilizando el método de remuestreo Bootstrap, removiendo
registros de presencia duplicados y tomando en consideracion un muestreo aleatorio diferente

de los puntos de referencia para cada réplica (Ponce-Reyes et al., 2012).
7.5.5 Evaluacion del modelo

El ajuste del modelo fue calificado con el criterio de variacion bajo la curva (AUC) de la
curva ROC (anélisis de sensibilidad y especificidad) (Phillips et al., 2006). EI AUC mide la
habilidad del modelo de discriminar entre sitios donde la especie esta presente, versus donde

esta ausente.

El AUC fluctia entre cero y uno, en donde el valor de uno indica perfecta
discriminacién, un valor de 0.5 indica que la discriminacién predictiva entre sitios no es
mejor que una seleccidn al azar, y un valor menor de 0.5 indica un desempefio inferior que
el azar (Pearce & Ferrier, 2000; Araujo & Guisan, 2006).
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Adicionalmente, mediante un andlisis de la prueba de Jackknife, se determind la
contribucion relativa de cada variable para su respectivo modelo generado. Los resultados
son expresados con una medida llamada “ganancia”, esta informacion es de suma

importancia para evidenciar los requerimientos ecologicos de la especie (Phillips et al. 2006).
7.6 Variacion genomica, geografia y ambiente

Para observar si existe una relacion entre las distancias geograficas y las distancias gendmicas
se realiz6 una prueba de Mantel (Mantel, 1967), la cual, mediante un anélisis de correlacion

entre dos matrices simétricas, se obtiene el coeficiente de correlacion de Pearson.

A partir de las coordenadas de cada sitio de muestreo se generé una matriz de
distancias Euclidianas y la matriz de distancias genéticas se gener0 a partir de la medida del

flujo génico (Fst/1-Fst) entre los ocho sitios de muestreo.

Para analizar las relaciones entre la variacion gendmica y los factores geograficos y
ambientales, se realizé una prueba parcial de Mantel, la cual, analiza la correlacion entre las
tres matrices. Los datos ambientales para cada sitio se obtuvieron como promedios a partir

las mismas variables utilizadas en el modelo de la distribucion potencial.

La prueba Mantel se realizo con el paquete dartR
(https://rdrr.io/cran/dartR/man/gl.ibd. html) y la prueba parcial de Mantel con el paquete ncf

(https://www.rdocumentation.org/ packages/ ncf).

36


https://rdrr.io/cran/dartR
https://rdrr.io/cran/dartR/man/
https://rdrr.io/cran/dartR/man/gl.ibd
https://rdrr.io/cran/dartR/man/gl.ibd.html
https://www.rdocumentation.org/

8. RESULTADOS
8.1 Variacion gendmica

Se identificaron 8,186 SNPs entre los 79 individuos de los ocho sitios de muestreo de Q.
macdougallii; cinco sitios distribuidos en la zona Norte y tres en la zona Sur del area de

estudio.

8.1.1 Diversidad genética

Al analizar el conjunto total de SNPs a través de los ocho sitios y los 79 individuos, se
encontrd una diversidad nucleotidica z = 0.200 y poblacional 8 = 0.202, y una D de Tajima
=-0.036.

En el Cuadro 2 se muestra la descripcién genética por sitio. La heterocigosidad
observada (Ho) es similar en todos los sitios (~0.21) y fue mayor a la heterocigosidad
esperada (He), lo cual sugiere un leve exceso de heter6cigos. Se observo una diversidad
nucleotidica parecida entre los ocho sitios (~0.2), siendo en MT donde se observo el valor
mas bajo (0.194), y en MC el valor mas alto (0.2003). Los valores observados de la prueba
D de Tajima para los ocho sitios fueron negativos, la mayoria cercanos a -1, con excepcion

del sitio LS que mostro el valor mas bajo (-2.886) y el sitio PZ con el valor mas alto (-0.422).

Cuadro 2.- Descripcion genética de los ocho sitios. Donde H, = heterocigosidad observada, He=
heterocigosidad esperada, SegSit= sitios segregantes, = = diversidad nucleotidica, 8 = diversidad

nucleotidica poblacional y D = prueba D de Tajima.

Sitios Ho He SegSit n (0] D
Ccz 0.2139 0.1888 5576 0.1979 0.2408 -0.8942
MT 0.2152 0.1853 5372 0.194 0.232 -0.8219
MC 0.2158 0.1909 5643 0.2003 0.2437 -0.8951
MB 0.2153 0.1869 5465 0.1958 0.236 -0.8547
CYy 0.2158 0.1874 5444 0.1962 0.2351 -0.8307
LS 0.2142 0.175 4103 0.1979 0.2734 -2.8862
CR 0.2178 0.1894 5518 0.1983 0.2383 -0.8424
PZ 0.2152 0.1893 5739 0.1952 0.2156 -0.422
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Se calculo la diversidad considerando de manera artificial los ocho sitios de muestreo
como poblaciones. Se analiz6 la heterocigosidad por locus y entre los sitios de muestreo (Fig.
4). Se observan bajos niveles de heterocigosidad, la mayoria acumulada en valores menores
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Sitios
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Figura 4.- Diagrama de violin, mostrando la acumulacion y distribucién de la heterocigosidad por

locus.

El andlisis de los alelos Unicos y totales por locus, para cada sitio de muestreo se
observa en el Cuadro 3. Los dos sitios ubicados en los extremos del area de estudio, PZ (Sur)
y CZ (Norte), presentan el mayor nimero de alelos Unicos. En ambos sitios también se
encontraron a los individuos de la especie con las mayores altitudes, por encima de los 3,000
msnm. Después, los sitios de mayor a menor nimero de alelos Unicos son: MT, MB, CY,
MC, CR y LS. En cuanto al nimero de alelos totales, PZ es el sitio con el mayor valor,
seguido de MC, CZ, CR, MB, CY, MY y LS.

En la Fig. 5, se representan los alelos unicos por sitio. El eje Y indica la localizacion
de cada locus en el ensamble que realiz6 el CGUM, a partir de las secuencias de cada

individuo y usando como referencia el genoma de Q. lobata.

Para el sitio PZ se observa el mayor nimero de alelos Unicos en comparacion con los
demas sitios, ademas de una distribucion mas homogénea de sus alelos. Por otra parte, los
sitios MC y CR presentan una seccion de SNPs sin alelos unicos, lo cual, podria indicar que

estos dos sitios mantienen alelos similares en los mismos loci. En el sitio LS, también se
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observa una amplia seccion de SNPs sin alelos Unicos, los cuales, ademas, en el ensamble se

encuentran cercanos entre si.

Cuadro 3.- Numero de alelos totales y Gnicos por sitio. Entre paréntesis, se ordenan de mayor a

menor nimero de alelos.

Sitios Alelos totales Alelos Unicos
CZ 13,563 (3) 178 (2)
MT 13,361 (7) 159 (3)
MC 13,628 (2) 119 (6)
MB 13,451 (5) 134 (4)
CY 13,425 (6) 133 (5)
LS 12,102 (8) 78 (8)
CR 13,499 (4) 90 (7)

PZ 13,722 (1) 370 (1)

CZz MT MC MB CY LS CR PZ

Figura 5.- Representacion grafica de alelos Gnicos en los ocho sitios de muestreo (eje X) y por cada
locus (eje Y).

Los sitios PZ y LS presentan el mayor y el menor nimero de alelos totales y Unicos,
sin embargo, esto puede estar fuertemente influenciado por el nimero de individuos que se
analizaron (PZ=15y LS=4).
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Descartando a estos dos sitios, en cuanto al nimero de alelos unicos, es el sitio CZ
quien presenta el mayor numero (178) y el sitio con el menor numero fue CR (90). Sin
embargo, considerando a los alelos totales el sitio con la mayor cantidad fue MC y el sitio
con la menor cantidad fue MT. Por lo cual, no se observa una relacién entre mayor nimero

de alelos totales y mayor nimero de alelos Unicos.

8.1.2 Estructura genética poblacional

Los valores de Gst de Nei y G'st de Hedrick para todo el conjunto de SNPs, fueron 0.063 y

0.081 respectivamente, lo que indica valores bajos de diferenciacion poblacional.

Para analizar las distancias genéticas, se construyeron arboles a partir de las distancias
genéticas de Nei (1987). Se observOo su comportamiento entre sitios (Fig. 6) y entre
individuos (Fig. 7).

Figura 6.- Arbol sin raiz construido a partir de distancias genéticas de Nei, por el método Neighbor-

joining. Los nimeros sobre las ramas representan las sustituciones nucleotidicas.

