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Abstract

Background: The Mexican hand tree or Canac (Chiranthodendron pentadactylon) is a temperate tree species of
cloud and pine-oak forests of southern Mexico and Guatemala. Its characteristic hand-shaped flower is used in folk
medicine and has constituted the iconic symbol of the Sociedad Botdnica de México since 1940. Here, the
evolutionary history of this species was estimated through phylogeographic analyses of nuclear DNA sequences
obtained through restriction site associated DNA sequencing and ecological niche modeling. Total genomic DNA
was extracted from leaf samples obtained from a representative number (5 to 10 per sampling site) of individuals
distributed along the species geographic range. In Mexico, population is comprised by spatially isolated individuals
which may follow the trends of cloud forest fragmentation. By contrast, in Guatemala Chiranthodendron may
constitute a canopy dominant species near the Acatenango volcano. The distributional range of this species
encompasses geographic provinces separated by the Isthmus of Tehuantepec.

The objectives of the study were to: (i) estimate its genetic structure to define whether the observed range
disjunction exerted by the Isthmus of Tehuantepec translates into separate populations, (i) link population
divergence timing and demographic trends to historical climate change, and (iii) test hypotheses related to
Pleistocene refugia.

Results: Patterns of genetic diversity indicated high levels of genetic differentiation between populations separated by
the Isthmus. The western and eastern population diverged approximately 0.873 Million years ago (Ma). Demographic
analyses supported a simultaneous split from an ancestral population and rapid expansion from a small stock
approximately 0.2 Ma corresponding to a glacial period. The populations have remained stable since the LIG (130 Kilo
years ago (Ka)). Species distribution modelling (SDM) predicted a decrease in potential distribution in the Last
Interglacial (LIG) and an increase during the Last Glacial Maximum (LGM) (22 Ka), Mid-Holocene (6 Ka) and present
times.

(Continued on next page)
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RESUMEN

Chiranthodendron pentadactylon (Malvaceae) es una especie de arbol de hoja perenne distribuida
en bosque mesédfilo de montafia y bosque de pino/encino del sur de México y Guatemala. Posee
flores que asemejan una mano, rasgo que le ha atribuido importancia religiosa por los pueblos
precolombinos. La flor ha sido el simbolo icdnico de la Sociedad Botanica de México desde 1940y
es usada en la medicina tradicional mexicana. El bosque mesdfilo de montaiia es susceptible al
cambio climdtico por requerir de precipitacidn continua y se desarrolla en franjas montanosas
estrechas de distribucién restringida. En consecuencia, son necesarios estudios que incrementen el
valor estratégico de conservacion mediante la determinacion de su estado genético y de los factores
que influyen en su distribucion. El objetivo del presente estudio consistid en inferir el patrén
filogeografico de C. pentadactylon mediante la estimacién de la diversidad genética y estructura
genética, y de la inferencia de los procesos histéricos y demograficos que moldearon su estructura
genética y filogeografica, en base a marcadores nucleares RAD-seq. Los resultados indican baja
diversidad genética derivada de una expansién a partir de poblaciones de tamafio efectivo
poblacional pequefio o de reproduccidon endogamica inducida por la fragmentacidn del rango de
distribucidn. Se estimaron altos niveles de diferenciacidn genética entre poblaciones oeste y este
del istmo de Tehuantepec. Esta separacion data del primer interglacial de longitud de 100 Ka (800
Ka) a partir de una poblacién ancestral de distribucion mas amplia y septentrional. Formas
ancestrales pudieron haber migrado hacia el sur durante el Pleistoceno (1.6 Ma) con el incremento
de precipitacién pluvial. La estimaciéon de cambios poblacionales indica expansion rapida en el ciclo
glacial de 0.2 Ma y subsecuente mantenimiento. Se infiere reduccion de nicho durante el LIG (130
Ka), aumento durante el LGM (22 Ka), Mid-HLC (6 Ka) y tiempo presente. Los resultados soportan el

modelo de bosque himedo.

Palabras clave: Bosque mesdéfilo de montafia, México, Guatemala, cambio climatico, patrén

filogeografico, istmo de Tehuantepec, estructura genética, Pleistoceno, modelo de bosque humedo



ABSTRACT

Chiranthodendron pentadactylon is an evergreen temperate tree species of cloud and pine-oak
forests of Mexico and Guatemala. Religious importance has been attributed by the pre-Columbian
peoples to its characteristic hand-shaped flower which has also constituted the iconic symbol of the
Sociedad Botdnica de México since 1940. The flowers are used in folk medicine. Cloud forests
susceptible to climate change since they require a continuous precipitation input and develop in
narrow mountainous strips of restricted distribution. Consequently, studies that increase the
strategic value of conservation through the determination of the genetic status of populations and
the factors that influence their distribution are needed. The objective of the present study was to
infer the phylogeographic pattern of Chiranthodendron by estimating measures of genetic diversity
and genetic structure, and by inferring the historical and demographic processes that shaped its
genetic and phylogeographic structure based on RAD-seq derived nuclear markers. Results show
low genetic diversity derived from the expansion of populations with small effective population size
or high rates of inbreeding induced by range fragmentation. High levels of genetic differentiation
were estimated between the populations located west and east of the isthmus of Tehuantepec.
Populations diverged during the first interglacial with a time period length of 100 Ka (800 ka) from
an ancestral population with a broader and northernmost distribution. Potential predecessors
migrated south during the Pleistocene epoch (1.6 Ma) with the increase of precipitation input.
Population changes estimation indicate a rapid expansion during the glacial period that dates back
to 0.2 Ma followed by effective population size maintenance. Niche reduction during the LIG (130
Ka) and expansion during the LGM (22 Ka), Mid-HLC (6 Ka) and present time are predicted. The

results support the moist forest model.

Key words: Cloud forest, México, Guatemala, climate change, phylogeographic pattern, isthmus of

Tehuantepec, genetic structure, Pleistocene, moist forest model



INTRODUCCION

El presente trabajo se realiz6 dentro del marco del programa del doctorado en
Ciencias Bioldgicas en el area de Ecologia y Biodiversidad con el apoyo del Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia (CONACyT). Consiste en el analisis filogeografico de |la especie de
arbol Chiranthodendron pentadactylon comunmente conocida como el arbol de las manitas
la cual se distribuye en bosque mesofilo de montafia del sur de México y Guatemala. El
trabajo se llevé a cabo de manera sistematizada iniciando con la obtencion de muestras
seguida de la generacion de datos gendmicos a través de la técnica de secuenciacidon
asociada a sitios de restriccion (RAD-Seq) y el subsecuente analisis bioinformatico. La
presentacion del trabajo inicia con un apartado introductorio en el que se describe el campo
de estudio de la filogeografia, asi como caracteristicas que definen a la especie de estudio.
El siguiente apartado constituye el capitulo 1 y consiste de antecedentes o estudios previos
sobre la distribucion y origen de la categoria taxondmica de subfamilia dentro de la cual se
clasifica C. pentadactylon. En adicion, se incluyen conclusiones derivadas de estudios
filogeograficos de especies de arboles distribuidas en diferentes latitudes del continente
americano y de especies de plantas distribuidas en Mesoamérica especificamente en
bosque mesdfilo de montafia. Enfoques complementarios de la filogeografia como son
fitogeografia, biogeografia y genética de poblaciones son asimismo incluidos para
proporcionar un marco conceptual que sirva de guia en la derivaciéon de inferencias
filogeograficas. En este capitulo también se incluyen la justificacidn, la hipotesis y los
objetivos del presente estudio. El capitulo 2 comprende una descripcion detallada de la
metodologia empleada seguido de los resultados y discusion en los capitulos 3 y 4
respectivamente. El trabajo finaliza con el apartado de conclusiones obtenidas de los

resultados observados.



1. Filogeografia

La filogeografia es un campo de estudio que se encarga de determinar los principios
y procesos causales de la distribucion geografica de linajes genealdgicos infraespecificos. La
inferencia e interpretacion de estos procesos se realiza mediante herramientas
conceptuales de la genética de poblaciones, la sistematica filogenética y la biogeografia
(Avise, 2000). La genética de poblaciones se enfoca en los patrones de diversidad genética
dentro y entre poblaciones siendo esta descriptora de la configuracidon contemporanea del
estado genético de una poblacidn. La estructura genética de una poblacion subdividida
debe describirse en funcidn de la distribucidn geografica de las frecuencias de los genes y
genotipos que definen la estructura genética. Fuerzas evolutivas como mutacion,
duplicacién de genes, seleccidn natural, deriva génica (Nei, 1975) y demografia histérica
(Rosenberg y Nordborg, 2002) promueven cambios en la estructura genética (Nei, 1975). La
filogeografia interpreta el modo y extensidén de las huellas evolutivas que los procesos
demogréficos e histdricos de las poblaciones pudieron haber dejado en la distribucién
geografica contemporanea de los rasgos genéticos. Estos procesos ejercen un impacto
inexorable sobre las genealogias de genes afectando la dinamica de los procesos de
ramificacion y coalescencia. Los procesos de coalescencia aseguran las conexiones
filogenéticas entre los genotipos dentro de las especies a través de las rutas verticales de
descendencia. El tratamiento matematico y estadistico de estos procesos los proporciona
la teoria de la coalescencia (Avise, 2000) la cual cuantifica la relacién entre el tamafio
poblacional y el nivel de relacion entre los linajes de la poblacién a través de patrones de
ancestria comun y estructura poblacional (Kuhner, 2008). La sistematica filogenética se
enfoca en la cuantificacidn del nivel de relacion evolutiva entre grupos de organismos bajo
un contexto histérico (Nei y Kumar, 2000) mientras que la biogeografia se enfoca en la
descripcidn de la distribucion histérica y contemporanea de grupos de organismos de alto
nivel taxondmico a través de la interpretacion del potencial impacto ejercido por variables
histdricas como el cambio climatico, procesos geoldgicos y evolutivos (Llorente y Morrone,

2001). Como subdisciplina de la biogeografia, la filogeografia determina el papel histérico



que las presiones ecoldgicas tuvieron en la configuracidn de las distribuciones espaciales de
los rasgos genéticos de los organismos (Avise, 2000).

La distribucién de algunas especies puede reflejar respuestas selectivas a gradientes
ambientales. Sin embargo, la seleccion natural no constituye la Unica fuerza evolutiva capaz
de generar patrones geograficos en atributos genéticos. En poblaciones histdricamente
separadas con prolongada limitacidn o ausencia de flujo génico entre ellas, tanto genes
selectivamente neutrales como no neutrales se encuentran inexorablemente sujetos a
divergencia evolutiva. Poblaciones con distintos niveles de separacion geografica reflejan
patrones filogenéticos diferenciales en funcidén del tiempo o periodo de separacion de la
poblacion ancestral. Estos son: 1) Monofilia reciproca, en la cual todos los linajes dentro de
una poblacidon se encuentran ligados genealdgicamente entre si; 2) Polifilia, en la cual
algunos, pero no todos los linajes estan ligados genealdgicamente; y 3) Parafilia, en la cual
todos los linajes de una poblacién se encuentran anidados en una poblacién hija mas grande
(Avise, 2000).

Los rasgos genéticos mediante los cuales se realiza la evaluacion filogeografica deben
presentar valor filogenético, extensa variacion intraespecifica y ausencia de recombinacion
genética intermolecular. En particular, el estudio filogeografico en plantas tradicionalmente
se ha basado en el ADN de cloroplasto por presentar variacion y herencia uniparental (Avise,
2000). No obstante, la herencia uniparental del ADN de cloroplasto refleja en la mayoria de
las plantas Unicamente el movimiento de semillas (Morris et al., 2008) y por lo tanto no
representa la historia poblacional completa en particular cuando el sesgo sexual afecta el
comportamiento de dispersion y capacidad de adaptacion (Hare, 2001).

La herencia uniparental de los marcadores citoplasmaticos implica teoréticamente
una diferenciacion genealdgica o monofilia reciproca en un tiempo menor que los
marcadores nucleares. Sin embargo, este tiempo reciente de coalescencia impide la
deteccién de procesos histéricos previos a la separacion de las poblaciones (Hare, 2001).
M4ds aun, la inexactitud de las tasas de sustitucidén estimadas a partir de un Unico locus y la
variacién en la topologia de 4rbol pueden derivar en tiempos de especiacion/divergencia

imprecisos (Lu et al., 2019).



El ADN nuclear es biparentalmente heredado y refleja tanto el movimiento de polen
como de semillas (Morris et al., 2008). En teoria, el tamafio poblacional para genealogias
nucleares es cuatro veces mayor que para genealogias mitocondriales o de cloroplasto. No
obstante, esto puede cambiar dependiendo del sistema de apareamiento y los
correspondientes parametros demograficos (Avise, 2000).

Un mayor tamafio poblacional, implica tiempos de coalescencia mayores lo cual
permite la resolucion de interrogantes relacionadas con poblaciones antiguas (Hare, 2001).
Los marcadores nucleares poseen ademas tasas de sustitucion silenciosas por lo menos
cinco veces mayores que las tasas de sustitucion de mitocondria y el doble de las de
cloroplasto (Wolfe, Liy Sharp, 1987). La recombinacion intragénica, sin embargo, constituye
una dificultad bioldgica que debe ser considerada durante el aislamiento y procesamiento
del ADN nuclear para el andlisis de genealogias de genes infraespecificas. La recombinacién
reciente tergiversa las historias filogenéticas de los eventos mutacionales. Se ha sugerido
por lo tanto el uso de loci nucleares independientes y de manera particular de multiples de
estos loci con la finalidad de obtener conclusiones filogeograficas robustas mediante el
muestreo y representacién de varias de las potenciales rutas hereditarias dentro de la
genealogia poblacional (Avise, 2000).

La secuenciacion de nueva generacion (NGS por sus siglas en inglés) representa una
tecnologia que facilita la obtencion de datos de secuencias de multiples loci de manera
rapida y econdmica (McCormack et al., 2012).

Existen multiples métodos para la obtencién de datos gendmicos que hacen uso de
las plataformas de NGS siendo su seleccién dependiente del enfoque de estudio. En
particular, la secuenciacién asociada a enzimas de restriccion (RAD-Seq por sus siglas en
inglés) constituye un método de reduccion del genoma nuclear que consiste en la digestion
del ADN mediante enzimas de restriccion. La conservacién de los sitios de restriccion se da
a niveles categoricos superficiales como son género y especie, siendo este un método
apropiado en estudios a nivel poblacional (Yu et al., 2018).

Este método muestrea un conjunto de marcadores genéticos (Davey y Blaxter, 2011)

no ligados (Yu et al., 2018) adyacentes a sitios de restriccion distribuidos aleatoriamente a
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lo largo del genoma (Davey y Blaxter, 2011; Yu et al., 2018). Puede ser aplicado a
poblaciones silvestres y especies de estudio no tradicionales de las cuales no se tiene
disponible un genoma de referencia. Lo anterior es posible mediante el ensamblaje de novo
de las secuencias, el cual consiste en la agrupacidon y comparacién de lecturas idénticas que
son filtradas para minimizar el nimero de desajustes entre ellas. El analisis de las secuencias
alineadas permite la determinacion de alelos, genotipado y posterior registro de
polimorfismos (Davey y Blaxter, 2011; Etter et al., 2011).

El uso de marcadores nucleares obtenidos mediante la técnica de RAD-seq para la
ejecucion de estudios filogeograficos, ha derivado en la deteccion de estructura genética
(e.g. Zaveska et al., 2019; Lu et al., 2019; Park y Donoghue, 2019) previamente no detectada
a través de marcadores de cloroplasto (e.g. Cao et al., 2018).

En adicion, se han estimado tiempos de divergencia mayores a los estimados
mediante marcadores de cloroplasto obteniéndose una mayor concordancia con eventos
biogeograficos (e.g. Lu et al., 2019). Se han logrado estimar historias demograficas
detalladas (e.g. Sakaguchi et al., 2017; Borrell et al., 2018) y el efecto de cambios climaticos

historicos sobre la historia demografica (e.g. Ren et al., 2016; Zhou et al., 2018).

2. Chiranthodendron pentadactylon (Larreat ex Sessé)

Chiranthodendron pentadactylon Larreat ex Sessé (Malvaceae) es una especie de
arbol (Figuras 1 y 2) de hoja perenne que se caracteriza por poseer flores en las cuales la
porcion del androceo que alberga los estambres asemeja los dedos de una mano siendo
consecuentemente conocido bajo varios nombres vernaculos que hacen alusion a esta
caracteristica. Estos incluyen drbol de las manitas, drbol de la manita, camxdchitl, canaco,
canaque, huiahuonahua, lechillo, li-ma-ne-shmu, macpalxochicudhuitl, macpalxdchitl,
mano de dragdén, mano de leén, mapasuchil, teyacua, teyeque (Gonzalez-Espinosa et al.,
2011), tayuyo, Canac, mano de mico y Majagua (Standley y Steyermark, 1949).

Puede llegar a medir 30 metros de altura (Vivero et al., 2006). Las hojas son simples,
cordadasy con 50 7 I6bulos. Las flores (Fig. 3y 4) presentan disposicién opuesta a las hojas,

un diametro superior a 2 cm y producen grandes cantidades de néctar. Los sépalos (5) son
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rojizo oscuros, parcialmente fusionados, aquillados y con forma de saco en la base. Carece
de pétalos. El tubo estaminal se encuentra unilateralmente dividido. Las anteras (5) son
sésiles en tubo, largas, ditecales y con tejido conectivo prolongado. El ovario posee 5 I6culos
con numerosos ovulos. El estilo es ahtsado (Bayer y Kubitzki, 2003). Las frutas son capsulas
(Fig. 5) dehiscentes (Toledo, 1975) y contienen muchas semillas negras estrofioladas (Fig. 6)
con endospermo presente y cotiledones planos (Bayer y Kubitzki, 2003). El minimo tiempo
de desarrollo generativo es de mas de 3 afios (Chimera, 2016). Resiste a las bajas
temperaturas (hasta 52C) y a las condiciones secas (Osuna-Fernandez et al., 1997). Las flores
dicdgamas pueden ser polinizadas mediante polinizacidon cruzada o geitonogamia (Toledo,
1975). La polinizacién esta mediada por aves (Toledo, 1975) y murciélagos (Fleming,
Geiselman y Kress, 2009). El periodo de floracién comienza en noviembre y termina en abril
con mayor abundancia en febrero, mientras que el periodo de fructificacion empieza en
abril y finaliza en mayo (Osuna-Fernandez et al., 1997). La dispersion de las semillas es
potencialmente mediada por aves (Toledo, 1975).

Se clasifica en el reino Plantae, divisidon Tracheophyta (plantas vasculares), subdivision
Spermatophytina (plantas con semillas, angiospermas), clase Magnoliopsida, orden
Malvales, familia Malvaceae, subfamilia Bombacoideae y tribu Fremontodendreae.
Sinonimias: Cheirostemon apetalus Cerv, Cheirostemon platanoides Bonpl vy

Chiranthodendron platanoides (Bonpl.) Baill.
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Figura 1. Arbol de la manita (Chiranthodendron pentadactylon) cerca del volcan Tacana en Chiapas.
Fuente: Eduardo Ruiz Sanchez (2017).
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Figura 2. Arbol de la manita (Chiranthodendron pentadactylon) cerca del
volcan Acatenango en Guatemala. Fuente: Archivo personal (2018).
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Figura 3. Flor de C. pentadactylon. Vista lateral. Fuente: Mario Véliz (s/f).
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Figura 4. Flor de C. pentadactylon. Vista ventral. Fuente: Mario Véliz (s/f).
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Figura 5. Capsula dehiscente (fruto) de C. pentadactylon. Fuente: Eduardo Ruiz Sdnchez (2017).

Figura 6. Semillas estrofioladas de C. pentadactylon. Fuente: Archivo personal (2018).
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2.1 Importancia econémica y cultural

El uso de la flor de C. pentadactylon en la medicina tradicional mexicana se registra
en el Cédice de la Cruz-Badiano de 1552 (Osuna-Fernandez et al., 1997). Durante la edad de
los aztecas se usaba en el tratamiento de Ulceras crénicas, dolor e inflamacién de los ojos
(Velazquez et al., 2009).

