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Resumen

El objetivo de esta tesis es evaluar los patrones de variacion genética en poblaciones
naturales de Zea mays ssp. mexicana y Zea mays ssp. parviglumis en términos de su
diversidad genética, niveles de estructura poblacional y distancias genéticas. Se
amplificaron 140 marcadores dominantes ISSRs en diez poblaciones distribuidas a
través de un gradiente altitudinal y geogréafico, con un promedio de 28 individuos por
poblacion. Obtuvimos un alto porcentaje de loci polimérficos (97.79%) y una alta
heterocigosis esperada (0.3050). La diversidad genética no se distribuyé de manera
uniforme, con las poblaciones del norte de Michoacén presentando la mayor diversidad
(He=0.2852), mientras aquellas con la menor diversidad fueron las del municipio de
Villa Purificacion en Jalisco (H (=0.20335). Aunado a esto nosotros encontramos una
correlacion significativa entre la altitud sobre el nivel del mar y la heterocigosis
(r=0.638, P=0.047), y entre la altitud y el porcentaje de loci polimoérficos (r=0.681,
P=0.030). Sin embargo, esta asociacidén no es significativa dentro de cada subespecie.
Usando un método bayesiano y uno no-bayesiano obtuvimos un coeficiente de
coancestria de #=0.2194y 6 =0.1837, respectivamente. Se determind que la region de
Jalisco presentd la mayor estructura entre sus poblaciones (0.2859). Utilizando un
AMOVA se encontré que el 3.13% de la variacion total se encuentra entre subespecies,
19.3% entre poblaciones dentro de las subespecies y 77.57% dentro de las poblaciones.
Resultados similares se obtuvieron para el agrupamiento por raza. La prueba de Mantel
resulté significativa, indicando que existe un patrén de aislamiento por distancia en las
poblaciones (r=0.57, P =0.0007). Finalmente se obtuvo consistente evidencia de
agrupamiento por regiones (meseta central, centro y sur de Guerrero, y suroeste de
Jalisco) mediante el programa Structure v2.3.4 y el método UPGMA.. Aunado a esto, se
presentan poblaciones que fluctian (dependiendo del método utilizado) en cuanto a su
pertenencia a los grupos formados (aquellas del estado de México, Morelos y norte de
Guerrero), debido probablemente a que se encuentran en una zona de sobrelapamiento
entre regiones distintas. Dados los altos valores de estructura, se recomienda la
proteccion in situ y/o ex situ de las poblaciones, sobre todo las del municipio de Villa
Purificacion, (Jalisco). Aunque estas poblaciones presentan menor diversidad genética,
pueden mantener alelos raros y Unicos dada su alta diferenciacion con respecto a las
otras poblaciones.



Abstract

The objective of this study is to evaluate the patterns of genetic variation in natural
populations of Zea mays ssp. mexicana and Zea mays ssp. parviglumis in terms of their
genetic diversity, levels of population structure and genetic distances. We amplified 140
ISSRs dominant markers in ten populations distributed across a geographical and
altitudinal gradient, with an average of 28 individuals per population. We found a high
percentage of polimorphic loci (97.79%) and a high expected heterozygosity (He
=0.3050). The genetic diversity was not uniformitely distributed, with Northern
Michoacan populations presenting higher diversity (He= 0.2852) than the Jalisco
populations (He= 0.20335). In addition we found a significant correlation between the
alitutde above the sea level and the heterozygosity (r=0.638 , P=0.047), and between the
altitude and the percentage of polymorphic loci (r= 0.681, P= 0.030). However this
association was not significant within each subspecies. Using a Bayesian and a non-
Bayesian approach, we obtained the coancestry coefficient 6=0.2194 and 6=0.1837,
respectively. We found that the region of Jalisco has the highest structure between
populations. Using an AMOVA we found that 3.13 % of the total variation is distributed
between subspecies, 19.3 % among populations within subspecies and 77.57 % within
populations. Similar results were obtained while clustering by race. The Mantel test was
significant, indicating a pattern of isolation by distance among populations (r=0.57, P =
0.0007). Finally we obtained consistent geographical clusters (central plateau, central
and southern Guerrero and southwestern Jalisco) using the program Structure v2.3.4 and
an UPGMA method. Added to this, there are some populations that fluctuate (depending
on the method used) in terms of its membership in the groups formed (those of the state
of Mexico, Morelos and northern Guerrero), probably because they are in a overlap
zone that occurs between distinct regions. Given the high levels of structure, it is highly
recommended the protection (in situ or ex situ) of populations in the municipality of
Villa Purification in Jalisco. Although these populations have the lowest genetic
diversity, they may also have rare and private alleles given their high differentiation
from other populations.



Introduccion

Domesticacion en Zea mays

El papel que han desempefiado las diferentes especies cultivadas en la historia de la
humanidad es fundamental, ya que estas fueron determinantes durante el proceso de
formacion de civilizaciones sedentarias tempranas que obtenian alimento gracias a la
agricultura (Serratos-Hernandez, 2009). El proceso que comenzé desde la eleccion de
las especies silvestres y continud con la seleccion por parte del hombre de determinadas
variedades, derivd en el desarrollo de un proceso evolutivo llamado domesticacion. Este
se define como la seleccidn genética (en este caso producto de la manipulacién para el
cultivo) continua ejercida por los humanos durante la adaptacion de las plantas (Gepts,
2004) y que genera cambios a nivel fenotipico y genotipico.

Entre las plantas que se han sido domesticadas se encuentran varias gramineas
(familia Poaceae), de las cuales existen registros desde hace por lo menos 10,000 afios
en distintas partes del planeta (Pernés, 1983; Piperno et al., 2009). Desde aquellos
tiempos, y a través de técnicas de agricultura, se ejercio (y se sigue ejerciendo) una
fuerte seleccidn artificial sobre diversos caracteres morfoldgicos y fisioldgicos como la
cantidad y el tiempo de maduracion de los granos, la rigidez de su envoltura, el tamafio
de la espiga y la capacidad de dispersion (Pernés, 1983; Benz, 2001). Este proceso
resultdé con el paso del tiempo en plantas con caracteres mas adecuados a las
necesidades alimenticias del hombre. Tan es asi que las gramineas domesticadas como
el arroz, la cebada, la cafia de azlcar, el maiz y el trigo representan el 50% de las
calorias consumidas por el hombre en la actualidad (Ross-Ibarra, et al., 2007).

En particular, el maiz ha significado a lo largo de la historia un recurso de
extrema importancia como alimento, material industrial, materia prima y combustible
(Sanchez, 2011). Esta planta fue fundamental en el desarrollo de numerosas
civilizaciones en América (donde fue domesticado), siendo parte integral de su cultura
(Serratos-Hernandez, 2009). El proceso de domesticacion y seleccion posterior ha
derivado en un gran nimero de variedades que son cultivadas en zonas y climas
variados (diferente altitud, latitud, precipitacion, temperatura) (Serratos-Hernandez,
2009; Sanchez, 2011). Tal potencial adaptativo es consecuencia de una alta diversidad
genética, atipica con respecto a otras plantas domesticadas, dados los efectos reductores

de la variacion genética del proceso de domesticacion (Buckler y Stevens, 2006).



Los estudios dedicados al maiz y a su proceso de domesticacion son
relativamente numerosos, aunque pocos han sido liderados por mexicanos (Doebley et
al., 1990; Doebley 1990; Doebley et al., 1995; Matsuoka et al., 2002; Matsuoka, 2005;
Ranere et al., 2008; Hastorf, 2009). De la informacion obtenida en esos estudios, se

destaca al teocintle como posible origen del maiz cultivado.

Teocintles: clasificacion y distribucion

Los teocintles son plantas anuales y perennes (estas ultimas diploides o tetraploides)
nativas de México y América Central (Doebley y lltis, 1980; Doebley, 1990). Son
parecidas morfolégicamente al maiz, pero exhiben ramificaciones a partir del tallo
principal, tienen inflorescencias masculinas (espigas) menos ramificadas y un gran
namero de inflorescencias femeninas en los nodos de la planta. Ademas, tienen una
mazorca mas pequefia y un numero mucho menor de granos que el maiz, los cuales
presentan forma triangular y una cubierta mas dura (Sanchez et al., 1998; Mondragon-
Pichardo y Vibrans, 2005) (Fig. 1).

Fig. 1. Caracteristicas distintivas de la planta de teocintle (ssp. mexicana). a) granos en forma triangular
b) individuo maduro con tallos ramificados, c/u con numerosas mazorcas (Fotos. Heike Vibrans. a) Sur
del estado de Guanajuato, b) Tlaxcala. Tomadas de Jehuite.blogspot.mx y www.cuexcomate.com)

En términos taxondmicos, los teocintles pertenecen al género Zea (Poaceae).
Dentro del género, el maiz doméstico (Zea mays ssp. mays) es el taxon mas conocido
por su gran importancia. Sin embargo, algunas especies 0 subespecies de teocintle han
sido de utilidad como forraje para el ganado (lltis et al., 1979; Mondrag6n-Pichardo y
Vibrans, 2005) y para usos tan diversos como la elaboracion de remedios caseros
(Mondragon-Pichardo y Vibrans, 2005). Su mayor importancia, sin embargo, radica en



el hecho de que son el grupo ancestral del maiz y potencialmente una fuente de
diversidad para éste.

El género Zea esté subdividido en dos grandes secciones: la seccion Zea con una
sola especie, y la seccion Luxuriantes con tres taxa (Doebley 1990). Dentro de la
seccidn Zea la Unica especie, Zea mays, esta a su vez subdividida en cuatro subespecies:
Zea mays ssp. mexicana, Zea mays ssp. parviglumis, Zea mays ssp. huehuetenangensis
y Zea mays ssp. mays (el maiz doméstico). Z. mays ssp. mexicana se distribuye en el
altiplano mexicano, mientras Z. mays ssp. parviglumis se encuentra en las tierras bajas
tropicales (Sanchez y Ruiz-Corral, 1996) (Figura 2). Por su parte, Zea mays Sssp.
huehuetenangensis lo hace en Guatemala, Honduras y Nicaragua (Sénchez y Ruiz-
Corral, 1996; Sanchez et al., 1998).

Teocintles y Maiz: una relacion estrecha

Las subespecies Zea mays ssp. parviglumis y Zea mays Ssp. mexicana son
particularmente interesantes por el rol que han jugado en el proceso de domesticacion
del maiz. Asi, la ssp. parviglumis ha sido propuesta como el ancestro del cual se origind
el maiz doméstico en el area de la cuenca del rio Balsas (Doebley et al, 1984; Doebley
1990; Matsuoka et al., 2002; Raneré et al., 2008; Hastorf, 2009). Por otro lado, Zea
mays ssp. mexicana crece como maleza en los campos de cultivo de maiz doméstico
(Doebley et al., 1987) en donde se han encontrado hibridos y retrocruzas a diferente
nivel (Baltazar et al., 2005; Fukunaga et al., 2005; Ross-Ibarra et al., 2009; Van
Heerwaarden et al., 2011). Por esta razon se ha sugerido que esta subespecie ha jugado
un papel primordial en la adaptacion local del maiz doméstico, particularmente en
alturas elevadas (Baltazar et al., 2005; Ellstrand, et al., 2007).

La historia de ancestria y flujo génico entre el teocintle y el maiz doméstico,
magnifica la importancia de estudios para estos grupos, sobre todo a la luz de
investigaciones que sefialan el peligro en que se encuentran algunas de las poblaciones
de teocintle (Wilkes, 1997; Sanchez et al., 1998; Wilkes, 2007; Godinez-Herrera et al.,
2009). Entre otras causas, ambas subespecies se ven amenazadas por cambios en el uso
del suelo, apertura de caminos, cambio de cultivos, urbanizacion, y abandono de
campos de cultivo de maiz, lo que las ha llevado a un estado de vulnerabilidad o
incertidumbre. La desaparicion de estas poblaciones —y a largo plazo, de las
subespecies- o la pérdida de variacidn genética en ellas, supondria ademas la pérdida de

una herramienta esencial en torno a los programas de mejoramiento para el maiz (Casas



et al., 2003) debido a la pérdida de recurso genéticos en forma de genes Utiles ante

necesidades agrondmicas particulares.
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Fig. 2. Distribucion de especies y subespecies de teocintles (tomado y modificado de Sanchez et al.,
2011).

Antecedentes

Desde los primeros trabajos publicados a principios de 1900 (Lumholtz, 1902, en
Sanchez et al., 1998), donde se hace conciencia de la existencia de estas plantas, hasta
la actualidad, se han realizado no menos de cincuenta estudios acerca de este grupo de
plantas en los que se estudian diversos aspectos de su biologia. Varios de ellos se han
dedicado a la identificacion de nuevas especies, subespecies y razas (lltis et al., 1979;
lltis y Benz, 2000; Sanchez et al., 2011) y a tratar de establecer una clasificacion
coherente y actualizada (Timothy et al., 1979; Doebley y lltis, 1980; Iltis y Doebley,
1980; Fukunaga et al., 2005; Sanchez, 2011). Otros trabajos incluyen andlisis
comparativos de tipo morfoldgico (Smith et al., 1981; Sanchez et al., 1998), citoldgico



(Kato-Yamakake, 1975) y bioquimico (Stephen et al., 1980). Sin embargo, el mayor
porcentaje de estudios en teocintles esta destinado a entender sus relaciones pasadas y
presentes con el maiz, la mayoria enfocandose en la domesticacion (Doebley, 1990;
Doebley et al, 1995; Matsuoka, 2005), particularmente a partir de Zea mays ssp.
parviglumis (Doebley 1984 y 1990; Matsuoka et al., 2002; Raneré et al., 2008; Hastorf,
2009).

Ademas de las investigaciones ya mencionadas, se ha recurrido a la busqueda y
produccién de hibridos entre especies, subespecies y variedades del género Zea que, al
manifestarse, pueden indicar la existencia de flujo génico entre ellas. Sobre todo se ha
hecho énfasis en los hibridos, y su respectiva fertilidad (Collins y Longley, 1935;
Rogers, 1950a, 1950b y 1950c; Doebley et al., 1990; Harshberger, 1999; Ellstrand, et
al., 2007). En este sentido, Baltazar et al. (2005) y Kermicle (1990) aportan evidencia,
no solo de la capacidad de hibridacion entre el maiz y el teocintle, sino de la direccion
mas probable de introgresion en poblaciones naturales (y cultivadas) que es del teocintle
hacia el maiz.

También se han utilizado otras formas de estimar flujo génico entre estos grupos,
que no implican la observacion de hibridos y que mas bien identifican patrones de
estructuracion genética entre poblaciones. La idea de que existe flujo génico entre Zea
mays ssp. parviglumis y el maiz domeéstico causa controversia, dado que algunos
autores proponen es o ha sido reducido (Doebley et al., 1987; Van Heerwaarden et al.,
2011; Warburton et al., 2011), mientras que otros sugieren que el flujo es o ha sido
considerablemente alto (Ellstrand, 2007). Por otro lado, en Zea mays ssp. mexicana, no
existe tal controversia. Estudios con isoenzimas (Doebley et al., 1987), ADN de
cloroplasto (Doebley, 1990), microsatelites (Matsuoka et al.,2002; Fukunaga et al.,
2005), secuencias nucleares (Ross-lbarra et al.,2009) y SNPs (Van Heerwaarden et
al.,2011) han determinado flujo génico entre el maiz y esta subespecie a diferentes
niveles. También es importante sefialar que se ha reportado flujo genico recurrente entre
las dos subespecies de teocintle (Doebley, 1990; Ross-Ibarra et al., 2009).

En cuanto al flujo génico entre poblaciones de una misma subespecie también se
han generado avances. Por ejemplo, Van Heerwaarden et al. (2010) aportaron evidencia
de alto flujo genico y poca estructura genética entre poblaciones de Zea mays ssp.
parviglumis, mientras que Moeller et al. (2007) encontraron una estructura genética
considerable entre poblaciones de esta subespecie en la region de Jalisco, utilizando
ADN de cloroplasto.