Las distancias geneticas entre los sitios de la zona Norte son similares. Los sitios MC
y MB, asi como PZ y CR, son geograficamente los mas cercanos entre ellos, lo que tambiéen
se observa en sus distancias genéticas. El sitio con la mayor diferencia en sus distancias es
LS, ya que, aungue se agrupa con los demas sitios de la zona Sur, su valor de sustituciones

nucleotidicas es el més alto de todos (7.31).
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Figura 7.- Arbol construido a partir de distancias genéticas de Nei, por el método Neighbor-joining.
En azul se sefialan los individuos de la zona Norte y en rojo los de la zona Sur. Los nimeros sobre

las ramas representan las sustituciones nucleotidicas.
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A nivel de individuos, podemos observar tres grupos, dos de ellos abarcan a los
individuos de la zona Norte, mientras que el otro agrupamiento abarca a todos los individuos
de la zona Sur, junto con seis individuos de la zona Norte: MC_32 y MC_33 (sitio MC);
CY_55 (sitio CY); CZ_72,CZ_74y CZ_80 (sitio CZ).

En el analisis de red de expansion minima (Fig. 8), donde se optimizé la visualizacion
de las relaciones entre los individuos basadas en las distancias genéticas, no se identificd
individuos clonales. Asimismo, se observa que el individuo CR_16 conecta dos

ramificaciones que se forman entre los individuos del Sur.

Por otro lado, se observa que ciertos individuos de la zona Sur presentan distancias
genéticas mas cercanas hacia otros individuos de la zona Norte. Por ejemplo, los individuos
CR_19, LS 26, LS 28 y LS 29, se agrupan en un extremo de la red, mas cerca a los
individuos del sitio MT, mientras que los individuos PZ_01, PZ_02 y PZ_03 se ubican méas

cerca a los sitios MC y MB.
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Figura 8.- Red de expansion minima a partir de distancias genéticas de Nei.
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En el ACP (Fig. 9), se observa una tendencia de separacion entre los individuos de la
zona Norte y los del Sur. Mientras que los individuos de la zona Norte se agrupan fuertemente
entre ellos, los de la zona Sur se distribuyen de manera dispersa. Por otro lado, el primer CP
separa claramente a los individuos de la zona Norte, agrupando también a los individuos
LS 26, LS 28, LS 29 y CR_19 de la zona Sur. Estos mismos individuos también son

aislados por el segundo CP junto con otros de los sitios MC y CZ.
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Figura 9.- Analisis de componentes principales (ACP), entre los ocho sitios de muestreo,

considerando los dos primeros componentes principales.

Debido a que la varianza acumulada por los eigenvalores en el ACP no mostr6 un
comportamiento de parabola, lo cual es necesario para seleccionar el nimero 6ptimo de CPs
a utilizar, previo al Analisis Discriminante de Componentes Principales (ADCP) se llevo a
cabo un andlisis de validacion por cruzamiento, donde se obtuvo 10 CPs como un valor

Optimo para el ADCP (Anexo 1V).
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Figura 10.- Analisis Discriminante de Componentes Principales (ADCP), entre los ocho sitios, con
10 componentes principales.

En el ADCP (Fig. 10), se observa la separacion entre los sitios de la zona Norte y Sur.
Con la red de expansion minima, la cual representa la proximidad entre los sitios, se observa
que la conexidn entre las zonas esta dada por los sitios CR y MC. También, el sitio CR es un
conector entre los otros dos sitios de la zona Sur, PZ y LS. Por otro lado, en la zona Norte,
los sitios MC, MB y CY presentan una fuerte cercania entre ellos, mientras que los sitios MT
y CZ tienden hacia un extremo. Ambos analisis, el ACP y el ADCP, mostraron un patrén de

agrupamiento similar.

Los dos enfoques evolutivos de agrupamiento considerados para el andlisis de la
estructura poblacional, mediante la inferencia aproximada del modelo bayesiano y las
estimaciones de méaxima probabilidad, se apoyan de los programas fastStructure y

ADMIXTURE. Ambos enfoques mostraron un valor 6ptimo de grupos entre uno y dos.

Con fastStructure, el modelo simple indica que los individuos tienden a comportarse
como un solo grupo, mientras que el logistico indica dos posibles grupos. Por otro lado, con
ADMIXTURE, el error de validacion por cruzamiento para K= 1y 2, muestran los valores

mas bajos, 0.41 y 0.42 respectivamente (Anexo V).
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Los valores obtenidos de cada analisis se graficaron considerando K=2 (Fig. 11). De
acuerdo con el modelo simple de fastStructure, se observa que todos los individuos forman
un solo grupo, sin embargo, en el modelo logistico y ADMIXTURE se observan dos grupos,
donde la mayoria de los individuos de la zona Sur presentan altas probabilidades de

pertenencia a un segundo agrupamiento.
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Figura 11.- Diagramas que representan la estructura poblacional asumiendo un agrupamiento de
K=2.

Los promedios de probabilidad de pertenencia por sitios, de ADMIXTURE, se
visualizaron sobre una imagen satelital del area de estudio (Fig. 12). En la zona Sur se
presenta dos agrupamientos de individuos en cada sitio, y conforme disminuye la latitud

(Norte a Sur) aumenta la probabilidad de pertenencia al segundo grupo.
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Figura 12.- Promedios de probabilidad de pertenencia por sitios a partir de los datos obtenidos con

ADMIXTURE, sobre una imagen satelital del area de estudio.
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En el Analisis de Variacion Molecular (AMOVA), el mayor porcentaje de la varianza
total fue debida a la diferencia entre los individuos. Entre los ocho sitios se observo un bajo
porcentaje de varianza (2.041%). Los coeficientes de diferenciacion y de endogamia fueron
bajos, cercanos a cero (Fst=0.0204, Fis= 0.0101, p<0.05).

Los coeficientes Fst entre pares de sitios fueron bajos (<0.046) (Fig. 13). Los valores
entre los sitios de la zona Norte son bajos y similares entre ellos (0.0252-0.0295), por otro
lado, los valores de Fst entre los sitios de la zona Sur son contrastantes. Mientras que los
sitios PZ y CR presentan el valor mas bajo (0.0229), los valores de estos dos sitios con
respecto a LS son mayores a los observados en la zona Norte (>0.035). El valor mas alto de
Fst se observa entre LS y MB (0.0451).

0.0281 MT
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0.0326  0.0354  .0345 0.0354  .0329 0.0373 CR

0.0345  0.0368 0.036  0.0369 0.0355 0.035 . PZ

CZ MT CY MB MC LS CR

Figura 13.- Coeficientes de Fsr entre pares de sitios. El gradiente de color representa el rango de

valores.

8.1.4 SNPs outliers

Los valores de Fst para cada SNP entre las dos zonas, Norte (CZ, MT, MC, MBy CY) y Sur
(LS, CRy PZ), se encontraron entre 0 y 0.2096 (media = 0.0112, DE = 0.0235). La mayoria

con valores de Fst fueron <0.05, lo que indica una diferenciacion muy baja.

Con la seleccion del 1% de los SNPs con los Fst mas altos (Fst>0.1), se identificaron
82 SNPs (Fig. 14). A partir de los cuales, se realizo una ACP para visualizar su agrupamiento
(Fig. 15).

47



En el ACP, los dos primeros CPs explican el 40.17% de la varianza acumulada (Fig.
15a). El primer CP separa a la mayoria de los individuos entre las dos zonas, excepto LS_28,
LS 29y CR_18. Mientras que, con el segundo, se observan tres grupos en la zona Norte, los

cuales son una mezcla de individuos entre los cinco sitios.
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Figura 14.- Distribucion de los SNPs segun su valor Fsr entre los dos agrupamientos propuestos. En

azul se presenta el 1% de los SNPs con los valores més altos de Fsr.
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Figura 15.- Analisis de componentes principales (ACP), a partir del conjunto de los 82 SNPs outliers.
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Figura 16.- Cambios de las frecuencias alélicas de los SNPs con los Fsr mas altos, en los ocho sitios de muestreo.
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En el SNP 3, se observa una fluctuacion en las frecuencias alélicas entre los sitios de
la zona Norte y Sur. Mientras que en la zona Norte solo se observa un alelo para el SNPs, la

citosina, en la zona Sur se observa la presencia de otro alelo, adenina.

En el SNP 5, solo en los sitios CR y PZ, ambos de la zona Sur, se observan SNPs con
cambios de dos alelos, guanina y citosina, mientras en que los demas sitios, este SNP solo se

encuentra con el alelo citosina.

8.2 Distribucién potencial

Variables ambientales

Para el conjunto de variables de CONABIO se seleccionaron 10 variables (Cuadro 4),
mientras que para WorldClim se seleccionaron ocho (Cuadro 5). Esta seleccion, fue
considerando el coeficiente de correlacion entre las variables y sus contribuciones al modelo

de distribucion mediante una prueba de Jackknife.

Cuadro 4.- Capas obtenidas del Geoportal de CONABIO, usadas como variables para el

modelo de distribucion potencial.