En la actualidad se tienen reportadas propiedades antiinflamatorias, anticolinérgicas,
antisépticas y espasmoliticas de la flor (Veldzquez et al., 2009) y es por lo tanto usada en el
tratamiento de afecciones del corazén (Bye y Linares, 1983; Osuna-Fernandez et al., 1997),
presioén alta (Osuna-Fernandez et al., 1997), epilepsia y trastornos gastrointestinales como
diarrea y disenteria (Velazquez et al., 2009). Las flores se recolectan en Carrizal de Bravo,
Guerrero (Osuna-Fernandez et al., 1997) y comercializan en el Mercado de Sonora durante
los meses de invierno (Bye y Linares, 1983) siendo su disponibilidad inversamente
proporcional a su demanda (Hersch-Martinez, 1997). Ademas, la corteza es usada como
cuerda y las hojas como envoltorios de comida (Gonzalez-Espinosa et al., 2011).

Por otra parte, los pueblos precolombinos le adjudicaron importancia religiosa
(Gonzalez-Espinosa et al., 2011) siendo usado posiblemente como fuente de aceite
(Peterson y Peterson, 1992).

En el lienzo de Quauhquechollan se hace alusién a este arbol para representar
posiblemente las tierras altas de Solola en Guatemala (Universidad Francisco Marroquin
[UFM], 2009). Este lienzo es un mapa pictografico elaborado alrededor del afio 1530 por los
cholultecas, habitantes de lo que hoy se conoce como el municipio de San Martin
Huaquechula en el estado de Puebla, México. El mapa relata una historia de alianza entre
el ejército espaiiol y el ejército quauhquechol para conquistar lo que hoy se conoce como
Guatemala (Ortiz, 2012). El Popol Vuh (libro sagrado o biblia de los mayas) lo describe como
el arbol de la vida. Sus semillas eran molidas junto con el cacao para hacer chocolate y las
flores eran usadas para dar aroma (Universidad Francisco Marroquin [UFM], 2009).

Ademas, un dibujo de la flor ha sido el icénico simbolo de la Sociedad Botdnica de

México desde principios de la década de 1940 (Gonzalez-Espinosa et al., 2011, p. 49).
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2.2 Distribucion

Chiranthodendron pentadactylon se distribuye en bosque meséfilo tropical de
montafia y bosque de pino-encino del sur de México y Guatemala en las provincias de la
Sierra Madre del Sur y el Macizo Central de Chiapas (Figura 7). En México se encuentra en
los estados de Guerrero, Oaxaca y Chiapas a una altura de 1,830-2,740 msnm (Gonzdlez-
Espinosa et al., 2011). En Guatemala se distribuye en los departamentos de El Progreso,
Zacapa, Sacatepéquez, Chimaltenango, Solola, Totonicapan, Quetzaltenango, Quiché,
Huehuetenango y San Marcos (Véliz, 1989; Vivero et al., 2006) a una altura de 2,000-3000
msnm (Vivero et al., 2006).

La Sierra Madre del Sur es una provincia fisiografica de topografia muy accidentada y
altitudes que oscilan entre los 1,000 a los 2,700 msnm (Rzedowski, 1978 en Campos-
Villanueva y Villasefior, 1995). En la zona hay una gran cantidad de barrancas y cafiadas con
riachuelos en su mayoria permanentes, que originan microhdbitats particulares (Campos-
Villanueva y Villasefior, 1995). El sistema montafioso de la Sierra Madre del Sur corre en
direccién noroeste-sureste paralela a la costa del océano Pacifico, desde Jalisco hasta el
istmo de Tehuantepec. Presenta afinidades bidticas con las adicionales provincias de la Zona
de Transicion Mexicana y las provincias neotropicales de las Tierras Altas del Pacifico y la
Cuenca del Balsas. En la vegetacion predominan bosques de coniferas, bosques de pino-
encino, bosques mesdfilos de montana, matorrales xerdfitos con cactos y selva baja
caducifolia en las zonas de contacto con las provincias de las Tierras Bajas del Pacifico y de
la Cuenca del Balsas. La provincia de la Sierra Madre del Sur se encuentra amenazada por
la construccidn de carreteras, el desarrollo turistico, el sobrepastoreo, la caza excesiva y
presiones por urbanizacién (Morrone, 2019).

En la Sierra Madre del Sur de Guerrero y Oaxaca, principalmente en las vertientes con
influencia directa del mar, existen numerosos manchones de bosque mesdfilo de montana.
Sin embargo, se tienen pocos datos acerca de su estructura y composicion. En particular,
en la Sierra Madre del Sur en Oaxaca, las partes altas y humedas de la Mixteca Alta al sur
de los distritos de Tlaxiaco y Juxtlahuaca ocurre un reducido bosque meséfilo de montaria

en donde se puede encontrar C. pentadactylon (Garcia-Mendoza, Tenorio y Reyes, 1994).
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La porcidon central del Municipio de San Jerénimo Coatlan en el Distrito de Miahuatlan,
presenta medias anuales de precipitacion que oscilan entre 700 y 1,500 mm con una
temperatura media anual de 18 a 22°C. En esta también ocurre un bosque mesdfilo de
montana en donde se puede encontrar C. pentadactylon, el cual se localiza en zonas muy
restringidas que se desarrollan en cafiadas y laderas protegidas con limites altitudinales que
se situan entre los 1,000 y 2,400 msnm. En ocasiones se puede mezclar con el bosque de
pino-encino. En la regidn predominan las actividad agricola-ganadera y la actividad
maderera. La actividad maderera pone en riesgo los recursos naturales pues gran parte de
la explotacion forestal se realiza de manera irracional (Campos-Villanueva y Villasefior,
1995).

Por otra parte, en la region del Cerro Teotepec en Guerrero, se han colectado
numerosas especies entre ellas C. pentadactylon, a 2,700 msnm que sugieren que se trata
de bosques exuberantes (Rzedowski, 1994). En Guerrero, el bosque mesdfilo de montafia
se distribuye en la vertiente del Pacifico y la depresidn del Balsas. La fisiografia del area se
encuentra comprendida por cerros con laderas de pendiente pronunciada y barrancas
profundas. La precipitacidon pluvial anual oscila entre los 1100 y 1500 mm y la temperatura
media anual varia entre 172Cy 2129C. En la region de Carrizal de Bravo, la agricultura, la cria
de ganado lechero, la recoleccion de la flor de la manita (C. pentadactylon) y el
aprovechamiento forestal son las actividades humanas que se desarrollan en el area y que
tienen impacto importante sobre el bosque. En esta zona, C. pentadactylon representa la
especie mas importante debido a su elevado valor de area basal y baja densidad relativa
(Catalan, Lopez-Mata y Terrazas, 2003).

La Sierra Madre de Chiapas alberga un tipo similar de bosque mesoéfilo de montafia el
cual ocupa importantes extensiones. En altitudes cercanas a los 2,500 msnm, C.
pentadactylon puede ser muy frecuente, sobre todo en las laderas del Volcdn Tacana
(Rzedowski, 1994, p. 324). Por otra parte, en el Macizo Central de Chiapas, en la estacién
bioldgica localizada en el Cerro Huitepec a 4.5 km al oeste de San Cristébal de las Casas, C.
pentadactylon se puede encontrar formando parte del bosque de encino y bosque mesdfilo

de montafia pero con distribucion local muy limitada y en donde su poblacion se esta
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reduciendo notablemente debido a la perturbacion de naturaleza antrépica como son la
agricultura, el pastoreo de ovinos y el establecimiento de nuevos centros de poblacién
(Ramirez-Marcial, Ochoa-Gaona y Gonzalez-Espinosa, 1998).

La Sierra Madre de Chiapas es una prolongacién septentrional del Nucleo
Centroamericano extendiéndose hasta Guatemala, Honduras, El Salvador y Nicaragua.
Corre a lo largo del litoral pacifico de Chiapas y penetra hasta el istmo de Tehuantepec.
Alcanza su mayor altitud en Tacana (4,026 msnm), en la frontera con Guatemala (Morrone,
2019, p.4). La Sierra Madre de Chiapas junto con el Macizo Central de Chiapas forma parte
de las Tierras Altas de Chiapas. Entre ambos sistemas montafiosos se situa la Cuenca o
Depresidon Central de Chiapas, que es el amplio valle del rio Grijalva. Las Tierras Altas de
Chiapas presentan afinidad con las adicionales provincias de la Zona de Transicidon
Mexicana, las provincias Veracruzana y de las Tierras Bajas del Pacifico (Morrone, 2019).

La provincia de las Tierras Altas de Chiapas se encuentra amenazada por la conversion
de habitats para la produccién de café, la recoleccion de lefia, la conversion de habitats
naturales para la agricultura, el desmonte para la creacién de pastizales, el sobrepastoreo
y los fuegos antropogénicos (Dinerstein et al., 1995 en Morrone, 2019, p. 50).

En el volcan de Agua (Standley y Steyermark, 1949) y en el volcan de Acatenango en
Guatemala (Véliz, 1989), C. pentadactylon forma franjas densas de bosque que se extienden
hasta los 3,000 msnm. En el volcan de Agua, sin embargo, gran parte del bosque de C.
pentadactylon ha sido talado para limpiar la tierra para el cultivo de guisantes (Standley y

Steyermark, 1949).
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Figura 7. Mapa de la distribuciéon geografica de C. pentadactylon. Se muestra la delimitacién de las provincias
fisiograficas sefialando aquellas dentro de las cuales ocurre. Los pentagonos rojos indican sitios de ocurrencia.

Capitulo 1. ANTECEDENTES

1.1 Origen de la subfamilia Bombacoideae

De acuerdo con Krutzsch (1989), Bombacacidites representa el polen mas comun de
los tipos ancestrales de miembros de la subfamilia Bombacoideae (previamente
Bombacaceae) y el elemento mds antiguo ocurre en la flora del Thetis a partir de la cual
emigra hacia los trépicos ecuatorianos.

Los hallazgos sobre su paleodistribucion permitieron la reconstruccidon de 4 o 5 etapas
paleocorolégicas. La mds antigua data del Campaniense (83.6-72.1 Ma) Inferior y

Maastrichtiense (72.1-66.0 Ma) de Nueva Jersey (Fig. 8a). En la segunda fase durante el
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Paleoceno (66.0-56.0 Ma) e inicios del Terciario (56.0-33.9 Ma) se da una rapida expansion
hacia lo que actualmente es California, Nuevo México, Texas y Europa. Simultdneamente
las formas de Bombacacidites migran de América del Norte hacia América del Sur via
América Central a través de una cadena de islas volcanicas y de ahi a Africa Central (Fig. 8b).

En la tercera fase, la expansidn hacia el sur continta a partir de América del Sur hacia
Australia a través de la Antartica iniciando en el Eoceno inferior (Fig. 8c), y a Nueva Zelanda
durante el Oligoceno (33.9-23.03 Ma) y Mioceno (23.03-5.33 Ma). En la tercera fase durante
el Eoceno, Bombacacidites se encontraba distribuida en el cinturén de Thetis en América
del Norte y Europa. Este género estaba representado por una variedad de especies en
Europa, pero subsecuentemente desaparece de la regidn con el inicio de climas mas frios
después del Eoceno Medio.

Se ha demostrado que se encontraba en las montafias de Moroco en el Eoceno.
También ocurre en Cuba durante el Eoceno Medio y después en Puerto Rico durante el
Oligoceno. En adicidn, se tiene evidencia de su ocurrencia durante el Eoceno en Venezuela,
Colombia, Guyana, el Delta del Amazonas y Brasil. En el oeste de Africa tropical ocurre
frecuentemente hacia el inicio del Plioceno (Fig. 8d).

Durante el Paledgeno en Africa probablemente se dio una expansién gradual hacia el
este pues se tiene evidencia de varios tipos de polen en el Oligoceno/Mioceno en Etiopiay
en el Plioceno/Pleistoceno en Burundi posiblemente llegando a Madagascar durante el
Terciario de esta manera.

Durante esta cuarta fase, Bombacacidites se distancia del cinturén de Thetis en
direccidn este y sureste alcanzando el norte de La India en el Mioceno inferior, y se expande
rapidamente en el sureste de Asia formando un nuevo centro evolutivo que aun existe en
la actualidad. Desaparece completamente de América del Norte y de casi toda Europa en
particular de la regidn central de Europa. Se mantiene Unicamente en Portugal a partir del
cual se extiende a Espana durante la transicion del Oligoceno/Mioceno y al noroeste del
Mediterraneo durante el Plioceno Temprano.

Su desaparicion en las regiones del norte se debe a la disminucién considerable de la

temperatura y al cambio simultaneo en direccién sur de las paleolatitudes durante el
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Oligoceno. Los linajes del sureste de Asia y el oeste del Pacifico no migran a través de Africa.
En su lugar se distancian de la flora del norte de Thetis en direccidon sureste durante los
ultimos 20 a 30 Ma.

El secundario centro de desarrollo en América del sur experimenta expansion
secundaria durante el Plioceno hacia América Central y el Caribe durante el Plioceno.
También, el secundario centro de desarrollo en el sureste de Asia experimenta expansion
hacia Nueva, Guinea, las Nuevas Hébridas y el norte de Australia durante el Plioceno y
Pleistoceno cruzando la linea de Wallace. Una expansidn secundaria se da en direccién

noroeste hacia India (Fig. 8e) (Krutzsch, 1989).

Bombacacidites 1

Figura 8. Paleocorologia de Bombacacidites. Tomado de Krutzsch (1989).
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1.2 Filogeografia de especies de arboles

Desde el punto de vista evolutivo, la forma de vida arbdrea presenta caracteristicas
particulares que le permite incrementar su potencial para la rdpida microevolucién
manteniendo lentas tasas de evolucion a nivel macroevolutivo. Estas incluyen un sistema
de apareamiento prevalentemente alogamico, reproduccién de tipo policarpica, longevidad
extrema, gran altura, ciclo de vida prolongado, flujo génico extensivo, seleccidn
diversificadora y altos tamafios poblacionales (Loveless y Hamrick, 1984).

Los patrones de diversidad genética resultantes comprenden altos niveles de
diversidad genética dentro de las poblaciones con bajos niveles de diferenciacidon genética
entre las poblaciones (Petit y Hampe, 2006). No obstante, la estructura genética derivada
de los patrones de diversidad genética, se encuentra influenciada por la accidn conjunta de
factores como mutacién, migracion, seleccion y deriva génica los cuales operan a su vez
dentro del contexto histérico y bioldgico de cada especie. La estructura genética de las
plantas equivale a su estructura espacial a causa de la movilidad limitada que presentan
(Loveless y Hamrick, 1984).

En adicion a los efectos deterministicos de factores ecoldgicos sobre la estructura
genética previamente mencionados, la heterogeneidad ambiental y presiones de seleccién
diferenciales son regularmente considerados como efectos causales de los patrones
genéticos y espaciales de las plantas (Loveless y Hamrick, 1984).

El marco conceptual que describe las implicaciones que los procesos ecolégicos tienen
sobre la estructura genética fue desarrollado por Sewall Wright en 1943. Este marco
proporciona el modelo de aislamiento por distancia el cual explica la manera en la que
ocurre la subdivision de poblaciones grandes y aleatoriamente organizadas basandose en
el supuesto de que la probabilidad de apareamiento depende de la distancia entre los
individuos o de la varianza en la dispersion de los propdagulos. El tamafio poblacional que
experimenta la misma decadencia de la varianza genética por endogamia o deriva génica
que una poblacién panmictica idealizada se conoce como tamafio efectivo poblacional y es

menor que el nimero real de individuos. Procesos que disminuyen el tamafio efectivo
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poblacional alteran la estructura genética al incrementar la diferenciacién entre
poblaciones (Loveless y Hamrick, 1984).

Caracteristicas particulares de las formas de vida vegetales ejercen un efecto
diferencial sobre el tamano efectivo poblacional. En adicién a los rasgos descritos para la
forma de vida arbodrea, las variables ecolédgicas que influyen sobre el tamafio efectivo
poblacional incluyen la morfologia floral, los mecanismos de polinizacion y de dispersion de
semillas, la latencia de semillas, la fenologia, el rango geografico y la estructura espacial de
la poblacién (Loveless y Hamrick, 1984).

Los procesos ecoldgicos previamente descritos complementan la interpretacién de
los factores causales historicos responsables de la distribucidn geografica contempordnea

de las poblaciones vegetales. En otras palabras, forman parte del andlisis filogeografico.

1.2.1 Filogeografia de especies de drboles de América.

Las especies de clima templado distribuidas en el continente americano, se
encuentran diferencialmente afectadas por el cambio climatico dependiendo de la latitud
bajo la cual se distribuyan. En particular, el clima ha variado considerablemente en los
ultimos 3 Ma con el advenimiento de los ciclos glaciales de la época del Pleistoceno (Hewitt,
2000).

En América del Norte, el rango de distribucién de la mayoria de las especies de arboles
boreales se encontraba cubierto por la capa de hielo Laurentino durante el ultimo maximo
glacial. Esto implica que las especies sobrevivieron en refugios surefios a partir de los cuales
migraron hacia el norte durante intervalos postglaciales para ocupar su distribucion actual
(De Lafontaine, Turgeon y Payette, 2010). Por otra parte, las preferencias climaticas y
adaptacion a distintos tipos de habitat pueden ejercer efectos diferenciales en especies con
distribuciones similares pudiendo observarse cuellos de botella en algunas especies (Saeki
et al., 2011).

En Mesoamérica, la distribucién y composicion de la flora y fauna han sido
fuertemente influenciadas por eventos geoldgicos y climaticos (Cavers, Navarro y Lowe,

2003). Ademas, la heterogeneidad topografica y climatica de estas regiones han propiciado
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migraciones altitudinales, divergencia y diferenciacién genéticas (Hewitt, 2000). Esto ha
resultado en un alto nivel de endemismos a nivel regional como el observado para los
bosques mesodfilos de montana (Hamilton et al., 1995).

En América del Sur, el efecto del clima sobre la vegetacion fue menos severo con
respecto al inferido para latitudes mayores. Linajes derivados de poblaciones distribuidas
en América Central dependieron de eventos geoldgicos como la formacion del istmo de
Panama, para su establecimiento en América del Sur durante periodos climaticamente
favorables (Cavers, Navarro y Lowe, 2003).

A continuacidn, se enlista una seleccidn de estudios filogeograficos sobre especies de
arboles de clima templado distribuidas en América. Se indican el tipo de habitat,
mecanismos de polinizacion y de dispersion de semillas, tipo de marcador empleado vy

conclusiones derivadas.

Ameérica del Norte

a) Pinus contorta (Marshall, Newton y Ritland, 2002): Distribuido en el Este de Canadd y
noroeste de Estados Unidos en bosque de montafia y subalpinos. Polinizacién mediada
por el viento. Especie alogamica. Abundante producciéon de semillas y dispersion. Rapido
crecimiento juvenil. Tipo de marcador usado: Cloroplasto.

“Expansion postglacial y estructura genética reciente siguiendo gradientes altitudinales

y latitudinales. Eventos de dispersioén a larga distancia a partir de multiples poblaciones.”

b) Picea glauca (De Lafontaine, Turgeon y Payette, 2010): Distribuido en Canadd y norte de
Estados Unidos en bosque boreal. Polinizado y dispersado por accion del viento. Tipo de
marcador usado: Cloroplasto.