Una mencién especial merecen los estudios dedicados a evaluar la variacion en
teocintles y particularmente en las dos subespecies de interés para el presente trabajo.
Doebley (1984), a través del estudio de isoenzimas en accesiones de maiz y teocintle,
encontrd una alta variabilidad dentro y entre poblaciones de la subespecie Zea mays ssp.
parviglumis, y ain mas alta entre poblaciones de la ssp. mexicana. Por su parte, Rincon-
Enriquez et al. (2005) y Séanchez (2011), también con isoenzimas, encontraron alta
variacion en accesiones de las dos subespecies, aunque la ssp. mexicana presentd los
valores mas altos. Por otro lado, Fukunaga et al. (2005) aportaron evidencia de alta
diversidad genética en microsatélites para todas las especies y subespecies de teocintle
(todas accesiones). Igualmente, Terra et al. (2011) y Almeida et al. (2011) determinaron
una alta diversidad genética dentro las poblaciones y un alto porcentaje de loci

polimorficos para una sola poblacion de Zea mays ssp. mexicana.

Marcadores moleculares: ISSRs (Inter-simple sequence repeats)

A partir de los primeros estudios que tuvieron como objetivo caracterizar y describir la
variacion genética entre y dentro de las poblaciones utilizando isoenzimas (Hubby y
Lewontin 1966; Lewontin y Hubby, 1966), se intensificd la busqueda de marcadores
cada vez mas eficientes, que proporcionaran mayor informacion en términos de
variacion y que fueran de facil manejo y bajo costo. Como resultado, se desarrollaron
diversos marcadores moleculares como los RAPDs (Amplificacion al azar de ADN
polimorfico), los RFLPs (polimorfismo en longitud de fragmentos de restriccion), los
AFLPs (polimorfismo en longitud de fragmentos amplificados) y los SSRs (secuencias
simples repetidas o microsatelites) (Vos et al., 1995; Jones et al., 1997; Bardakci, 2001;
Varshney et al., 2005). A pesar de su utilidad, algunas desventajas propias de cada
método han limitado su uso y su confiabilidad.

Los ISSRs (secuencias repetidas intersimples) fueron utilizados por primera vez
por Zietkiewicz et al. (1994) y Gupta et al. (1994). Estos, ademés de generar una vasta
informacién en cuanto al ndmero de polimorfismos, habian permitido cubrir las
principales limitantes de los marcadores ya mencionados, es decir, la baja
reproducibilidad de los RAPDs, el alto costo de los RFLPs y AFLPs, y la necesidad de

informacion previa de las secuencias amplificadas, indispensable para implementar el

* Una accesion es, en este contexto, la unidad basica de manejo en una coleccion ex situ de recursos fitogenéticos con
aplicacion en conservacion y mejoramiento genético (Hamilton et al, 2002), que incluye, en este caso, semillas de
algunos de los individuos de una poblacién en una localizacién determinada



uso de microsatélites (Pradeep et al., 2002). Otras ventajas de los ISSRs incluyen: a)
posibilidad de realizar andlisis multilocus (gran cantidad de bandas por individuo
dependiendo del iniciador y de la especie); b) facil manejo; c) alta sensibilidad a nivel
especifico, inter e intrapoblacional; y d) existen en la actualidad un nimero elevado de
primers o iniciadores universales para plantas (Zietkiewicz et al., 1994; Godwin et al.,
1997; Pradeep et al., 2002).

En términos metodoldgicos, los ISSRs son marcadores dominantes (en los cuales
no se puede diferenciar entre homdcigos dominantes y heterocigos) que amplifican
regiones entre microsatélites (SSRs), de tal manera que la gran cantidad de estos
ultimos en el genoma de las plantas (Sonah et al., 2011) es aprovechada por el método
para generar un sinndmero de marcadores. De hecho, los iniciadores de ISSRs son
precisamente microsatélites idénticos (motivos repetitivos de di-, tri-, tetra- o
pentanucledtidos) orientados en direccion opuesta, que flanquean la region amplificada
y pueden o no estar anclados (con 1 a 4 bases degeneradas ademas de la secuencia del
microsatélite) (Zietkiewicz et al., 1994; Bornet y Branchard, 2001). La metodologia
asociada a estos marcadores es relativamente sencilla, de modo que mediante la
amplificacion de las secuencias por el método de PCR, el polimorfismo generado es
observado realizando una electroforesis en gel de agarosa con la correspondiente tincion
con bromuro de etidio y exposicion a luz ultravioleta. Este tipo de marcador es sensible
a la presencia o ausencia de las secuencias amplificadas y a la longitud de estas
(Zietkiewicz et al., 1994), de tal manera que los datos pueden registrarse a través de una
matriz de presencias y ausencias para su posterior analisis. Los ISSRs se han utilizado
en numerosas investigaciones, como los analisis filogenéticos (Gupta et al., 1994), la
diferenciacion entre variedades (Tiarovska et al., 2013), la identificacion de procesos de
hibridacion (Wolfe et al., 1998a; Wolfe et al., 1998b), el mapeo gendmico (Kojima et
al., 1998), la identificacion de genes potencialmente sujetos a seleccion natural (Pradeep
et al., 2002), la genética de la conservacion (Culley y Wolfe, 2001) y el analisis de
procesos cancerosos (Basik et al., 1997). Los objetos de estudio de estos trabajos son
variados e incluyen; animales (Kostia et al., 2000; Machkour-M'Rabet, et al., 2009;
Stolpovskii et al., 2010; Kumar et al., 2012), hongos (Zhou et al., 1999; Sawyer et al.,
2003), algas (Vis, 1999), fitoplancton (Bornet et al., 2004) y plantas, incluyendo
especies cultivadas como el arroz (Blair et al., 1999; Virk et al. 2000; Girma et al.,
2010), la cebada (Sanchez de la Hoz et al., 1996; Hou et al., 2005; Guasmi, et al.,
2012), el trigo (Nagaoka y Ogihara, 1997; Kojima et al., 1998; Cavan et al., 2000), el



sorgo (Oliveira et al., 1996; Yang et al., 1996) y el maiz (Kantety et al., 1995; Wolfe et
al., 1998a; Wolfe et al., 1998b; Amaral-Junior et al., 2011; Tiarovska et al., 2013).

A pesar de las grandes ventajas expresadas anteriormente, el uso de ISSRs se ha
visto limitado por otras razones que tienen que ver con la naturaleza dominante de estos
marcadores y la imposibilidad de detectar homoplasias (Sanchez de la Hoz et al., 1996;
Gonzélez y Aguirre, 2007 en Eguiarte et al., 2007). En el caso de las homoplasias,
diferentes loci pueden amplificar productos con el mismo peso molecular que dificulte
distinguirlos entre si (Lynch y Milligan, 1994), lo cual puede resultar en un sesgo
metodologico importante al registrar polimorfismos. Por otro lado, La naturaleza
dominante impone limites claros en el nimero y tipo de analisis que pueden realizarse
con los datos obtenidos, sobre todo por la imposibilidad de obtener parametros de
diversidad observados (necesarios en humerosos analisis), y por suponer condiciones de
equilibrio en las poblaciones. Sin embargo, cabe destacar que en el actual estudio asi
como en otros anteriores, el uso de factores de correccion como el desarrollado por
Lynch y Milligan (1994) y nuevos algoritmos y parametros derivados del uso de
métodos bayesianos (que no asumen condiciones en equilibrio) (Pritchard et al., 2000;
Holsinger y Lewis, 2007) han aportado mayor confianza a los analisis y han permitido

incorporar los ISSRs en aplicaciones similares a las de los marcadores codominantes.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar los niveles y patrones de variacion genética en poblaciones de dos
subespecies de teocintle (Zea mays ssp. mexicana y Zea mays ssp. parviglumis)
y sus presuntas razas mediante el uso de marcadores dominantes (ISSRs), y
analizar los posibles factores que afectan la distribucion de la variacion genética

en estos taxa.

Objetivos particulares

Calcular la diversidad genética en poblaciones y grupos de poblaciones en

términos de sus frecuencias alélicas esperadas

Obtener los valores de estructura genética entre poblaciones y grupos de
poblaciones (subespecies y razas) por medio de estadisticos equivalentes a Fst y
distancias genéticas entre las poblaciones.

Establecer como se encuentra distribuida la variacion genética entre y dentro de
los supuestos grupos de teocintle.

Comprobar mediante diferentes métodos de agrupacion las relaciones de
similitud entre las poblaciones.

Demostrar si existe 0 no un patrén de aislamiento por distancia a través del total
de poblaciones y de cada subespecie.

Determinar si existe correlacion entre los parametros de variacion genética y los

valores de altitud y latitud asociados a las poblaciones.
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Planteamiento del problema vy justificacion

Los teocintles son considerados variedades silvestres de gran importancia por
considerarse reservas genéticas Utiles dentro del contexto del mejoramiento de cultivos.
La colecta exhaustiva de muestras de teocintle (en forma de accesiones) se destina
principalmente a planes de conservacion de la riqueza alélica por medio de colecciones
de germoplasma. Sin embargo, son pocos los estudios dedicados a evaluar el estado
genético actual de las poblaciones naturales en términos de la diversidad y estructura
genética. Estos parametros y sus patrones resultantes pueden arrojar informacién sobre
el efecto de las diferentes fuerzas evolutivas que actlan sobre las poblaciones,
influyendo claramente sobre la disponibilidad de los recursos genéticos. Aunado a esto,
se ha demostrado el peligro en que se encuentran muchas de sus poblaciones debido a
diferentes actividades antrdpicas. Por esto es de vital importancia el estudio inmediato
de los procesos que ocurren en las poblaciones de teocintle, lo que en el mejor de los
casos puede enriquecer futuros planes de conservacién para estas variedades de extrema
importancia. Una manera efectiva de lograr lo anterior es por medio de la genética de
poblaciones, la cual pretende primero determinar la cantidad de variacion genética
existente en las poblaciones naturales y después explicarla en términos de su
importancia evolutiva, origen y mantenimiento (Hartl y Clark, 1997).

Cabe destacar que el trabajo descrito en esta tesis no tiene precedentes en el
sentido de que no se han encontrado estudios en teocintles que utilicen ISSRs como
marcadores moleculares en poblaciones naturales. Por otra parte, en contraste con
muchos estudios anteriores dentro del mismo género, se hizo énfasis en el muestreo de
poblaciones naturales y no de accesiones, porque si bien las accesiones pueden
representar efectivamente parte de la riqueza alélica de una poblacion (Gtil para efectos
de conservacion y mejoramiento genético) (Hamilton et al., 2002), su uso no permite
realizar andlisis intrapoblacionales mas detallados, por ejemplo en la busqueda de
patrones de variacion y estructura genética que necesitan la estimacion de frecuencias
alélicas (Hedrick, 2005). En este sentido las accesiones de teocintle disponibles (en las
diferentes colecciones), representan ademés poblaciones de diferentes afios (muchas de
ellas), por lo que no pueden ser representativas de la condicion genética actual del

conjunto de poblaciones.
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Material y métodos: Subespecies en estudio

Zea mays ssp. mexicana [Descripcion taxondmica basada en los estudios de lltis y Dobley et al.
(1980), Sanchez et al. (1998) y Lauter et al. (2004)].

Plantas de gran crecimiento con espiga de gran tamafio (39 a 45 cm), robusta y rigida,
generalmente con poca ramificacion (17 a 30 ramas). Sus espiguillas miden de 7.6 a
10.5 mm de longitud y de 2.3 a 3.8 mm de ancho, desarrollando de 9 a 12 semillas por
mazorca. Las semillas son duras y grandes (6 a 10 mm de longitud y 4 a 6 mm de
ancho) con un &pice afilado del lado axial. En la madurez presentan frecuentemente
abundantes microvellosidades (tricomas) y vainas con pigmentacion oscura (por
antocianinas) (Fig. 3a). Se distribuye casi siempre en las cuencas y pendientes del
altiplano, usualmente por arriba de los 2,000 msnm y creciendo asociada al maiz
cultivado. Su distribucion incluye los estados de Michoacan, Guanajuato, Querétaro,
Edo. de México, Chihuahua, Durango, Distrito Federal, Puebla y la parte noreste del
estado de Jalisco (Sanchez y Ruiz-Corral, 1996). La subespecie incluye a su vez a las
razas Chalco y Meseta Central (Wilkes, 1967).

Zea mays ssp. parviglumis [Descripcion taxondmica basada en los estudios de lltis y Dobley et al.
(1980), Sanchez et al. (1998), y Lauter et al. (2004)].

Su inflorescencia masculina es delicada, pequefia y frecuentemente muy ramificada (de
45 hasta 200 ramas), incluso presentando ramificacion terciaria. Las espiguillas miden
de 4.6 a 7.2 mm de longitud y de 1.6 a 2.6 mm de ancho. Desarrollan de 5 a 9 semillas
por mazorca. Estas semillas son duras, relativamente pequefias (5 a 8 mm de longitud y
3 a 5 mm de ancho) y regularmente sin filo en el lado axial. La planta, en general, no
presenta microvellosidades (tricomas) o vainas pigmentadas (Fig.3b). Se distribuye en
tierras bajas tropicales, particularmente en la cuenca del Rio Balsas y en elevaciones de

hasta 1,400 msnm. Su distribucion incluye los estados de Guerrero, Colima, Morelos,

Edo. de México, Michoacan, Jalisco y el sur de Nayarit (Sanchez y Ruiz-Corral, 1996).

Fig. 3. Tricomas y pigmentacion en teocintles: a)ssp. mexicana y b)ssp. parviglumis (tomado de Lauter et al., 2004)
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Poblaciones utilizadas

Se utilizaron muestras colectadas en los afios 2009 y 2010 en un total de diez
poblaciones (Fig. 4), para las cuales se registraron las coordenadas geograficas y la
altitud. Se colectaron cerca de 35 semillas de alrededor de 30 individuos adultos por
poblacién. Para Zea mays ssp. mexicana, la colecta incluyo poblaciones en Michoacan
y el Estado de México en altitudes entre 1849 a 2581 msnm. Para Zea mays ssp.
parviglumis, los muestreos se realizaron en Morelos, Guerrero y Jalisco, en altitudes
que iban de los 504 hasta los 1649 msnm (Tabla 1).

MEX3 MEX2
_|PAR7 pARS @
® 1
® PAR5
PAR4
® ks
@ PAR?
® AR
I I I
-104 -102 -100 -9

Fig. 4. Localizacién geogréfica de las diez poblaciones muestreadas pertenecientes a las subespecies de
teocintle Zea mays ssp. mexicana (circulos rojos) y Zea mays ssp. parviglumis (circulos azules). Ver
Tabla 1 para la clave de referencia de cada poblacion. El circulo negro indica una supuesta zona de
hibridacién en los limites de la distribucién de las dos subespecies. Las poblaciones ubicadas dentro este
circulo fueron eliminadas en algunos analisis (ver texto en pag.. 18) para probar el efecto de esta zona
sobre los patrones de distribucion de la variacion genética
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Tabla 1. Localizacidn, abrewiacion v coordenadas geograficas de las siete poblaciones de Zax mays ssp.

parvighumis v tres localidades de Zea mays ssp. mexicans anahzadas en este estudio.