Variable Clave Escala

Existencia de lefia en México a nivel municipal EXL 1:250000
Exposicion EXP 1:4000000
Precipitacién media anual PRE 1:4000000
Regimenes de humedad del suelo RHS 1:4000000
Area de captacion especifica modificada (acumulacion de  ACE 1:4000000
agua por escurrimientos superficiales)

Pendiente PDT 1:4000000
Edafologia (tipo de suelo) EDA 1:1000000
Modelo digital de elevaciones ELE 1:4000000

Hidrogeologia (capacidad de retencion de agua, mediante HGE 1:4000000
la porosidad y permeabilidad del suelo y subsuelo)
Temperatura media anual TEM 1:4000000

Para el conjunto de las variables de CONABIO (Fig. 17a), la variable de existencia
de lefia (EXL), la cual sefiala el servicio ecosistémico de provision de lefia, fue seleccionada
como una primera exploracion de la informacion que se tiene acerca del impacto
antropogénico sobre el area de estudio. Por otra parte, se observa una alta correlacion

negativa entre la elevacion (ELE), la edafologia (EDA) y el area de captacién especifica
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(ACE); y entre la pendiente (PDT) y la exposicion (EXP). Por otro lado, se observa una alta
correlacion positiva entre la precipitacion (PRE), los regimenes de humedad del suelo (RHS)
y la existencia de lefia a nivel municipio (EXL).

Cuadro 5.- Capas ambientales obtenidas de WorldClim, usadas como variables para el modelo de

distribucién potencial. En gris se sefialan las ocho variables seleccionadas para la modelacion.

Variable Clave
Temperatura media anual B10 01
Rango diurno medio (promedio mensual de temperatura maxima - BIO 02
temperatura minima)
Isotermalidad (B1O2 / BIO7) BI10O 03
Temperatura estacional (desviacion estandar * 100) BIO 04
Temperatura maxima del mes mas calido BIO 05
Temperatura minima del mes maés frio BIO 06
Rango anual de temperatura (BIO5-B10O6) BIO 07
Temperatura media de cuatrimestre méas hiumedo BI1O 08
Temperatura media de cuatrimestre mas seco B1O 09
Temperatura media del cuatrimestre més célido BIO 10
Temperatura media del cuatrimestre mas frio BIO 11
Precipitacién anual BIO 12
Precipitacion del mes méas humedo BIO 13
Precipitacion del mes mas seco BIO 14
Estacionalidad de la precipitacion (coeficiente de variacion) BIO 15
Precipitacion del cuatrimestre mas hiumedo BIO 16
Precipitacion del trimestre mas seco BIO 17
Precipitacion del cuatrimestre mas calido BIO 18
Precipitacion del cuatrimestre mas frio BIO 19

Las variables de hidrogeologia (HGE) y temperatura (TMP) presentan el mismo valor
en todos los puntos de presencia de la especie y, por lo tanto, no se determiné su coeficiente
de correlacion, sin embargo, se mantuvieron en la modelacién debido a que este

comportamiento podria indicar alta especificidad de la especie hacia determinadas variables.
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Mediante un primer modelo de distribucion potencial con todas las variables, los
resultados de la prueba de Jackknife, indicaron que todas las variables de CONABIO
contribuyen altamente. Este modelo obtuvo un AUC de 0.999, lo que sugiere una buena
capacidad discriminatoria del modelo, por lo que, se seleccionaron todas las variables para

el modelo de distribucion potencial y su proyeccion al pais.

Para el conjunto de las variables de WorldClim (Fig. 17b), las variables con los
menores coeficientes de correlacion fueron: BIO 02, BIO 04, BIO 07, BIO 13, BIO 16, BIO
18, BIO 19. Por otro lado, en el primer modelo de distribucion con todas las variables, los
resultados de la prueba de Jackknife indicaron que solo las variables: BIO 11, BIO 18 y BIO

19, mostraron altos valores contribucion al modelo (> 22 %).

Por lo anterior, se seleccionaron las siguientes variables: la temperatura media anual
(BIO 01); la isotermalidad (BIO 03); la temperatura media del cuatrimestre mas himedo
(B10O 08); la temperatura media del cuatrimestre mas seco (B1O 09); la temperatura promedio
del cuatrimestre mas frio (B1O 11); la precipitacion del cuatrimestre mas lluvioso (BIO 16);
la precipitacion del cuatrimestre mas célido (BIO 18); y la precipitacion del cuatrimestre méas
frio (B1O 19).
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Figura 17.- Andlisis de correlacion entre los dos conjuntos de variables: a) entre el conjunto de
variables de CONABIO (Cuadro 4); y b) entre las 19 variables de WorldClim (Cuadro 5). El tamafio
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del cuadrado indica que tan fuerte es la correlacion entre las variables y el color indica si la correlacion

es positiva (azul) o negativa (rojo). S/C significa que la variable no mostré cambios en sus valores.
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Modelo de distribucion potencial actual

Los valores de AUC para evaluar el desempefio de los modelos, fueron de 0.999 para
CONABIO y de 0.998 para WorldClim, ambos con una desviacion estandar de + 0.001.

Los mapas de la distribucién potencial a partir de los dos conjuntos de variables (Fig.
18), presentaron un patron similar, indicando una distribucion restringida al estado de Oaxaca
y en especial a la zona montafiosa que se desplaza a traves de las provincias biogeogréaficas

de la Sierra Madre del Sury de la Provincia de Oaxaca.

En sus respectivas proyecciones al pais, se observd que las probabilidades de
ocurrencia de la especie fuera de su area de distribucion conocida son nulas (CONABIO) o

muy bajas (WorldClim).

Para el modelo con el conjunto de variables de CONABIO (Fig. 19a), la existencia
de lefia a nivel municipal (EXL) fue la variable que aport6 la mayor ganancia al modelo
cuando se considerd de forma aislada y la que disminuyd la ganancia al ser omitida. Lo que
sefiala, que la informacion de esta variable por si sola contribuye de manera significativa al
modelo, ademas de contener una gran cantidad de informacién que no esta presente en las
otras variables. El proposito de esta variable fue representar el servicio ecosistémico de

provision de lefia.

Las siguientes dos variables que mas contribuyeron al modelo fueron: la elevacion
(ELE) y la edafologia (EDA). Con la variable de edafologia, solo se observaron dos valores
para la distribucion de la especie: el luvisol vértico en el sitio CZ (zona Norte) y el acrisol

hdmico en los otros sitios.

Por otro lado, la variable que menos contribuy6 al modelo fue la exposicion (EXP),
debido a que los puntos de presencia de la especie no muestran alguna tendencia hacia
determinado tipo de exposicion: norte, sur, este u oeste.

Las variables de temperatura media anual (TMP) e hidrogeologia (HGE),
mantuvieron un solo valor en todos los puntos de registro de la especie. En la primera, fue la
zona térmica templada y para la segunda fue un suelo con rocas metamorficas y con baja

permeabilidad.
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Figura 18.- Mapa de la distribucién potencial de Q. macdougallii: a-b) Modelo con las variables de WorldClim, en el area de las provincias biogeograficas
SMSy PO; y c) a nivel nacional, sefialando el limite del estado de Oaxaca; d-e€) Modelo con las variables de CONABIO en el area de las provincias SMS
y PO; y f) a nivel nacional, sefialando el limite del estado de Oaxaca. La probabilidad de ocurrencia va de alta (rojo) a nula (azul) Las estrellas representan
los sitios de muestreo para este estudio. ElI mapa de elevaciones en el fondo presenta su gradiente de altitud de blanco (mayor altitud) a negro (menor
altitud).

54



Il

ELE Sin la variable [

EDA |
EXL
EXP
HGE [
ACE
PDT |
PRE |
RHS
TMP

| Con 1a variable -

-4 Con todas las -
| variables

a)

>
=
-
=
=
n

0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5
i Ganancia

BIO 01 [ ] Sinla variable [

BIO 03
BIO 08
BIO 09
BIO 11 |
BIO 16
BIO 18

BIO 19

- Con la variable [Ji|

7 Con todas las -
| variables

b)

)
o
=
in
-
)

1.5 2.0 2.5
Ganancia

w
°
@
n
-
)

Figura 19.- La prueba de Jackknife mostro la contribucion al modelo de cada variable (azul), sin la
variable (turquesa) y con todas las variables (rojo): a) CONABIO; y b) WorldClim. Los valores
mostrados son promedio de las 100 réplicas ejecutadas.

Para el modelo con el conjunto de variables de WorldClim (Fig. 19b), la temperatura
promedio del cuatrimestre mas frio (BIO 11), aport6 la mayor ganancia al modelo cuando se
considero de forma aislada. Las otras tres variables que mas contribuyeron al modelo fueron:
la temperatura media anual (B1O 01); la temperatura media del cuatrimestre mas hiumedo
(B1O 08); y la precipitacion del cuatrimestre mas frio (BIO 09), por otro lado, la variable que

menos contribuy6 al modelo fue la isotermalidad (BIO 03).

La precipitacion del cuatrimestre mas calido (BIO 18) fue la variable que al ser
omitida disminuy0 la ganancia en el modelo, lo que indica que la informacidn que aporta esta

variable no esta presente en las demas.



En ambos modelos, CONABIO y WorldClim, se observa un patron similar de
distribucion restringida, asi como la presencia de caracteristicas especificas para la presencia
de Q. macdougallii.