“Migracion partir de refugios glaciales. Expansidn de algunas poblaciones hacia el norte
alcanzando la tundra durante el Holoceno maximo (6-2.5 Ka). Contraccién del rango de

distribucién por la accién de incendios forestales en Québec (este de Canadad).”
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c) Acer rubrum y A. saccharinum (Saeki et al., 2011): Distribuido en el este de Canadd y
noroeste de Estados Unidos en bosques deciduos del este de América del Norte.
Polinizado y dispersado por accion del viento. Tipo de marcador usado: Cloroplasto.
“Son especies hermanas que divergieron de un ancestro comun durante el Plioceno. A.
rubrum es una especie adaptada a distintos tipos de habitat y preferencias climaticas
estando ampliamente distribuido. Sus poblaciones exhiben estructura filogeografica y
alta diversidad haplotipica. A. saccharinum presenta mayor especializacién de habitat y
un rango geografico mas restringido. No presenta estructura filogeografica significativa
y posee una baja diversidad haplotipica. Lo anterior sugiere que las poblaciones
experimentaron cuellos de botella durante el LGM. A. rubrum y A. saccharinum
comparten haplotipos como resultado de eventos de hibridacién durante colonizacién

postglacial en direccién norte.”

Mesoamérica

a) Cedrela odorata (Cavers, Navarro y Lowe, 2003): Distribuido en Mesoamérica tropical
(del sur de México hasta Colombia) en bosque tropical caducifolio. Arbol deciduo, flores
monoicas polinizadas por insectos. Floracién anual en arboles de 10-15 afios de edad.
Las semillas ocurren cada 1 o 2 anos. Semillas dispersadas por el viento. Tipo de
marcador usado: Cloroplasto.

“Se detectaron 3 poblaciones. Dos de ellas adaptadas a condiciones mas secas (norte y
centro) mientras que la tercera a condiciones mas himedas (sur). La poblacién del norte
es genéticamente mas diferente de la poblacion del centro que de la poblacidn del sur.
Los autores proponen repetidos eventos de colonizacidn para el establecimiento de los
patrones biogeograficos observados. Colonizacion hacia el norte de haplotipos surefios
durante periodos climaticamente favorables como aquellos sugeridos para el ultimo
maximo glacial. Colonizacidon de haplotipos centrales durante periodos en los que se
propicio la colonizacion de formas adaptadas a condiciones secas una vez formado el
istmo de Panama. No se tiene suficiente informacion para determinar el factor causal de

la reducida diversidad genética observada. “
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b) Quercus series Virentes (Cavender-Bares et al., 2011): Distribuidos en el sureste de
Estados Unidos, México y América Central. Polinizacion por viento. Especies interfertiles.
Q. oleoides ocurre en bosque seco tropical y Q. virginiana en bosques en donde las
temperaturas de invierno son leves, sin embargo, cuando las temperaturas llegan al
punto de congelacion son brevemente deciduas. Tipos de marcadores usados:
Cloroplasto y nucleo.

“Rupturas geograficas entre México y Estados Unidos durante el Pleistoceno temprano
asociadas con el cambio climatico en ambas especies. Ruptura geografica durante el
Pleistoceno medio, entre las poblaciones de Q. oleoides distribuidas en Costa Rica y
Honduras, asociada con la formacion de la cordillera de Guanacaste. Alta diferenciacion
genética y baja diversidad genética en Q. virginiana por el cambio climatico mas
pronunciado que se dio en latitudes mayores. Mayor diversidad genética en Q. oleoides
por el efecto menos pronunciado del cambio climatico en latitudes menores (cercanas

al trépico).”

c) Quercus castanea (Pefialoza-Ramirez et al., 2020): Distribuido en México. Sierra Madre
Occidental, Meseta Central, Cinturdn Volcanico Transmexicano (CVTM) y Sierra Madre
del Sur (SMS) en bosques de encino, pino-encino, meséfilo de montafia y bosque seco
tropical. Dispersado por la accién de |la gravedad, aves y ardillas. Tipo de marcador usado:
Cloroplasto.

“El mayor porcentaje de diversidad genética ocurre entre poblaciones. Alta riqueza de
haplotipos y diversidad genética intrapoblacional. Posibles causas de los altos niveles de
diversidad genética incluyen introgresién, hibridacién, mantenimiento de grandes
tamarfios efectivos poblacionales por un gran periodo de tiempo, alta capacidad para
colonizar, adaptarse y establecerse en un amplio rango de habitats y condiciones
climaticas. Fuerte estructura filogeografica. La distribucién de la diversidad genética se
explica por las subdivisiones en la region oeste del CVTM localizada en Jalisco y la Sierra

Madre Occidental. En esta region se origind una depresion tectdnica durante el Mioceno
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Tardio (graben de Tepic-Zacoalco). Sefiales de expansion demografica para las
poblaciones distribuidas en el CVTM (5.9 Ma-151 Ka) y la SMS (6.0 Ma-151 Ka). Estas
expansiones coinciden con el tiempo de divergencia. Es probable que las poblaciones
experimentaron cambios altitudinales en forma de contracciones y expansiones como
respuesta a la variacion climatica opuesto a grandes migraciones latitudinales. El patrén
de distribucion de diversidad genética observado en adicidn a la distribucién predicha
para el UMG, sugiere que los patrones de demografia histdrica siguen el modelo de
bosque humedo propuesto por Ramirez-Barahona y Eguiarte (2013) bajo el cual se
asume el mantenimiento de la diversidad genética a lo largo del rango de distribucién de
la especie, niveles importantes de flujo génico y conectividad poblacional durante

periodos glaciales.”

Ameérica Central

a) Bursera simaruba, Brosimum alicastrum y Ficus insipida (Poelchau y Hamrick, 2011):
Distribuidas en El Salvador, Nicaragua, Costa Rica y Panama en bosques secos y hUumedos
de tierras bajas. Bosques de galeria. B. simaruba es polinizada por insectos y dispersada
por aves. B. alicastrum. es polinizada por insectos y por accion del viento, y dispersada
por aves, monos, murciélagos y roedores. F. insipida.es polinizado por avispas
Agaonidae. Y dispersada por monos, murciélagos y peces. Tipos de marcadores usados:
Cloroplasto y nucleo.

“Patrones de estructura genética consistentes con barreras pleistocénicas y disyunciones
del Plioceno entre las poblaciones distribuidas en Nicaragua y Costa Rica. En particular,
poblaciones de B. simaruba no presentan patrones de subdivision poblacional entre El
Salvador y Nicaragua. Variaciones en los patrones de diversidad genética dependen de
tolerancias ecoldgicas diferenciales entre las especies. Potenciales factores histéricos
que han influido en la estructura genética de las poblaciones incluyen cambio climatico,
actividad volcanica y cambios en la topografia. Divergencia durante el Pleistoceno. B.
simaruba no ocurre en América del Sur y probablemente se origind en México. B.

alicastrum y F. insipida se distribuyen de Ameérica del Sur a México y probablemente
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colonizaron América Central desde América del Sur. No se estimaron eventos de
dispersion a larga distancia. Los autores sugieren la existencia de refugios adicionales a
los predichos para América del Centro. Lo anterior deriva de observaciones para B.
alicastrum y F. insipida, las cuales ocurren en dreas riparias, bosques de galeria, bosques

secos y bosques humedos.”

América del Sur

a)

b)

Otoba parvifolia/glycycarpa, Clarisia biflora, Poulsenia armata, Ficus insipida y Jacaratia
digitata (Honorio et al., 2019): Distribuidas en el oeste de la cuenca del Amazonas en
bosque himedo tropical y subtropical. Polinizadas por insectos y dispersadas por
vertebrados. Tipos de marcadores usados: Cloroplasto y nucleo.

“Ausencia de estructura filogeografica entre las especies sugiriendo que no comparten
una historia biogeografica en comun. Las especies exhiben patrones idiosincraticos
derivados de respuestas especificas a cambios climaticos y geoldgicos. En adicidn, la
ausencia de patrones filogeograficos que sugieran efectivas barreras climaticas al flujo
génico, aboga por la estabilidad climatica durante el Pleistoceno en el oeste del
Amazonas. Diferenciacion genética estimada para el marcador de cloroplasto. Sin
embargo, estos patrones no son coincidentes con su posicidon geografica. Eventos como
la retencion de polimorfismos ancestrales e introgresidon con subsecuente hibridacidn
durante episodios de recolonizaciéon y contacto pueden incrementar la distancia y
diferenciacidn genética entre linajes previamente diferenciados. Especies tolerantes a la
sombra presentan mayores niveles de diversidad genética que especies pioneras como

consecuencia de las efectividades diferenciales en los mecanismos de flujo génico.”

Carapa spp., C. guianensis (sensu lato) y C. surinamensis (Scotti-Saintagne et al., 2013):
Distribuidas en el Escudo guayanés, centro y oeste de la cuenca del Amazonas, region
Chocd en Ecuador y América Central en bosque tropical de tierras bajas. Especies

monoicas polinizadas por insectos como abejas sin aguijon, escarabajos y polillas. Las
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semillas caen debajo del arbol madre y son secundariamente dispersadas por roedores.
Tipos de marcadores usados: Cloroplasto y nucleo.

“Divergencia inicial en el Mioceno. La diversidad haplotipica de C. surinamensis se
establecié hace aproximadamente 14 Ma mientras que la diversidad haplotipica de C.
guianensis hace 18 Ma. La distribucién de las poblaciones ancestrales derivd de los
principales eventos geograficos que determinaron el escenario biogeografico del
Neotrdpico. Estos incluyen el levantamiento del istmo de Panama y de las cordilleras
nortefias de los Andes, asi como del desarrollo del drenaje amazdénico durante el
Mioceno tardio. La regidn oeste de la cuenca del Amazonas alberga la mayor diversidad
genética representando putativamente el centro de origen de la diversidad genética de
las especies. Subsecuentemente, se dieron eventos de migracion hacia la costa del
Pacifico de América Central y América del Sur. Por otro lado, la baja diversidad genética
observada para América Central es consecuente con los cambios mas severos
experimentados por la vegetacidn durante el Pleistoceno dados su habitat y distribucién
restringidas. Ausencia de patron filogeografico entre América Central y América del Sur
como resultado de colonizacion basada en eventos ocasionales de dispersion a larga
distancia a través de corrientes ocednicas. En adicidn, la posible ineficacia de las barreras
geograficas interpoblacionales y de los mecanismos de aislamiento reproductivo entre
especies incipientes y cripticas resultan en la ausencia de estructura filogeografica. La
diferenciacién genética interpoblacional a nivel regional no se conforma al modelo de
aislamiento por distancia. La dispersion limitada de semillas puede constituir un factor
responsable de la estructura genética observada. La distribucién del polimorfismo
compartido entre los genomas nucleares y de cloroplasto sugiere eventos de

hibridacion.”
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1.3 Bosques mesofilos de montaiia en Mesoamérica

1.3.1 Definicion de bosque mesofilo de montaina

El bosque mesdfilo de montana estda compuesto por ecosistemas forestales de
distintiva composicidén floristica y estructural. Se caracteriza por la continua entrada de
precipitacion en forma de cubierta de nubes de indole persistente, frecuente o estacional a
nivel de la vegetacion. Las nubes envolventes o impulsadas por el viento reducen la
radiacion solar y el déficit de vapor, mantienen la humectacién del dosel y suprimen la
evapotranspiracion. La precipitacidon neta en estos bosques aumenta significativamente con
la intercepcion directa del agua de nube por el dosel y la disminucion del uso de agua por
la vegetacion. Estas condiciones de humedad se dan en zonas altitudinales relativamente
estrechas (Hamilton, Juvik y Scatena, 1995) estando su distribucién restringida a
determinadas regiones montanosas.

En México, el bosque mesdfilo de montaifia se sitla entre los 800 y 2,200 msnm
(Morrone, 2019). Se localiza de manera fragmentada y como una faja angosta en la
vertiente este de la Sierra Madre Oriental extendiéndose desde el suroeste de Tamaulipas
hasta el norte de Oaxaca, incluyendo las porciones de San Luis Potosi, Puebla y Veracruz. En
Oaxaca incrementa de manera reducida su extensidn, pero se interrumpe a nivel del istmo
de Tehuantepec. En Chiapas se localiza en la vertiente septentrional del Macizo Central y
en los declives de la Sierra Madre (Rzedowski, 1994) y se extiende hacia el nucleo
centroamericano abarcando una extension mas amplia (Bruijnzeel et al., 2010). En la
vertiente pacifica al oeste del istmo de Tehuantepec su distribucion es aun mas
fragmentada pues se encuentra confinado a los fondos de cafiadas y laderas protegidas. Se
localiza desde el norte de Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, de la cuenca del
Balsas y del valle de México. Unicamente en la vertiente exterior de la Sierra Madre del Sur
de Guerrero y Oaxaca existen manchones continuos de cierta consideracion (Rzedowski,

1994).
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1.3.2 Patrones fitogeogrdficos

Los bosques mesoéfilos de montafia neotropicales albergan un alto nivel de
biodiversidad como consecuencia del intercambio histérico entre especies de origen
neartico y neotropical (Gentry, 1982).

El intercambio de estas especies se ha dado durante diferentes tiempos geoldgicos
siendo el establecimiento de linajes antiguos dependiente de eventos climaticos y
geoldgicos sobrellevados previo al advenimiento de las oscilaciones climaticas del
Pleistoceno. Por tanto, los patrones fitogeograficos observados se han desarrollado por el
mantenimiento de la diversidad filogenética de linajes antiguos y el establecimiento de
linajes tardiamente divergentes (Gentry, 1982; Luna-Vega y Magallon, 2010). La divergencia

tardia de linajes ha dependido del cambio climatico del Cuaternario (Gentry, 1982).

1.3.3 Patrones biogeogrdficos de los bosques mesdfilos de montaia en México

Corral-Rosas y Morrone (2016) efectuaron un analisis biogeografico usando métodos
cladisticos para determinar correspondencia entre el area de distribucién de cenocrones o
grupo de organismos que comparten historia biogeografica en México y sus relaciones
filogenéticas. Las provincias biogeograficas evaluadas fueron la Neartica (NEA), Neotropical
(NEO), Sierra Madre Occidental (SMOc), Sierra Madre Oriental (SMOr), Sierra Madre del Sur
(SMS), cinturdn volcanico transmexicano (TVB) y las tierras altas de Chiapas (CHI, Sierra
Madre del Sur + Macizo Central de Chiapas). Estas forman la denominada Zona de
Transicion Mexicana la cual se define como la zona de contacto entre las biotas de origen
Neartico y Neotropical. El andlisis fue definido en base a tres intervalos de tiempo: Mioceno,
Plioceno y Pleistoceno. El cladograma mads parsimonioso para el Mioceno indica una
secuencia consecutiva de las relaciones entre los cenocrones localizados de norte a sury
relaciones estrechas que coinciden con la proximidad de las regiones. En el Plioceno, se
estiman dos clados definidos por latitud norte y sur. El del sur consiste en CHI y NEO y el del
norte en SME+SMS y con NEA y SMO+TVB como grupo hermano. Para el Pleistoceno se
estiman las mismas relaciones que para el Plioceno, sin embargo, se obtiene un segundo

cladograma en el cual las separaciones en norte y sur consisten en NEA con SMO+TVB como
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grupo hermano y en CHI+NEO con SMS+SME como grupo hermano respectivamente. La
afinidad biogeografica de la zona de transicion mexicana varia en funcién del cenocrén
analizado. Los autores concluyen que, para biota de origen neartico, el Cinturdn
Neovolcanico Transmexicano puede constituir una ruta de dispersiéon de norte a sur.
Asimismo, se estima que durante el Plioceno y Pleistoceno el Cinturdn Neovolcanico
Transmexicano, la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre Oriental se encontraban

relacionados con la regidn Nedrtica.

1.3.4 Estudios filogeogrdficos en especies de bosque mesofilo de montana

Se ha propuesto que, durante la edad glacial, las montafias tropicales proporcionaron
un habitat hiumedo estable en el cual las especies mas antiguas lograron sobrevivir y
generar nuevos linajes. La variada topografia de las montafas permite la persistencia de
habitats y linajes mediante cambios altitudinales y la divergencia promovida por diseccién
distribucional (Hewitt, 2000).

La continuidad de la distribucidon de especies de bosque mesodfilo de montafia en
Mesoameérica se ha visto interrumpida significativamente por el istmo de Tehuantepec. Mas
aun, la adaptabilidad de habitat limitada y restringida de estas especies las hace
particularmente susceptibles al cambio climatico. La temporalidad e intensidad de cambio
climatico mas estudiados corresponden al ocurrido durante la época del Pleistoceno por ser
de indole reciente en tiempo geoldgico. Las consecuencias demograficas y genéticas de los
ciclos glaciales comprenden reduccidn, mantenimiento o incremento del tamafio efectivo
poblacional, extincién, migracién, incremento o reduccion de los niveles de diversidad
genética, divergencia y diferenciacidn genética. Estas consecuencias varian en funcion del
nivel de idoneidad climatica, del mecanismo de dispersion, reproducciéon y de la historia
evolutiva. La descripcion y conclusiones derivadas de estudios filogeograficos sobre

especies de bosque meséfilo de montafia en Mesoamérica se enlistan a continuacion:

a) Psittacanthus schiedeanus (Ornelas et al.,, 2016): Distribuido en el norte de

Mesoamérica. Flores hermafroditas con potencial para la autofertilizacion. Polinizacion
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mediada por colibries. Dispersién de semillas (una semilla por fruto) mediada por una
variedad de aves. Parasita mas de 20 especies de arboles. Tipos de marcadores usados:
Cloroplasto y nucleo.

“Bajos niveles de estructura genética. Restriccion de flujo génico por diferencias en
habitat. Expansion poblacional e invasién postglaciales independiente del tipo de
hospedero. Divergencia simultanea de poblaciones a partir de una poblacién ancestral
que data de 217,800 afios (previo al periodo glacial de llinois (191-130 Ka) asumiendo un
tiempo generacional de 11 afios. Origen del clado corona en el Plioceno temprano.
Diversificacion durante el Pleistoceno temprano (2.55 Ma) y separacion de P. aquriculatus
2.80 Ma. Estructura filogeografica. Cloroplasto muestra subdivision genética
interpoblacional entre grupos separados por habitat (bosques mesofilos de montafia de
San Luis Potosi a Oaxaca y Chiapas (SCHI); vegetacién xérica de Oaxaca central (CALY);
bosques deciduos tropicales de Chiapas (BREE)). Sin embargo, la ocurrencia extendida
de haplotipos de cloroplasto sugiere que la dispersidon por aves ha permitido el flujo
génico de semillas en direccidn norte a sur. El nicleo no muestra diferencias significativas
entre grupos. Lo anterior sugiere que la dispersién de semillas es mds limitada que la
polinizacién. Baja diversidad nucleotidica. Expansion poblacional del grupo SCHI (80-100
Ka) y durante el UMG siguiendo los patrones de conectividad resultantes de la expansion
y migracion del bosque meséfilo de montafia hacia elevaciones mas bajas. Tamafo
efectivo poblacional ancestral mayor que las poblaciones agrupadas por habitat. Tiempo
de divergencia entre SCHI y CALY+BREE de 1 Ma. Migracidon de CALY+BREE a SCHI. Las
poblaciones de P. schiedeanus presentan cambios poblaciones que siguen la dindamica
poblacional y de distribucidn observadas para especies de bosque mesdfilo de montaina

en respuesta a procesos geoldgicos y climaticos.”
b) Liquidambar styraciflua (1. Morris et al., 2008; 2. Ruiz-Sanchez y Ornelas, 2014):

Distribuido en el sureste de Estados Unidos, este de México y Guatemala. Arbol monoico.

Polinizacién mediada por el viento. Dispersidn de semillas por viento, las cuales también
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son consumidas por aves, ardillas y tamias (ardillas rayadas). Especie pionera de rdpido
crecimiento. Tipo de marcador usado: Cloroplasto.