Ubicacion Raza Coordenadas geograficas
Nombre Latiud N Longitud 0 Altitud
(msnm)
PARI Teconoapan, Gue. Balsas 16°58'52.1"  99°17'7.7" 581
PAR2 Chilpancingo, Gue. Balsas 17°23'30.3"  99°28'39.5" 1201
PAR3 Teloloapan, Gue. Balsas 18°20'50.4"  00°50'27.9" 1649
PAR4  Huilotepec, Mor. Balsas 18°58'26.8"  99°4'13" 1664
PARS Toliman, Jal Jalisco 19°32'7.3"  104°3'29.7" 1369
PARG Villa de purificacion, Jal.  Talisco 19°43'56.9"  104°52'18.7" 5712
PAR7 Telpitita, Jal jalisco 19°42'55.6" 104°48'17.6" 504
MEX3  Villa Seca, Edo. de Mex.  Chalco 19°24'26.9"  99°37'374" 2381
MEX4  Santa Ana Maya, Mich.  Meseta central 20°3'11.5"  101°5'17.2" 1549
MEX5  Pumandiro, Mich Meseta central ~ 20°08'01.7"  101°26'03.0" 2002

*PAR=indica las poblaciones pertenecientes a 2. muays ssp. parvighonis.

*WEX= indica las poblaciones pertenecientes a Z, muayve sgp. mexicana

Trabajo de laboratorio

Siembra y mantenimiento

Las semillas colectadas se almacenaron en sobres de papel bien cerrados y en cajas
selladas para evitar el desarrollo de hongos. Posteriormente, las semillas de 30
individuos por cada poblacion fueron sembradas en macetas medianas (de
aproximadamente 25 cm de didmetro) con tierra negra y tierra de hojarasca, y se
establecio un régimen de riego diario. Cuando las plantas alcanzaron una altura minima

de 20 cm, se procedié a cortar una hoja para realizar la extraccion de ADN.

Extraccion de ADN
La extraccion de ADN se llevo a cabo siguiendo el protocolo de CTAB (bromuro de
cetiltrimetil amonio) de Doyle y Doyle (1987) inicialmente modificado por Vazquez-

Lobo (1996) (Apéndice 1), al cual se le hicieron nuevos cambios buscando mayor
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eficiencia en el proceso de extraccion (Apendice Il). Las modificaciones relevantes
incluyeron el rescate de mayor cantidad de sobrenadante (con ADN) y el aumento en
tiempo y velocidad del proceso de centrifugacién en los Ultimos pasos de la

metodologia.

Seleccion de marcadores
Se evaluaron diez iniciadores de la serie 9 desarrollados por la Unidad de Servicios de
Proteinas-Acidos Nucleicos (NAPS) de la Universidad de Columbia Britanica
(Vancouver, Canada) en funcion del numero de bandas observado, del ndmero de
polimorfismos y de la calidad de los patrones de bandeo derivados de la amplificacion.
Para esta evaluacion se utilizaron cinco individuos de cada una de las 10 poblaciones,
incluyendo asi ambas subespecies. Se seleccionaron cinco marcadores para establecer
sus condiciones de amplificacion optimas, en términos de buena cantidad de productos
amplificados y un patrén de bandas claro y reproducible al realizar la electroforesis. Las
secuencias repetidas para cada uno de los iniciadores seleccionados fueron las
siguientes:

809 (AG) sG : AGA GAG AGA GAG AGAGG

810 (GA)sT : GAG AGA GAG AGA GAG AT

811 (GA)sC : GAG AGA GAG AGA GAG AC

827 (AC)s G : ACACAC ACACACACACG

841 (GA)sYC : GAG AGA GAG AGA GAG AYC*

*Y=A6C

Amplificacion de ADN
Una vez estandarizados los marcadores, se realizo la amplificacion para el total de
individuos muestreados mediante termocicladores PCR-express modelo Veriti 96 de la
marca Applied Biosystems y utilizando la enzima Tag-polimerasa proveniente de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional Autonoma de México. Las
condiciones de amplificacion para cada marcador al realizar el PCR se encuentran
disponibles en el Apéndice Il Los productos de PCR resultantes se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% utilizando TAE 0.5X como buffer y bromuro de
etidio como agente intercalante. Cada gel se fotografié con una camara digital modelo
Kodak EDAS 240 y cada banda polimorfica fue genotipificada para elaborar matrices
de ausencia y presencia. Para esta parte fueron excluidos aquellos loci ubicados en los

extremos de los geles, es decir aquellas bandas con tamafios muy grandes o muy
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pequefios (en pares de bases). En este estudio el rango de tamafio (en pares de bases)
tomado como referencia para excluir este tipo de bandas fue variable dependiendo del
primer (ver Fig. 5-9). La razones para excluir las bandas tienen que ver, ya sea por
problemas de homoplasia en las bandas méas pequefias o de reproducibilidad para las

mas grandes (Gonzalez-Fortes, 2008).

Anélisis de datos

Frecuencias alélicas.

Se estimaron las frecuencias alélicas para todos los loci considerando primero todas las
poblaciones y después cada poblacion por separado. Debido a la naturaleza dominante
del marcador, no es posible hacer estimados directos de frecuencias alélicas, de tal
modo que estas fueron obtenidas con base en la frecuencia de alelos recesivos mediante
el programa TFPGA version 1.3 (Miller, 1997) asumiendo un sistema de dos alelos por
locus y equilibrio de Hardy-Weinberg. Para reducir el sesgo impuesto por estos
supuestos se aplico la correccion de Lynch y Milligan (1994). Con el mismo software se
realizd también una prueba exacta de Raymond y Rousset, (1995) para determinar si
existen diferencias significativas entre las frecuencias alélicas de: a) todas las
poblaciones de teocintle; b) entre subespecies y c) entre poblaciones de cada
subespecie. La prueba se realiz6 con 1000 corridas iniciales de cadena larga
(dememorization steps), 10 corridas de cadena corta (batches) y 2000 permutaciones por

corrida.

Variacién genética.

Con el programa TFPGA v.1.3 (Miller, 1997) se estimaron, para el total de poblaciones
y para cada poblacion, subespecie, raza y marcador genetico, parametros descriptivos
béasicos incluyendo: a) la heterocigosis esperada (He), que fue estimada aplicando la
correccion de Lynch y Milligan (1994), y b) el porcentaje de loci polimoérficos (P), que
fue determinado bajo el criterio del 95% de confianza. La heterocigosis esperada (He)
también fue estimada mediante el programa Hickory v1.1 (Holsinger y Lewis, 2003-
2007), que utiliza un meétodo bayesiano que no supone que las poblaciones se
encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg (HW). Como una medida alternativa de
diversidad también se estimd el indice de diversidad de Shannon (I) mediante el
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programa POPGENE V1.31 (Ye et al, 1997) para cada loci, poblacion, raza y
subespecie de teocintle.

Una vez obtenido el valor de heterocigosis y del indice de Shannon, se realiz6
una prueba de igualdad de medias entre poblaciones, razas y subespecies de teocintle.
Cuando se compararon los valores promedio entre las diez poblaciones, se aplicé la
prueba de Welch debido a que las varianzas no fueron homogéneas (aun trasformando
los datos). Se utilizd la prueba C de Dunnette como prueba Post-hoc. Las otras dos
pruebas, entre razas y entre subespecies se realizaron mediante un ANOVA y una

prueba de t, respectivamente.

Anélisis Molecular de Varianza (AMOVA)

Para determinar a qué niveles esta distribuida la variacion genética se aplicaron varias
pruebas AMOVA mediante el software ARLEQUIN v.3.1 (Excoffier, 1998-2007). Para
ello se agruparon inicialmente las poblaciones por subespecie, considerandose dos
grupos, uno conformado por las poblaciones de Z. mays ssp. parviglumis y otro con las
de Z. mays ssp. mexicana. Para la segunda prueba, el agrupamiento de las poblaciones
se realiz6 con base en la raza (Jalisco, Chalco, Balsas y Meseta Central) a la que
pertenecia cada una de ellas basados en los resultados obtenidos con microsatélites por
Fukunaga et al. (2005). Por ultimo, se realizaron dos pruebas mas tomando como
grupos las razas dentro de cada subespecie, es decir, se realizd una prueba AMOVA

para cada subespecie.

Variacion genética y altitud
Con base en las coordenadas geogréaficas presentadas en la Tabla 1 y por medio del
programa IBM SPSS Statistics 19 (IBM Corp., 2010) se realizd6 un analisis de
correlacion de Pearson para estudiar las relaciones de los parametros de diversidad (en
las subespecies y en el total de poblaciones) con la latitud y longitud de cada poblacion.
Dado que se conoce que el gradiente de altitud (y el clima relacionado con ésta) es un
factor que puede influir en los niveles de diversidad genética, se llevé a cabo un analisis
de regresion lineal simple entre estas variables para el conjunto total de poblaciones y
para las dos subespecies por separado..

Por otra parte, se realiz6 un analisis para identificar loci candidatos a estar bajo
procesos de seleccion. Este se realizO mediante un método bayesiano a través del
programa BayeScan (Foll y Gaggiotti, 2008) que, a través de diferencias en las
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frecuencias alélicas entre poblaciones para cada locus, identifica aquellos que no se
ajustan a patrones esperados bajo un modelo neutral. El criterio de decision se basé en
un umbral de g-value” del 10%, de tal manera que el 10 por ciento de los candidatos
(outliers) se consideraron falsos positivos. Después, mediante el programa IBM SPSS
Statistics 19, se aplicaron pruebas de correlacion de Pearson para los loci retenidos

considerando las frecuencias alélicas (presencias) y la altitud de cada poblacion.

Estructura genética

Para determinar el grado de estructura entre y dentro de las poblaciones, se estimo el
estadistico 6 (Weir y Cockerham, 1984) que es un equivalente de Fst (indice de fijacion
subpoblacional) (Wright, 1951), que estima el porcentaje de la varianza genética que se
encuentra entre la poblacion total y las subpoblaciones. Tal indice, junto con sus
intervalos de confianza, se estimaron a través del programa TFPGA utilizando 10,000
réplicas (bootstrap) con un intervalo de confianza del 95%. Este parametro se estimo
también por medio de una aproximacion bayesiana con el programa Hickory v1.1
(Holsinger y Lewis, 2003-2007) utilizando la funcién free model, que estima el valor de
6 a través de una distribucion a priori del parametro Fis (coeficiente de endogamia). En
los dos métodos el célculo se realizd; a) para el total de poblaciones; b) para cada
subespecie; c) para cada raza; d) entre subespecies, y €) entre razas.

Aunado a esto, y debido a que se incluyeron en el analisis poblaciones ubicadas
en una zona de sobrelapamiento de las distribuciones de las subespecies (lo cual podia
conducir a una subestimacion de la diferenciacion entre éstas), se calculé el mismo
parametro, pero sin considerar estas poblaciones. En este caso el parametro 6 se estimo:

a) entre subespecies y b) entre razas.

Distancias genéticas

La distancia genética original de Nei (1972) fue obtenida mediante el software TFPGA
v.1.3 (Miller, 1997). Esta medida fue calculada para cada par de poblaciones y con el
conjunto de ellas se realizaron matrices pareadas para el total de poblaciones y para
cada subespecie por separado. Estas matrices se utilizaron para elaborar un

dendrograma mediante el método UPGMA con el objetivo ilustrar las relaciones entre

*
*El g-value de un locus es la tasa minima de falsos positivos en la cual un locus puede ser significativo en términos

de estar potencialmente sujeto a seleccion (Foll y Gaggiotti, 2008).
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las poblaciones. El soporte estadistico de las ramas del dendrograma se determind con

10,000 permutaciones bootstrap con un 95% de confianza.

Aislamiento por distancia

Se efectud una prueba de Mantel (1967) a través del paquete Ecodist (Goslee y Urban,
2007) del programa R (R Core Team, 2012), con el que también se obtuvieron las
distancias geogréficas necesarias para el analisis (Magnusson, 2012). Esta prueba se
realizd para el total de poblaciones y para cada subespecie por separado. Para
determinar la significancia, se utilizaron 10,000 permutaciones con un 95% de

confianza.

Agrupamiento bayesiano de poblaciones

Mediante el programa Structure v.2.3.4 (Pritchard et al., 2000) se obtuvieron los valores
de probabilidad posterior para cada agrupamiento propuesto (k) de las poblaciones de
ambas subespecies (donde el nimero de grupos es la variable a determinar). Se
consideraron desde 1 hasta 10 grupos para el calculo, con 10 repeticiones por corrida.
En cada una de ellas se descartaron las primeras 10,000 iteraciones como burn-in y
estas fueron seguidas de otras 100,000 iteraciones. A través del método de Evanno et al.
(2005) se determind el niumero mas probable de poblaciones (k). Posteriormente se
calculd la probabilidad posterior de pertenencia de cada individuo a cada uno de los
grupos utilizando un modelo de entrecruzas y suponiendo que las frecuencias alélicas

estan correlacionadas entre si.

Analisis de componentes principales (ACP)

El ACP fue realizado por medio del programa R (R Core Team, 2012) utilizando como
variables las frecuencias aléelicas de cada uno de los loci genotipados. Se escogieron los
componentes que explican un mayor porcentaje de la varianza y se graficaron para

ilustrar la formacion de grupos de poblaciones.
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Resultados

De las diez combinaciones de primers evaluadas, unicamente cinco fueron utilizadas
para realizar el estudio. Estas presentaron en su conjunto un total de 137 loci
polimérficos (con el criterio del 95%), incluyendo las dos subespecies (Z. mays ssp.
parviglumis y Z. mays ssp. mexicana). La contribucion en bandas (loci) polimoérficas de
cada iniciador en total fue: 24 para el iniciador 841, 29 para el iniciador 811, 25 para el
810, 37 para el 809 y 22 para el 827.

Las diferencias mas evidentes, al realizar un analisis rapido de los patrones de
bandeo, se presentaron entre las poblaciones de Jalisco (Telpitita y Villa purificacion),
del norte de Michoacan y del sur de Guerrero. Estas se encuentran separadas
geograficamente de forma considerable. Un ejemplo del patron de bandeo para cada

marcador se ilustra en las figuras 5 a 9. El marcador de peso molecular (L) en las figuras
es de 100 pares de bases.
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Fig. 5. Amplificacion por medio de ISSR para individuos de la poblaciéon Telpitita (PAR7) (ssp. parviglumis).
Iniciador 809. En cada carril se visualiza un individuo de la poblacidn, con multiples bandas amplificadas. En el
centro dos marcadores de peso molecular (L). Los loci considerados van de 240 hasta 1500 pares de bases (flechas
negras). La flecha roja sefiala un ejemplo de polimorfismo dentro de la poblacion.
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Fig. 6. Amplificacion por medio de ISSR para individuos de la poblacién Huilotepec (PAR4) (ssp. parviglumis).
Iniciador 810. En cada carril se visualiza un individuo de la poblacién con mdltiples bandas amplificadas. En el
centro un marcador de peso molecular (L). Los loci considerados van de 395 hasta 1250 pares de bases (flechas
negras). La flecha roja sefiala un ejemplo de polimorfismo dentro de la poblacién.
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Fig. 7. Amplificacion por medio de ISSR para individuos de la poblacion Villa Seca (MEX1) (ssp. mexicana).
Iniciador 811. En cada carril se visualiza un individuo de la poblacién con multiples bandas amplificadas. En el
centro dos marcadores de peso molecular (L). Los loci considerados van de 435 hasta 1310 pares de bases (flechas
negras). La flecha roja sefiala un ejemplo de polimorfismo dentro de la poblacion
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Fig. 8. Amplificacion por medio de ISSR para individuos de la poblacién Huilotepec (PAR4) (ssp. parviglumis).
Iniciador 827. En cada carril se visualiza un individuo de la poblaciéon con maltiples bandas amplificadas. En el
centro y en los extremos tres marcadores de peso molecular (L). Los loci considerados van de 370 hasta 970 pares de
bases (flechas negras). La flecha roja sefiala un ejemplo de polimorfismo dentro de la poblacién

It
ey s

- : “\'-:‘l _\( ¥ -
=1 = 3 =
— = =
2 2 == | 1090pb
st . s ! .
- — K
_— | @h—
— : SR — cmu
- e fo—
'—‘:.‘-!-:':"*"'=ﬂ=__—— —
3 e — R —
=== A b s
N R e R Sl e :
— , R 1
et B R Rl B R
o N e 280pb
L
L

Fig. 9. Amplificacion por medio de ISSR para individuos de la poblaciéon Puruandiro (MEX3) (ssp. mexicana).
Iniciador 841. En cada carril se visualiza un individuo de la poblacion con mdltiples bandas amplificadas. En los
extremos dos marcadores de peso molecular (L). Los loci considerados van de 280 hasta 1090 pares de bases (flechas
negras). La flecha roja sefiala un ejemplo de polimorfismo dentro de la poblacion

Diversidad genética por marcador

De los cinco iniciadores utilizados, tres (841, 827 y 810) tuvieron todos sus marcadores
polimorficos cuando se compararon entre poblaciones (con un criterio del 95%),
mientras que el iniciador 809 presento el menor valor con un 92.3% de marcadores
polimorficos. Por otro lado, los iniciadores 841 y 809 presentaron el mayor y menor

valor de heterocigosis esperada respectivamente, mientras que el 827 fue el mas diverso
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si consideramos el indice de Shannon. Todos estos valores se encuentran resumidos en
la Tabla 2.