Modelos de distribucién potencial futura

Las proyecciones al futuro de la distribucion potencial de la especie, hacia el 2050 y 2070,
se basaron en las ocho variables seleccionadas de WorldClim (Fig. 20). En ambos escenarios
(RCP4.5y RCP8.5), se observa que la zona donde se ha descrito actualmente la presencia de
Q. macdougallii, la Sierra Norte de Oaxaca, seguira siendo la que presente la mayor
probabilidad de ocurrencia. Sin embargo, esta probabilidad gradualmente ir& disminuyendo,
desde la actual (0.94), las de 2050 (RPC4.5= 0.82; RCP8.5= 0.78), hasta las de 2070
(RCP4.5= 0.31; RCP8.5=0.22), de igual manera, sus areas con los habitats idoneos para su
establecimiento (Cuadro 6).

Cuadro 6.- Areas de distribucion potencial en Km?2 Actual, con los modelos de CONABIO y
WorldClim. Proyeccion futura, con los modelos de WorldClim bajo los escenarios de cambio
climatico RCP4.5 y RCP8.5, para los afios 2050 y 2070. Se sefiala el valor de probabilidad de
ocurrencia; el minimo se establecié como 0.2 para cada modelo y el maximo fue el valor mas alto

reportado para cada modelo.

Probabilidad de ocurrencia

Area
Distribucion Modelo Min.  Max.
(Km?)
ACTUAL WorldClim 0.2 0.94 230.87
2050 RCP4.5 (aumento de 0.9 a 2°C) 0.2 0.82  13.09

RCP8.5  (aumento de 1.4 a2.6°C) 0.2 0.78  96.23
RCP4.5  (aumentode 1.1a2.6°C) 0.2 0.31 2.45
RCP8.5 (aumento de 2.6 a 4.8°C) 0.2 0.22 0.82

2070

Podemos observar un gran decremento en el area (Km?) tan solo desde la distribucion
potencial actual (230.87) hacia el afio 2050 (RCP4.5=13.09 y RCP8.5=96.23). Este
decremento se mantiene en las proyecciones al 2070, donde se observa una considerable
reduccion (RCP4.5=2.45 y RCP8.5=0.82).
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Figura 20.- Mapas de distribucién potencial proyectadas al futuro: a-b) escenario RCP4.5 y c-d)
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de estrella se muestran los sitios de muestreo.
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8.3 La relacién entre la variacién genémica, la geografia y el ambiente

En la prueba Mantel se observaron valores altos de correlacion (r= 0.7604, p-valor= 0.002),
entre la matriz de distancias geogréficas y la matriz de distancias genéticas, la cual, fue
generada a partir de los valores Fst entre los sitios y convertidos a valores de flujo génico,
Nm=Fst/(1-Fsr) (Fig. 21).

Una alta correlacion positiva indica que a mayor distancia geogréfica mayor distancia
geneética entre los sitios de muestreo. Este patron se observa entre la mayoria de los sitios,
sin embargo, la relacién entre PZ y LS se aleja de esta tendencia, lo que indica que, aunque
se encuentran geograficamente cercanos sus distancias genéticas entre ellos son mas
diferentes de lo esperado.
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Figura 21.- Diagrama de la correlacion de Mantel entre una matriz de distancias geogréaficas (Km) y

una de distancias genéticas representadas por flujo génico (Nm), los colores representan donde se
acumulan la mayoria de los valores, de azul a rojo.

Para la prueba parcial de Mantel, la tercera matriz de distancias se obtuvo a partir de
las variables utilizadas en los modelos de distribucién potencial; CONABIO y WorldClim,
con 10y 8 variables respectivamente.
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Con la prueba parcial de Mantel (Cuadro 7), se vuelve a observar una alta correlacion
significativa entre el flujo génico y las distancias geograficas. Por otro lado, al analizar las
matrices de variables ambientales con el flujo génico entre los sitios, se observaron valores
muy bajos de correlacion (~0.03, p-valor >0.1). Se observa un patréon similar entre las

matrices de distancias geogréaficas y las ambientales.

También, se realizd una prueba parcial de Mantel a partir de las variables de
WorldClim que se utilizaron para el modelo de distribucion futura (escenarios RCP4.5 y
RCP8.5 para el 2050 y 2070) (Anexo V1), donde se observaron bajos valores de correlacion
(p-valor > 0.08).

Cuadro 7.- Coeficientes de correlacion entre las matrices, obtenidos por medio de la prueba parcial
de Mantel. Gen=matriz de flujo génico, Geo=matriz de distancias geograficas, Amb=matriz de
distancias euclidianas entre las variables ambientales: CONABIO y WorldClim, con 10y 8 variables

respectivamente.

CONABIO WorldClim
Parcial de p-valor  Parcial de Mantel p-valor
Mantel (r) (r)
Gen~Geo 0.7604 0.002 0.7604 0.002
Gen~Amb 0.033 0.367 0.0382 0.383
Geo~Amb 0.1353 0.203 0.0565 0.335
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9. DISCUSION

La especie Q. macdougallii, es el Unico encino endémico de la seccion Quercus reportado
para el estado de Oaxaca (Valencia, 2004; Romero-Rangel et al., 2015). Los pocos trabajos
acerca de este encino, en su mayoria, se han enfocado en el aspecto ecologico y en la zona
Norte de su distribucién, en donde se ha observado un bajo nimero poblacional (Anacleto-
Carmona, 2015), ademas de una baja tasa de germinacion y de supervivencia, en especial en
ambientes con disturbio (Pariona et al., 2017; Clark-Tapia et al., 2018), lo que aumenta la
vulnerabilidad de la especie ante cambios drasticos en su ambiente.

Este estudio, ademas de reportar otros sitios de presencia de la especie (en la zona
Sur), presenta por primera vez un analisis de variacion genética a nivel genoma; obtenido
mediante la genotipificacion basada en secuenciacion (SBG), y un andlisis de distribucion
potencial actual y futura para Q. macdougallii. Se espera que este estudio, contribuya al
conocimiento de la especie, y sea un material de apoyo en la toma de decisiones para la

conservacion de la especie.
La variacion genémica ¢cuéndo es alta o baja?

Los resultados del analisis de variacion gendmica, muestran valores cercanos a 0.2. La
diversidad nucleotidica () y poblacional (0) fueron similares (~0.2), y 1o mismo se observo
en los valores de la heterocigosidad observada (Ho) para cada sitio (~0.21), los cuales, en
general, fueron mayores a los de la heterocigosidad esperada (He). Estos valores son mas
bajos que los reportados para la especie en un estudio previo, en el cual se analizaron tres
microsatélites de la serie quru-GA, se identificaron 26 alelos y se observaron niveles bajos
de variacién genética, Ho= 0.4026 y He= 0.5572 (Molina-Garay, 2011).

Cabe resaltar que, los marcadores analizados en el estudio previo de Q. macdougallii,
de la serie quru-GA, son nucleares y neutrales. Los cuales, han sido ampliamente utilizados
en otros estudios de genética de poblaciones en encinos, reportando una variacion baja, como
en Q. stellata, encino endémico del sureste de Estados Unidos (H,=0.417; Chatwin et al.,
2014), una variacion moderada, como en Q. mullerii, encino endémico de Oaxaca (Ho=0.55;
Pingarroni et al., 2019, en prensa), y una variacion alta, como en Q. sideroxyla, encino

endémico del centro de México (Ho=0.73; Alfonso-Corrado et al., 2014).
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Por otro lado, en el reciente estudio acerca de la variacion genémica de Q. rugosa,
encino de amplia distribucion en México, donde se identificaron 5,136 SNPs, se observé una
He=0.364, y cual sugiere una alta diversidad genética (Martins et al., 2018). En otros estudios
de variacion gendmica en especies arbdreas, se han reportado niveles de variacion bajos,
como en el encino Q. championii, donde mediante el andlisis de 5,207 SNPs, se observo a
nivel poblacional una Hoentre 0.044 y 0.078, y una He entre 0.062 y 0.092 (Jiang et al., 2019).
Mientras que, en otras especies, se han observado mayores niveles de variacién, por ejemplo,
para A. koa, una acacia endémica de las islas de Hawaii, mediante el analisis de 11,000 SNPs
se ha reportado una diversidad genética alta, con una H entre 0.29 y 0.33 (Gugger et al.,
2018).

Las diferencias entre el tipo y cantidad de marcadores analizados, resaltan cuando se
intenta establecer a partir de qué valor de heterocigosidad, podemos considerar una
diversidad genética baja o alta. En el presente estudio, a partir del analisis de 8,186 SNPs, se
observaron valores de heterocigosidad poblacional cercanos a 0.2. Estos marcadores, ademas
de presentar tasas de mutacion relativamente bajas (108 a 10°; Brumfield et al., 2003), al ser
bialélicos, establecen un maximo valor tedrico de heterocigosidad de 0.5 (Singh et al., 2013).