1: “Altos niveles de variacidn genética en EUA. México y Guatemala comparten
haplotipos con Texas, Mississippi, Kentucky, Ohio y norte de Virginia sugiriendo la
retencion de polimorfismos ancestrales. Refugio en Florida peninsular a lo largo del este
del Atlantico. Los principales clados intraespecificos (EUA) divergieron hace
aproximadamente 8.34 Ma y no coincide con la disyuncién entre el este EUA y México.
Los clados distribuidos cerca de la costa del este divergieron durante el Pleistoceno (1.89
Ma). Los clados recuperados pueden representar relictos de una especie con mayor
distribucién en Alaska, Idaho, Georgia, Kansas y este de México y que data del Mioceno.”
2: “Las poblaciones forman tres grupos: a) Bosques meséfilos de montana de la Sierra
Madre Oriental al norte del TMVB, b) Region de los Tuxtlas, c) Sur del TMVB. Flujo génico
historico entre las poblaciones separadas por el TMVB. Fragmentacion alopatrica.
Llegada a México del elemento templado durante el Mioceno consistente con datos de
fosiles y la presencia de Liquidambar en la formacion Paraje Solo en el sureste de
Veracruz. Altos niveles de diversidad genética dentro de las poblaciones. Estructura
filogeografica. Disyuncion entre el noreste de Texas y Meéxico. La distribucion
permanecié disyunta durante los ciclos glaciales/interglaciales del Pleistoceno. Sin
embargo, el origen de esta disyuncién data del Mioceno temprano a Mioceno medio.
Esta distribucion disyunta resulté posiblemente de vicarianza de un linaje ancestral de
distribucién mas amplia. Sorteo incompleto de linajes. Mayor colonizacidn de sur a norte
gue de norte a sur. Colonizacion hacia el norte fue facilitada por similitud de nicho. El
clado de la meseta de Cumberland y del sur de los Apalaches es monofilético mientras
qgue el de la costa del golfo en EUA y Mesoamérica es parafilético. El cinturén volcanico
transmexicano (TMVB) constituye una barrera que ha impulsado la divergencia genética
de las poblaciones de L. styraciflua como resultado de las diferencias de nicho ambiental
durante el Plioceno y la formacién del arco volcanico del Cuaternario (3.6 Ma) y el origen
Mesoamericano de las poblaciones en EUA. Esta divergencia data de 4.27-1.42 Ma

(Plioceno a Pleistoceno medio). Refugio en las costas del golfo y Atlantico.”
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c) Palicourea padifolia (Gutiérrez-Rodriguez, Ornelas y Rodriguez-Gémez, 2011):
Distribuido en el este de México: Arbusto con separacion espacial y morfoldgica de la
polinizacién floral evitando con ello la autopolinizacién. Es dispersado por aves.
Polinizacidn por pequeias abejas, abejorros, mariposas y colibries. Tipo de marcador
usado: Cloroplasto.

“Ruptura filogeografica en el istmo de Tehuantepec. El papel biogeografico del istmo se
encuentra soportado por la correspondencia entre los patrones de estructura geografica,
y la fragmentacion histdrica y expansiéon demografica. Las poblaciones permanecieron
aisladas durante los ciclos glaciales y acumularon diferencias genéticas en ausencia de
migracion a lo largo del istmo. Los resultados no son consistentes con la existencia de los
refugios pleistocénicos previamente propuestos para especies de bosque meséfilo de
montafia en la region. Rapida expansion demografica de ambos grupos separados por el
istmo a partir de una poblacién ancestral con tamafio efectivo poblacional pequefio.
Divergencia y diferenciacion en ausencia de flujo génico durante el Pleistoceno medio.
Algunos haplotipos se comparten entre los grupos genéticos separados por el istmo,
sugiriendo la retencion de polimorfismos ancestrales o sorteo incompleto de linajes.
Aislamiento por distancia. Alta diversidad genética en la mayoria de las poblaciones. Lo
anterior es consistente con los resultados obtenidos para otras especies alogamicas. Esta
diversidad genética puede derivar de las siguientes alternativas: 1) La especie no fue
drasticamente afectada por las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno, 2) No ocurrieron
cambios altitudinales drasticos a lo largo de su rango de distribucion, 3) La dispersion de
semillas por aves promovio la rapida colonizacion en bosques meséfilos de montafia, y/o

4) Seleccion diferencial de los haplotipos de cloroplasto."
d) Podocarpus matudae (Ornelas, Ruiz-Sanchez y Sosa, 2010): Distribuido en México y

Guatemala. Arbol dioico polinizado por el viento y dispersado por aves. Tipo de marcador

usado: Cloroplasto.
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e)

“Las poblaciones son relictos del pre-Cuaternario lo cual coincide con la ocurrencia de
datos de fosiles y polen que datan del Mioceno para los elementos floristicos templados
de los bosques meséfilos de montafia mesoamericanos. Disyuncidn entre las poblaciones
de la Sierra Madre Oriental, la Sierra de los Tuxtlas, Chiapas y Guatemala data de 10-20
Ma previo a la formacién del istmo de Tehuantepec en el Mioceno tardio (6 Ma), la
aparicion de la Sierra de los Tuxtlas en el Plioceno tardio (3 Ma) y el término de la
formacién del istmo de Panamd (3 Ma). Las poblaciones de Chiapas y Guatemala se
fragmentaron adn mds durante los periodos interglaciales del Pleistoceno
incrementando la accion de deriva génica y endogamia dentro de cada poblacidon aislada,
o previo al Cuaternario como lo soportan los registros fosiles y de polen del Mioceno
durante el cual se infieren extensos bosques de Podocarpus. Divergencia de haplotipos
dentro de la Sierra Madre Oriental, Chiapas y Guatemala durante el Pleistoceno
coincidiendo con la ocurrencia de refugios. Ausencia de estructura genética dentro de
las poblaciones de la Sierra Madre Oriental como posible resultado de eventos de
expansion y contraccidén durante el Pleistoceno mientras que las poblaciones en Chiapas
y Guatemala permanecieron sin ser afectadas. Falta de diferenciacién genética entre
haplotipos separados por el istmo de Tehuantepec que puede reflejar la retencién de
polimorfismos ancestrales. No hay evidencia de eventos de dispersion a larga distancia.
Correlacion entre las distancias genéticas y geograficas. Baja diversidad genética en

poblaciones aisladas.”

P. matudae, P. oleifolius y P. guatemalensis (Ornelas et al., 2019):

P. matudae se distribuye en el norte de Mesoamérica (México y Guatemala) en bosque
mesofilo de montafia y de pino/encino. P. oleifolius y P. guatemalensis se distribuyen en
México, América Central y América del Sur. P. oleifolius ocurre en bosques mesofilos de
montafia, bosques enanos y selva montana baja y P. guatemalensis en bosque humedo
de baja elevacidn. Tipo de marcador usado: Cloroplasto.

“Diferenciacion genética entre especies. P. matudae y P. oleifolius permanecieron in situ

dentro de su actual distribucién fragmentada y expansion espacial hacia tierras bajas

41



f)

durante el LGM. Sin embargo, Unicamente se detectd expansién demografica en P.
oleifolius. P. guatemalensis no ha presentado cambios significativos en su distribucion
desde el LIG. Potencial superposicion de los rangos distribucionales durante el LGM por
la migracion hacia tierras bajas. Posible ocurrencia de hibridos, particularmente entre P.
oleifolius y las otras dos especies. P. matudae permanecio in situ en la mayoria de su
rango de distribucion por lo menos desde los ultimos 130 Ka. La diferenciacion genética
de sus poblaciones se encuentra promovida por la fragmentacion de los bosques
mesoéfilos de montafia de la region. Los patrones geograficos de diversidad no se explican
por divergencia alopatrica de las poblaciones promovida por la presencia de barreras
biogeograficas o por cambios en los regimenes de precipitacién y temperatura inferidos
para los ciclos glaciales del Pleistoceno. La diferenciacion genética data de un origen mas
antiguo previo a la época del Pleistoceno como lo soporta el registro fésil y de polen. Se
infiere la llegada de estos elementos templados a Mesoamérica durante el Mioceno y
eventos de dispersion a larga distancia durante el Plioceno. La divergencia entre las

poblaciones de la Sierra Madre Oriental, Chiapas y Guatemala data del Pleistoceno.”

Podocarpus matudae (gimnosperma), Liquidambar styraciflua, Palicourea padifolia,
Moussonia deppeana y Rhipsalis baccifera (angiospermas), Peromyscus aztecus,
Reithrodontomys sumichrasti, Habromys lophurus (roedores), Amazilia cyanocephala
Campylopterus curvipennis, Lampornis amethystinus (colibries), Lepidocolaptes affinis
(trepatroncos), Chlorospingus ophthalmicus, Buarremon brunneinucha y Basileuterus
belli (paseriformes) (Ornelas et al., 2013): Distribuidos en el norte de Mesoamérica. Tipos
de marcadores usados: cloroplasto y nucleo en plantas. Mitocondria en animales.

“La divergencia de la mayoria de las especies ha sido promovida por la ocurrencia del
istmo de Tehuantepec. Sin embargo, esta divergencia se ha llevado a cabo durante
diferentes tiempos geoldgicos dentro del Pleistoceno, Plioceno temprano y Mioceno
tardio. Rupturas filogeograficas con divergencias no simultaneas, en la Depresion Central
de Chiapas, los Tuxtlas (aislada de la Sierra Madre Oriental), las poblaciones de Chiapas

y los Tuxtlas separadas por el istmo de Tehuantepec ocurrieron durante el Pleistoceno
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tardio. La historia evolutiva de los linajes contemporaneos que habitan los bosques
mesofilos de montana es compleja y especifica de cada linaje por las diferencias en

requerimientos de nicho y capacidades de dispersion.”

1.3.5 Refugios pleistocénicos

Las consecuencias genéticas y demograficas sugeridas para especies de bosque
mesoéfilo de montafia durante el ultimo maximo glacial fueron definidas por Ramirez-
Barahona y Eguiarte (2013). Estas se definen bajo modelos que describen condiciones

climaticas que varian en funcién de la precipitacion.

1.3.5.1 Hipétesis del refugio seco

Este modelo es una extrapolacién de la hipdtesis propuesta tradicionalmente para
bosques tropicales de tierras bajas. Bajo este escenario se proponen refugios localizados en
elevaciones medianas de las regiones montafiosas en donde las condiciones de
temperatura y humedad permanecieron estables durante los intervalos glaciales.

Los bosques mesofilos de montaiia fueron desplazados y comprimidos en refugios por
los efectos opuestos de aridez y enfriamiento. Subsecuentemente las poblaciones se
expandieron y recolonizaron su rango previo de distribucion con el inicio de condiciones
himedas y cdlidas durante intervalos interglaciales.

El efecto de deriva génica desarrollado por el reducido tamario y aislamiento de estas
poblaciones, comprenderia un aumento en la probabilidad promedio de la identidad por
descendencia. Este estaria reflejado en el sorteo de alelos y fijacion de diferentes alelos en
refugios separados. Las poblaciones de diferentes refugios se volverian genéticamente
diferentes con la acumulacion de nuevas mutaciones y monofilia reciproca. Las poblaciones
actuales serian por lo tanto significativamente divergentes y los niveles observados de
diferenciacién genética serian dependientes de la extensidon de las poblaciones en refugios
y de los niveles de flujo génico histérico entre ellas.

La contraccion demografica y subsecuente expansion tendrian un efecto marcado

sobre la distribucién de la frecuencia de las diferencias alélicas. Los linajes derivados de
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estas poblaciones estarian caracterizados por un exceso de alelos raros separados por
pocos pasos mutacionales. Por tanto, se espera que estas poblaciones en expansidn exhiban
una distribucién unimodal de las diferencias alélicas y una genealogia de genes en forma de
estrella.

La recolonizacidn de regiones localizadas fuera de los refugios involucraria eventos
repetidos de dispersién a larga distancia a través de grandes areas geograficas. Este proceso
resultaria en una disminucidén de la riqueza alélica por la repeticidn de efectos fundadores.
La ocurrencia de los efectos fundadores estaria por tanto negativamente asociada con la
capacidad de dispersion de la especie.

La disminucién de la diversidad genética seria dependiente de la capacidad de
dispersion de la especie y del tiempo transcurrido. Los alelos comunes presentes en refugios
serian automaticamente mas frecuentes en areas recolonizadas mientras que los alelos
raros se acumularian alrededor de las poblaciones refugio resultando en una alta
probabilidad de agrupamiento geografico de estos alelos.

La pérdida de diversidad genética romperia el patron de aislamiento por distancia
inclusive en especies con capacidades de dispersion que promueven dicho patrén. Sin
embargo, la dindmica de colonizacién fuera de un refugio también resultaria en un patrén
de aislamiento por distancia porque la diferenciacion genética alcanza el estado de
equilibrio de aislamiento por distancia relativamente rapido. En resumen, la distribucién
geografica de la diversidad genética de linajes existentes derivados de poblaciones que
sobrevivieron en refugios seria determinado por la variacion genética encontrada en

refugios y por la capacidad de dispersion de la especie.

1.3.5.2 Modelo del bosque humedo

Este modelo sostiene que cambios en la precipitacion tuvieron un efecto reducido
sobre la continuidad del bosque. EI mantenimiento de las condiciones de humedad
favorecio la expansién del rango con migracion cuesta abajo de la region montanosa,

crecimiento demografico ausente o reducido, y conectividad poblacional durante los
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intervalos glaciales, seguidos de fragmentacidén en poblaciones de alta altitud durante los
intervalos céalidos interglaciales.

En poblaciones grandes y continuas el sorteo de linajes y cuellos de botella
demograficos tienen poca probabilidad de ocurrir. Poblaciones existentes derivadas de
linajes con divergencia previa al ultimo glacial exhibirian marcada diferenciacion genética
inclusive bajo la ocurrencia del efecto homogeneizador de la variacion genética ejercido por
el flujo génico durante la expansién del bosque. Sin embargo, a diferencia de lo descrito por
el modelo de los refugios secos, los linajes divergentes tendrian una distribucién amplia y
no mostrarian estructura geografica. En general, la diversidad genética estaria favorecida y
mantenida a lo largo del rango de la especie debido a la heterogeneidad del habitat y al
flujo génico significativo entre las poblaciones.

Posterior a la fragmentacién, las poblaciones existentes estarian compuestas
basicamente del mismo conjunto de alelos resultando en una estructura génica difusa. Este
conjunto de alelos mostraria una genealogia mas compleja que la esperada bajo el modelo
de los refugios secos. Las diferencias alélicas no mostrarian una distribucion unimodal. Los
alelos raros serian aleatoriamente producidos a lo largo del rango de la especie y tendrian
baja probabilidad de agruparse.

El proceso de recolonizacidon consistiria en migracion altitudinal geograficamente
localizada. Efectos de fundador repetidos tendrian baja probabilidad de ocurrir durante la
colonizacion cuesta arriba de la region montafiosa debido a que la inmigracidn posterior a
la fundacién seria altamente probable. Por tanto, la diversidad genética en especies con
migracion altitudinal no mostraria un evidente gradiente geografico. En contraste, la
conectividad entre las poblaciones resultaria en el desarrollo de un patréon de aislamiento
por distancia. Este patrdn surge de la restriccién geografica de la dispersion resultando en
la acumulacion de diferencias genéticas locales y el incremento de la diferenciacion

genética con la distancia.
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1.4 JUSTIFICACION

El presente trabajo de investigacidn se encuentra dirigido al estudio filogeografico de
la especie de arbol cominmente conocida como arbol de las manitas (Chiranthodendron
pentadactylon. Este es un arbol de hoja perenne que se distribuye en bosque mesdfilo de
montafia y en menor medida en bosque de pino-encino del sur de México y Guatemala en
Mesoamérica. Mesoamérica es una region neotropical que constituye uno de los 25 puntos
calientes (hotspots) de biodiversidad (Myers et al., 2000). El alto nivel de biodiversidad de
esta region resulta de su posicion geografica con respecto a las regiones Neartica y
Neotropical (Challenger y Soberdn, 2008; Ruiz-Sanchez y Ornelas, 2014; De Albuquerque et
al., 2015).

La posicion de interseccién entre estas regiones ha promovido el intercambio
floristico entre las regiones Neartica y Neotropical durante distintos periodos de tiempo
resultando en un patron fitogeografico particular que consiste en especies
filogenéticamente diversas (Luna-Vega y Magallén, 2010). En adicion, las heterogeneidades
topografica y climatica de las regiones montanosas que albergan los ecosistemas de bosque
mesofilo de montafia y de bosque de pino-encino favorecen el establecimiento de
microhdbitats y del subsecuente desarrollo de especies endémicas (Challenger y Soberén,
2008; Alfonso-Corrado et al.,, 2017). Por tanto, el mantenimiento de esta biodiversidad
representa un importante servicio ecosistémico. Los numerosos servicios ecosistémicos que
proporcionan las distintivas especies de bosque mesoéfilo de montaiia (Aldrich et al., 2000;
Bubb et al.,, 2004) incrementan el valor estratégico de conservacion abogando por la
necesidad de estudios enfocados en la determinacidon del estado genético de sus
poblaciones y de sus correspondientes implicaciones en términos de reproduccion y
adaptacion en particular ante el cambio climatico actual.

El estudio filogeografico de C. pentadactylon proporciona informacion relacionada
con la amplitud del efecto de factores histéricos y contemporaneos sobre estos ecosistemas
con respecto a especies con caracteristicas ecoldgicas similares. Como parte del analisis
filogeografico, se estiman valores de diversidad genética y estructura genética. Estos

valores representan el estado genético de las poblaciones, el cual permite realizar
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predicciones acerca de la respuesta al cambio climdtico en términos de adaptacién. En
adicion, los factores histéricos inferidos como determinantes de la distribucion geografica
actual de las poblaciones, asi como su efecto sobre la dindmica poblacional, constituyen
evidencia empirica acerca del modo mediante el cual la especie ha respondido al cambio
climatico historico. Esto representa un punto de referencia para la prediccion de las
respuestas que podria exhibir la especie ante el cambio climatico actual.

Los resultados obtenidos del estudio filogeografico de C. pentadactylon complementa
el valor estratégico de conservacién de los ecosistemas de bosque mesdfilo de montana y
de bosque pino/encino. En la actualidad, los ecosistemas forestales en el tropico estan
amenazados por la influencia de las altas tasas persistentes de deforestacién y de
degradacion forestal, recolecta excesiva, especies invasoras y cambio climatico global,
factores adversos que podrian hacer que los bosques tropicales sean el epicentro de
extinciones actuales y futuras (Gardner et al., 2009).

En la actualidad, C. pentadactylon se encuentra clasificada como vulnerable en
México por la Unidn Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (IUCN por sus siglas
en inglés) (Gonzdlez-Espinosa et al.,, 2011) y como amenazada por la Norma Oficial
Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010) lo cual implica que sus poblaciones podrian
encontrarse en peligro de desaparecer a corto y mediano plazo si siguen operando los
factores que inciden negativamente en su viabilidad como son el deterioro o modificacion
de su habitat o disminucién directa del tamafio de sus poblaciones. En Guatemala, esta
clasificada como amenazada por la IUCN (Vivero et al., 2006) como consecuencia de la
disminucion de su rango de distribucién y tamafio poblacional derivadas de la tala de
arboles y explotacién.

La conservacion de C. pentadactylon representa también una necesidad econdmica
pues posee usos en medicina y gastronomia. Ademas, la forma caracteristica de la flor le ha

adjudicado valor religioso y cultural.
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1.5 HIPOTESIS

Chiranthodendron pentadactylon presenta poblaciones naturalmente fragmentadas en
bosques mesoéfilos de montafia y/o pino-encino en México y Guatemala, por lo que se
espera presente una estructura genética y filogeografica, donde sus poblaciones podrian
presentar una historia demografica con disminuciones en el tamafio efectivo poblacional o
cuellos de botella debido a las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno, ademas de inferir

las rutas de dispersidn de la especie.

1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo general

Inferir el patrdn filogeografico de Chiranthodendron pentadactylon usando marcadores

obtenidos a través de la secuenciacion asociada a sitios de restriccion (RAD-Seq).