Tabla 2. Valores de diversidad genética H, , | (indice de Shannon) y P (porcentaje de polimérfico) obtenidos para
cada uno de los cinco iniciadores, a través de la amplificacion de 10 poblaciones de teocintle, incluyendo dos
supuestas subespecies y cuatro supuestas razas

Primer NUmero de H. | P (criterio del
(iniciador) bandas_(loci) 95%)
841 24 0.3467 0.5167 100

827 22 0.3357 0.5317 100

811 30 0.3026 0.4865 96.66
810 25 0.2898 0.4821 100

809 39 0.2757 0.4444 92.3

H, =0.3101 1=0.4923 P=97.79

Frecuencias alélicas

Se determinaron las frecuencias alélicas para todas las poblaciones en conjunto, para
cada subespecie (Z. mays ssp. parviglumis y Z. mays ssp. mexicana) por separado y para
cada una de las poblaciones de manera independiente. Todas ellas pueden ser
consultadas en los Apéndices IV y V; donde ademas se presenta el resultado, para cada
loci, de la prueba de diferenciacion de Raymond y Rousset (1995). De esta prueba se
establece que 136 de los 140 loci tuvieron diferencias significativas en sus frecuencias
alélicas (P<0.05) a través de las poblaciones de teocintle. Cuando se compararon entre
las subespecies, unicamente 56 loci tuvieron diferencias significativas, mientras que
cuando se consideraron las subespecies por separado, 128 loci tuvieron diferencias
significativas entre las poblaciones de Z. mays ssp. parviglumis y 63 loci las tuvieron

entre las poblaciones de Z. mays ssp. mexicana.

Medidas de variacion genética

Se obtuvo un porcentaje de loci polimérficos (P) de 97.79% (con el criterio del 95%) y
una heterocigosis de H{=0.3096 (95% de confianza) para ambas subespecies juntas
mediante el método de Lynch y Milligan (1994). A modo de comparacién, y utilizando
el método bayesiano implementado en el programa Hickory v1.1 (Holsinger y Lewis,

2003-2007), se obtuvo una heterocigosis total H=0.3593 para ambas subespecies juntas.
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Aunado a esto, se obtuvo un valor para el indice de Shannon (I) de 0.4863 mediante el
método de Shannon-Wiever (1949 en Yeh et al., 1997).

Medidas de diversidad en poblaciones de teocintle
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Fig. 10 Valores de diversidad en las diferentes poblaciones, razas y subespecies de teocintle obtenidos mediante el
uso de cinco marcadores dominantes. PAR1=Tecoanapa, PAR2=Chilpancingo, PAR3=Teloloapan,
PAR4=Huilotepec, PAR5=Toliméan, PAR6=Villa purificacion, PAR7=Telpitita, MEX1=Villa seca, MEX2=Sta. Ana
Maya y MEX3=Puruandiro.

Los pardmetros anteriores se obtuvieron también por poblacion, subespecie y
raza (Tabla 3 y Fig. 10). Los valores de I, He y P no estan sesgados por el tamafio de
muestra (N) de acuerdo al andlisis de correlacion de Pearson. Este resultd no-
significativo para los valores de H. (r= 0.519, P=0.125) y P (r=0.493, P=0.148)
obtenidos por el programa TFPGA v1.1, asi como para el indice de Shannon (r=0.504,
P=0.069) y para el valor de H. (r=0.043, P=0.906) arrojado por el programa Hickory
v1.1 (Holsinger y Lewis, 2003-2007).

En cuanto a su diversidad genética, tanto para la heterocigosis (He) como para el
indice de Shannon (I), la mayoria de las poblaciones de teocintle no mostraron
diferencias significativas entre si (P<0.05), salvo ciertas excepciones. Por ejemplo, la
poblacion PAR6 Villa Purificacion, que presentd los valores mas bajos de diversidad
(Tabla3; Figs. 10 y 11), mostro diferencias significativas con casi todas las poblaciones,
excepto con la més cercana PAR7 Telpitita, y con la poblacién PAR4 Huilotepec de la
zona del Balsas. Otra diferencia significativa (P<0.05) se presentd entre la poblacién
MEX3 Puruandiro, (que exhibe el valor méas alto de heterocigosis entre las poblaciones)

y la poblacion PAR7 Telpitita. En cuanto al porcentaje de loci polimorficos y diversidad
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genética (indice de Shannon), la poblacion PAR2 Chilpancingo presentd los valores
mas altos (P=89.28% e 1=0,.4386).

Tabla 3. Parametros de variacion genética y tamafio de muestra asociados a poblaciones, razas y subespecies de

teocintle, obtenidos mediante un método bayesiano (Hickory v1.1) y métodos no-bayesianos (TFPGAV1.3 y Popgene

v1.31)
Poblacion Municipio raza He He %P Indicede | N
) Shannon
(TFPGA (Hickory (TFPGA (Popgene
v.1.3) v1.1) v.1.3) v1.31)
PAR1 Tecoanapa Balsas 0.2619 0.2931 75.7 0.4023 33
PAR2 Chilpancingo Balsas 0.2821 0.3203 89.3 0.4386 30
PAR3 Teloloapan Balsas 0.2570 0.2957 82.9 0.4016 30
PAR4 Huilotepec Balsas 0.2406 0.2756 70.0 0.3742 24
Raza Balsas 0.2827 0.3400 90.7 0.4478 117
PAR5S Tolimén Jalisco 0.2676 0.2970 77.1 0.4085 30
PAR6 Villa Purificacion Jalisco 20
0.1866 0.2309 53.6 0.2828
PAR7 Telpitita Jalisco 0.2205 0.2405 62.9 0.3327 30
Raza Jalisco 0.2895 0.3206 86.4 0.4489 80
Z. mays ssp. parviglumis
0.2999 0.3553 94.3 0.4798 197
MEX1 Villa Seca Chalco 0.2734 0.3146 85.0 0.4240 27
Raza Chalco 0.2734 0.3146 85.0 0.4240 27
MEX2 Sta. Ana Maya Meseta 0.3188 24
central 0.2828 83.6 0.4351
MEX3 Puruandiro Meseta
central 0.2876 0.3243 87.1 0.4440 30
Meseta Central 0.2947 | 0.3535 87.1 0.4568 54
Z. mays ssp. mexicana
0.2984 0.3563 92.9 0.4647 81
H, H, %P |
Total
0.3050 | 0.3593 97.8 0.4863 278
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Fig. 11. Localizacion geogréafica, diversidad genética y altitud en poblaciones de teocintle. Los circulos indican la
localizacion de las poblaciones. El color refleja el nivel de diversidad genética en las poblaciones (por rangos); en
azul las poblaciones mas diversas, seguidas de aquellas en rojo y negro sucesivamente. La barra en el extremo
izquierdo indica la altitud asociada a las regiones geograficas y a las poblaciones muestreadas. El tamafio de cada
circulo refleja el tamafio de la muestra . La flecha negra indica la poblacion significativamente menos diversa con

respecto de las poblaciones restantes, exceptuando dos (flechas rojas), de las que no difiere en forma significativa.
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Diversidad genética entre subespecies y razas de teocintle

Se llevaron a cabo analisis con la prueba de t de Student y ANOVA para determinar
diferencias entre los valores de heterocigosis y porcentaje de loci polimoérficos entre
subespecies (t =0.098, P = : az005) =0.922; t = -1.679, P(g1=s : a=005) =0.132) y entre las
cuatro razas de teocintle (F= 0.546, P g=ss0 : =005y =0.651; F=2.782, Pg=s : a=0.05) =0.132).
Los mismas pruebas se realizaron considerando el indice de Shannon (t=0.771, P s .
a=00s) =0.465; F= 0.654, P(yi=s50 : az00s) =0.557). Todos los analisis determinaron que las

diferencias no son significativas.

Zea mays ssp. parviglumis

Dentro de esta subespecie, la poblacion PAR2 (Chilpancingo) present6 el mayor valor
para todos los pardmetros de diversidad, mientras que la poblaciéon PAR6 (Villa
Purificacion) tuvo los valores mas bajos. Considerando el agrupamiento por razas
dentro de esta subespecie, ambas razas (Jalisco y Balsas) presentaron niveles de
diversidad similares (Tabla 3; figs. 10 y 11).

Zea mays ssp. mexicana

Para Z. mays ssp. mexicana, MEX3 (Puruandiro) y MEX1 (Villa Seca) representan las
poblaciones con el mayor y menor valor, para todos los parametros, respectivamente,
excepto para el porcentaje de loci polimorficos, donde MEX2 Sta. Ana Maya presento
el menor valor. Al considerar el agrupamiento por razas dentro de esta subespecie, la
raza Meseta Central tuvo los mayores niveles de diversidad genética en comparacion
con la raza Chalco ( Tabla 3; figs. 10 y 11).

Analisis Molecular de varianza (AMOVA)

ElI AMOVA realizado entre subespecies (Fig. 12a) revelé que la mayor parte de la
variacion genética se presenta dentro de las poblaciones (78.35 %), un porcentaje menor
se encuentra entre las poblaciones de cada subespecie (20.92%) y una fraccion no
significativa (0.72%) entre subespecies. Resultados similares se presentaron para el
agrupamiento segun la raza (Fig. 12b), mostrando un mayor porcentaje de variacion
dentro de las poblaciones (77.79%) y uno mas bajo entre las poblaciones de cada raza
(17.36%) y entre razas (4.86%) (no significativo, P=0.052). En cuanto al agrupamiento
por razas dentro de cada subespecie se observo el mismo patron (Figs. 12c y 12d),
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donde el porcentaje de variacion entre razas de la ssp. mexicana no resulto significativo
(P=0.3196). La tabla resumen de AMOVA esta incluida en el apéndice VI.
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Fig. 12. Distribucién de la variacion genética (en porcentaje) mediante el método AMOVA para diferentes
agrupamientos de las diez poblaciones de teocintle analizadas. Poblaciones agrupadas por: a) subespecie; b) razas; c)
razas dentro de la ssp. mexicana y d) razas dentro de la ssp. parviglumis.

Diversidad y altitud

El andlisis de regresion lineal para las variables altitud y heterocigosis esperada (He) fue
significativo (F=5.496, P . .005= 0.047), indicando que a mayor altitud se presentan
mayores niveles de variacion genética (Fig. 13a). EI mismo resultado se obtuvo cuando
relacionamos el porcentaje de loci polimorficos (F=6.934, P = . 2=005=0.030) (Fig. 14b)
y el indice de Shannon (F=6.182, P . 2-005=0.038) con la altitud (Fig. 14a). Los
resultados obtenidos con el programa Hickory v1.1 (Fig. 13b) mostraron patrones
idénticos (F= 8.021, P . -=005=0.022). Estos mismos andlisis no fueron significativos
cuando se analizaron separadamente las poblaciones de la ssp. mexicana (F=2.806,
P(9.1=2; a=0.05)=0.343), y de la ssp. parviglumis (F=1.686, P(g.=6: a=0.05y= 0.251 ).

Las correlaciones entre los parametros de diversidad y los valores de latitud y
longitud no resultaron significativas (P>0.05) con los valores obtenidos con el programa
TFPGA v1.3, ni para todas las poblaciones, ni para cada subespecie por separado. Sin
embargo, la correlacion entre heterocigosis y longitud (considerando el total de
poblaciones) resultdé marginalmente significativa cuando se consideraron los valores
obtenidos mediante aproximacion bayesiana (r=0.639, P=0.047), indicando que estos

aumentan hacia el este de la distribucion.
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Fig. 13. Regresion lineal para la relacion entre heterocigosis (He) y altitud considerando ambas subespecies de
teocintle (el total de poblaciones). Se ilustra la relacidn para los valores obtenidos mediante: a) TFPGA v1.3 y b)
Hickory v1.1. También se ilustran los intervalos de confianza derivados del andlisis. La flecha verde indica la linea de
regresion y los circulos azules los valores observados en las poblaciones. Se presentan ademas la ecuacion de la
regresion y el valor de R? (coeficiente de determinacion).
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Fig. 14. Regresion lineal para la relacion entre altitud y dos medidas de variacion genética: indice de Shannon y
porcentaje de loci polimdrficos. Se consideran ambas subespecies de poblaciones de teocintle (el total de
poblaciones). También se ilustran los intervalos de confianza derivados del analisis. La flecha verde indica la linea de
regresion y los circulos azules los valores observados en las poblaciones. Se presentan ademas la ecuacion de la
regresion y el valor de R? (coeficiente de determinacion).

Identificacidn de loci candidatos a patrones de seleccion

Seis de los 140 loci analizados (4%) se desviaron significativamente de los patrones
esperados bajo un modelo neutral (Fig. 15). Dos de ellos (811-1 y 810-4) mostraron
evidencia “muy fuerte” y uno (811-4) evidencia “sustancial” de estar sujetos a seleccién

direccional de acuerdo a la escala de interpretacion de Jeffreys (1961 en Foll y
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Gaggiotti, 2008, ver Apéndice 1X). Por otra parte, otros dos marcadores (809-27 y 827-
11) presentaron evidencia “sustancial”, y uno (809-28) evidencia muy débil (aunque
significativa) de estar sujetos a seleccion balanceadora, de acuerdo a la misma escala de
interpretacion. Los valores de probabilidad posterior para cada locus se presentan en el
apéndice VIII.

Dos de los tres loci con sefiales de seleccion direccional se correlacionaron
negativamente y de manera significativa con la altitud (r=-0.685, P=0.014 y r=-0.651,
P=0.021), mientras aquellos sometidos a seleccidn balanceadora no se correlacionaron
significativamente con este factor (r=0.128, P=0.362, r=-0.323, P=0.182, r=-0.392,
P=0.131).
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Fig. 15. Identificacion de loci potencialmente sujetos a seleccion natural a través del andlisis de 140 loci de 10
poblaciones de teocintle mediante el programa BayeScan (Foll y Gaggiotti, 2008). El eje horizontal representa el
criterio de decision para considerar loci candidatos (en este caso el 10% de los candidatos encontrados se
consideraron falsos positivos). Los puntos ubicados a la izquierda de la linea de referencia representan loci cuyas
diferencias en frecuencias alélicas entre poblaciones pueden explicarse mediante procesos demogréaficos (sin
considerar a la seleccidn). Los puntos sefialados con flechas azules ubicados a la derecha de la linea de referencia
(con sus respectivos nombres) son loci con sefiales de seleccién direccional, mientras los sefialados con flechas rojas
son loci con sefiales de seleccion balanceadora. El cuadro de texto indica un sobrelapamiento de dos puntos (loci)
potencialmente sujetos a seleccion balanceadora. Las flechas en azul oscuro indican loci significativamente
correlacionados con la elevacién sobre el nivel del mar.