Por otro lado, estos SNPs presentan una alta confiabilidad, ya que, al ser obtenidos a
partir del enfoque de reduccion del genoma, permiten analizar una mayor cobertura del
genoma y, por consiguiente, obtener una mejor estimacion de la diversidad genética total de
la especie (McKinney et al., 2017). Debido a lo anterior, los resultados sugieren que Q.

macdougallii presenta una diversidad genética moderada.
¢Expansidn o reducciéon de la especie?

Los valores observados en la prueba D de Tajima se alejaron del modelo de neutralidad con
valores negativos, aunque muy cercanos a cero, entre -0.42 en el sitio PZy -2.88 en LS.

Estos valores negativos en la prueba D de Tajima, podria indicar una seleccion
purificadora o direccional, especialmente en el sitio LS. Valores similares han sido reportado
en otros encinos, como en Q. lobata, encino endémico de California, en donde al analizar
SNPs de 40 genes candidatos, se obtuvo un valor bajo y negativo (-0.44), el cual, se relaciona
con una expansion poblacional y/o alguna forma de seleccidon ligada, sugiriendo que esos

SNPs, podrian estar en genes bajo una fuerte seleccion purificadora.
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Asimismo, valores negativos en esta prueba, pueden indicar que las poblaciones
recientemente han pasado por un cuello de botella o por un barrido selectivo (Brookfield,
2001). El cambio en el tamafio poblacional de la especie, puede reflejarse en los alelos Gnicos,
ya que un evento de cuello de botella tiende a eliminarlos, lo cual, podria tener importantes
implicaciones desde una perspectiva evolutiva local, ya que esta diversidad alélica puede
influir en la capacidad de adaptacion de la especie y, por consiguiente, en su viabilidad
poblacional a largo plazo (Weiser et al., 2013).

Estudios geneéticos de encinos endémicos han encontrado bajos nimeros de alelos
(Molina-Garay, 2011; Pingarroni et al., 2019, en prensa), en comparacion con encinos de
amplia distribucion (Romero-Rangel et al., 2015). Estos bajos valores, pueden estar
fuertemente influenciados por el tamafio poblacional, por ejemplo, en Q. sideroxyla, se
observo que el nimero de alelos Unicos es sensible y tiende a aumentar conforme al tamafio

poblacional (Alfonso-Corrado et al., 2014).

En el sitio LS, de la zona Sur, se observé la D de Tajima mas baja, asi como el menor
namero de alelos Unicos (78), asimismo, presenta el nimero poblacional mas bajo, ya que en
el sitio de muestreo solo se localizaron cinco individuos. Esto podria indicar que ha pasado
recientemente por un cuello de botella o que su recuperacion y/o expansion después del
evento ha sido mas lenta, en comparacion con los demas sitios. Por otra parte, los dos sitios
con mayor numero de alelos Unicos, PZ (370), en la zona Sur, y CZ (178), en la zona Norte,

se encuentran en extremos opuestos de la distribucion conocida de la especie.

Una alta diversidad alélica, en especial, de alelos Unicos, puede conferir a la especie
cierta ventaja al enfrentar los cambios en su ambiente. En las especies arbdreas forestales,
las poblaciones periféricas tienden a ser afectadas significativamente por el cambio climatico,
por lo cual, su capacidad de adaptacion dependera de la interaccion entre los procesos de
flujo génico, las presiones selectivas, la deriva génica y su tasa de crecimiento poblacional
(Fady et al., 2016; Muller & Gailing, 2019).

Los altos valores de alelos Gnicos observados en estos dos sitios, podria indicar que
mantienen un tamafio efectivo poblacional mayor que los otros sitios. Las observaciones en
campo indican que ambos sitios presentan bajos niveles de perturbacion, y que en el sitio CZ,

posiblemente se encuentre el mayor nimero de individuos de la especie.
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Por otra parte, esa gran cantidad de alelos Unicos en el sitio PZ, puede indicar bajos
niveles de flujo génico, lo cual, podria favorecer el aislamiento y por consiguiente aumentar
su diferenciacion con respectos a los otros sitios (Slatkin, 1985; Chakraborty, 1993). Esto,
podria ser posible, considerando que PZ se encuentran en la zona mas alta, de la distribucion
conocida de la especie, lo que complicaria la llegada del flujo génico de los sitios vecinos

que se encuentran a menor altitud.

Los resultados sugieren que la especie podria encontrarse en proceso de expansion,
en especial, en la zona Sur. Por otra parte, es posible que el sitio LS haya pasado
recientemente por un evento de cuello de botella, confiriendo una mayor vulnerabilidad a sus

individuos frente a los efectos de la deriva génica.
Una sola poblacion, pero ¢con dos grupos genéticos?

En este estudio, se observaron valores bajos de diferenciacion. Se obtuvo una Gst= 0.063, un
valor mayor al observado en poblaciones de Q. lobata, encino endémico de California (Grivet
et al., 2008), y en poblaciones de Q. rugosa, encino de amplia distribucion en México
(Martins et al., 2018), ambos con una Gst= 0.05.

En estudios genéticos de especies maderables de vida larga, se ha reportado una alta
variacion dentro de sus poblaciones, sin embargo, la diversidad entre ellas, de acuerdo con
la estimacion de Gsr es significativamente menor (~0.08), que la reportada para especies
herbéceas de ciclo de vida anual (Gst> 0.25) (Porth & El-Kassaby, 2014).

Los andlisis de distancias genéticas, entre los sitios y entre los individuos, mostraron
en general, valores bajos y similares, con excepcion del sitio LS, el cual, present6 el valor
mas alto de sustituciones nucleotidicas (7.13). Asimismo, los andlisis ACP y ADCP,
mostraron una separacion entre las dos zonas, en donde las menores distancias genéticas entre
los sitios CR (Sur) y MC (Norte), sugieren una conexion entre las dos zonas de estudio. De
igual manera, se observd un agrupamiento estrecho entre los individuos del Norte y un

agrupamiento mas disperso entre los del Sur.

Este patron fue similar al que se obtuvo mediante los dos enfoques evolutivos de
agrupamiento, fastStructure (Raj et al., 2014), y ADMIXTURE (Alexander et al., 2009).

ADMIXTURE vy fastStructure con el modelo simple, indicaron un solo agrupamiento,
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seflalando que la especie se comporta como una sola poblacién, sin embargo, fastStructure
con el modelo logistico, indico dos posibles grupos genéticos. Raj et al. (2014), mencionan
que, cuando la estructura es mas dificil de resolver, el modelo logistico genera estimaciones
mas precisas de ascendencia, por lo cual, se sugiere la presencia de dos grupos genéticos para

la especie.

El coeficiente promedio de Fst fue 0.0204, este valor fue menor al reportado para
especies de amplia distribucién, como en Q. suber (Fst= 0.0541; Pina-Martins et al., 2019),
en Q. rugosa (Fst= 0.056; Martins et al., 2018) y en otras especies arboreas estructuradas,
como en el eucalipto (Fst=0.095; Cappa et al., 2013). Sin embargo, fue mayor a lo observado
en encinos europeos no estructurados, como Q. robur (Fst=0.012) y Q. petraea (Fst=0.013)
(Guichoux et al., 2013).

Por otra parte, entre los sitios de la zona Norte se observaron valores similares (~
0.02), y menores que los observados entre los sitios de la zona Sur (~ 0.03), en donde, LS fue
el sitio que mostrd los mayores valores de diferenciacion con respecto a todos los demas
sitios, entre 0.035 y 0.0451. Esto indica, la presencia de altos niveles de flujo génico entre
los sitios del Norte, mientras que, en la zona Sur, se observa una estructura incipiente, en
donde, posiblemente el aislamiento, el bajo nimero poblacional y los efectos de un cuello de

botella, estan generando presiones de diferenciacion sobre la especie.

Los bajos valores de diferenciacion poblacional observada y la moderada diversidad
genética, pueden indicar altas tasas de flujo génico histérico (Loveless & Hamrick, 1984),
similar a lo observado en las poblaciones de Q. lobata (Grivet et al., 2008), Q. sideroxyla
(Alfonso-Corrado et al., 2014) y Q. rugosa (Martins et al., 2018). Esto es caracteristico de
poblaciones remanentes de una especie que en el pasado tuvo una distribucién mas amplia y
continua (Alfonso-Corrado et al., 2004; Gorgonio-Ramirez, 2012; Alfonso-Corrado et al.,
2014).

Por otro lado, en este estudio, se observé un coeficiente de endogamia cercano a cero,
Fis=0.0101, siendo ligeramente mayor al observado en encinos europeos de mayor
distribucion, como Q. robur (Fis=-0.004) y Q. petraea (Fis= 0.001) (Guichoux et al., 2013).
El bajo coeficiente de endogamia, asi como una distribucion que tiende a ser agregada a

cortas y medianas distancias en la zona Norte (Anacleto-Carmona, 2015), sugieren que Q.
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macdougallii, como en otros encinos, podria presentar un entrecruzamiento autoincompatible
(Ellstrand, 2014), previniendo asi, altos niveles de endogamia a pesar de que sus individuos

se encuentren cerca (Alfonso-Corrado et al., 2014).