1.6.2 Objetivos particulares

Estimar la diversidad genética y estructura genética de poblaciones de
Chiranthodendron pentadactylon.
Inferir los procesos histéricos y demograficos que moldearon la estructura genéticay

filogeografica de las poblaciones de Chiranthodendron pentadactylon.
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Capitulo 2. METODOLOGIA

2.1 Trabajo de campo.

El muestreo de material vegetal (hojas) se realizd de un numero representativo de
ejemplares (Tabla 1) localizados a lo largo de la distribucion registrada para C.
pentadactylon en las bases de datos de GBIF (GBIF.org (08 March 2017) GBIF Occurrence
Download https://doi.org/10.15468/dl.nh3qsu), TROPICOS

(http://legacy.tropicos.org/Name/3900594, Missouri Botanical Garden, St. Louis, MO, USA;

disponible en: http://www.tropicos.org) y REMIB (http://www.

conabio.gob.mx/remib/doctos/remib_esp.html). La distribucién geografica de los sitios de
colecta se muestra en la Figura 9 en donde: (1) Carrizal de Bravo, Guerrero. (2) San Mateo
Rio Hondo, Oaxaca. (3) San Cristobal de las Casas, Chiapas. (4) Motozintla, Chiapas. (5)
Volcan Tacan4, Chiapas. (6) Totonicapan. (7) Sierra de los Cuchumatanes, Huehuetenango.

(8) Chimaltenango-Quetzaltenango. (9) Volcan Acatenango, Chimaltenango.
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Figura 9. Distribucidn geografica de las localidades muestreadas para
C. pentadactylon en México y Guatemala.
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Tabla 1. Informacién de muestreo. Localidades muestreadas, informacién geogréfica (latitud y longitud),
numero de ejemplares muestreados (n) y caracteristicas del sitio incluyendo altitud y tipo de vegetacién.
En adicion, se muestra el nombre del colector y fecha de colecta.

Localidad n Latitud (N) Longitud (O) Altitud Tipo de Colector(es) Fecha
(msnm) | vegetacion
Carrizal de Bravo, 10 | 172 36'8.64" 992 50'9.6" 2607 Bosque Précoro 24/02/2018
Guerrero, México mesofilo de Almazan
montafia Ramirez
San Mateo Rio 10 | 16210'6.96" 962 30' 6.84" 2601 Bosque de K. Machuca- ND
Hondo, Oaxaca, pino-encino Machuca et
Meéxico al.
Motozintla, 5 159 22'53.18" | 92219'43.72" 2258 Bosque Eduardo Ruiz 05/11/2017
Chiapas, México mesofilo de Sanchez
montafia

Unidn Juarez, 5 1525'57.88" 9226'12.35" 2222 Bosque Eduardo Ruiz 05/11/2017
volcan Tacana, mesofilo de Sanchez
Chiapas, México montafia
San Cristobal de 5 162 40' 10" 929 33' 47" 2342 Bosque Andrés Ortiz 13/08/2018
las Casas, Chiapas, mesofilo de
Meéxico montana
Chimaltenango, 10 | 14932'23.21" 902 52'27.59" 2468 Bosque D. Hdz 10/04/2018
volcan mesofilo de Langford, M.
Acatenango, montafia E Siqueiros,
Guatemala Mario Véliz
Chimaltenango- 9 149 44'7.26" 902 57' 54.48" 2284 Bosque D. Hdz 11/04/2018
Quetzaltenango, mesofilo de Langford, M.
Guatemala montafia E Siqueiros,

Luis

Velasquez
Totonicapan, 5 1592 2'43.98" 91229'58.13" 2790 Bosque D. Hdz 11/04/2018
Pologua, mesofilo de Langford, M.
Guatemala montafia E Siqueiros,

Luis

Velasquez
Huehuetenango, 10 | 15234'20.21" | 91227'16.13" | 2904 Bosque D. Hdz 12/04/2018
Sierra de los mesofilo de Langford, M.
Cuchumatanes, montafia E Siqueiros,
Guatemala Luis

Velasquez
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2.2 Trabajo de laboratorio.

2.2.1 Extraccién de ADN genomico.

Las muestras de material vegetal (hojas) fueron procesadas para la extraccion de ADN
gendmico de alta calidad basada en el protocolo de extraccién descrito por Doyle y Doyle
(1990) y modificado por Morse (2017). Este protocolo se caracteriza por el uso del bromuro
de cetiltrimetilamonio (CTAB) como solucién tampdn en la extracciéon de ADN. Es
importante senalar que el material de hoja de C. pentadactylon contiene grandes
cantidades de polisacaridos los cuales interfieren en la cuantificacion y evaluacién de la
calidad de ADN gendmico. La remocion del exceso de polisacaridos se realizd mediante
adicional incubacion con la enzima pectinasa. En adicidn, se realizo la extraccion de ADN
gendmico de muestras de hojas de las especies Fremontodendron californicum y F.

mexicanum para ser incluidas como grupo externo en subsecuentes analisis.

2.2.2 Pesado de material vegetal y homogeneizacion del tejido.

Se pesaron de 8 a 10 mg de material vegetal por muestra los cuales se colocaron en
un tubo con tapa de rosca y con una capacidad de volumen de 2 ml. En cada tubo
representativo de cada muestra se agregaron aproximadamente 40-50 microesferas de
silice para lisis. Posteriormente se sumergio cada tubo en nitrégeno liquido por 30 segundos

y el contenido se homogeneizd por agitacién mecanica durante 20 segundos.

2.2.3 Remocion de proteinas y lipidos.

Se agregaron 800 pl de solucion CTAB a cada tubo en adicion a 5 pl de enzima
proteinasa K, 5 pul de ARNasa A y 5 ul de B-Mercaptoetanol. El material adherido a las
paredes del tubo fue desprendido con ayuda de un agitador vértex. Posteriormente cada
tubo fue incubado a 502C en bafio Maria por aproximadamente 45 minutos y a 652C por 70
minutos. Se transfirié la solucién a un tubo nuevo de 1.5 ml en el cual se agregaron 600 pl
de cloroformo y se agito6 ligeramente por 10 minutos. Después se centrifugd cada tubo a

12,000 rpm por 10 minutos y se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo.
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2.2.4 Precipitacion del ADN y remocién de polisacdridos.

Se agregaron 100 ul de 3M de acetato de sodio y 800 ul de etanol absoluto. Se
procedio a invertir el tubo varias veces el cual se dejd precipitar por aproximadamente 15-
20 minutos. Después se realizdé una segunda centrifugacion siguiendo las especificaciones
antes mencionadas y se eliminé el sobrenadante, quedando la pastilla de ADN adherida al
fondo del tubo. Se agregaron 500 pul de etanol al 70% y se agitd ligeramente por 10 minutos
para eliminar el exceso de sales. Se realizé una tercera centrifugacién por un periodo de
tiempo de 4 minutos y se elimind el sobrenadante. El etanol residual fue eliminado
mediante evaporacién por calor seco. La pastilla de ADN fue disuelta en 60 ul de agua
desionizada estéril y se agregaron 800 ul de solucién CTAB y 10 mg de pectinasa para la
eliminacion del exceso de polisacaridos. Se incub6 durante la noche a 502C en bafo Maria
y a 652C por 45 minutos. Los tubos se dejaron enfriar por un breve periodo de tiempo y
posteriormente se adicionaron 600 pl de cloroformo y se agité ligeramente por 10 minutos.
Después se procedido a efectuar los pasos de centrifugacion, precipitacion, lavado y
eliminacion de etanol residual previamente descritos. Por ultimo, la pastilla de ADN fue

disuelta en 60 ul de agua desionizada estéril.

2.2.5 Evaluacion de la integridad del ADN y cuantificacion.

La integridad del ADN gendmico fue evaluada mediante la preparacion de un gel de
agarosa al 0.7% y posterior visualizacién con un transiluminador de luz ultravioleta. La
cuantificacion de ADN de cada muestra se realizé mediante el fluorémetro Qubit 2.0

(Invitrogen).

2.2.6 Preparacion de biblioteca genémica y secuenciacion.

La recuperacidon de marcadores nucleares se realizé mediante el muestreo de sitios
nucleares con posicion adyacente a sitios de restriccion. El conjunto de secuencias
asociadas a estos sitios (RAD tags) denominada biblioteca gendmica fue generado mediante
el protocolo propuesto por Etter et al (2011) y modificado por Medina (2017). Este

protocolo presenta una serie de pasos que preparan la biblioteca genémica para su
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secuenciacion a través de plataformas de Illumina. La preparacion de la biblioteca
gendmica se efectud en el California Botanic Garden (Claremont, CA, EUA) y en la

Universidad de California en Riverside.

2.2.7 Digestion del ADN genémico con la enzima de restriccion Sbf1-HF.

Las muestras de ADN previamente cuantificadas fueron normalizadas a una
concentracion de 20 ng/ul. Posteriormente se transfirieron 15 pl de cada muestra a tubos
de PCR y se adicionaron 2 pl de 10X NED (New England Biolabs) solucion buffer 3:1, 0.5 pl
de enzima Sbfl-HF (New England Biolabs) y 2.5 ul de agua desionizada estéril. La solucion se
transfirid al fondo del tubo con ayuda de centrifugacién ligera durante 5 segundos. Después
los tubos se incubaron a 372C durante 1 hora y a 802C por 20 minutos para inactivar la

enzima Sbfl-HF.

2.2.8 Ligamiento de adaptador P1.

Las muestras de ADN digerido fueron adicionadas con 2.5 pl de adaptador P1
conteniendo secuencia identificadora (100 nM). Se agregd una solucidn de enzima ligasa T4
a cada tubo preparada con los siguientes componentes: 0.5 pl de 10X NEB solucién tampén,
0.25 pl de ligasa T4 (2,000,000 U/ml) y 3 pl de ATP (10 mM). Posteriormente se incubaron
las muestras a temperatura ambiente durante 30 minutos y a 652C durante 10 minutos para

inactivar la enzima ligasa T4.

2.2.9 Multiplexacion (Multiplexing) y fragmentacion del ADN.

Este paso consistid en concentrar las muestras en un solo tubo permitiendo con ello
un manejo mas rapido y eficiente de las muestras de ADN. Las muestras de ADN constituyen
la biblioteca gendmica (RAD). 300 ul de las secuencias de ADN contenidas en la biblioteca
gendmica fueron fragmentadas mediante sonicacién usando un sonicador Covaris con la
finalidad de obtener fragmentos de una longitud promedio de 400 pb de los cuales
posteriormente se seleccionaron fragmentos de 300-500 pb a través de electroforesis con

gel de agarosa usando el aparato BluePippin (SageScience).
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2.2.10 Reparacion de extremos.

Los fragmentos de ADN previamente seleccionados fueron purificados usando
columnas MinElute y eluidos en 20 ul de solucién tampdn de elucién (EB). Posteriormente
se agregaron 2.5 pl de solucién tampdn de generacion de extremos romos (blunt ends), 2.5
pl de dNTP (1 mM) y 1.0 ul de enzima generadora de extremos romos (blunt enzyme mix).
Seincubd a temperatura ambiente durante 30 minutos y se realizd una segunda purificacion

usando columnas MinElute. La solucion fue eluida en 430 ul de EB.

2.2.11 Adicion de extremo 3’-dA.

Para afadir el extremo 3’-dA a los fragmentos de ADN previamente reparados, se
agregaron 5.0 pl de 10X NEB solucion tampdn, 1.0 pl de dATP (10 mM) y 3.0 pl de fragmento
Klenow (3’->5’ exo-), y se incubaron a 372C durante 30 minutos y enfriaron a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Posteriormente se purificaron usando columnas MinElute y

eluyeron en 40 pl de EB.

2.2.12 Ligamiento de adaptador P2.

El adaptador P2 se compone de extremos divergentes en forma de “Y” y de un
extremo 3’-dT el cual se une al extremo 3’-dA. Para adicionar el adaptador P2 se agregaron
5.0 ul de 10X NEB solucion tampédn, 1.0 ul de adaptador P2 (10 uM), 5.0 pl de ATP (10 mM)
y 0.5 de ligasa T4. Posteriormente se incubd a temperatura ambiente por 30 minutos y se

purificé en una columna MinElute y eluyé en 50 pl de EB.

2.2.13 Enriquecimiento por PCR y secuenciacion.

La concentracidn de los fragmentos de ADN previamente procesados se incrementé
a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los componentes de la reaccién
fueron los siguientes: 9.5 pl de agua desionizada estéril, 12.5 ul de Phusion High-Fidelity
Master Mix, 0.5 ul de oligonucleétido P1 (10 uM), 0.5 ul de oligonucledtido P2 (10 uM) y 20
pl de biblioteca gendmica RAD.

La reaccion se implementé aplicando los siguientes periodos de incubacién: 30

segundos a 982C, 18 ciclos de 10 segundos a 982C, 30 segundos a 652 C, 30 segundos a 729C
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y 5 segundos a 722C. Posteriormente el producto de PCR fue purificado usando una columna
MinElute y eluido en 30 ul de EB. Finalmente se cuantificé el producto usando el
fluordmetro Qubit 2.0 y se ingreso a la plataforma de secuenciacién NextSeq500 de llumina

para generar lecturas de un solo extremo (single-end) de 150 pb.

2.3 Analisis bioinformatico

2.3.1 Ensamblaje y alineamiento de las secuencias.

Los datos crudos de las secuencias fueron analizados y ensamblados de novo
mediante el programa ipyrad v0.7.28 (Eaton, 2015). Los pardmetros de ensamblaje
especificados para las secuencias dentro de cada muestra fueron los siguientes:

1) Delimitacién de las secuencias en funciéon de un porcentaje de similitud de 90%.
Este nivel de delimitacion determind la homologia de las secuencias.

2) Probabilidad de identificar incorrectamente 1 en 1000 bases nitrogenadas (Q = 33).
Este parametro representa una medida de |a calidad de identificacidn asignado a cada base
nitrogenada por la plataforma de secuenciacién. Cualquier valor de base inferior a 33 se
identifica como ambigua y se le asigna una N.

3) Numero maximo de bases de baja calidad (Q < 20) permitido de 0.

4) Homogeneizacién de la longitud de las secuencias crudas a 140 pb.

5) Ensamblaje de las secuencias en base a una profundidad mdaxima de cobertura de
10,000.

6) NuUmero maximo de secuencias ambiguas permitidas por consenso de 1.

7) Numero maximo de heterocigotos por sitio de 2. Las secuencias consenso dentro
de las muestras fueron posteriormente agrupadas y alineadas entre las muestras
especificando una delimitaciéon de similitud de 90%. Finalmente se especificaron los
parametros de filtrado siguientes:

8) Numero maximo de indeles por locus de 8.

9) Numero maximo de sitios heterocigotos en secuencias consenso de 0.5 para

descartar pardlogos.
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10) Numero mdaximo de SNPs por locus de 20.

11) Numero de muestras por locus de 66 (95%) maximizando con ello la
representatividad del nimero de muestras por locus.

El niUmero promedio de lecturas que pasaron filtrado fue de 565,948 las cuales se
agruparon en un promedio de 8837 agrupamientos por muestra. De estas, el numero
promedio de agrupamientos de alta profundidad de cobertura fue de 4526 con un nimero
promedio de lecturas consenso de 4075 por muestra.

Finalmente, se recuperaron un promedio de 70 loci (ANEXO A). Cada uno de estos loci
fue sometido a comparacién en la base de datos del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en inglés) mediante la herramienta BLAST. 5 loci
resultaron altamente similares a loci de mitocondria de especies relacionadas siendo
consecuentemente descartados de futuros analisis.

En adicion al archivo de loci nucleares recuperados a través del ensamblaje de novo
de las secuencias, el programa ipyrad genera archivos que contienen polimorfismos de un
solo nucledtido (SNPs por sus siglas en inglés) y el almacenamiento de informacion sobre la

variacion en las secuencias (variant call format, vcf).

2.3.2. Diversidad genética y pruebas de neutralidad.

La diversidad genética del conjunto de secuencias representadas en el archivo de
texto denominado variant call format (vcf), fue estimada mediante la medida de diversidad
nucleotidica (i) propuesta por Nei (1987) e implementada en el programa DnaSP v6 (Rozas
et al.,, 2017). También se estimé la diversidad genética de cada grupo genético
subsecuentemente denominado como poblacién usando la totalidad de loci nucleares.
DnaSP v6 es apropiado para datos generados por métodos de secuenciacion de nueva
generacion porque incorpora funcionalidades que permiten el analisis de grandes conjuntos
de datos.

El supuesto de neutralidad fue evaluado mediante las pruebas propuestas por Fu y Li
(1993) implementadas en el programa DnaSP v6 en base al archivo vcf. Bajo este supuesto,

el nUmero de mutaciones externas (ramas externas) esperadas es igual a 8 = 4Nep, donde
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Ne es el tamafio efectivo poblacional y u la tasa de mutacidn por gen por generacion. Las
ramas externas de una genealogia son mas susceptibles a procesos de seleccién. Las
mutaciones pueden medirse como numero de sitios segregantes (K) o como el nimero
promedio de diferencias nucleotidicas entre dos secuencias ().

Tajima (1989) inicialmente propuso evaluar neutralidad mediante la comparacion de
estos dos parametros. Sin embargo, K es fuertemente afectado por el nimero de
mutaciones puntuales por no considerar su frecuencia, derivando en la sobreestimacién del
numero de mutaciones en las ramas externas si el tamafio de muestra es pequefio.

Fu y Li (1993) propusieron un método que se basa en la comparacion del nimero
promedio de diferencias nucleotidicas entre las ramas internas y externas. Esta estimacion
es menos susceptible al nimero excesivo de mutaciones puntuales por considerar su
frecuencia y es por lo tanto mas preciso independientemente del tamafio de muestra. La
estimacion asume una poblacion de tamafio constante, con ausencia de migracion. En la
presencia de seleccién purificadora o negativa se espera un exceso de mutaciones
puntuales en las ramas externas y bajas frecuencias de alelos deletéreos. También, un
exceso de mutaciones puntuales puede deberse a una expansion reciente de la poblacién
por la fijacidon reciente de alelos ventajosos.

Bajo estos supuestos, el valor de los parametros de Fu y Li tiende a ser negativo. Si el
valor obtenido es positivo, se refleja seleccion balanceadora porque el numero de
mutaciones esta homogéneamente distribuido entre las ramas internas y externas, es decir,

algunos alelos son antiguos y otros son recientes (Fu y Li, 1993).

2.3.3. Estructura genética.

El nivel de estructura genética subyacente del conjunto de loci nucleares, fue
determinado de manera probabilistica a través del algoritmo de agrupamiento bayesiano
implementado por el programa STRUCTURE v2.3.4 (Prichard et al., 2012).

Este algoritmo identifica patrones de variacion de un conjunto de alelos individuales

los cuales son posteriormente asignados a grupos genéticos definidos como poblaciones. El
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algoritmo asigna una probabilidad posterior o coeficiente de membresia a cada niumero de
grupos genéticos (K) predeterminados y simulados.

Los parametros bajo los cuales se estimaron las probabilidades posteriores fueron los
siguientes:

1) Parametro de ancestria: Este parametro estima la proporcion con la cual cada
poblacidn se encuentra subdividida en segmentos de origen ancestral. Para este parametro
se selecciond el modelo de ocurrencia de mezcla o admixture. Esta caracteristica
comunmente define a las poblaciones compuestas por individuos provenientes de
ancestros recientes originarios de multiples poblaciones (Porras-Hurtado et al, 2013).

2) Parametro de frecuencias alélicas. Para este parametro se seleccioné el modelo de
frecuencias alélicas correlacionadas con la finalidad de asignar la suposicion de un nivel de
dependencia entre las frecuencias alélicas y permitir en ultima instancia la diferenciacién
de poblaciones estrechamente relacionadas (Porras-Hurtado et al., 2013).

La ejecucion del analisis se realizé aplicando una longitud de periodo de
calentamiento o burn-in de 1,000,000 cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) y 100,000
MCMC para cada réplica de un rango de 1 a 9 K grupos. El nimero de réplicas asignado fue
de 10. El nimero K de grupos mas probable se determiné mediante el método de Evanno
et al (2005) implementado en STRUCTURE HARVESTER (Earl y vonHoldt, 2012). Este método
estima el maximo valor de Delta K, es decir, el maximo valor de probabilidad posterior
estimado para un valor K definido como la derivada de segundo orden de |la probabilidad
logaritmica de los datos crudos con respecto al nimero K de grupos simulados.