Estructura genética en poblaciones de teocintle

El valor promedio del coeficiente de ancestria () (equivalente a la Fsr) para el total de
las poblaciones y para el total de loci fue de 0.1837, con un valor minimo de 0.1591 y
un maximo de 0.2096. A nivel de agrupamientos, la mayor estructuracion se presentd
entre las razas (0.007) de teocintle, en comparacién con la encontrada entre las

subespecies (-0.0074). Por otra aparte, a nivel de subespecie, Z. mays ssp. parviglumis
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presentd una mayor estructuracion entre sus poblaciones (0.2145), en tanto que Z. mays
ssp. mexicana tuvo un valor relativamente bajo (0.0688). Considerando el agrupamiento
por razas, las poblaciones de la Meseta Central presentaron baja estructura (0.0482) lo
cual también se observo en la raza Balsas (0.0968). La raza Jalisco, al contrario de las
anteriores, tuvo el valor mas alto de estructura (0.2859) entre sus poblaciones (Tabla 4).

Tabla 4. Estructura genética entre y dentro de subespecies y razas de teocintle expresada mediante el estadistico 0

(coeficiente de ancestria), calculado a partir de la implementacién de cinco marcadores de ISSR y métodos de
analisis bayesianos (Hickory v.1) y no-bayesianos (TFPGA v1.3)

Theta 0 (+S.D) @m

TFPGAV1.3. Hickory v.1
Z. mays ssp. parviglumis 0.2145 (0.0162) 0.2589 (0.0177)
Z. mays ssp. mexicana 0.0688 (0.0082) 0.1131 (0.0199)
ssp. parviglumis vs ssp. mexicana -0.0074 (0.0082) 0.0999 (0.0271)
Balsas 0.0968 (0.0092) 0.1467 (0.0188)
Jalisco 0.2859 (0.0273) 0.3298 (0.0254)
Meseta Central (MC) 0.0482 (0.0082) 0.1011 (0.0231)
Balsas vs Jalisco vs MC vs Chalco 0.007 (0.0116) 0.1333(0.0213)
Total 0.1837 (0.0129) 0.2194 (0.0163)

Por otra parte, el método bayesiano arrojé un valor de 8 = 0.2194 con un valor
minimo de 0.1868 y uno maximo de 0.2506. En cuanto a la estructura dentro de los
grupos, se observé el mismo patrén que el obtenido con el con método anterior; sin
embargo, es oportuno mencionar que los valores de estructura genética aumentaron
considerablemente con el método bayesiano (Tabla 4). Los resultados obtenidos cuando
se excluyeron las poblaciones de la zona de sobrelapamiento muestran valores de
estructura entre subespecies (-0.0270) y entre razas (0.0046) similares a los obtenidos
con el programa TFPGA v1.3..

Distancia genética

Considerando todas las poblaciones juntas, y de acuerdo a la matriz de distancias
genéticas (Tabla 5), las poblaciones mas cercanas genéticamente fueron MEX2 Sta. Ana
Maya y MEX3 Puruandiro (0.029) pertenecientes a la raza Meseta Central. Las mas
alejadas fueron Huilotepec y Villa Purificacion (0.214) pertenecientes, la primera, a la
raza Balsas y, la segunda, a la raza Jalisco. El promedio de las distancias genéticas entre
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las poblaciones fue de 0.094. Considerando las subespecies por separado, las
poblaciones de la ssp. parviglumis presentaron un promedio (D) de 0.111, mientras

para aquellas pertenecientes a la ssp. mexicana fue de 0.0377.

Tabla 5. Matriz de distancias genéticas [distancia original de Nei (1972)] y geograficas pareadas para las 10
poblaciones de teocintle estudiadas (ver tabla 1 para abreviaciones). Distancias genéticas obtenidas mediante el uso
de cinco primers de ISSRs y 140 loci .

Distancia Geografica
PAR] PAR? PAR3I PAR4  PARS PARG PART RMEX] MEX2 REX3
PAR] 0 168367 468717 440208 STI24090 SOTRST S034047 52539 260189 2421616
PAR2 0031 0 301137 277575 S8074T7 SB4343 STORBO2  ITS4S 2541057 227081
PARZ 0052 0.044 0 130973 5330683 558516 S540633 23823 226236 1991348
PAR4 0063 0.043 0.0z9 0 5447387 56025 5648051 12415 235887 2088150
PARS 0077 00748 0.067 0.093 0 244349 201913 S478245 3120734 3I3BI1W
PARG 0212 0.207 0.1%4 0214 0.199 0 4454 ST2284 3362TE 3626037
PART 0135 0.117 0.11 0.142 0.125 0089 0 S47B376 331857 3581734
MEX1 007 0059 0.044 0.03 0.091 0.197 0.135 0 23TA35 2104753
MEX2 0053 0045 0.051 0.051 0072 0.197 0.135 0.044 0 271015
MEX3 0.03 0.034 0.0z9 0.036 0072 0.185 0.11% 0038 0.0 0

Los valores en oscuro (por arriba de la diagonal) representan las distancias geograficas (km) mientras los ubicados por

debajo de ésta representan las distancias genéticas. El valor en azul representa la mayor distancia genética, mientras

aquel en rojo indica el valor mas bajo.
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Fig. 16. Agrupacion de las diez poblaciones de teocintle mediante el método de UPGMA a partir de la amplificacion
de cinco marcadores dominantes. La parte izquierda refleja las relaciones genéticas entre las poblaciones a partir de la
distancia original de Nei (1972). En cuadros de colores se resaltan los principales grupos formados. La parte derecha
de la figura relaciona los principales grupos con la ubicacion geografica de las poblaciones. Los circulos azules
representan poblaciones de Z. mays ssp. parviglumis mientras los rojos representan poblaciones de la ssp. mexicana.
La flecha negra destaca la posicién de la poblacion Toliman PAR5S mas parecida a poblaciones lejanas que a sus
vecinas. Los valores de soporte (mediante “bootstrap”) para cada nodo se muestran delante de ellos
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El dendrograma basado en el método UPGMA correspondiente al total de las
poblaciones (Fig. 16), permite observar que aquellas que conforman la ssp. mexicana
forman un grupo incluido en otro que se compone de algunas poblaciones de la ssp.
parviglumis (raza Balsas); es decir, que las dos subespecies no forman grupos bien
diferenciados genéticamente. En cuanto a la ssp. mexicana, se pueden observar que las
poblaciones ubicadas en la Meseta Central se agrupan claramente, diferenciandose de la
poblacion de Chalco. Por otro lado, en la ssp. parviglumis se observan dos grupos bien
soportados en la region del Balsas (Tecoanapa-Chilpancingo y Teloloapan- Huilotepec),
los cuales a su vez se encuentran diferenciados de las poblaciones ubicadas en el estado
de Jalisco. La poblacion PARS Toliman perteneciente a la raza Jalisco es, sin embargo,
mas cercana genéticamente al grupo del Balsas que a sus poblaciones vecinas de Jalisco,
que forman otro grupo bien soportado. El patron general es que las relaciones genéticas

parecen corresponder con la cercania geografica entre las poblaciones.

Aislamiento por distancia

La prueba de Mantel resultd significativa para el total de poblaciones analizadas
(r=0.57, P=0.0007), sugiriendo que existe un patrén de aislamiento por distancia. La
Figura 17 ilustra este patron. Para las subespecies por separado, la prueba arrojé
resultados contrastantes. Por un lado la prueba resulté no significativa para la ssp.
mexicana (r=0.94 P=0.334), caso contrario a lo obtenido para la ssp. parviglumis
(r=0.51, P=0.001).
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Fig. 17. Patron de aislamiento por distancia en poblaciones de teocintle obtenido mediante la Prueba de Mantel
(1995). El eje horizontal indica la distancia geografica entre poblaciones, mientras el eje vertical indica la
diferenciacion genética [distancia genética de Nei (1972)] entre ellas. La linea (flecha negra) ilustra la relacion lineal
entre las variables. Los circulos indican los valores pareados observados entre poblaciones de teocintle para las
variables analizadas.
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Agrupamiento bayesiano de poblaciones
Los valores con mayor probabilidad para agrupar el total de poblaciones fueron 2 y 5
grupos, siendo el primero el de mayor verosimilitud (Fig. 18). La proporcion de alelos

pertenecientes a cada grupo se presenta en el Apéndice VII.

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

400

300

Delta K

100

&~

2 3 4 5 6 7
K

Fig. 18. Método de Evanno et al. (2005) para la determinacién del nimero de grupos con mayor verosimilitud
considerando el total de poblaciones de teocintle. El gréfico presenta el valor modal (Delta K) de las diferencias
sucesivas de verosimilitud para diferente nimero de grupos (K), indicando los valores con mayor probabilidad y
menor error asociado (flechas).

Las poblaciones Villa Purificacion (PAR6) y Telpitita (PAR7), cercanas
geogréficamente entre si y ubicadas en el estado de Jalisco formaron un primer cluster,
mientras el otro grupo esta conformado por las poblaciones restantes (Fig. 19a). Aqui,

las poblaciones no se separan de acuerdo a su pertenencia a determinada subespecie.

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

Huilotepec (PAR4)
VillaSeca (MEX1)
Tolimén (PARS)

Chilpancmgo (PAR2) 1—_
Puruéndiro (MEX3)

Tecoanapa (PARI) -
Telolospan (PAR3)
Sta. AnaMeya MEX2)
Villa de Punficacién (PARS) i
Telpitita (PART)

Fig. 19. Agrupamiento de las poblaciones de teocintle basado en el método de Evanno et al. (2005) y por medio del
programa Structure v.2.3.4. Los datos utilizados se derivan de la amplificacion de cinco marcadores ISSRs. Se
muestran las 10 poblaciones agrupadas en 2 (a) y 5 (b) grupos, es decir, aquellos que presentaron la mayor
verosimilitud. Los grupos se representan mediante colores.
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Por otra parte, el analisis Structure para 5 grupos revelé que estos estan
conformados de la siguiente manera: el primero incluye las poblaciones del sur de
Guerrero (PAR1 Tecoanapa y PAR2 Chilpancingo), el segundo las ubicadas al norte de
Guerrero, Morelos y Estado de México (PAR3 Teloloapan, PAR4 Huilotepec y MEX1
Villa Seca), el tercero aquellas del norte de Michoacan (MEX2 Sta. Ana Maya y MEX3
Puruandiro), el cuarto las ubicadas al suroeste de Jalisco (PARG6 Villa purificacion y
PARTY Telpitita), el quinto incluye una sola poblacién, Toliman (PARS), ubicada al sur
de Jalisco (Fig. 19b y 20). A excepcidn de esta ultima, los grupos estan conformados
por poblaciones cercanas geograficamente, independientemente de la subespecie a la

que pertenecen. En otras palabras, las subespecies no estan reflejadas en los grupos

genéticos.
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Fig. 20. Agrupacion de las diez poblaciones de teocintle mediante el método de Evanno et al. (2005). Se presentan

los grupos para k=5 (segundo agrupamiento con mayor probabilidad asociada). Los diferentes simbolos que rodean a

las poblaciones (circulos) reflejan la pertenencia de éstas a diferentes grupos genéticos. El tamafio de los circulos

refleja el tamafio de la muestra. La barra en el extremo izquierdo indica la altitud asociada a las regiones geograficas
y a las poblaciones muestreadas.

Analisis de componentes principales

Se utilizaron los tres primeros componentes (que explican un 21% de la varianza total)
para agrupar las poblaciones de teocintle. Las gréficas (Fig. 21a y 21b) ilustran
claramente la formacion de grupos entre las poblaciones. Cuando se analiza la relacion
entre los componentes 1 y 2 (16.54% de la varianza), se observa el mismo patrén
obtenido mediante Structure, con un grupo compuesto por las poblaciones del

municipio de Villa Purificacion (PAR6 Villa Purificacion y PAR7 Telpitita) y otro

35



grupo formado por las restantes (Fig. 21a). Por otra parte, cuando se analiza la relacién
entre los componentes 1y 3 (16.06% de la varianza), es clara la formacion de un tercer
grupo, compuesto por una sola poblacion, PARS5 Toliméan, en el sur del estado de Jalisco
(Fig. 21b). Como en resultados anteriores, los grupos formados no reflejan en sus
relaciones diferencias genéticas claras entre las subespecies de teocintle. En vez de ello,

las relaciones parecen exhibir una correspondencia con la distribucién geogréfica de las

poblaciones.
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Fig. 21. Andlisis de componentes principales considerando el total de poblaciones y la amplificacién con cinco
marcadores ISSRs. Las gréficas ilustran la formacién de grupos genéticos mediante la relacion entre los
componentes: a) 1y 2, y b) 1y 3. Las poblaciones se representan mediante distintos colores y simbolos. En el mapa
se ilustra el simbolo de referencia para cada poblacion. Los corchetes sefialan los grupos diferenciados.
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Discusion

Para este tipo de marcador (ISSR) y dentro del género Zea, el presente estudio es el
unico que ha trabajado con el grupo de los teocintles y el que analiza la mayor cantidad
de individuos (n=278)(Ver tabla 6). Otros estudios han trabajado sobre maiz domestico
(Zea mays ssp. mays) y estdn enfocados en la evaluacion de diferencias a nivel
molecular entre cultivos, variedades o razas de maiz. En todos ellos se ha trabajado con
accesiones y no con poblaciones como material biologico, por lo cual no se presentan
andlisis propios de genética de poblaciones. Ante esto, Unicamente el porcentaje (total,
por grupos y por marcador) de loci polimorficos como parametro de variacion genética
puede ser comparable entre sus resultados y los aqui obtenidos. Sin embargo,
considerando que éste es un parametro sesgado por el tamafio de muestra (diferente en
todos los estudios mencionados), el andlisis comparativo puede ser engafioso. Cabria
destacar en todo caso, que si bien el maiz exhibe en general menores niveles de
polimorfismo que el teocintle, estos no son bajos. De hecho los niveles relativamente
altos de variacion genética en el maiz domesticado pueden tener una posible explicacién
a partir de la introgresion continua de material genético desde el teocintle (Doebley,
1990; Matsuoka et al, 2002; Ellstrand et al., 2007; Ross-Ibarra et al., 2009; Hufford et
al, 2013). Otra posible explicacién es el recurrente flujo genético entre razas y

variedades de maiz domesticado (Baltazar y Schoper, 2002).

Tabla 6. Valores de polimorfismo para grupos pertenecientes al género Zea obtenidos a partir de estudios anteriores
que implementan ISSRs como marcadores moleculares y accesiones como material biolégico.

Objeto de estudio Referencia
81 accesiones ( 79 de razas de maiz y2 var.mejoradas) 16 116 75.8  Carvalho et al., 2002
50 accesiones de maiz (palomero, comun, dulce y dent), 1
accesion de teocintle y tripsacum ssp. 15 122 89.05  Amaral-Junior et a,l 2011
21 accesiones de maiz 10 108 100 Van Liet et al., 2011
9 accesiones de maiz 8 53 69 Idris et al., 2012
97 accesiones de maiz palomero y 8 de maiz Dent 10 507+ 95 Kantety et al., 1995
10 poblaciones de dos subespecies de teocintle 5 136 97.7  Presente estudio

3 de ssp. mexicana y 7 de ssp. parviglumis

* El ndmero de loci polimérficos fue calculado a partir del valor de P y del nimero de bandas totales, ya que no se presenta
explicitamente en el articulo correspondiente. nip= Ndmero de loci polimorficos; n, =Ntmero de primers; P= Porcentaje de loci
polimorficos

Como dato importante, dos de los cinco iniciadores utilizados, el 810 y el 841,
con altos niveles de polimorfismo, habian sido empleados en estudios anteriores que

trabajaron con maiz domesticado (Amaral-Junior et al., 2011; Idris et al., 2012). En
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estos estudios también presentaron alta variacion, pero menor a la obtenida aqui, con un
menor numero de bandas analizadas (ver Tabla 7). La presencia de menos bandas
mediante la amplificacion del mismo marcador puede tener diferentes origenes. Por una
parte, las condiciones de amplificacion son diferentes entre los estudios y esto puede
influir en el nimero de bandas que se amplifican. En el mismo sentido, el criterio para
considerar o0 no determinadas bandas en el gel no se menciona en los articulos, pudiendo
descartar bandas que son consideradas aqui. Una explicacion alternativa puede
fundamentarse en el efecto del proceso de domesticacion. El efecto de la deriva génica
gue aumenta durante la domesticacion (Buckler y Stevens 2006; Haudry et al., 2007; Li
et al., 2009) puede provocar la fijacion mas réapida (por azar) de mutaciones. Dado que
los cebadores de ISSRs son al fin y al cabo microsatélites, esto podria derivar en la
disminucion de sitios de fijacién y, por lo tanto, en la cantidad de bandas amplificadas

en el maiz.