En el andlisis de red de expansién minima, se observo la conexion entre los individuos
a partir de sus distancias genéticas, asimismo, en este analisis no se identificaron individuos
clonales para la especie. Por otra parte, el individuo CR_16 mostrd distancias genéticas
similares con individuos del sitio PZ y CR, representando una conexion entre ambos sitios,

lo cual, indica la presencia de flujo génico entre ambos.

También se observo que siete de los 29 individuos de la zona Sur (PZ_01, PZ 02,
PZ 03, CR_19, LS 26, LS 28 y LS 29), se separaron de los demas individuos de la zona
Sur y mostraron una mayor similitud con los de la zona Norte. Esto podria apoyar que, la
especie se comporta como una sola poblacion, con el genotipo que se observa en la zona
Norte, mientras que en los otros 22 individuos de la zona Sur se ha identificado la presencia

de un grupo genético con estructuracion incipiente.
Los SNPs outliers, ¢ revelan sefiales de divergencia?

Para este estudio, los SNPs outliers se identificaron, al analizar las diferencias a nivel de
variacién y de diferenciacion genética mediante el valor Fst, para cada SNP (Vasemagi &
Primmer, 2005). Estos SNPs outliers, se encuentran fuera del patrén de neutralidad esperado,
por lo cual, pueden ser candidatos para identificar sefiales de seleccion divergente (Narum &
Hess, 2011). Este enfoque, ha sido utilizado en diversos estudios de genémica de poblaciones
en encinos, con el fin de identificar patrones de adaptacion local y gradientes de
diferenciacion, por ejemplo, entre el Norte y Sur en las poblaciones de Q. rugosa (Martins et
al., 2018), y entre el Este y Oeste, en las de Q. suber (Pina-Martins et al., 2019).

En este estudio, se identificaron 82 SNPs outliers, entre las dos zonas de estudio,
Norte y Sur, los cuales, mostraron valores bajos de diferenciacion, entre 0.1 y 0.2. Estos
SNPs, fueron el 1% del total de los marcadores identificados (8,186 SNPs), un porcentaje
cercano a lo reportado en Q. suber (0.9%; Pina-Martins et al., 2019) y Q. rugosa (1.4%;
Martins et al., 2018).
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En el ACP se observd la separacion de los individuos de la zona Sur, con excepcion
de tres individuos, LS 28, LS 29 y CR_18, los cuales, mostraron menores distancias
genéticas con los individuos del Norte, asimismo, se observé la presencia de tres grupos en
la zona Norte. Lo anterior, podria indicar un cierto grado de divergencia entre ambas zonas,
lo cual, podria estar asociado con ciertas diferencias ambientales, como el tipo de suelo y la
precipitacion, ademas de ser una zona de transicion entre dos provincias biogeogréaficas, al

norte la provincia de Oaxaca y al sur, la Sierra Madre del Sur.

Por otro lado, los tres grupos observados en la zona Norte, indican que aunque los
individuos se encuentran geograficamente cercanos y, con bajas diferencias ambientales
entre ellos, pueden existir otros factores que estan promoviendo una seleccion divergente,
por ejemplo, las relaciones bioticas, la pendiente, la elevacion, o el suelo (Sork et al., 1993;
Cuervo-Alarcon et al., 2018).

La separacion entre las dos zonas, asi como los valores bajos de diferenciacion (Fsr)
y endogamia (Fis), podria sugerir un equilibrio entre la adaptacion local y el flujo génico, ya
que mientras la primera promueve diferencias en los individuos entre distintas areas, la
segunda tiende a mantener a la especie como una sola poblacién. Esto se ha reportado
también en Q. suber, en donde se observo un bajo gradiente de diferenciacion entre la zona
Este y Oeste (Pina-Martins et al., 2019). De igual forma, la presencia de estos gradientes
puede ayudar a la especie a responder mejor frente a fuertes presiones selectivas, como las
ocasionadas por el cambio climético (Kremer et al., 2012; De Kort et al., 2014).

El andlisis de las frecuencias alélicas de los ocho SNPs outliers, con los valores méas
altos de diferenciacion, mostraron una proporcion 3:1 en las mutaciones puntuales de tipo
transicion y con respecto a las de tipo transversion. Diversos autores han reportado que las
primeras tienden a presentarse en mayor proporcion que las segundas, y que los cambios
entre purinas y pirimidinas (transversiones), pueden afectar la expresion génica (Wakeley,
1996; Lachagari et al., 2019).

En los ocho SNPs outliers se observo una tendencia de diferenciacion entre las dos
zonas, siendo muy clara en las dos transversiones. Debido a ello y considerando que en la
zona Sur es posible que se encuentra un grupo genético incipiente para la especie, podriamos

sefialar que, en los sitios de la zona Sur, en especial en PZ y CR, es donde se han presentado
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los nuevos alelos para estos SNPs outliers, los cuales, solo presentan un alelo en los sitios de
la zona Norte. Por consiguiente, estos SNPs outliers podrian ser interesantes candidatos para
estudios de gendmica funcional (Homolka et al., 2013; Petit et al., 2013; Mdiller & Gailing,
2019), e incluso para estudios comparativos con otras especies de encinos endémicos, como
Q. lobata (Sork et al., 2016b) y de amplia distribucién, como Q. rugosa (Martins et al., 2018).

Debido a lo anterior, el andlisis de los SNPs outliers no mostro evidencia sustentable
de genotipos adaptados a nivel local, sin embargo, a nivel regional los resultados sugieren la
presencia de alelos asociados a cada una de las zonas de estudio, Norte y Sur. Por otra parte,
se sugiere realizar analisis de gendmica funcional para identificar SNPs de genes candidatos
adaptativos (Homolka et al., 2013; Sork et al., 2016b).

La distribucion presente y futura de la especie: ¢reduccién o expansion?

El andlisis de distribucién potencial de Q. macdougallii, indic6 una distribucion restringida
en ambos modelos; CONABIO y WorldClim, aun utilizando diferentes escalas en sus
variables, nacionales e internacionales, lo cual, respalda esta distribucion potencial
restringida a la Sierra Norte de Oaxaca. Esta distribucion potencial, coincide con la descrita
en trabajos previos (Molina-Garay, 2011; Anacleto-Carmona, 2015), lo cual, resalta el estado
de riesgo en que se puede encontrar la especie debido a su limitada area potencial de

ocurrencia.

Por otra parte, Anacleto-Carmona (2015), menciona que en la zona Norte de la
distribucion de Q. macdougallii, hay una dominancia de elementos arbéreos del género Pinus
y Quercus, asi como un aprovechamiento forestal comunitario para la venta y el autoconsumo
de recursos maderables obtenidos de los pinos y encinos. Debido a ello, para el modelo con
las variables de CONABIO se considero la existencia y consumo de lefia a nivel municipal,
para representar el servicio ecosistémico de provisién de lefia (Ghilardi, 2006). Esta variable
fue altamente significativa para el modelo de distribucion, lo cual, sugiere que la especie se

encuentra en una zona donde existe un consumo de lefia de encino.

Actualmente, Q. macdougallii no se debe utilizar como fuente de lefia o carbdn,
debido principalmente su inclusion en la UICN (2010). Por otra parte, la zona de la Sierra
Norte ha sido descrita como una de las méas conservadas en el pais, con un manejo sustentable

de los recursos forestales del género Pinus (Gémez-Mendoza et al., 2006; Anta-Fonseca et
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al., 2010; Alvarez & Rubio, 2013). Sin embargo, es necesario ahondar en los impactos de las
actividades humanas sobre los recursos forestales de los encinos, para prevenir escenarios de
sobreexplotacion y llegar a un manejo sustentable de sus recursos (Ramirez-Marcial et al.,
2001; Abrams, 2003; Gorgonio-Ramirez et al., 2017).

Otra variable que contribuyé significativamente al modelo de distribucién fue la
elevacion, la cual, se ha reportado como un factor importante en el establecimiento de los
encinos (Firmat et al., 2017; Leroy et al., 2019). Por ejemplo, Valencia (2004) menciona que,
Q. macdougallii presenta una distribucion fuertemente restringida a zonas altas, ya que se
encuentra a partir de los 2,600 hasta los 3,000 msnm. Por otra parte, en este estudio, se
reportaron individuos cerca de los 3,100 msnm en la zona Sur de su distribucion, lo cual,

puede estar relacionado con las diferencias genéticas encontradas entre las zonas.

La variable de edafologia, ademas de contribuir significativamente al modelo, mostro
ser una variable altamente especifica para la presencia de Q. macdougallii, ya que la especie
solo se distribuye en dos tipos de suelo, el luvisol vértico, presente solo en el sitio CZ, en el
extremo de la zona Norte, y el acrisol humico para los demas sitios. Es importante sefialar
que, de acuerdo con INEGI (1998), los suelos del tipo acrisol solo estan presente en el 0.5%
del territorio mexicano, mientras que los del tipo luvisol se encuentran en el 2.4%. Esto

resalta la especificidad y singularidad edafoldgica del area en que se encuentra la especie.