La matriz correspondiente a los coeficientes de membresia individuales estimados fue
ingresada en el programa STRUCTURE PLOT (Ramasamy et al., 2014) para visualizar el nivel
estimado de diferenciacion genética entre los grupos.

El nimero K de grupos con el mayor valor de probabilidad posterior obtenido fue
especificado a priori en la implementacion de una segunda evaluacion del nivel de
estructura genética que consistié en la medicidn de las diferencias en las frecuencias alélicas

(Pifiero et al., 2008).
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Esta evaluacion conocida como Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) e
implementada por el programa Arlequin v3.5 (Excoffier y Lischer, 2015) fue realizada en
base a la media ponderada calculada para la totalidad de loci almacenados en el archivo de
polimadrficos de un solo nucledtido (SNPs). Los intervalos de confianza para el indice de
fijacion (Fst) fueron calculados mediante un muestreo aleatorio con reemplazo

(bootstrapping) con 20,000 réplicas.

2.3.4. Reconstruccion filogenética.

La estimacion de las relaciones filogenéticas entre y dentro de las poblaciones se
efectud a través del algoritmo Neighbor-Net implementado por el programa SplitsTree5
(Huson y Bryant, 2006). La reconstruccion filogenética se realizé en base al conjunto de
SNPs. El método de Neighbor-Net consiste en la aglomeracién del conjunto ponderado de
divisiones (splits) o particiones que definen el conjunto de taxa y que constituyen los
elementos que forman un arbol filogenético.

La red filogenética obtenida representa el espacio de arboles posibles y, por lo tanto,
constituye una herramienta util en la visualizacion de las relaciones de taxa cuyas historias
evolutivas subyacentes pueden no estar representadas por el patron de ramificacion
observado para un arbol filogenético, debido a procesos como recombinacion, hibridacién,

conversién génica y transferencia génica (Bryant y Moulton, 2004).

2.3.5 Estimacion de tiempos de divergencia.

La estimacion del tiempo de divergencia entre las poblaciones se realizd en base a
datos de loci nucleares polimérficos y de SNPs ligados. La primera estimacion se realizd
mediante el calculo conjunto de arboles filogenéticos calibrados y parametros
poblacionales estimados bajo el modelo coalescente multiespecie implementado en
StarBEAST2 (Ogilvie, Bouckaert y Drummond, 2017). StarBEAST2 modela el proceso de
sorteo incompleto de linajes entre y dentro especies en ausencia de flujo génico reciente

(Heled y Drummond, 2010) y permite variacion en las tasas de sustitucidon de diferentes
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genes y especies mediante la aplicacién de modelos de reloj molecular relajado (Ogilvie,
Bouckaert y Drummond, 2017).

Los darboles calibrados se calcularon a partir de una seleccién de 36 loci nucleares
polimorficos de aproximadamente 140 pb. El modelo de sustitucion nucleotidica vy
heterogeneidad de tasas con distribucion gamma, con mayor probabilidad de ajustarse o
corresponder a la matriz de datos vy filogenia de cada locus fue determinado mediante el
programa jModelTest v2.1.10 (Darriba et al., 2012) a través de la implementacion del
criterio de informacién de Akaike (AIC por sus siglas en inglés).

Los modelos de sustitucion nucleotidica correspondientes a cada locus (ANEXO B)
fueron especificados con cuatro categorias de tasa. El modelo de reloj molecular
establecido corresponde al modelo no correlacionado de distribucion lognormal. El modelo
de poblaciones constantes fue seleccionado como parametro del modelo poblacional
mientras que el modelo de Yule calibrado fue establecido como “tree prior”.

Los arboles de tiempo fueron calibrados usando un punto de calibracion secundario
en ausencia de informaciéon paleontoldgica disponible para delimitar una edad minima de
divergencia para C. pentadactylon.

El punto de calibracion deriva de una filogenia datada de la familia Malvaceae vy
estimada para inferir tiempos de divergencia y tasas de diversificacion dentro del género
Theobroma (Richardson et al., 2015). De esta filogenia deriva una estimacién de la edad de
divergencia para la tribu Fremontodendreae (Chiranthodendron + Fremontodendron)
correspondiente a 5 Ma la cual fue especificada como prior informativo con desviacién
estandar de 0.01 y distribucion lognormal.

La longitud de cadenas de MCMC fue de 180,000,000 y registrada cada 5000. Los
archivos de registro (log files) fueron analizados usando el programa Tracer v1.7.1 para
convergencia de parametros. Se eliminé un 10% de los arboles registrados equivalentes al
periodo de calentamiento o burn-in previo a la generaciéon de un arbol con la maxima
credibilidad de clados con alturas medias (median heights) en TreeAnnotator.

La segunda estimacién que corresponde a la efectuada en base SNPs ligados se realizd

también mediante el calculo conjunto de arboles filogenéticos calibrados y parametros
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poblacionales estimados bajo el modelo coalescente multiespecie, pero implementado en
el programa StarBEAST (Heled y Drummond, 2010).

Este programa constituye la version original en donde se implementa el modelo
coalescente multiespecie. La diferencia que mantiene con la version StarBEAST2 es que no
permite la aplicacién de modelos de reloj molecular relajado. El modelo de reloj molecular
seleccionado para el conjunto de SNPs ligados fue el reloj estricto puesto que se estan
considerando como una Unica unidad similar al tradicional concepto de haplotipo. El
modelo de poblaciones constantes fue seleccionado como parametro del modelo
poblacional mientras que el modelo de poblacidn constante coalescente fue establecido
como “tree prior”. La longitud de cadenas de MCMC fue de 20,000,000 y registrada cada
5000.

2.3.6 Demogradfia historica.

La estimacion de cambios en el tamafio poblacional bajo un contexto temporal fue
efectuada mediante Skyline Plots Bayesianos (BSP por sus siglas en inglés) Coalescentes
implementados en BEAST v2.5.2. El método de Skyline Plot reconstruye la demografia
histérica de una poblacién basdandose en la relacién entre la genealogia de los genes
muestreados de una poblacion y el tamafio poblacional.

La teoria de la coalescencia proporciona la base estadistica para la cuantificacion e
interpretacion de la relacidn entre la genealogia de genes y su historia demogréfica. La
genealogia de genes descrita bajo un contexto de coalescencia se encuentra representada
por eventos de coalescencia en los cuales un conjunto de genes coalescen hacia un ancestro
comun. El nimero de genes o linajes posicionados dentro de un intervalo de tiempo
especifico conocido como intervalo de coalescencia representa una estimacién del tamafio
poblacional (Ho y Shapiro, 2011).

Especificamente el método de Skyline Plot realiza la reconstruccién demografica a
través de la estimacién conjunta de la genealogia de genes y la historia poblacional. La

longitud de ramas de la topologia de arbol representativa de la genealogia de genes, debe
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ser proporcional al tiempo medido en mutaciones, afios o generaciones (Ho y Shapiro,
2011).

El tamafio poblacional promedio en cada intervalo de coalescencia se estima
mediante el producto del tamafio del intervalo y el nimero de linajes. La serie de tamafios
poblacionales a lo largo del tiempo constituye la historia demografica y su representacion
visual adquiere la forma del contorno de una ciudad (skyline) (Ho y Shapiro, 2011).

La reconstruccion demografica se efectud por separado para cada grupo genético o
poblacional (Oeste y Este) determinado mediante los analisis de estructura genética
previamente descritos.

Los archivos de SNPs ligados fueron establecidos como datos de entrada. EIl modelo
de sustitucion nucleotidica y heterogeneidad de tasas con distribucion gamma, con mayor
probabilidad de ajustarse o corresponder a cada conjunto de SNPs fue determinado
mediante el programa jModelTest v2.1.10 a través de la implementacion del criterio de
informacién de Akaike (AIC por sus siglas en inglés). Los modelos de sustituciéon nucleotidica
correspondientes a cada conjunto de SNPs (ANEXO B) fueron especificados con cuatro
categorias de tasa.

El reloj molecular estricto fue especificado como modelo de reloj molecular. La escala
de tiempo fue calibrada usando el tiempo de divergencia de 0.873 Ma estimado para el
conjunto de poblaciones con una desviacion estandar de 0.2 y distribucién lognormal. La
longitud de cadenas de MCMC para la poblacién “oeste” fue de 10,000,000 y para la
poblacion “este” de 15,000,000 y registradas cada 1000. Los archivos de registro (log files)

fueron analizados usando el programa Tracer v1.7.1 para convergencia de parametros.

2.3.7 Historia evolutiva.
La historia poblacional de C. pentadactylon fue inferida mediante la simulacién de
escenarios evolutivos alternativos en el programa DIYABC v2.1.0 (Cornuet et al., 2014).
Este programa se caracteriza por aplicar el calculo Bayesiano aproximado (ABC por
sus siglas en inglés) el cual consiste en inferir valores de probabilidad posterior a partir de

valores de similitud entre datos simulados y observados.
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Las simulaciones consisten de parametros poblacionales descriptores de las historias
poblacionales alternativas que se ajustan a los supuestos establecidos por la teoria de la
coalescencia para la creacidén de genealogias. En adicién, se simulan un conjunto de
estadisticos de resumen para cada escenario tomando como base los estadisticos de
resumen observados de los datos de entrada. Posteriormente se obtienen indicadores de
similitud entre los datos observados y simulados los cuales se someten como variable
independiente a regresion logistica ponderada policotomica y se comparan a un rango
delimitado de valores de probabilidad establecido como variable dependiente. La fraccién
de valores paramétricos simulados con mayor similitud a los valores paramétricos
observados se interpreta como probabilidad posterior (Cornuet et al., 2008).

Los datos de entrada constituyeron el conjunto de datos SNPs y se simularon 1 milldn
de conjuntos de datos por escenario. Los escenarios evolutivos se construyeron
considerando los resultados obtenidos de los analisis de estructura genética e inferencia de
tiempos de divergencia:

(1) Dos poblaciones (Popl y Pop2) han divergido simultdaneamente de una poblacién
ancestral en t1 (escenario 1).

(2) Pop2 (poblacion este) divergio de Popl (poblacidon oeste) en t1 (escenario 2).

(3) Pop1 divergio de Pop2 en t1 (escenario 3).

(4) Pop2 derivé de un nimero reducido migrantes provenientes de la poblacién oeste
en t2 y divergio en t1 (escenario 4).

(5) Pop1 derivé de un niumero reducido de migrantes provenientes de la poblacion
este en t2 y divergid en t1 (escenario 5).

Las probabilidades posteriores de los escenarios se calcularon del 1% de los datos
simulados. El ajuste entre los datos simulados y observados se evalud a través de la
implementacion de un procedimiento de comprobacién de modelos basado en un analisis
de componentes principales (PCA por sus siglas en inglés).

La confianza en la eleccion de escenarios fue evaluada mediante la simulacién de 500
conjuntos de datos pseudo observados (PODs por sus siglas en inglés) para cada escenario

y la estimacion de tasas de error de Tipo | y Il.
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2.3.8 Modelado de nicho ecolégico.

La distribucion potencial de C. pentadactylon para el tiempo presente, Holoceno
Medio (Mid-HLC, 6 Ka), Ultimo Maximo Glacial (LGM, 22 Ka) y Ultimo Interglacial (LIG, 130
Ka) fue predicha usando el método de maxima entropia implementado por el programa
Maxent v3.4.1 (Phillips, Dubik y Schapire, 2006).

El método de mdxima entropia consiste en la estimacién de la probabilidad de
distribucién que mejor describe la relacién entre el conjunto de datos de ocurrencia y un
conjunto de variables ambientales. El valor de las variables ambientales asignado a cada
pixel que define el drea de estudio, se restringe a la media empirica del valor de la respectiva
variable ambiental con respecto a un conjunto de datos de ocurrencia (Phillips, Dubik y
Schapire, 2006).

Bajo este contexto probabilistico, el modelo predice sitios de distribucion potencial o
de idoneidad climatica, es decir, sitios que exhiben el conjunto de variables ambientales
gue permiten la sobrevivencia a largo plazo de la especie. La distribucién potencial
representa por tanto el nicho ecolégico fundamental de la especie. Sin embargo, el nicho
realizado puede ser menor que el nicho fundamental debido a factores como la influencia
humana, interacciones bidticas como competencia interespecifica y depredacién, o
barreras geograficas que impiden su dispersion y colonizacién. No obstante, la prediccion
obtenida acerca de su distribuciéon potencial se puede extrapolar o proyectar a otros
tiempos geoldgicos durante los cuales las condiciones climaticas pudieron haber cambiado
(Phillips, Dubik y Schapire, 2006). Estas proyecciones permiten relacionar el cambio
climatico con la dinamica poblacional histérica de la especie.

La construccion de los modelos de nicho ecolégico se realizé en base al conjunto de
sitios de colecta georreferenciados y datos geograficos recuperados de las bases de datos
de GBIF (GBIF.org (08  March 2017) GBIF  Occurrence Download
https://doi.orq/10.15468/dl.nh3qgsu), TROPICOS

(http://legacy.tropicos.org/Name/3900594, Missouri Botanical Garden, St. Louis, MO, USA;

available from: http://www.tropicos.org) y REMIB (http://www.

conabio.gob.mx/remib/doctos/remib_esp.html) los cuales fueron introducidos como datos

64



de ocurrencia y de capas climaticas recuperadas de la base de datos WorldClim (Hijmans et
al., 2005).

Los sitios de ocurrencia representaron 152 localidades Unicas después del curado de
datos y eliminacion de duplicados. La seleccion de las variables se realizd mediante el
método Jacknife resultando en 9 variables (ANEXO C) de resolucidn espacial de 2.5 minutos
de arco.

Las capas para el Mid-HLC y LGM se obtuvieron de los modelos paleoclimaticos CCSM
(Community Climate System Model) y MIROC (Model for Interdisciplinary Research on
Climate) mientras que la capa para el LIG se obtuvo Unicamente del modelo CCSM por
restricciones de disponibilidad. Estos modelos simulan predicciones climaticas diferentes
(Varela, Lima-Ribeiro y Terribile, 2015).

Los modelos de nicho ecolégico o de distribucion potencial se construyeron con 10
réplicas usando las configuraciones preestablecidas y 25% de los datos de ocurrencia fueron
seleccionados para la validacion del modelo.

Los archivos de salida de Maxent constituyen datos raster, es decir, capas compuestas
por una matriz de pixeles cada uno de los cuales posee informacién sobre el valor de las
variables bioclimaticas en determinado sitio dentro del area geografica evaluada. Estos
archivos fueron transformados a capas binarias mediante el programa ArcGis 10.3 con la
finalidad de delimitar valores de probabilidad (0 a 100) correspondientes a la idoneidad

climatica usando como umbral de corte el valor del percentil 10.

Capitulo 3. RESULTADOS

3.1 Diversidad genética y pruebas de neutralidad.

Los valores de diversidad nucleotidica de Nei (1987) y de pruebas de neutralidad de
FuLiD y FuLiF (1993) para el conjunto de secuencias y las poblaciones oeste y este del istmo
de Tehuantepec se muestran en la Tabla 2. Los valores sefialados con * son

estadisticamente significativos (P < 0.05).
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Tabla 2. Valores de diversidad nucleotidica y de pruebas de neutralidad.

Total Oeste Este
Diversidad nucleotidica (i) 0.01463 0.00219 (SD=0.00009) | 0.00080 (SD=0.00007)
FuLiD 0.7832%* 0.07500 -2.73098*
FuLiF 0.7300%* 0.39224 -2.78856*

3.2 Estructura genética.

El nivel de estructura genética subyacente obtenido mediante el programa
STRUCTURE consiste de un valor K de 2 como el nimero de grupos mas probable (ANEXO
B). El grafico de barras que muestra los coeficientes de membresia individuales asignados a
cada numero K de grupos (K = 2) definidos como poblaciones se generdé mediante el
programa STRUCTURE plot (Fig. 10) en donde los individuos estan clasificados de acuerdo a
su sitio de muestreo: 1) Carrizal de Bravo, Guerrero. (2) San Mateo Rio Hondo, Oaxaca. (3)
Motozintla, Chiapas. (4) Volcan Tacana, Chiapas. (5) San Cristdbal de las Casas, Chiapas. (6)
Volcdn Acatenango, Chimaltenango. (7) Chimaltenango Quetzaltenango. (8) Totonicapan.
(9) Sierra de los Cuchumatanes, Huehuetenango.

El primer grupo incluye las muestras de individuos con sitios de colecta localizados al
oeste del istmo de Tehuantepec (Guerrero y Oaxaca) y el segundo grupo incluye las
muestras de individuos con sitios de colecta localizados al este del istmo (Chiapas vy
Guatemala). Este valor de grupos fue establecido a priori en la evaluacién del nivel de
diferenciaciéon genética a través el Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) global
implementado por el programa Arlequin.

Los resultados del AMOVA (Tabla 3) indican que la mayoria de la variacion (62.88%)
se explica por diferencias entre grupos con un indice de fijacion (Fsr) de 0.62879. La
variaciéon genética restante (37.12%) comprende diferencias genéticas a nivel
intrapoblacional (dentro de las poblaciones). El nivel estimado de diferenciacion genética
entre grupos separados oeste y este del istmo de Tehuantepec soporta su atribucion como

poblaciones separadas (poblacidon Oeste y poblacién Este).
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Tabla 3. Resultados del andlisis de varianza molecular (AMOVA) global basada en secuencias
nucleares de SNPs ligados.

AMOVA global Suma de cuadrados Componentes Porcentaje de | indice de fijacién
de varianza variacién

Entre las poblaciones 509.750 9.29102 62.87942 Fst=0.62879

Dentro de las poblaciones | 733.194 5.48491 37.12058 P <0.000

Total 1242.944 14.77593

1

2 3 4

6

Poblacion Oeste

Poblacién Este

Figura 10. Grafico de barras obtenido mediante el programa STRUCTURE plot en donde se
representan los coeficientes de membresia individuales asignados a cada nimero K de grupos (K = 2)
definidos como poblaciones.

3.3 Reconstruccion filogenética.

La red filogenética estimada mediante el algoritmo Neighbot-Net implementado en

el programa SplitsTree consiste de dos clados (Fig. 11) que corresponden a las poblaciones

estimadas mediante los analisis de estructura genética.
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Poblacion Oeste Poblacién Este

Figura 11. Red filogenética (Neighbor-Net) construida mediante el programa SplitsTree en base a'
secuencias nucleares de SNPs ligados.

3.4 Tiempos de divergencia.

El arbol consenso de tiempo calibrado estimado en base a 36 loci polimorficos
nucleares usando el programa StarBEAST2 muestra un tiempo de divergencia de 0.873 Ma
(HPD 95%: 0.693-1.022 Ma) entre las poblaciones Oeste y Este (Fig. 12). El valor de
probabilidad posterior estimado fue de 1 (100%) lo cual soporta la diferenciacion de los
grupos y atribucién como poblaciones separadas.

El arbol consenso de tiempo calibrado estimado en base a SNPs ligados usando el
programa StarBEAST muestra una resolucion mayor de los eventos de divergencia (Fig. 13).
Se muestra la edad media del grupo troncal de 7.612 Ma (HPD 95%: 3.577 — 35.528 Ma) con
una probabilidad posterior (PP) de 100. También se observa la edad media del grupo corona
la cual es de 5.343 Ma (HPD 95%: 0.929 — 17.797 Ma) sin embargo presenta un valor bajo
de PP (23.8).

La edad media del ancestro comuin mas reciente (ACMR) de las poblaciones es de
1.306 Ma (HPD 95%: 0.084 — 2.876 Ma) con un valor alto de soporte probabilistico. La edad
media de divergencia de la poblacién Oeste es de 0.897 Ma (HPD 95%: 0.042 — 1.387 Ma)
mientras que de la poblacion Este es de 0.847 Ma (HPD 95%: 0.039 — 1.156 Ma), ambas con
alto soporte probabilistico (PP = 99.9 y 100 respectivamente). Estos valores coinciden con

los obtenidos en base a loci nucleares.
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Figura 12. Cronograma de las poblaciones de C. pentadactylon basado en drbol consenso calculado
usando 36 loci polimdrficos nucleares y un modelo coalescente de multiespecies con tamafio
constante. Los intervalos de maxima densidad posterior conteniendo 95% de la probabilidad
posterior (HPD) se muestran como barras moradas.