Tabla 7. Valores de polimorfismo asociados a dos marcadores ISSR utilizados en estudios dentro del género Zea,
incluyendo los aqui obtenidos para poblaciones naturales de teocintle.

Primer Np Nobp P (%0) Material biolégico Referencia

12 11 91.66 Accesiones de maiz Amaral-Junior et al., 2011
810 12 11 91.66 Accesiones de maiz Idris et al., 2012

25 25 100 Poblaciones de teocintle Presente estudio

12 11 91.66 Accesiones de maiz Amaral-Junior et al., 2011
841 9 8 88.88 Accesiones de maiz Idris et al., 2012

24 24 100 Poblaciones de teocintle Presente estudio

Nb= Namero de bandas r]bpz NUmero de bandas polimérficas

Niveles de variacion y diferenciacion genética en teocintle
La alta variacion genética en la mayoria de las poblaciones (Tabla 3, Fig. 10) y grupos
de poblaciones de teocintle (H; =0.3050; I= 0.4863; P=97.7%) asi como la baja
estructuracion entre poblaciones (exceptuando aquellas de Jalisco) pueden ser
explicadas por un conjunto particular de caracteristicas que son compartidas por las
diferentes subespecies y razas [lo que explicaria que no haya diferencias significativas
entre los niveles de diversidad de estos grupos taxonémicos].

En primer lugar, los teocintles cuentan con un genoma realmente complejo
(Schnable et al., 2009; Pyhajarvi et al., 2013), principalmente por la gran cantidad y
actividad de elementos mdviles (de diferentes familias) que por su continua insercion y

duplicacion pueden dar lugar a una gran variacion entre individuos (Wessler, 2006). En
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segundo lugar se encuentran las caracteristicas de historia de vida y patrones
reproductivos que presentan (Sanchez et al., 1998). Caracteristicas tales como un tipo
de vida anual, amplia distribucion y un sistema reproductivo de entrecruza (polinizacién
abierta por viento) son asociadas a plantas que presentan niveles altos de diversidad
genética entre sus poblaciones (Hamrick y Godt, 1996; Nybom, 2004).

El tipo de polinizacion, mediada por viento, y el sistema reproductivo de
entrecruza favorecen el intercambio de material genético, incluso entre poblaciones
alejadas geograficamente. Asi, un factor que puede contribuir en el aumento y
mantenimiento de altos niveles de diversidad, y en la baja diferenciacion entre las
poblaciones de teocintle es el flujo genético recurrente que parece existir entre ellas
(Fukunaga et al., 2005; Ross-1Ibarra et al., 2009; Pyh4jarvi et al., 2013), fundamentado
en una eficiente capacidad de dispersion. Este flujo genético entre poblaciones parece
reflejarse en un patron de aislamiento por distancia (Fig. 17), el cual también ha sido
reportado en estudios anteriores (Van Heerwaarden et al., 2010; Pyhé&jérvi et al., 2013).
Bajo este patron, las poblaciones relativamente cercanas tienden a ser mas parecidas
debido una mayor probabilidad de cruzamiento, lo cual puede dar lugar al agrupamiento
regional encontrado. En este sentido es interesante el caso de la poblacién de Toliméan
(PAR5), la cual es muy diferente (Fig. 16) y significativamente mas diversa (0.2676)
que las otras poblaciones de Jalisco (Tabla 3), a pesar de la cercania geografica. Es muy
probable que, al contrario de sus vecinas, esta poblacidon mantenga suficiente
intercambio genético con otras como para evitar el efecto del aislamiento sobre los
niveles de variacion genética. Este intercambio, sin embargo, parece ser muy limitado
para con las demas poblaciones aqui muestreadas (posiblemente por la distancia
geografica), tal que mantiene caracteristicas genéticas particulares que la ubican como
un grupo Unico y diferente de todos los demas (Figs. 16, 19b, 20 y 21b). Es posible que
poblaciones no analizadas en este estudio cumplan un papel importante en este sentido.

En cuanto al tipo de distribucion, los teocintles presentan una muy amplia, la
cual suele asociarse -al contrario de una endémica, regional o local- a mayores tamafios
efectivos poblacionales (Godinez-Herrera et al., 2009; Ross-lIbarra et al., 2009),
disminuyendo asi el efecto de la deriva génica y la endogamia sobre los niveles de
variacion genética y de diferenciacion entre poblaciones (Hedrick, 2005). Aquellas
poblaciones ubicadas en zonas como el norte de Michoacan [considerada ademas el
centro de diversificacion de la ssp. mexicana (Matsuoka et al., 2002)] y la zona del
Balsas, que presentan aqui gran diversidad (Tabla 3, Figs. 10 y 11), han sido
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identificadas como numerosas y extensas, por lo menos en el pasado relativamente
reciente (Sanchez y Ruiz-Corral, 1996; Sanchez et al., 1998). Cabe destacar que aunque
se ha demostrado que muchas poblaciones (sobre todo en Jalisco) si han sufrido fuertes
presiones demogréaficas que han afectado sus niveles de variacion genética (Godinez-
Herrera et al., 2009; Pyhdjarvi et al., 2013), para otras poblaciones este no parece ser el
caso (Godinez-Herrera et al., 2009). De esta manera, es posible que varias de las
poblaciones aqui muestreadas no hayan sido impactadas tan severamente por esa causa,
logrando mantener en conjunto alta diversidad y baja diferenciacion.

Otro fendémeno hipotético que podria contribuir en la baja diferenciacion
genética entre poblaciones es la divergencia relativamente reciente entre ellas, y/o la
fundacion (también reciente) de unas a partir de otras. Si este fuera el caso, el tiempo
transcurrido desde la separacion de las poblaciones o desde el origen de las nuevas,
podria no ser suficiente para acumular cambios genéticos que deriven en alta
diferenciacion. Si sumado a esto, el alto potencial de dispersion favorece el intercambio
genético entre las poblaciones que se separan, resulta coherente que presenten pocas
diferencias. La anterior hipotesis se ha sugerido para explicar, por un lado, evidencia
de mezcla genética entre las dos subespecies (Fukunaga et al., 2005) y por otro, baja
diferenciacion entre poblaciones dentro de la subespecie parviglumis (Moeller et al.,
2007). Evidencia de fundacidn reciente para poblaciones de teocintle es presentada por
Buckler et al., (2006) quien sugiere una fundacion de poblaciones en Jalisco a partir de
algunas del centro del Balsas tras una colonizacion después del ultimo maximo glaciar.
Se deben, sin embargo, buscar otros ejemplos mas recientes de divergencia y/o
fundacion en poblaciones de teocintle para demostrar si este tipo de procesos
influencian los patrones de estructuracion en ésta y otras regiones de distribucion del
teocintle, explicando, en parte, los bajos niveles de diferenciacion.

En contraste con todo lo anterior, resultan preocupantes los valores tan bajos de
variacion genética que presentan las poblaciones ubicadas en el municipio de Villa
Purificacion en Jalisco (Tabla 3, Fig. 10 y 11). Esta situacién se ve acompafiada ademas
de una alta estructuracion entre las poblaciones de la region (6 =0.2859) (Figs. 19a y
21), influyendo de manera importante en el nivel de estructura genética para la

subespecie parviglumis (0.2145) y para el conjunto total de poblaciones (¢ =0.1837,
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0.1591-0.2096)". Muchas poblaciones en el municipio de Villa Purificacién han sido
identificadas como pequefias y de estrecha distribucion, tal que algunas “existen solo
como pequefios manchones” aislados de otras poblaciones (Godinez-Herrera et al.,
2009). La reduccion en el tamafio efectivo de las poblaciones puede explicar la baja
diversidad, debido a que el efecto de la deriva génica y endogamia es mayor y la
fijacion de alelos ocurre de manera méas réapida disminuyendo el nivel de heterocigosis
en las poblaciones (Hedrick, 2005). En el presente estudio, una de estas poblaciones
(Villa Purificacion PARG) presentd ademas el menor tamafio muestral de todas (n=20) a
pesar de haberse colectado el total de individuos de la poblacion. Las poblaciones de
esta region pueden estar en serio peligro de desaparecer a menos que se realicen
esfuerzos para su conservacion in situ o incluso ex situ (si se considera que parte de la
importancia del teocintle recae en su utilidad dentro de programas de mejoramiento para
el maiz domesticado).

El patron general analizado hasta ahora, donde poblaciones de Jalisco presentan
poca variacion y aquellas de Michoacan y Guerrero presentan los valores mas altos,
también se han reportado (con ligeras variantes) en estudios anteriores con isoenzimas
(Doebley et al., 1984; Rincén-Enriquez et al., 2005; Sanchez, 2011), microsatélites
(Fukunaga et al., 2005; Godinez-Herrera et al., 2009), SNPs (Pyhajarvi et al., 2013) y
secuencias nucleares y de cloroplasto (Moeller et al., 2007). En general, los patrones
complejos de flujo génico (Moeller et al., 2007; Fukunaga et al., 2005), que favorecen
la mezcla de genotipos provocando un aumento de la diversidad genética en las
poblaciones, pueden explicar la falta de diferenciacion o la evidencia de introgresion
entre ellas. Por otro lado, la fragmentacion, el aislamiento y la reduccion acelerada del
tamario efectivo que han demostrado efectos tan severos en los niveles de diversidad,
son argumentos para explicar la alta diferenciacion entre poblaciones de Jalisco
(Moeller et al. 2007; Sanchez, 2011), sobretodo a la luz de evidencia que sefiala un
efecto de cuello de botella en poblaciones de esa region (Buckler et al., 2006; Godinez-
Herrera et al., 2009; Wilkes, 2007) debido, entre otras razones, al cambio de uso de
suelo, al cambio de cultivos (principalmente dejando de cultivar razas nativas de maiz)

y a la urbanizacion.

" Debe considerarse altos [basado en el criterio de Wright (1978), donde valores de 0.15 a 0.25 sefialan alta diferenciacion] o muy
altos si se consideran los valores de estructura obtenidos mediante el programa Hickory v.1.1 (Tabla 4) (que no suponen equilibrio
Hardy-Weinberg en las poblaciones).
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Agrupacion de las poblaciones de teocintle

Los resultados obtenidos mediante diferentes métodos de agrupamiento (ACP,
STRUCTURE y UPGMA), la baja estructura genética entre grupos (6=0.0074; 6#=0.007
entre subespecies y razas, respectivamente) y el bajo porcentaje de variacion asignado a
diferencias entre grupos mediante la prueba AMOVA (Fig. 12) indican que las
poblaciones analizadas en este estudio no se agrupan taxondémicamente, es decir, en las
dos subespecies (y cuatro razas) propuestas por la literatura. En vez de ello se presentan
patrones mas complejos. El patron méas claro y con mayor sentido bioldgico indica la
formacion de grupos “regionales”, que mientras en algunos casos coinciden con las
razas propuestas, en otros (principalmente en las zonas de traslape de las distribuciones)
se componen de poblaciones pertenecientes a grupos taxonémicos distintos (Figs. 16,
19b y 20).

La baja diferenciacidn entre las subespecies y razas puede reflejar el contacto (en
cierto grado) que mantienen y/o han mantenido estos grupos a pesar de las diferencias
historicas y actuales en su distribucion. Sin embargo, segun estudios, este contacto esta
limitado a algunas zonas de sobrelapamiento (Matsuoka, 2002; Ross-lbarra et al., 2009;
Sanchez, 2011; Van Heerwaarden et al., 2011; Pyhéajarvi et al., 2013), dispersion a larga
distancia entre regiones (Moeller et al., 2007; Fukunaga et al., 2005) o, indirectamente,
a través del maiz domesticado (como intermediario), como lo sugieren Ross-Ibarra et al.
(2009).

Por un lado, el este del Balsas como region de sobrelapamiento parece tener un
potencial de intercambio genético entre ambas subespecies (Hufford et al., 2012),
presentandose en los individuos de la region claras sefiales de mezcla genética
(Matsuoka, 2002; Sanchez, 2011; Van Heerwaarden et al., 2011; Pyhajarvi et al., 2013).
En el presente estudio dos de las poblaciones (PAR4 Huilotepec y MEX1 Villa seca)
pertenecientes a diferentes subespecies se encuentran ubicadas en esta zona, lo cual
tedricamente podria influir en la baja diferenciacion entre estos grupos taxondmicos. Sin
embargo, al omitir estas poblaciones en el analisis, se obtuvieron resultados similares,
con lo cual esta hipétesis pierde soporte. Aun asi, debe considerarse que esta regién de
sobrelapamiento ha existido histéricamente (Hufford et al., 2012), por lo que es posible
que la informacion geneética transmitida entre subespecies en el pasado haya tenido
tiempo para incorporarse a regiones y poblaciones mas lejanas a través de flujo genico..
También es importante sefialar que esta zona de sobrelapamientono es la Unica

identificada entre las subespecies y que las distribuciones geograficas de estos taxa han
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ido cambiando histéricamente en funcion de los cambios climaticos (Hufford et al.,
2012); de manera que los patrones de flujo pueden haber sido variables a lo largo de
estos cambios, favoreciendo o reduciendo las probabilidades de intercambio genético
entre los grupos. Si bien hasta ahora se presume la existencia de solo dos zonas de
intercambio entre ambas subespecies (Hufford et al., 2012), también hay evidencia que
soporta un modelo de flujo genético continuo desde su divergencia hace unos 60,000
afios (Ross-lbarra et al. (2009), lo cual explicaria los bajos niveles de estructura
genética entre y dentro de estos taxa.

Por otro lado, el flujo genético a mediana y larga distancia entre regiones,
favorecido por el tipo de polinizacién, podria también disminuir las diferencias
genéticas entre grupos taxondmicos. Bajo este argumento Moeller et al. (2007) explican
un porcentaje considerablemente bajo de variacion (<20%) dentro de las razas y entre
ellas. Resultados similares obtiene Sanchez (2011) (6.6% dentro y entre razas), pero
argumentando que es el tipo de sistema reproductivo (polinizacién cruzada) (Sanchez,
2011) el que explica la gran variacion dentro de las poblaciones con respecto de aquella
entre razas.

Aunado a esto, se ha sugerido la posible intervencion del maiz domesticado
como intermediario entre las subespecies silvestres para intentar explicar la evidencia de
introgresion (historica y actual) entre ellas (Ross-Ibarra et al., 2009; Van Heerwaarden
et al., 2011). Es determinante probar esta hipotesis ya que, de ser asi, esta interaccién
podria no solamente contribuir en la baja diferenciacion entre las subespecies, sino
también en los altos niveles de variacion genética en sus poblaciones (considerando la
variacion genética también alta en el maiz domesticado).