En el modelo a partir del conjunto de variables de WorldClim, la temperatura
promedio del cuatrimestre mas frio (BIO 11) contribuy6 significativamente al modelo de la
distribucion potencial de Q. macdougallii. Esto coincide con lo reportado por Antlnez et al.
(2017), quienes, mediante el uso de modelos aditivos generalizados simples, mencionan que
la temperatura promedio del mes mas frio es una variable que puede influir

considerablemente sobre la abundancia de la especie.

Otra de las variables que mostré una gran influencia en el modelo de distribucion
potencial, evidenciando parte de los requerimientos ecolégicos de la especie, fue la
precipitacion del cuatrimestre mas calido (B10O 18), lo cual, sugiere que eventos prolongados
de sequia y alteraciones en la distribucion temporal de las precipitaciones durante el verano,
podrian afectar considerablemente a la especie, como se observo en Q. oleoides (Ramirez-
Valiente et al., 2018).
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En especies arboreas de vida larga se sigue investigando su adaptacion frente a
situaciones de estrés, como cambios drasticos de temperatura y precipitacion (Lee et al.,
2005). En ciertos encinos se ha reportado una gran resistencia a las sequias, debido a la
profundidad de sus raices y su arquitectura hidraulica (Cavender-Bares et al., 2007; Limousin
et al., 2010; Skelton et al., 2018). Por otro lado, sus interacciones biéticas también pueden
influir considerablemente en su permanencia, por ejemplo, Moricca & Ragazzi (2008),
estudiaron la interaccion entre el encino Q. ilex y Discula quercina, un hongo enddfito, y
encontraron que, dependiendo de los cambios drasticos en la temperatura y la disponibilidad
de agua, su relacion mutualismo-neutralismo, puede cambiar el rol del hongo hacia un
patogeno débil o un invasor oportunista. Debido a ello, se sugiere estudiar las interacciones
de Q. macdougallii con otros organismos, para obtener un panorama mas completo y un

mejor entendimiento de la situacidn en que se encuentra.

Por otro parte, frente a los efectos del cambio climatico, es necesario conocer las
posibles caracteristicas futuras del ambiente de que se encuentra actualmente la especie. En
este estudio, las proyecciones al futuro de la distribucion potencial de la especie muestran
que la zona donde se distribuye Q. macdougallii, en la Sierra Norte de Oaxaca, seguira
presentando la Unica probabilidad de ocurrencia de la especie, sin embargo, ira disminuyendo
conforme pase el tiempo y la temperatura aumente, especialmente en la zona Sur. Los
resultados sugieren una reduccion dréastica del area con las condiciones ambientales idoneas
para la especie; entre el area potencial actual, con 230 Km?, hasta el area potencial para el

2070, con una estimacion de 0.82 a 2.45 Km?.

Debido a que los bosques pueden desaparecer en ciertas areas a un ritmo mas rapido
del que pueden migrar o volver a crecer en nuevas areas (Parmesan, 2006), es necesario
conocer cOmo reaccionan especies arbdreas que son clave para mantener el funcionamiento
de los ecosistemas y sus servicios ambientales. Por ejemplo, los bosques de pino y encino en
los Alpes suizos (Rebetez & Dobbertin, 2004) y en el norte de Arizona (Mueller et al., 2005),
ya se han visto afectados por aumentos en la temperatura, donde la mortalidad y los
patogenos han aumentado y la productividad forestal ha disminuido.

En este estudio, se identificd una distribucion restringida de la especie, asi como
variables que confieren altos grados de especificidad a la especie, como la edafologia, la

temperatura promedio del cuatrimestre mas frio y la precipitacion del cuatrimestre mas
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calido. Por otra parte, los modelos de distribucion futura bajo dos escenarios de cambio
climatico, sugieren una considerable reduccién en el area de las condiciones idoneas para la

especie, siendo la zona Sur la més afectada.
La relacién entre la variacion gendémica, la geografia y el ambiente.

Se identificd un patrdn significativo de aislamiento por distancia para Q. macdougallii (r=
0.7604, p-valor=0.002), mayor al encontrado en Q. rugosa (r= 0.475, p-valor= 0.015;
Martins et al., 2018), encino de amplia distribucién en México. Este patron de aislamiento
por distancia, concuerda con el gradiente de diferenciacion genética observado entre la zona
Norte y Sur. Lo cual, sefiala que, a pesar de los niveles bajos de diferenciacion, estos estan

pueden estar altamente relacionados con las distancias geogréaficas.

Por otra parte, la relacion entre el sitio LS y PZ, ambos de la zona Sur, no mantiene
este patrén de aislamiento, lo que indica que, aunque se encuentran geograficamente
cercanos, sus distancias genéticas son mayores a lo esperado. Considerando los analisis de
variacion genomica del sitio LS, ademas de las observaciones en campo, es posible que este
comportamiento esté relacionado con un evento de cuello de botella, y con el efecto de
barreras orogréficas sobre el intercambio de flujo génico, los cuales, han podido ejercer una
presion de aislamiento y diferenciacion sobre el sitio LS. Por ejemplo, en el encino endémico
de California, Q. lobata, se ha observado el intercambio de flujo génico diferencial entre

sitios, lo cual, se ha relacionado con la direccién y velocidad del viento (Pluess et al., 2007).

Por otro lado, en las pruebas parcial de Mantel, en donde se consideraron los dos
conjuntos de variables previamente identificadas en el analisis de distribucion potencial;
CONABIO y WorldClim, no se identificd una correlacion significativa entre las distancias
genéticas y el ambiente (p-valor>0.1). Asimismo, es interesante sefialar que tampoco se
observé una correlacién entre las distancias geograficas y ambientales. Esto puede indicar
que, las caracteristicas ambientales no varian notablemente entre los sitios de muestreo de Q.
macdougallii, lo cual, resalta el estrecho margen de variacién que las condiciones
ambientales deben mantener para la permanencia de la especie, lo cual, se vio reflejado en la

reduccion de su distribucion potencial futura.

Debido a que este analisis solo se bas6 en promedios por sitio, se sugiere profundizar

en el andlisis de las asociaciones ambientales con la variacion gendmica, a nivel de individuo
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y por loci, mediante enfoques con mayor capacidad y confiabilidad, como los reportados en

Q. rugosa (Martins et al., 2018) y en Q. championii (Jiang et al., 2019).

Lo anterior, sugiere que en Q. macdougallii, el bajo gradiente de diferenciacion
genética, observado entre los sitios de la zona Norte y Sur, podria estar mas relacionado con
un patrén de aislamiento por distancias geogréaficas, que por las diferencias ambientales entre
los sitios de estudio. No obstante, es necesario realizar un estudio mas detallado de las
asociaciones entre el ambiente y la variacion observada, a nivel individuo y por loci, para

confirmar lo anterior (Gugger et al., 2018; Martins et al., 2018; Jiang et al., 2019).
Q. macdougallii, un encino endémico y su conservacion.

Los analisis de distribucion potencial, mostraron que Q. macdougallii presenta una alta
especificidad hacia determinadas variables ambientales, asi como una distribucién altamente
restringida, la cual, abarca una zona de transicién entre dos de las provincias biogeogréficas
mas complejas del pais; la provincia de Oaxaca, en la zona Norte, y la Sierra Madre del Sur,
en la zona Sur (Morrone, 2005). Esta zona presenta una gran riqueza de especies y altos

niveles de endemismo (Villasefior et al., 2005).

Estas caracteristicas son comunes en una especie endémica (Anderson, 1994), las
cuales, pueden complicar la supervivencia de la especie frente a cambios drasticos en su
ambiente. Por ejemplo, Enquist (2002), investigo6 los cambios de bioma proyectados en Costa
Rica y descubri6 que varios de los que presentan el mayor nimero de especies endémicas,
son especialmente vulnerables al calentamiento global y tienden a experimentar las mayores
reducciones de su area o en algunos escenarios de cambio climéatico pueden llegar a

desaparecen por completo.

Los andlisis de distribucion futura de Q. macdougallii, sugieren una pérdida dréstica
en su potencial area de permanencia. La pérdida del area de bosques templados en México
por efectos del cambio climatico se ha estimado en un 13% (Villers & Trejo, 1998).
Asimismo, se espera que las modificaciones en la temperatura y la precipitacion reduzcan
significativamente los rangos actuales de distribucion de aproximadamente 34 especies

arboreas de los géneros Pinus y Quercus (Gémez-Mendoza & Arriaga, 2007).
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Ponce-Reyes et al. (2012), sugieren que, en la Sierra Norte de Oaxaca, a pesar del
rapido cambio climético, sera posible lograr mantener fragmentos relativamente grandes de
bosque templado y bosque de niebla. Esto sefiala, una posibilidad de supervivencia para la

especie, por lo cual es necesario impulsar estrategias de conservacion para Q. macdougallii.