0.847Ma_ " Poblacion

1,306 Ma j b
TN Poblacion

5,343 Ma 0897 MaQ Oeste

0.742 Ma |
F mexicanum

7.612 Ma|
Loled ok E californicum
80 0 60 S0 40 30 2 0 00
MIOCENO | PLIOCENO | PLEISTOCENO  |HOLOCENO

NEOGENO | CUATERNARIO

Figura 13. Cronograma de las poblaciones de C. pentadactylon basado en drbol consenso calculado
usando el conjunto de SNPs ligados y un modelo coalescente de multiespecies con tamafio constante.
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3.4 Historia evolutiva.

La representacién de escenarios evolutivos alternativos generada mediante el
programa DIYABC se observa en la figura 14 en donde: a) Escenario 1: Separacion
simultanea de una poblacidn ancestral en tiempo 1 (t1). b) Escenario 2: La poblacion Este
(Pop 2) se separd y divergidé de la poblacién Oeste en el tiempo 1 (t1). c) Escenario 3: La
poblacidn Oeste se separd y divergio de la poblacion Este en el tiempo 1 (t1). d) Escenario
4: La poblacion Este se origind de un numero reducido de migrantes de la poblacién Oeste
en el tiempo 2 (t2) y divergio en el tiempo 1 (t1). e) Escenario 5: La poblacién Oeste se
origind de un numero reducido de migrantes de la poblacién Este en el tiempo 2 (t2) y
divergid en el tiempo 1 (t1).

El escenario evolutivo mas probable (Tabla 4) corresponde a la separacidon o
divergencia simultanea de las poblaciones a partir de una poblacion ancestral (escenario 1).
La evaluacion de la confianza en la eleccidn del escenario 1 se realizo a través del calculo de
tasas de error de Tipo | y Il. Los valores de error en la estimacion de este escenario fueron

bajos (Error tipo I: 0.0260; Error tipo Il: 0.2565).
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Figura 14. Escenarios demograficos de C. pentadactylon simulados mediante

Pop 2
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Pop 1
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N2

Pop 2

Pop 2

el programa DIYABC basados en secuencias nucleares de SNPs ligados.
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Tabla 4. Probabilidad posterior de escenarios simulados (Regresién logistica Bayesiana).

Escenario Probabilidad Intervalo de Error tipo | Error tipo Il
posterior confianza de 95 %
1. Separacidn simultanea de una poblacién | 0.8400 0.7906-0.8895 0.0260 0.2565
ancestral.
2. Poblacion Este diverge de poblacidon 0.0011 0.0000-0.2607
Oeste.
3. Poblaciéon Oeste diverge de poblacion 0.0039 0.0000-0.2632
Este.
4. Poblacioén Este deriva de pocos 0.0035 0.0000-0.2629
migrantes de la poblacién Oeste.
5. Poblacién Oeste deriva de pocos 0.1515 0.1046-0.1984
migrantes de la poblacion Este.

3.5 Demografia histérica.

Los Skyline Plot Bayesianos Coalescentes estimados para cada poblacion mediante el

programa BEAST2 indican un incremento continuo, seguido de expansiones demograficas

repentinas que datan de aproximadamente 0.2 Ma (Fig. 15) y subsecuente mantenimiento

del tamafio efectivo poblacional.

* tiempo generacional

Tamafio electivo poblacional

Poblacion Qeste

Poblacion Este

Tiempo (millones de afios)

Figura 15. Skyline Plots Bayesianos estimados de secuencias nucleares de SNPs ligados para cada poblacién. El
eje-y corresponde al producto entre el tamafio efectivo poblacional y el tiempo generacional, y el eje-x al tiempo
transcurrido en millones de afios. Lineas sélidas representan el promedio estimado y areas sombreadas
corresponden a intervalos de confianza del 95%.
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3.6 Distribucion potencial predicha mediante modelado de nicho ecoldgico.

El area promedio bajo la curva de la caracteristica operativa del receptor (COR) para

las réplicas indica que el desempefio discriminatorio del modelo fue bueno (0.970). El

modelo de distribucién predicha para el Ultimo Interglacial (LIG) (130 Ka) indica una

reduccion drastica en el nicho ecoldgico de la especie comparado con la obtenida para el

Ultimo Maximo Glacial (LGM) (22 Ka) y Holoceno Medio (Mid-HLC) (6 Ka) en los cuales el

nicho ecoldgico incrementa. La distribucidn potencial se mantiene durante estos periodos

de tiempo, pero incrementa durante el tiempo presente (Fig. 16).
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Figura 16. Distribuciones presente e histérica predichas a través de modelado de nicho ecoldgico
implementado por el método de maxima entropia. La probabilidad de ocurrencia basada en idoneidad
climatica (ldoneidad Climatica MDE) se muestra de alta (100) en rojo a baja (0) en verde.
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Capitulo 4. DISCUSION

4.1 Efecto vicariante del istmo de Tehuantepec en la formacion de patrones de diversidad genética.

Chiranthodendron pentadactylon se distribuye en provincias geograficas separadas
por el istmo de Tehuantepec. Los analisis de estructura genética efectuados permitieron
determinar esta regién como barrera biogeografica al influir en la distribucién de los
patrones de variacion genética interpoblacional.

Se estimaron altos niveles de estructuracion genética o de diferenciacion genética
entre grupos genéticos distribuidos oeste y este del istmo de Tehuantepec
consecuentemente denominados poblaciones. El istmo de Tehuantepec ha sido
considerado como barrera biogeografica para multiples taxa. Estudios en especies de
bosque mesofilo de montafia en Mesoamérica, con distribucion adyacente y cercana al
istmo, observaron una separacién genética y geografica producida por la ocurrencia del
istmo. Por ejemplo, estudios filogeograficos del arbusto P. padifolia (Gutiérrez-Rodriguez,
Ornelas y Rodriguez-Gémez, 2011) y del cactus muérdago R. baccifera (Ornelas y Rodriguez-
Gomez, 2015) revelaron una separacion genética y poblacional a lo largo del istmo. Mas
aun, un estudio filogeografico comparativo que incluyo las especies de plantas P. matudae,
L. styraciflua, P. padifolia, M. deppeana y R baccifera, las especies de roedores P. aztecus,
R. sumichrasti y H. lophurus, y las especies de aves A. cyanocephala, C. curvipennis, L.
amethystinus (colibries), L. affinis (trepatroncos), C. ophthalmicus, B. brunneinucha y B. belli
(paseriformes) (Ornelas et al., 2013) soporté de manera similar una separacion genética y
poblacional ocasionada por la ocurrencia del istmo. Por el contrario, en el muérdago P.
schiedeanus (Ornelas et al., 2016) el efecto vicariante del istmo no es evidente a causa de
mecanismos efectivos de flujo génico que resultan en niveles superficiales de estructura
genética.

El istmo de Tehuantepec es una region de valle tipo sabana (Ornelas et al., 2013) de
alta sismicidad que une el continente de América del Norte con América Central. En el sitio
de unidn con América del Norte, el istmo se reduce a un ancho de 200 Km. La alta sismicidad

del istmo se relaciona con la cercania que tiene con la unidon triple de las placas
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norteamericana, de Cocos y del Caribe. Su estructura actual resulta de la superposicién de
tres tipos distintos de tectonismo: (1) Inclinacion de la region este del istmo durante el
Mioceno tardio-Plioceno temprano como consecuencia de la deformacion de la losa
subductora de la placa de Cocos; (2) Hundimiento de la region sur del istmo asociado con el
desplazamiento en direccion este de la parte oeste de la placa del Caribe con respecto a la
parte sur de la placa norteamericana y (3) Desarrollo de extensiones en la mitad norte del
istmo relacionado con la evolucién del margen pasivo del golfo de México (Barrier et al.,
1998). Estos procesos resultaron en la reduccion de las tierras altas y posible embalse
marino (Barrier al., 1998; Ornelas et al., 2013).

Las implicaciones que esta potencial barrera tiene sobre la estructura genética
constituyen un incremento en la diferenciacion genética por el efecto que el aislamiento de
distancia descrito por Sewall Wright (1943) tiene sobre poblaciones subdividas vy
aleatoriamente organizadas.

El modelo de aislamiento por distancia indica que la probabilidad de apareamiento
depende de la distancia entre los individuos o de la varianza en la dispersion de los
propdagulos. En particular, poblaciones con mayor separacién espacial entre ellas tienen una
menor probabilidad de intercambiar genes resultando en un incremento de diferenciacién
genética por los procesos de deriva génica y sistemas de apareamiento endogamicos. Sin
embargo, procesos ecoldgicos introducen variacién en el nivel de intercambio genético o
de flujo génico entre poblaciones (Loveless y Hamrick, 1984).

En formas de vida arbdrea, caracteristicas como sistemas de apareamiento
alogamicos, reproduccion de tipo policarpica y ciclo de vida prolongado (Petit y Hampe,
2006) inducen el flujo génico e influyen en la distribucidn de los alelos.

Elincremento de las tasas de reproduccion alogamica disminuye el nivel de estructura
genética (Loveless y Hamrick, 1984). Por su parte, C. pentadactylon presenta un sistema de
apareamiento mixto dada la morfologia hermafrodita de las flores. Este factor disminuye la
probabilidad de eventos de dispersidn a larga distancia (Loveless y Hamrick, 1984) a través
del istmo resultando en el aumento de los niveles de diferenciacion genética

interpoblacional. Ademas, la naturaleza dicdgama de las flores promueve un mecanismo de
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reproduccidon cruzada el cual deriva en niveles moderados de variacion genética
intrapoblacional (Loveless y Hamrick, 1984).

Por ultimo, la polinizacidn de los vectores altamente vagiles como aves y murciélagos
podrian inducir bajos niveles de subdivision genética intrapoblacional. Dispersion de
semillas mediada por aves también podria resultar en bajos niveles de subdivision genética

intrapoblacional.

4.2 Relaciones del tiempo de divergencia poblacional y demografia histérica con cambio climatico histdrico.

Los bosques mesodfilos de montafia constituyen ecosistemas forestales de distintiva
composicion floristica y estructural. Los componentes floristicos estan adaptados a
condiciones climaticas caracterizadas por el relativo mantenimiento o continuidad de la
entrada de precipitaciéon. La extension espacial de estas condiciones se encuentra
restringida pues se encuentran Unicamente en franjas altitudinales relativamente estrechas
(Hamilton, Juvik y Scatena, 1995).

Factores histéricos como eventos geoldgicos y cambio climatico pueden promover
cambios distribucionales de estos ecosistemas pues las especies que los componen son
particularmente susceptibles a cambios en la precipitacion (Foster, 2001). En particular, la
distribucién de C. pentadactylon pudo haber sido afectada por las fluctuaciones climaticas
del periodo Cuaternario.

Para determinar la relacién entre la divergencia de poblaciones de C. pentadactylony
eventos climaticos del Cuaternario, se estimaron arboles de tiempo calibrado con una
calibracién secundaria derivada de una filogenia datada de la familia Malvaceae (Richardson
et al., 2015). El clado de la filogenia que corresponde a la tribu Fremontodendreae formada
por los géneros Chiranthodendron y Fremontodendron presenta un tiempo de divergencia
estimado de 5 Ma (Mioceno Tardio-Inicio del Plioceno) la cual fue establecida como punto
de calibracidn. El tiempo de divergencia estimado en base a 36 loci nucleares polimorficos
indica que las poblaciones actuales de C. pentadactylon divergieron hace aproximadamente
0.873 Ma. Sin embargo, el arbol de tiempo calibrado obtenido no proporciona una

resolucion mas profunda sobre tiempos de divergencia previos a la separacion de las
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poblaciones. En cambio, el arbol de tiempo calibrado obtenido en base a SNPs nucleares
ligados proporciona una estimacion mas detallada sobre los eventos de divergencia. Este
arbol indica un tiempo de divergencia para la poblacién Oeste de 0.897 Ma y para la
poblacién Este de 0.847 Ma.

Estas edades coinciden con la estimada en base a loci nucleares. En adicidn, se
observa una edad de 1.036 Ma para el ancestro comun mas reciente de las poblaciones. La
edad de divergencia de las poblaciones se aproxima a la edad de la dltima fase de un
proceso de enfriamiento lento desarrollado en los ultimos 50 Ma. Las alternaciones entre
periodos glaciales frios e intervalos mas céalidos desarrolladas al inicio de la época del
Pleistoceno dan lugar a ciclos de una longitud temporal de 40 Ka (1.2-0.6 Ma) y
subsecuentemente a ciclos de aproximadamente 100 Ka iniciados 800 Ka (PAGES, 2016). El
calentamiento prolongado de este periodo posiblemente disminuyd y restringié el rango de
distribucién potencial de Chiranthodendron a las tierras altas.

El escenario evolutivo con mayor soporte probabilistico para las poblaciones de
Chiranthodendron es la divergencia simultanea de las poblaciones a partir de una poblaciéon
ancestral.

Este escenario sugiere una especie ancestral de amplia distribucion que
subsecuentemente experimentd contraccion con el advenimiento de condiciones climaticas
desfavorables como aquellas inferidas para los ultimos 800 Ka. La contraccién del rango de
distribucién promovié cambios en la continuidad poblacional y aislamiento. El rango de
distribucién ancestral posiblemente incluyd una localizacion mdas septentrional con
respecto a la distribucion actual. Lo anterior se encuentra soportado por la distribucion que
mantiene su género hermano Fremontodendron en el suroeste de Estados Unidos vy
noroeste de México (Fig. 17). Fremontodendron es un género de arbustos y pequefios
arboles de comunidades vegetales tipicas de chaparral (Kelman, Broadhurst y Brubaker,
2006) y floras esclerdfilas de clima templado y seco (Pavek, 1993).

Se ha sugerido que predecesores de la tribu Fremontodendreae formaron parte de la

geoflora del Madro-Terciario la cual evoluciond en respuesta a ambientes subhumedos de

77



regiones tropicales y subtropicales a partir de especies adaptadas a climas tropical y cdlido
templado (geoflora del Neotropical Terciario) (Axelrod, 1958).

Durante el Eoceno Medio, la geoflora del Madro-Terciario ya se encontraba
establecida en las zonas secas de los tropicos norteamericanos mientras que para el final
del Oligoceno ocupaba gran parte del suroeste de Estados Unidos y noroeste de México. La
tendencia hacia condiciones secas esta soportada por evidencias derivadas de estudios
sobre sedimentologia, paleontologia de vertebrados y registro de polen fésil de la region de
San Diego (flora de Elsinore) las cuales indican condiciones secas en invierno con tendencia
hacia condiciones frias al inicio del Eoceno Medio y Tardio (Axelrod, 1958).

La composicion floristica durante este periodo esta representada por la presencia de
bosque mixto de coniferas de hoja caduca en las partas altas y comunidades vegetales
estacionalmente secas en las partes bajas. Esta tendencia hacia condiciones secas también
se hace evidente con el primer evento de rotacion de polen en cuyo registro se encuentra
polen fésil de tipo Chiranthodendron-Fremontodendron-Triumfetta. Las condiciones secas
se intensifican durante el Luteniense (47.8-41.2 Ma) Medio y Tardio ejerciendo un efecto
mas pronunciado en el sur de California durante el Bartoniense (41.2-37.8 Ma) por la
disminucion de la temperatura. La tendencia hacia condiciones secas y frias culmina
durante el Eoceno Tardio-Oligoceno (33.9-23.03 Ma) Temprano con el desarrollo de un
bosque paratropical o de tipo sabana con bosques de galeria a lo largo de los cuerpos de
agua en las partas bajas, y de un bosque mixto de coniferas estacionalmente mas seco en
las partes altas (Graham, 1999).

Esto marca el inicio del desarrollo del matorral/chaparral-bosque-sabana del actual
arido suroeste de Estados Unidos y noroeste de México (Frederiksen, 1991). Durante el
Mioceno (23.03-5.33 Ma), Plioceno (5.33-2.58 Ma) Temprano y Medio, el clima seco
continuda expandiéndose permitiendo la extension del rango de distribucién de la geoflora
del Madro-Terciario en direccion norte, sur, este y oeste (Axelrod, 1958).

Posteriormente, a finales del Plioceno, se desarrolla una diversificacion ambiental
mas marcada (Axelrod, 1958) derivada de la disminucidn de las temperaturas (Graham,

1999) en el oeste de Estados Unidos resultando en la segregacion de la geoflora en un

78



numero de comunidades derivadas de ocurrencias mas restringidas. Algunas especies
sobreviven en el drea de distribucion establecida durante el Terciario, mientras que otras
derivan en especies adaptadas a los climas templados de las montainas del sur de Arizona,
oeste de Texas y las Sierras Madres de México (Axelrod, 1958).

Subsecuentemente se da el inicio de los ciclos glaciales del Pleistoceno (2.58-0.012
Ma) con la formacién de la capa de hielo Laurentino en América del Norte (2.58 Ma)
(Graham, 1999). Predecesores de las especies de Fremontodendron posiblemente se
diversificaron durante la época del Pleistoceno como resultado del aislamiento promovido
por los intervalos glaciales seguido de expansion postglacial. Mientras que predecesores de
Chiranthodendron ven favorecida su expansién y migracion en direcciéon meridional con el
aumento de la entrada de precipitacion proveniente de ciclones de baja presion del océano
Pacifico y golfo de México (1.6 Ma) (Graham, 1999).

La estimacidon de cambios en el tamano poblacional mediante un enfoque bayesiano,
indica un aumento continuo del tamafo efectivo poblacional iniciando 0.5 Ma seguido de
aumentos repentinos en el tamario efectivo poblacional que coinciden con el periodo glacial
de edad aproximada de 0.2 Ma. Estas expansiones demograficas soportan la hipétesis del
bosque humedo la cual predice migracion hacia menores altitudes, expansion del rango de
distribucién y conectividad poblacional durante intervalos glaciales (Ramirez-Barahona y
Eguiarte, 2013). Esta hipdtesis también predice crecimiento demografico reducido o
limitado. Sin embargo, la alta vagilidad de los vectores de dispersion de C. pentadactylon
pudo haber favorecido incrementos en el tamafio poblacional. Por otra parte, el bajo nivel
de diversidad nucleotidica observado indica expansiones demograficas a partir de una
poblacién de tamafio efectivo poblacional pequefio.

En adicién, no se detectaron reducciones en el tamafio poblacional o cuellos de
botella lo cual refuta la hipdtesis alternativa al modelo de bosque hiumedo, la hipdtesis de
los refugios secos. Esta hipotesis indica que las poblaciones fueron comprimidas en refugios
por los efectos opuestos de aridez y enfriamiento experimentando reduccién en el tamafio
poblacional, aislamiento y subsecuente diferenciacion genética (Ramirez-Barahona vy

Eguiarte, 2013).
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El modelo de bosque hiumedo como descriptor de las consecuencias demograficas de
especies de bosque mesdfilo de montana, ha sido soportado por estudios filogeograficos
en L. styraciflua (Ruiz-Sanchez y Ornelas, 2014), R. baccifera (Ornelas y Rodriguez-Gémez,
2015) y P. schiedeanus (Ornelas et al., 2016) los cuales predicen distribuciones que reflejan
una tendencia espacial continua durante el LGM y ausencia de expansiones demograficas
significativas. También, estudios sobre estructura geografica y variacidon genética de
especies de Podocarpus distribuidas en Mesoamérica en adicidn a la reconstruccidn de
distribuciones potenciales durante el LIG (ultimo interglacial) y LGM (ultimo maximo glacial)
(Ornelas et al., 2019) permitieron el reconocimiento de sefiales demograficas relacionadas
con la permanencia in situ de largo plazo en multiples refugios durante el LGM, las cuales
comprenden la ausencia de expansion demografica y flujo génico limitado.