En contraste con lo anteriormente expuesto, existen en la literatura estudios
donde las subespecies y razas si presentan diferencias relevantes y donde las
poblaciones si se agrupan de manera taxonoémica (Doebley et al., 1984; Doebley et al,
1987; Matsuoka et al, 2002; Van Heerwaarden et al., 2011; Pyhé&jarvi et al., 2013).
Como caso particular Sanchez (2011), utilizando isoenzimas, determind por medio de
una prueba AMOVA que una parte considerable de la variaciéon se localiz6 entre y
dentro de las razas de teocintle (24.6% y 18.65% respectivamente) tal que son
relevantes las diferencias entre ellas. Se debe sefialar, sin embargo, que el mayor
porcentaje de la variacién se mantenia concentrado dentro de las poblaciones (56.75%)
y que el estudio se realiz6 sobre accesiones, de manera que los porcentajes de variacién

dentro de las poblaciones pueden no estar bien representados en la muestra, como es
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frecuente en ese tipo de estudios (Hijmans et al., 2000). Por otro lado, Pyhajarvi et al.
(2013), al analizar poblaciones naturales por medio de SNPs, determinaron una alta
estructura tanto entre subespecies (0.33) como dentro de ellas (0.23 y 0.24 para ssp.
parviglumis y ssp. mexicana respectivamente). Cabe resaltar que ellos utilizaron un
nimero considerablemente mayor de poblaciones (n=21), y un numero
considerablemente mayor de marcadores (SNPs), lo que puede hacer méas robusto su
andlisis, pero no analizaron las mismas poblaciones ni obtuvieron el mismo tipo de
informacién, por lo cual los patrones de estructuracion pueden reflejar procesos
distintos entre y dentro de las poblaciones.

Un factor que podria explicar la baja diferenciacion obtenida aqui podria
derivarse del tipo de marcador utilizado. La estimacion del pardmetro theta () a partir
de marcadores dominantes se calcula regularmente bajo el supuesto de que las
poblaciones se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg (como lo hace el programa
TFPGA v1.3) y ya que este supuesto dificilmente se cumple en poblaciones naturales,
los valores obtenidos deben ser tomados con precaucion. Considerando esto, el
parametro 4 fue obtenido de manera alternativa utilizando un método Bayesiano (que no
supone equilibrio en las poblaciones) a través del programa Hickory (Holsinger y
Lewis, 2003-2007)(Tabla 4). Mediante este método los valores resultaron ser
considerablemente maés altos (¢ =0.0999 entre subespecies y 6 =0.1333 entre razas).
Ante esta nueva evidencia, seria posible que nuestros analisis de agrupamiento reflejen
mas bien relaciones de ancestria o fendmenos de introgresion particulares entre los
grupos taxonémicos, que también han sido reportados anteriormente (Fukunaga et al.,
2005).

Cabe sefialar que, si bien el objetivo de este estudio no es demostrar la existencia
de razas y/o subespecies genéticas en Zea mays (pues requeriria un disefio metodol6gico
diferente), estos resultados pueden servir como antecedente para futuros estudios que
tengan como objetivo delimitar de manera clara los grupos genéticos de teocintle
propuestos en la literatura correspondiente, y posiblemente sugerir una mejor

clasificacion, asi como brindar una referencia a futuro.

Efecto de la altitud sobre los niveles de variacion genética
Para el total de loci, la asociacion positiva entre la altitud y la diversidad genética que se
encontrd en este estudio (Figs. 13 y 14), aunque resulta interesante, debe tomarse con

reservas. Si bien se ha determinado que la altitud puede ser una variable importante para
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la diferenciacion entre poblaciones de teocintle (Bradburd et al., 2013; Pyhajarvi et al.,
2013), dificilmente se puede establecer una relacion de causalidad entre este factor y las
diferencias en diversidad genética entre poblaciones.

El patron obtenido, seglin sefialan Ohsawa y Ide (2008) no es tan comun entre
los diferentes estudios, pero ciertamente es mas frecuente en plantas herbaceas y puede
explicarse bajo algunas circunstancias. Las explicaciones propuestas, sin embargo, no
parecen ser adecuadas para los resultados obtenidos aqui. La mas adecuada de ellas, a
criterio propio, se basa en una menor incidencia de actividades de tipo antropogénico
conforme aumenta la elevacién (Wen y Hsiao, 2001), de tal modo que los niveles de
variacion no se ven disminuidos por razones como el cambio de uso de suelo o el
cambio de cultivos (con efectos demograficos negativos para las poblaciones). Las
poblaciones de teocintle encontradas a mayor elevacion (ssp. mexicana), sin embargo,
estan en estrecho contacto con los cultivos de maiz y son tratadas como plaga, de tal
modo que son afectadas claramente. Esta situacion, siguiendo la linea de razonamiento
planteada, generaria un patron contrario al obtenido.

En contraste, y de acuerdo a la mayoria de los estudios revisados por €sos
autores (Ohsawa y Ide, 2008), cabria esperar que conforme aumenta la elevacion los
niveles de variacion se reduzcan. Segun esta idea, a mayor altitud las poblaciones
tienden a presentar procesos de fragmentacion y aislamiento los cuales pueden
disminuir sus niveles de variacion genética y generar pérdida de la riqueza alélica por
efecto de la deriva génica. Sin embargo, las poblaciones de mayor elevacion analizadas
aqui son precisamente las que presentan menos evidencia de aislamiento y pérdida de
diversidad. Ante esta falta de coherencia, es posible que procesos locales
(demograficos) en las poblaciones estén imponiendo un sesgo en el patron general de
variacion relacionado con la altitud. En este sentido, las dos poblaciones muestreadas en
Villa Purificacion (Jalisco) a baja altitud presentan sefiales de estar sometidas a procesos
de aislamiento genético (Tabla 3, Fig. 10, 11, 19ay 21),con todo lo que ello implica, de
tal modo que los bajos niveles de variacion genética que presentan pueden obedecer a
esta razon y no al hecho de que las poblaciones crezcan a baja altitud. De hecho, otra
poblacién (PAR1 Tecoanapa), que crece aproximadamente a la misma elevacién que las
antes mencionadas pero en diferente region (Balsas), es altamente diversa y estudios
anteriores han demostrado que habria experimentado aumento en su tamafio efectivo
(Moeller et al., 2007).
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Loci bajo procesos de seleccion y su relacién con la altitud
A una menor escala (para loci individuales), la altitud parece ser un factor mas
relevante. De los seis loci identificados como posibles candidatos a estar bajo seleccion,
dos se correlacionaron significativamente con la altitud (Fig. 15), lo que si bien puede
indicar la influencia de esta variable sobre solo unos pocos loci, también pone de
manifiesto la utilidad de los ISSRs para identificar loci asociados a factores de
importancia. Se debe destacar que anteriormente se han identificado algunos loci
correlacionados con la altitud en poblaciones de teocintle a través de diferentes
marcadores. Ya sea con isoenzimas (Doebley et al., 1987) o SNPs (Pyhdjarvi et al.,
2013), la altitud parece tener un rol importante en la adaptacién local y en la
diferenciacion entre poblaciones.

De forma interesante los dos loci mencionados presentaron sefiales de seleccion
de tipo direccional (y no balanceadora), de modo que algun(os) factor(es) asociado(s) a
la altitud (o el conjunto de estos) parecen dirigir la posible fijacion de determinados
alelos. A manera de antecedente, se ha establecido anteriormente que caracteres
adaptativos correlacionados con la altitud parecen estar sometidos a procesos de
seleccidn direccional, a través de genes pre-adaptados que pueden fijarse ante cambios
en el ambiente por efecto de la altitud (Hahn et al., 2012). En este caso los dos loci
mencionados correlacionaron negativamente con la altitud, reduciendo cada uno de
ellos la frecuencia del alelo dominante en las poblaciones méas elevadas. Bajo este
contexto general, un alelo (en este caso el recesivo) que no funciona tan adecuadamente
a baja altitud, podria tener un rol importante a mayor altitud. Es importante sefialar que
los fragmentos amplificados mediante ISSRs pueden conformarse por numerosas
secuencias codificantes y no codificantes que pueden o no estar ligadas, por lo que es
insuficiente la identificacion realizada aqui para realizar analisis mas profundos sobre el
papel de la altitud en el comportamiento de genes o grupos de genes especificos. Sin
embargo, se debe resaltar el hecho de que este tipo de marcador de facil manipulacion y
bajo costo resulte tan altamente informativo, ya que puede facilitar considerablemente la
metodologia para encontrar secuencias especificas asociadas a la variable estudiada, en

este caso, la altitud.
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Conclusiones

1) Se presentan, en general, altos niveles de diversidad dentro de subespecies, razas, y
poblaciones de teocintle, potenciados presumiblemente por un sistema reproductivo de
entrecruza, una amplia distribucién, un recurrente flujo genético entre poblaciones y un
genoma complejo.

2) Las poblaciones del sur de Jalisco presentan sefiales de aislamiento genético, con
muy baja diversidad y alta diferenciacion entre poblaciones cercanas, debido
aparentemente a la reduccion de su tamafio efectivo por actividades antropogénicas, por
lo que se recomienda su proteccion in situ y/o ex situ.

4) La variacion genética se concentra en su mayoria dentro de las poblaciones y estas se
agrupan regionalmente (en su mayoria), independientemente de su clasificacién
taxondmica y ajustandose a un modelo de aislamiento por distancia.

5) Se recomienda aumentar el numero de marcadores y de poblaciones, asi como
realizar muestreos especificos en blsqueda de patrones de estructura mas claros,
sobretodo en torno a variables ambientales que expliquen la distribucién de la variacion

encontrada.
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APENDICE |
Método “mini-prep” de extraccion de ADN (Vazquez Lobo, 1996)

1. Moler aproximadamente un gramo de tejido con nitrégeno liquido *(agregando un
poco de microperlas de vidrio)

2. Agregar al mortero 1000 pl de CTAB2X y homogeneizar

3. Recuperar todo en un tubo eppendorf de 1.5ml

4. Centrifugar a 10,000 g por 8 minutos a 4°C

5. Eliminar el sobrenadante

6. Resuspender con 600 ul CTAB2X *(Agregar 60ul de proteinasa K)*
7. Incubar a 65° por 15 min.

8. Agregar 600 ul de cloroformo:octanol 24:1 y agitar hasta homogenizar
*(cloroformo:fenol:octanol 24:2:1)*

9. Centrifugar a 7000g por 12 min. a 4°C o hasta que el sobrenadante quede transparente
10. Recuperar 200ul de sobrenadante en un tubo nuevo

11. Agregar 2/3 de volumen (600ul) de Isopropanol frio a -20°C
12. Reposar por 2 a 12 horas a -20°C

13. Centrifugar a 9000 g por 5 min. a 4°C

14. Eliminar el sobrenadante

15. Agregar 1000 ul de etanol al 70% frio a -20°C

16. Reposar por 5 min. a temperatura ambiente.

17. Centrifugar a 7000 g por 5 min.

18. Eliminar el sobrenadante

19. Dejar secar

20. Resuspender en agua destilada.
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APENDICE Il

Protocolo de extraccion para las dos subespecies (Zea mays ssp. mexicana y Zea
mays ssp. parviglumis)

1. Cortar fragmentos de tejido fresco (de preferencia) o congelado de aprox. 1g en el
mortero y agregar nitrégeno liquido. Moler hasta obtener un polvo fino. No moler en
exceso para evitar fraccionamiento del DNA.

2. Agregar 600 pl de buffer de extraccion CTAB 2X y recuperar en un microtubo de
2.0ml.

3.-Centrifugar a 10 000 rpm durante 8 minutos y eliminar el sobrenadante.
4. Resuspender con 600 pl de CTAB 2X.

5. Incubar a 650C por 20 minutos (agitar cada 5 minutos). Conservar en hielo de 10-15
minutos.

6. Agregar 600 pl de cloroformo:octanol 24:1 a cada tubo, agitar en vortex hasta
homogeneizar. Centrifugar a 10 000 rpm durante 12 min.

7. Trasladar sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5 ml. Para obtener ADN limpio debe
evitarse recuperar material turbio de la difase formada, es decir, material no
transparente. Para ello recuperar Unicamente el 70% del sobrenadante,
aproximadamente 600 pl (utilizar pipeta de 200 pl).

8. Precipitar el ADN con isopropanol frio a -20°C. Para ello agregar 2/3 del volumen
obtenido en el paso anterior. Dejar reposar 2 horas 0 mas a -20°C, procurando no
excederse en el tiempo pues el ADN obtenido puede quedar sucio.

9. Centrifugar a 13 000 rpm durante 13 min. Eliminar sobrenadante. Se formara un
pellet semitransparente al fondo del tubo. Si el color del pellet es intenso y/o muy
grande es posible un mal resultado de la extraccion.

10. Limpiar el ADN agregando 1ml de etanol al 70% a —20°C, mezclar en vértex y
centrifugar a 8 000 rpm durante 8 min. Eliminar sobrenadante sin perder el pellet.

11. Rehidratar con agua ultra pura el ADN, el volumen dependera del tamario del
pellet desde 15 pl hasta 150 pl aproximadamente.
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APENDICE Il

Programa de amplificacion para los cinco iniciadores

810 811 827 841 809
950 4min 950 4min 950 4min 950 4min 95% 4min
x 35 X35 X35 X35 X35
940 40seg 940 40seg 949 40seg 949 40seg 940 40seg
580 50seg 56.8° 50seg 589 50seg 55.5% 50seg 600 50seg
720 2min 720 2min 720 2min 720 2min 720 2min
720 5min 720 5min 720 5min 720 5min 720 5min
/[ J— 40 . /— /— 40 e
Concentracion de reactivos para cada marcador
Reactivo Concentraciéon | Concentracion final Reaccion de 30 pl
inicial
810 811 827 841 809 810 | 811 827 841 809
Buffer
10X 1X 3ul
MgCI2 50 mM
33mM | 467mM | 417mM | 467mM | 417mM | 2§ | 284l 250 | 28y | 25ul

dNTPmix 2.5 mM clu 0.2mM 24l
Primer 10uM 0.63uM 194l
DNA 50 ng/ul 70ng/ pl 2.0l

5 Ujl 10U/l 0.2l
Taq
H,O 1854 | 17.7 184l 17700 | 181
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APENDICE IV.

Frecuencias alélicas totales y prueba de diferenciacion de Raymond y Rousset (1995) para cada locus.

Se presenta el resultado para la comparacién entre todas las poblaciones, entre subespecies, y dentro de

cada subespecie.