Por otra parte, los analisis de variacion genomica mostraron que la especie presenta
una moderada diversidad genética, lo cual, puede proporcionar cierto grado de adaptabilidad
a la especie para asegurar la supervivencia de al menos algunos individuos durante eventos
extremos (Meireles et al., 2017). Sin embargo, es importante resaltar que, en las especies de
vida larga, como los encinos, sus tiempos de respuesta y adaptacion suelen complicar su
permanencia (Neale & Kremer, 2011; Kremer et al., 2012), por ello, estos estudios genéticos

y ecoldgicos representan una oportunidad para proponer lineas de conservacion.

Los resultados de este estudio, sugieren la implementaciéon de medidas de
conservacion y monitoreo de Q. macdougallii en toda su distribucion, debido a todas las
caracteristicas ecologicas y genéticas que se conocen hasta ahora de este encino endémico,
el cual, se distribuye en una zona que ademas de presentar altos niveles de diversidad y
endemismos, y una compleja historia biogeografica (Morrone, 2005; Villasefior et al., 2005;
Espinosa et al., 2008), ha sido propuesta como area de conservacion prioritaria para el género
Quercus en Oaxaca (Ramirez-Toro et al., 2017), el estado con el mayor nimero de especies

en el pais (Valencia, 2004; Romero-Rangel et al., 2015).

Se sugiere priorizar la conservacion de la zona Sur, ya que, de acuerdo con los analisis
de distribucion futura, sera el area mas afectada, y considerando los analisis de variacion
gendmica, es en esta zona donde podemos encontrar individuos con los dos grupos genéticos
identificados en este estudio. Asimismo, se sugiere un monitoreo de la dinamica poblacional
de la especie y de su variacién genética, para evaluar sus respuestas ante el estrés ocasionado
por los cambios drasticos en su ambiente, en especial, en el sitio LS, donde solo se

encontraron cinco individuos (Mimura et al., 2017).
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10. CONCLUSIONES

Se observan niveles moderados de diversidad genética para Q. macdougallii.

La especie se comporta como una sola poblacion, sin embargo, se observa un
gradiente de variacion a lo largo de su distribucion de Norte a Sur, asi como un grupo
genético con una incipiente estructuracion en la zona Sur.

Los SNPs outliers no muestran evidencia sustentable de genotipos adaptados a nivel
local, sin embargo, a nivel regional, los resultados sugieren la presencia de alelos
asociados a las zonas de estudio, Norte y Sur.

La especie presenta una distribucion restringida, con alta especificidad hacia las
variables ambientales: edafologia, elevacion, temperatura promedio del cuatrimestre
mas frio y precipitacién del cuatrimestre mas calido.

Las proyecciones al futuro bajo escenarios del cambio climatico, sugieren una
reduccién drastica en el area con las condiciones favorables para su permanencia,
siendo la zona Sur la més afectada.

Los resultados sugieren que el bajo gradiente de diferenciacion genética observado
entre los sitios de la zona Norte y Sur, podria estar mas relacionado con un patrén de
aislamiento por distancias geogréficas, que por las diferencias ambientales entre los
sitios de estudio. No obstante, es necesario realizar un estudio més detallado de las
asociaciones entre el ambiente y la variacion observada, a nivel individuo y por loci.
Se sugiere priorizar la conservacion y monitoreo de la especie en todo su rango de
distribucion, particularmente en la zona Sur, donde se observaron los dos grupos
genéticos y donde los efectos del cambio climéatico posiblemente seran los méas

drasticos.
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PERSPECTIVAS Y APLICACIONES

Este estudio, es el primero en explorar la variacion genémica de un encino endémico de
México, mediante el uso de una técnica de secuenciacién masiva (NGS). Esto no solo
proporciona una nueva perspectiva en la genémica de poblaciones de Q. macdougallii,
también constituye un aporte significativo al estudio a nivel genoma de los encinos, en
especial para un pais que alberga el mayor nimero de especies del género Quercus en el

mundo.

Por otro lado, a partir de la integracién entre los analisis de variacion gendémica y los
modelos de distribucidn, se sugiere una conjetura inicial sobre el futuro de la especie, sin
embargo, actualmente no hay un conjunto estandar de parametros bioinformaticos para la
identificacion de SNPs en especies arbdreas, ya que estos andlisis dependen del organismo
estudiado, por lo cual, los resultados deben ser considerados con cautela, ya que aun falta
profundizar en el uso de las herramientas bioinformaticas y sus parametros (Chen et al., 2018;
Pina-Martins et al., 2019).

El individuo LS_30, del sitio LS, de la zona Sur, presentd diferencias que sugieren
podria pertenecer a otra especie, ser un hibrido o que sus diferencias son por un error durante
la secuenciacion. Por lo cual, se sugiere realizar un analisis méas detallado de este individuo,
por ejemplo, un analisis de caracteres morfologicos, y la comparacidon de sus secuencias

obtenidas en este estudio, con otras bases de datos genéticos (Cannon et al., 2018).

Los datos gendémicos obtenidos en este estudio pueden dar paso a los analisis de
gendmica funcional, por ejemplo, caracterizando genes funcionales que son criticos para la
resiliencia de la especie frente a los drasticos cambios ambientales (Petit et al., 2013; Lesur
etal., 2015; Gugger et al., 2016; Konar et al., 2016; Sork et al., 2016b; Plomion et al., 2018).
Por otra parte, estos datos también permitirian investigar SNPs asociados a interacciones

bioticas con otras especies, como hongos e insectos (Hersch-Green et al., 2011).

Otro posible estudio seria acerca de sus relaciones filogenéticas con otros encinos, lo
cual podria brindar mas informacidon acerca del pasado evolutivo del género, al integrar datos

de una especie endémica en México (Cavender-Bares et al., 2018; Hipp et al., 2018).
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Con la integracion de los datos generados en este estudio y otros enfoques, como el
ecoldgico, funcional y social, se podrian conocer y predecir, con mayor certeza, las respuestas
de la especie frente a las presiones ambientales futuras, y asi promover estrategias adecuadas

para la conservacion de Q. macdougallii.

Por ejemplo, se podrian identificar ciertos genotipos que respondan favorablemente
a determinadas condiciones ambientales y promover su migracion asistida hacia zonas que,
por el cambio climatico, se espera que cambien hacia esas condiciones (Neale & Kremer,
2011).

Los scripts utilizados en este estudio se pueden encontrar en el repositorio de GitHub:

https://github.com/NellyJazminPC/Population-Genomics.
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Anexo |
Analisis de Componentes Principales entre los 80 individuos de Q. macdougallii (seccion

Quercus) y 14 individuos de Q. mullerii (seccion Lobatae). EI primero en verde y el segundo

en azul.
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Anexo |1
En el siguiente cuadro se muestran los parametros utilizados y el nimero de SNPs obtenidos.
Se seleccionaron las matrices de SNPs CGUM 1, CGUM 2, Stacks 1y Stacks 2.

maf max-missing SNPs
0.008 0.9 12,352
0.008 1 8,186
CGUM
CGUM 1 0.01 0.9 12,352
CGUM 2 0.01 1 8,186
0.008 0.9 5,682
0.008 1 689
Stacks
Stacks 1 0.01 0.9 5,682
Stacks 2 0.01 1 689
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Anexo 111

Visualizacion de los datos: a) cantidad de secuencias por individuo, en promedio se obtuvieron 700 mil lecturas por individuo, con un promedio
en puntuaciones de calidad > Q30. Conjuntos de SNPs, con y sin datos faltantes: b) CGUM 1; ¢) CGUM 2; d) Stacks 1; e) Stacks 2.
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Anexo 1V

Diagrama de dispersion de la validacion cruzada para el nimero 6ptimo de CPs retenidos
para el ADCP, con respecto a la proporcion de la prediccion de éxito: a) analisis hasta 55
CPs; b) de 5 a 20 CPs. El nimero 6ptimo de CPs fue de 10.
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Anexo V

Validacion por cruzamiento (VC) obtenido con ADMIXTURE. Valores de agrupamiento (K)
delad.
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Anexo VI
Coeficientes de correlacion entre las matrices, obtenidos por medio de la prueba parcial de Mantel. Gen=matriz de flujo génico, Geo=matriz

de distancias geogréaficas, Amb=matriz de distancias euclidianas entre las variables ambientales (CONABIO con 10 variables y WorldClim

con 8).
SITIOS CONABIO WorldClim 8v 45 50 85 50 45 70 85 70
Mantel P-valor Mantel P-valor Mantel P-valor Mantel P-valor Mantel P-valor Mantel P-valor
Gen~Geo 0.7604 0.001 0.7604 0.002 0.7604 0.002 0.7604 0.0019 0.7604 0.0018 0.7604 0.0019
Gen~Amb 0.033 0.367 0.0382 0.383 0.1878 0.121 0.125 0.1931 0.125 0.1891 -0.0408 0.4993
Geo~Amb 0.1353 0.203  0.0565 0.335 0.268 0.086 0.1703 0.1421 0.1703 0.1382 -0.1353 0.2409
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