Por otra parte, Gutiérrez-Rodriguez, Ornelas y Rodriguez-Gémez (2011) observan
patrones demograficos en P. padifolia que coinciden con las esperadas bajo el modelo de
bosque humedo, aunque no describen explicitamente esta correspondencia. Los autores
hacen alusion a la hipdtesis de refugios pleistocénicos en los tropicos referida a especies de
tierras bajas. Esta hipdtesis sugiere que durante los periodos glaciales se da una reduccién
drastica en la precipitacidon resultando en la compresion, fragmentacion y aislamiento en
refugios. Por el contrario, en P. padifolia se estiman expansiones demograficas repentinas
a partir de una poblacién de tamafio poblacional efectivo pequefio y altos niveles de
diversidad genética atribuidos a factores evolutivos y ecolégicos como la retencion de
polimorfismos ancestrales o sorteo incompleto de linajes y altas tasas de reproduccion
alogamica.

La distribucién predicha para C. pentadactylon mediante modelado de nicho
ecoldgico sugiere una disminucion drastica en el rango de distribucién para el LIG (130 Ka).
Sin embargo, no se detectaron reducciones en los tamafos efectivos poblacionales.

La ausencia de expansiones demograficas puede deberse a la fragmentacion de la
distribucién potencial durante el LIG, promoviendo la subdivision poblacional.
Posteriormente, durante el LGM se incrementa significativamente la distribucion potencial,

la cual se mantiene durante el Holoceno Medio y aumenta aun mas durante el tiempo
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CONCLUSIONES

El enfoque de andlisis filogeografico efectuado permitid estimar valores descriptores
del estado genético de las poblaciones de Chiranthodendron pentadactylon relacionados
con procesos histéricos y contemporaneos. Estos procesos constituyen factores
determinantes de la estructura genética, geografica y rango geografico de las poblaciones
actuales de C. pentadactylon.

En primera instancia, el resultado de diversidad genética en términos de diversidad
nucleotidica obtenido sugiere similitudes genéticas entre los individuos relacionadas con
una historia demografica caracterizada por expansiones demograficas drasticas a partir de
poblaciones ancestrales de tamafio efectivo poblacional pequefio.

La estimacidon de cambios poblacionales temporales realizada a través de un enfoque
bayesiano sugiere que la tltima expansidn demografica drastica ocurrié durante el periodo
glacial que data de aproximadamente 0.2 Ma. En adicidn, procesos ecolégicos como el
aumento en las tasas de reproduccion endogdmicas promovidas por la subdivision
poblacional y geografica de las poblaciones pueden mantener un nivel de diversidad
nucleotidica bajo. El modelado de nicho ecoldgico permitié estimar una contraccién
pronunciada en el rango de distribucién poblacional con posible fragmentacién poblacional
durante el LIG (130 Ka) inducida por la disminucién en la idoneidad climatica.

Los patrones de diversidad genética estimados mediante los analisis que miden el
nivel de estructuracidon genética, indican una subdivision poblacional y diferenciacion
genética inducidas por el istmo de Tehuantepec. Los grupos genéticos distribuidos oeste y
este del istmo fueron en consecuencia denominados poblaciones. Esta barrera constituye
un factor contemporaneo que promueve la diferenciacién genética entre las poblaciones.
El alto nivel de estructuracion genética en adicion a las relaciones filogenéticas estimadas
entre los individuos sugiere estructuracion filogeografica pues los individuos dentro de cada
poblacidn son genealdgicamente equivalentes entre si.

La distribucion geografica de Chiranthodendron ha resultado de procesos historicos y

demograficos acontecidos durante la época del Pleistoceno. La inferencia de estos procesos
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historicos y su interrelacidn con procesos demograficos se realizd a través de la estimacion
de cambios poblacionales bajo un contexto temporal, comparacion de escenarios
evolutivos, estimacion de tiempos de divergencia y prediccion de distribuciones potenciales
para diferentes periodos de tiempo dentro de la época del Pleistoceno (1.8-0.11 Ma).

La estimacidn de tiempos de divergencia permitié posicionar a las poblaciones en una
escala temporal la cual a su vez indica el tiempo de separacion de las poblaciones. Las
edades estimadas de separacidn se aproximan al primer periodo interglacial de extensién
temporal de 100 Ka que data de 800 Ka. El incremento de condiciones aridas predichas para
este periodo sugiere una disminucion en el rango de distribucién para C. pentadactylon con
subsecuente aislamiento poblacional, divergencia y diferenciacién genética.

La comparacion de escenarios evolutivos alternativos permitié la asignacién de
valores de probabilidad. El escenario con mayor soporte probabilistico describe una
separacion simultanea de las poblaciones a partir de una poblaciéon ancestral. El rango
distribucional de esta poblacidn posiblemente abarca una extension mas amplia y de
localizacion septentrional con respecto a la distribucién de las poblaciones actuales. Lo
anterior lo soporta la distribucidon que mantiene el género hermano de Chiranthodendron,
Fremontodendron. Este género forma parte de comunidades vegetales de chaparral del
actual arido suroeste de Estados Unidos y noroeste de México.

Posibles predecesores de Chiranthodendron-Fremontodendron formaron parte de la
geoflora del Madro-Terciario la cual se caracterizaba por presentar adaptaciones a
condiciones secas y frias desarrolladas en la regidon durante el Eoceno Medio. Las
condiciones secas contintan expandiéndose hasta el Plioceno Medio.

Posteriormente, durante el Plioceno Tardio se da una diversificacion ambiental mas
marcada con la disminuciéon de las temperaturas. Predecesores de C. pentadactylon
posiblemente adaptados a los climas templados de las montafias del sur de Arizona, oeste
de Texas y las Sierras Madres de México ven favorecida su expansion y migracién en
direccion meridional con el incremento de la entrada de precipitacion durante los ciclos
glaciales del Pleistoceno. Sin embargo, la temporalidad de los intervalos interglaciales se

incrementa induciendo la contraccion del rango de distribucion, aislamiento, divergencia y
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diferenciacién genética. Las poblaciones Oeste y Este del istmo de Tehuantepec derivadas
de esta fragmentacion espacial en ausencia o limitacidén de flujo génico, presentan historias
demograficas separadas. No obstante, ambas experimentan una expansion demografica
drastica durante el periodo glacial de 0.2 Ma a partir de poblaciones ancestrales de tamafio
reducido.

El tamafio efectivo poblacional alcanzado se ha mantenido inclusive con la reduccion
de la distribucion potencial predicha para el LIG y el subsecuente aumento de nicho
predicho para el LGM, Mid-HLC y tiempo presente. Las consecuencias demograficas
inferidas para C. pentadactylon durante los intervalos glaciales soportan la hipdtesis de
bosque humedo propuesto para especies de bosque mesdfilo de montafia. Esta hipdtesis
predice migracion hacia sitios de menor altitud, expansion del rango distribucion,
conectividad poblacional y ausencia o limitado crecimiento demografico.

Por tanto, la hipdtesis predicha para las poblaciones de Chiranthodendron es
parcialmente refutada por los resultados obtenido, ya que no se detectaron disminuciones
en el tamafio efectivo poblacional o cuellos de botella. Las poblaciones presentan
estructuracién genética y filogeografica como consecuencia de las fluctuaciones climaticas
del Pleistoceno.

Las condiciones desfavorables de los intervalos interglaciales inducen una fuerte
contraccion en el rango de distribucidén derivando en separacion y diferenciacién genética
interpoblacional. El nivel de diferenciacion genética estimado se ha mantenido por el efecto
vicariante del istmo de Tehuantepec. En adicidn, las posibles rutas de dispersién de la
especie poseen una localizacién septentrional con respecto a su distribucidn actual.

El establecimiento de las rutas de migracion se da como consecuencia del aumento
de la entrada de precipitacidén en el norte de México durante los intervalos glaciales de la
época del Pleistoceno. Se estimaron expansiones demograficas para el periodo glacial de
0.2 May subsecuente mantenimiento del tamafio efectivo poblacional. Sin embargo, el bajo
valor de diversidad nucleotidica estimado en adicidon al reducido tamafio efectivo
poblacional sugiere que esta especie es particularmente susceptible al cambio climatico.

Mas aun, la distribucion restringida que mantiene como consecuencia de la restriccion
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espacial del bosque mesdfilo de montafia en México y la reduccién de las dreas boscosas
por la actividad humana, podrian ponerla en peligro de extincién. Actualmente esta
clasificada por la IUCN y la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010) como
especie amenazada. En virtud de esto, es necesaria la ejecucién de planes de conservacién
que aseguren su sobrevivencia a largo plazo.

Para esto se recomienda la ejecucién de estudios enfocados en la ecologia de la
especie para determinar el papel que desempena dentro de los ecosistemas forestales y el
modo de dispersion de las semillas. La ejecucion de estudios filogeograficos basados en el
marcador de cloroplasto permitiria determinar el nivel de efectividad de la dispersién de
semillas a través del nivel de estructura genética. La informacion derivada de estos estudios
permitiria determinar los requerimientos reproductivos de la especie e incrementar la
probabilidad de éxito en la ejecucion de planes de conservacién. En adicidn, predicciones a
futuro sobre la distribucion potencial a través del modelado de nicho ecolégico
complementarian la informacién relacionada con los requerimientos ecoldgicos y de

reproduccion de la especie como base para la ejecucién de planes de conservacion.
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ANEXO A. Estadisticas del ensamblaje de novo de las secuencias alineadas mediante el programa ipyrad. El codigo de
muestra corresponde a los sitios de colecta. Chil: Motozintla, Chiapas. Chi2: Volcan Tacanda, Chiapas. Chi3: San
Cristébal de las Casas, Chiapas. GTM1: Volcan Acatenango, Chimaltenango. GTM2: Chimaltenango-Quetzaltenango.
GTM3: Totonicapan, Pologua. GTM4: Sierra de los Cuchumatanes, Huehuetenango. Gue: Carrizal de Bravo, Guerrero.
Oax: Miahuatlan de Porfirio Diaz, Oaxaca.

Numero de . Nﬁmero'total de . Numero total de
Codigo/muestra Lecturas lecturas que Numero t?tal de agrupamlen.tos de Hetero_cngosndad E_rror Lecturas loci en el
crudas pasaron filtrado agrupamientos | alta profundidad de estimada estimado consenso ensamblaje
cobertura
Chil_1 546079 545673 9776 5246 0.00969 0.003227 4699 70
Chil_2 489776 489374 8549 4634 0.00927 0.002942 4182 68
Chi1_3 646230 645729 13421 6967 0.00952 0.003352 6194 70
Chil_4 840221 839641 12634 5927 0.01018 0.003054 5241 70
Chil_5 1706978 1705859 19587 8078 0.01229 0.00265 7018 68
Chi2_1 1285631 1284726 13385 5527 0.01029 0.002382 4898 70
Chi2_2 865617 865031 13808 6523 0.0111 0.003457 5729 70
Chi2_3 813890 813261 11112 6236 0.00848 0.002741 5692 70
Chi2_4 924608 923895 12215 5765 0.01009 0.00277 5109 70
Chi2_5 697781 697229 9218 4651 0.0095 0.002816 4183 70
Chi3_1 1702335 1700855 21873 9140 0.0078 0.002523 8312 66
Chi3_2 873901 873260 10508 5022 0.00931 0.002292 4514 68
Chi3_3 730845 730333 9128 4535 0.01024 0.002537 4062 70
Chi3_4 774027 773503 11972 6303 0.00932 0.003038 5713 70
Chi3_5 793729 793164 10747 5240 0.01001 0.003082 4708 70
GTM1_1 185872 185737 4172 2695 0.00657 0.00309 2487 64
GTM1_2 754587 754035 10598 5449 0.00871 0.002992 4939 70
GTM1_3 400025 399803 7275 4372 0.00811 0.002523 3958 69
GTM1_4 581775 581387 9091 4874 0.00639 0.002645 4407 69
GTM1_5 557839 557472 9637 5452 0.00756 0.003161 4989 69
GTM1_6 973189 972392 12610 5403 0.01031 0.00247 4809 70
GTM1_7 1586948 1585662 19984 7039 0.01228 0.002655 6152 69
GTM1_8 940421 939756 12017 5512 0.01024 0.002628 4902 70
GTM1_9 864150 863568 11031 5190 0.01059 0.002459 4612 70
GTM1_10 787584 786987 12062 5839 0.00948 0.002973 5213 70
GTM2_1 357762 357489 6795 3821 0.00901 0.002619 3461 65
GTM2_2 776247 775661 14535 6031 0.01074 0.00366 5376 70
GTM2_3 905071 904355 11853 5468 0.00926 0.002682 4896 70
GTM2_4 394718 394418 7236 4284 0.00866 0.002474 3904 69
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ANEXO A. (Continuacién)

Cédigo/muestra Lecturas Numero de Numero total Numero total de Heterocigosidad Error Lecturas Numero total de
crudas lecturas que de agrupamientos de estimada estimado consenso locien el
pasaron filtrado | agrupamientos | alta profundidad de ensamblaje
cobertura
GTM2_5 438774 438465 8130 4421 0.00874 0.002923 4002 70
GTM2_6 254366 254153 4722 2946 0.00708 0.002824 2733 69
GTM2_7 397926 397634 6654 3608 0.00847 0.003096 3302 70
GTM2_8 293207 293090 5601 3451 0.0092 0.002435 3151 70
GTM2_9 445555 445240 6449 3773 0.00937 0.002379 3414 69
GTM3_1 252717 252538 4914 3030 0.0086 0.002735 2766 68
GTM3_2 341381 341071 6656 3625 0.00823 0.003314 3266 68
GTM3_3 315385 315113 5877 3255 0.01239 0.003414 2918 67
GTM3_4 96634 96551 2407 1570 0.00529 0.002565 1474 54
GTM3_5 64032 63975 1872 1223 0.00622 0.002228 1125 44
GTM4_1 309955 309724 5880 3345 0.00805 0.003104 3056 69
GTM4_2 514687 514310 7190 4028 0.00896 0.002966 3643 69
GTM4_3 1104390 1103558 12416 5003 0.00965 0.002385 4481 70
GTM4_4 296094 295888 5279 3289 0.00807 0.002673 3025 67
GTM4_5 376992 376742 5961 3569 0.00875 0.00263 3263 67
GTM4_6 290257 290059 5810 3279 0.00905 0.00291 2967 70
GTM4_7 413099 412746 6256 3744 0.00879 0.002388 3392 70
GTM4_8 116993 116901 3684 2092 0.00709 0.002997 1919 59
GTM4_9 987126 986380 16324 7901 0.00814 0.003376 7173 70
GTM4_10 419083 418768 7223 4344 0.00844 0.002865 3965 68
Gue_1 404544 404237 7548 4228 0.00983 0.003388 3764 69
Gue_2 216691 216534 4740 2882 0.00812 0.002978 2628 61
Gue_3 275546 275322 5483 3291 0.0085 0.002944 2992 62
Gue_4 464656 464283 7401 4313 0.00916 0.002524 3946 67
Gue_5 433684 433341 8506 4871 0.0087 0.003707 4412 67
Gue_6 343654 343432 6047 3633 0.00886 0.002659 3311 69
Gue_7 201196 201022 4819 3060 0.0077 0.002653 2800 64
Gue_8 254043 253846 6132 3553 0.00875 0.003888 3198 61
Gue_9 403191 402918 7326 4331 0.00883 0.003231 3913 67
Gue_10 241461 241267 4861 3151 0.00672 0.00356 2905 67
Oax_1 288110 287928 5940 3484 0.00819 0.002799 3180 65
Oax_2 603792 603319 11061 5475 0.01124 0.003272 4850 69
Oax_3 361850 361599 6238 3850 0.00937 0.002727 3482 69
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ANEXO A. (Continuacién)

Cédigo/muestra Lecturas Numero de Numero total Numero total de Heterocigosidad Error Lecturas Numero total de
crudas lecturas que de agrupamientos de estimada estimado consenso locien el
pasaron filtrado | agrupamientos | alta profundidad de ensamblaje
cobertura
Oax_4 289744 289516 5767 3374 0.00807 0.003374 3068 66
Oax_5 323827 323576 6387 3646 0.00833 0.002959 3299 68
Oax_6 165857 165739 4431 2796 0.00809 0.002323 2549 65
Oax_7 492607 492288 10202 5389 0.01056 0.003581 4790 69
Oax_8 745929 745309 11340 5179 0.01074 0.002999 4622 70
Oax_9 846595 846010 14731 6205 0.01377 0.0035 5411 69
Oax_10 206957 206806 4666 2896 0.00809 0.002958 2655 63
Promedio 565948 565528 8837 4526 0 0 4075
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ANEXO B. Modelos de sustitucion estimados usando jModeltest2 y sus equivalentes en
StarBEAST2, StarBEAST y BEAST2. *Operadores desactivados. **Frecuencias base
establecidas a igual.

Analisis: Estimacion de tiempos de divergencia
Locus nuclear jModeltest2 StarBEAST2

1 TPM1 HKY+G
2 F81 GTR

3 TrNef TN93
4 HKY + G HKY

5 F81 GTR*
6 K80 HKY**
7 F81 GTR*
8 JC JC69
9 TrNef TN93**
10 TrN TN93
11 TPM3uf HKY+I+G
12 TrNef TNO3**
13 F81 GTR*
14 TPM2uf HKY
15 TrN TN93
16 HKY HKY
17 F81 GTR*
18 TrN+l TN93
19 GTR GTR
20 TPM2uf HKY
21 TIM3 GTR*
22 TPM3uf HKY+I+G
23 HKY HKY
24 TPM1uf + G HKY
25 TPM2uf HKY
26 TIM1+1+G GTR*
27 HKY+ HKY
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ANEXO B. (Continuacion)

Analisis: Estimacién de tiempos de divergencia

Locus nuclear jModeltest2 StarBEAST2
28 TIM2+I GTR*
29 i[e JC69
30 TPM2uf+G HKY
31 TPM1uf HKY
32 F81 GTR*
33 TPM2uf HKY
34 F81 GTR*
35 K80 HKY**
36 HKY HKY
jModeltest2 StarBEAST
SNPs ligados TPM2ef + G HKY
Analisis: Skyline Plots Bayesianos
Conjunto de SNPs ligados jModeltest2 BEAST2
Poblacidn Oeste GTR+G GTR
Poblacion Este SYM+G GTR**
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ANEXO C. Variables predictivas usadas en la prediccion de distribuciones potenciales mediante el
método de maxima entropia.

Variable predictiva Porcentaje de

contribucion

BIO8-Temperatura promedio del trimestre mas lluvioso 33.7
BIO4- Estacionalidad de la temperatura (desviacion estandar 30.6
*100)
BlO2-Rango de temperatura media diurna (media mensual de 12

(temp. maxima —temp. minima))

BIO6-Temperatura minima del mes mas frio 11.4
BIO5-Temperatua maxima del mes mas célido 9.1
BIO10-Temperatura promedio del trimestre mds calido 13
BIO1-Temperatura media anual 0.7
BIO9-Temperatura promedio del trimestre mas seco 0.7
BIO11-Temperatura promedio del trimestre mas frio 0.5
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ANEXO D. Resultados del método de Evanno obtenidos del programa STRUCTURE HARVESTER. El nimero K
de grupos mas probable es de 2. Este valor lo indica el valor de Delta K el cual se define como la derivada de
segundo orden de la probabilidad logaritmica de los datos crudos con respecto al nimero K de grupos
simulados.

Mean Stdev
K Reps Ln'(K) ILn"(K)]| Delta K
LnP(K) LnP(K)
1 10 -3025.96 0.0516 - - -
2 10 -1824.86 1.1974 1201.1 1120.62 935.874139
3 10 -1744.38 7.3676 80.48 26.07 3.538458
4 10 -1689.97 6.7277 54.41 90.03 13.381931
5 10 -1725.59 234.235 -35.62 69.09 0.29496
6 10 -1692.12 84.0963 33.47 24.77 0.294543
7 10 -1683.42 27.2742 8.7 71.94 2.637662
8 10 -1746.66 275.1114 -63.24 116.71 0.424228
9 10 -1693.19 57.6657 53.47 - -
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