Locus

841-1
841-2
841-3
841-4
841-5
841-6
841-7
841-8
841-9
841-10
841-11
841-12
841-13
841-14
841-15
841-16
841-17
841-18
841-19
841-20
841-21
841-22
841-23
841-24
811-1
811-2
811-3
811-4
811-5
811-6
811-7
811-8
811-9
811-10
811-11
811-12
811-13
811-14
811-15
811-16
811-17
811-18
811-19
811-20

Todas las
poblaciones
p q

0.1960 0.8040
0.5504 0.4496
0.2554 0.7446
0.0683 0.9317
0.1439 0.8561
0.9299 0.0701
0.1079 0.8921
0.3004 0.6996
0.1817 0.8183
0.2410 0.7590
0.1601 0.8399
0.3291 0.6709
0.3597 0.6403
0.1960 0.8040
0.5324 0.4676
0.5719 0.4281
0.5881 0.4119
0.0971  0.9029
0.2554 0.7446
0.3004 0.6996
0.1547 0.8453
0.2104 0.7896
0.3004 0.6996
0.7518 0.2482
0.2220 0.7780
0.0993 0.9007
0.6931 0.3069
0.2256 0.7744
0.0993 0.9007
0.1173 0.8827
0.1155 0.8845
0.2004 0.7996
0.1354 0.8646
0.1480 0.8520
0.1245 0.8755
0.0000 1.0000
0.1769 0.8231
0.2419 0.7581
0.1968 0.8032
0.1715 0.8285
0.3592 0.6408
0.3303 0.6697
0.1300 0.8700
0.1968 0.8032

Todas las
poblaciones
R&R S.E.
0.0000 0.0000
0.0004 0.0003
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.8930 0.0080
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0048 0.0027
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0380 0.0094
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0004 0.0004
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0022 0.0018
0.0000 0.0000
1.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000
0.0353 0.0076
0.0000 0.0000
0.0000 0.0000

ssp parviglumis X Zea mays

ssp. mexicana

R&R
0.1648
0.6158
0.1051
1.0000
0.5344
1.0000
0.6261
0.0000
0.0040
0.8930
0.0000
0.4421
0.0000
0.0001
0.0000
1.0000
0.0000
0.6328
0.2161
0.2863
0.5311
0.0473
0.2682
0.0302
0.0000
0.0081
0.3832
0.0000
0.1215
0.0000
0.0378
0.0132
1.0000
0.3031
0.0116
1.0000
0.3219
0.7792
1.0000
0.0085
0.8876
0.5971
0.0628
0.7881

S.E.
0.0122
0.0091
0.0136
0.0000
0.0134
0.0000
0.0112
0.0000
0.0014
0.0030
0.0000
0.0160
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0120
0.0100
0.0120
0.0130
0.0080
0.0120
0.0030
0.0000
0.0020
0.0110
0.0000
0.0070
0.0000
0.0070
0.0030
0.0000
0.0140
0.0020
0.0000
0.0120
0.0100
0.0000
0.0020
0.0040
0.0130
0.0040
0.0060

Ssp. parviglumis

R&R
0.0000
0.0163
0.0000
0.0000
0.0000
0.8501
0.0003
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.1550
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0190
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0060
0.0000
0.0000
0.0010
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
1.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0170
0.0000
0.0000

S.E.
0.0000
0.0035
0.0000
0.0000
0.0000
0.0106
0.0002
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0140
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0040
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0030
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0040
0.0000
0.0000

Zea mays ssp.

mexicana
R&R
0.5486
0.0020
0.3146
0.0016
0.6481
1.0000
0.0013
0.0050
0.8359
0.3910
0.0160
0.0000
0.0040
0.0110
0.4620
0.1050
1.0000
0.0020
0.0830
0.5310
0.0000
0.0000
0.0000
0.2880
0.5900
0.2350
0.0100
0.0270
0.6880
0.0430
0.0090
0.0220
0.0000
0.2120
0.4250
1.0000
0.0030
0.0210
0.2370
0.0040
0.3490
0.2280
0.0610
0.5350

S.E.
0.0054
0.0004
0.0118
0.0004
0.0099
0.0000
0.0008
0.0018
0.0068
0.0160
0.0030
0.0000
0.0010
0.0030
0.0080
0.0060
0.0000
0.0000
0.0070
0.0130
0.0000
0.0000
0.0000
0.0050
0.0090
0.0130
0.0010
0.0010
0.0060
0.0040
0.0010
0.0020
0.0000
0.0080
0.0120
0.0000
0.0000
0.0020
0.0080
0.0010
0.0060
0.0100
0.0050
0.0130
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811-21
811-22
811-23
811-24
811-25
811-26
811-27
811-28
811-29
811-30
810-1
810-2
810-3
810-4
810-5
810-6
810-7
810-8
810-9
810-10
810-11
810-12
810-13
810-14
810-15
810-16
810-17
810-18
810-19
810-20
810-21
810-22
810-23
810-24
810-25
809-1
809-2
809-3
809-4
809-5
809-6
809-7
809-8
809-9
809-10
809-11
809-12
809-13
809-14
809-15
809-16
809-17
809-18
809-19

0.4332
0.0776
0.1787
0.2527
0.2184
0.2419
0.1805
0.4242
0.1137
0.3357
0.1978
0.1421
0.2230
0.1079
0.3597
0.2104
0.4317
0.0863
0.1871
0.0881
0.0845
0.2464
0.1547
0.1331
0.0701
0.1565
0.2266
0.0809
0.2554
0.3112
0.1619
0.2410
0.1457
0.0827
0.3597
0.2230
0.2014
0.0881
0.1079
0.0180
0.0342
0.0396
0.3435
0.0917
0.1817
0.3381
0.1583
0.0989
0.7446
0.1097
0.2626
0.8633
0.1295
0.3705

0.5668
0.9224
0.8213
0.7473
0.7816
0.7581
0.8195
0.5758
0.8863
0.6643
0.8022
0.8579
0.7770
0.8921
0.6403
0.7896
0.5683
0.9137
0.8129
0.9119
0.9155
0.7536
0.8453
0.8669
0.9299
0.8435
0.7734
0.9191
0.7446
0.6888
0.8381
0.7590
0.8543
0.9173
0.6403
0.7770
0.7986
0.9119
0.8921
0.9820
0.9658
0.9604
0.6565
0.9083
0.8183
0.6619
0.8417
0.9011
0.2554
0.8903
0.7374
0.1367
0.8705
0.6295

0.0000
0.0010
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0430
0.0000
0.0000
0.0015
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0004
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0002
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0002
0.0272
0.0000
0.0000
0.0060
0.0000
0.0000

0.0000
0.0008
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0104
0.0000
0.0000
0.0015
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0003
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0001
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0002
0.0046
0.0000
0.0000
0.0020
0.0000
0.0000

0.0025
0.0001
0.4428
0.0519
1.0000
0.0204
0.0000
0.3555
0.2588
0.7775
0.0376
0.5519
0.0000
0.0000
0.1153
0.0048
0.1992
0.1168
0.1303
0.2049
0.7150
0.4381
0.5450
0.5291
0.2439
0.0366
0.0986
0.2168
0.5414
1.0000
0.1351
0.2349
0.0002
0.0398
0.0001
0.6738
1.0000
0.0000
1.0000
0.0000
0.0714
0.8144
0.8945
0.0002
0.0000
0.0000
0.0000
0.0006
0.0620
0.1067
0.5842
0.3272
0.3314
0.0000

0.0010
0.0000
0.0160
0.0060
0.0000
0.0050
0.0000
0.0150
0.0120
0.0080
0.0040
0.0070
0.0000
0.0000
0.0100
0.0020
0.0130
0.0100
0.0110
0.0080
0.0050
0.0160
0.0150
0.0120
0.0080
0.0060
0.0090
0.0140
0.0180
0.0000
0.0100
0.0120
0.0000
0.0040
0.0000
0.0100
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0040
0.0040
0.0040
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0040
0.0060
0.0120
0.0030
0.0110
0.0000

0.0010
0.1130
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0480
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0020
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0010
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0010
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
1.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0030
0.0000
0.0000
0.0020
0.0120
0.0180
0.0250
0.0000
0.0160
0.0000
0.0000

0.0000
0.0080
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0060
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0010
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0010
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0010
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0010
0.0000
0.0000
0.0000
0.0040
0.0020
0.0050
0.0000
0.0030
0.0000
0.0000

0.2530
0.3500
0.0120
0.3590
0.5580
0.8430
0.5380
0.0050
0.3230
0.1060
0.2890
0.0240
0.2660
0.2980
0.5540
0.2740
0.0260
0.2250
0.0380
0.2660
0.0000
0.8080
0.0770
0.0550
0.0260
0.4040
0.2530
0.0020
0.1420
0.7080
0.1330
0.0460
0.4720
0.0460
0.0730
0.0130
0.0000
0.0010
0.0020
0.0280
0.3230
0.0010
0.0000
0.4970
0.2440
0.0370
0.0000
0.3020
0.6800
0.0000
0.1370
1.0000
0.1570
0.0120

0.0100
0.0110
0.0020
0.0100
0.0120
0.0040
0.0100
0.0010
0.0110
0.0060
0.0100
0.0030
0.0060
0.0080
0.0110
0.0130
0.0030
0.0090
0.0040
0.0080
0.0000
0.0060
0.0040
0.0020
0.0020
0.0120
0.0090
0.0000
0.0080
0.0160
0.0060
0.0040
0.0180
0.0060
0.0070
0.0030
0.0000
0.0010
0.0000
0.0020
0.0050
0.0000
0.0000
0.0120
0.0120
0.0020
0.0000
0.0100
0.0050
0.0000
0.0080
0.0000
0.0070
0.0020

63



809-20
809-21
809-22
809-23
809-24
809-25
809-26
809-27
809-28
809-29
809-30
809-31
809-32
809-33
809-34
809-35
809-36
809-37
809-38
809-39
827-1

827-2

827-3

827-4

827-5

827-6

827-7

827-8

827-9

827-10
827-11
827-12
827-13
827-14
827-15
827-16
827-17
827-18
827-19
827-20
827-21
827-22

0.3219
0.3165
0.1511
0.3651
0.1960
0.0845
0.1871
0.1817
0.0989
0.1763
0.2482
0.0701
0.3381
0.1763
0.1421
0.1151
0.0558
0.0845
0.6493
0.1673
0.2446
0.1696
0.4429
0.1250
0.2232
0.2000
0.2304
0.2411
0.2321
0.2393
0.1875
0.3679
0.0821
0.0839
0.3536
0.2393
0.1714
0.1250
0.0696
0.2857
0.6036
0.4143

0.6781
0.6835
0.8489
0.6349
0.8040
0.9155
0.8129
0.8183
0.9011
0.8237
0.7518
0.9299
0.6619
0.8237
0.8579
0.8849
0.9442
0.9155
0.3507
0.8327
0.7554
0.8304
0.5571
0.8750
0.7768
0.8000
0.7696
0.7589
0.7679
0.7607
0.8125
0.6321
0.9179
0.9161
0.6464
0.7607
0.8286
0.8750
0.9304
0.7143
0.3964
0.5857

0.0025
0.0000
0.0015
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.1935
0.0611
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0017
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0036
0.1448
0.0000
0.0000
0.0001
0.0000
0.0001
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0535
0.0017

0.0024
0.0000
0.0010
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0195
0.0081
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0013
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0029
0.0112
0.0000
0.0000
0.0001
0.0000
0.0001
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0074
0.0010

0.0414
0.0000
0.1370
0.0440
0.0000
0.0050
0.0000
0.0860
0.1340
0.0570
0.1430
0.1940
0.2240
0.0190
0.0010
0.3480
0.0000
0.7330
0.0730
0.0700
0.0000
0.0290
0.8840
0.8750
0.0000
0.4980
0.1450
0.0000
0.0520
0.4590
0.5590
0.0000
0.0000
0.0390
0.1580
0.5860
0.0260
0.0000
0.8510
0.0000
0.4460
0.7620

0.0060
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0100
0.0000
0.0100
0.0000
0.0100
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0100
0.0100
0.0000
0.0000
0.0200
0.0100
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0100
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0100

0.0400
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.2300
0.0500
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0500
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0500
0.0000
0.0000
0.2800
0.0000
0.1300
0.0000
0.0400
0.0000
0.0000
0.0600
0.0000

0.0080
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0200
0.0100
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0100
0.0000
0.0100
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

0.0090
0.0600
0.3600
0.0300
0.0400
0.5200
0.0200
0.5900
0.9000
0.6400
0.4300
0.2900
0.4400
0.2600
0.1500
0.0100
0.3400
0.0000
0.2600
0.0000
0.0200
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0600
0.0000
0.4900
0.0300
0.4300
1.0000
0.3700
0.0300
0.0000
0.1300
0.0000
0.1100
0.0000
0.0900
0.0000
0.2100
0.0000

0.0000
0.0000
0.0100
0.0000
0.0000
0.0100
0.0000
0.0100
0.0000
0.0100
0.0100
0.0000
0.0100
0.0100
0.0000
0.0000
0.0100
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0100
0.0000
0.0100
0.0000
0.0100
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0100
0.0000
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APENDICE V. Frecuencias alélicas por poblacion

No.
De
Locus

841-1
841-2
841-3
841-4
841-5
841-6
841-7
841-8
841-9
841-10
841-11
841-12
841-13
841-14
841-15
841-16
841-17
841-18
841-19
841-20
841-21
841-22
841-23
841-24
811-1
811-2
811-3
811-4
811-5
811-6
811-7
811-8
811-9
811-10
811-11
811-12
811-13
811-14
811-15
811-16
811-17
811-18
811-19
811-20
811-21

Santa Ana Villa
Teloloapan  Tecoanapa  Chilpancingo Huilotepec Villa Seca Telpitita Maya Purificacién Toliman Puruandiro

P q p q p q p q p q p q p q p q p q p q
0.1233 0.8767 0.146 0.854 0.0864 0.9136 0.207 0.793 0.1816 0.8184 0.1233 0.8767 0.2608 0.7392 0.0507 0.9493 0.5831 0.4169 0.267 0.733
0.5831 0.4169 0.4447 0.5553 0.6247 0.3753 0.5808 0.4192 0.7812 0.2188 0.7258 0.2742 0.3498 0.6502 0.7463 0.2537 0.3636 0.6364 0.5102 0.4898
0.0864 0.9136 0.7385 0.2615 0.5831 0.4169 0.4166 0.5834 0.1379 0.8621 0.0167 0.9833 0.2608 0.7392 0.077 0.923 0.267 0.733 0.22320.7768
0.267 0.733 0.11150.88850 1 0.0421 0.9579 0.1595 0.8405 0 1 0.0639 0.9361 0.077 0.923 0 1 0 1
0.1233 0.8767 0.1286 0.8714 0.0336 0.9664 0 1 0.1379 0.8621 0.5452 0.4548 0.0862 0.9138 0.3616 0.6384 0.0336 0.9664 0.1424 0.8576
1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0.7923 0.2077 1 0 1 0 1 0 1 0
0.1046 0.8954 0.0621 0.9379 0.0864 0.9136 0.2334 0.7666 0 1 0.0167 0.9833 0.1325 0.8675 0 1 0.2448 0.7552 0.2232 0.7768
0.5102 0.4898 0.393 0.607 0.2899 0.7101 0.1566 0.8434 0.2043 0.7957 0.5831 0.4169 0.3188 0.6812 0.6649 0.3351 0.1233 0.8767 0.0685 0.9315
0.1046 0.8954 0.1638 0.8362 0.2023 0.7977 0.3438 0.6562 0.2277 0.7723 0 1 0.2892 0.7108 0.1042 0.8958 0.1818 0.8182 0.267 0.733
0.1818 0.8182 0.3453 0.6547 0.3901 0.6099 0.3188 0.6812 0.2043 0.7957 0 1 0.207 0.793 0 1 0.4776 0.5224 0.3136 0.6864
0.0685 0.93150.2797 0.7203 0.3636 0.6364 0.0639 0.9361 0.1595 0.8405 0 1 0.453 0.547 0.025 0.975 0 1 0.2899 0.7101
0.2023 0.7977 0.3227 0.6773 0.2899 0.7101 0.3498 0.6502 0.484 0.516 0.24480.75520.1325 0.8675 0.4904 0.5096 0.3901 0.6099 0.4776 0.5224
0.2899 0.7101 0.0797 0.9203 0.1818 0.8182 0.3498 0.6502 0.0763 0.9237 0.7923 0.2077 0.2334 0.7666 1 0 0.7923 0.2077 0.3381 0.6619
0.1818 0.8182 0.393 0.607 0.2023 0.7977 0.1325 0.8675 0.2043 0.7957 0.0167 0.9833 0.5343 0.4657 0.0507 0.9493 0.0509 0.9491 0.2899 0.7101
0.5102 0.4898 1 0 0.7923 0.2077 0.5808 0.4192 1 0 0.2023 0.7977 0.6938 0.3062 0.1322 0.8678 0.4178 0.5822 0.7258 0.2742
1 0 0.3009 0.6991 0.3136 0.6864 0.6331 0.3669 0.6538 0.3462 1 0 0.4166 0.5834 1 0 0.6715 0.3285 0.6247 0.3753
1 0 0.8019 0.1981 0.5102 0.4898 0.6938 0.3062 1 0 0.2448 0.7552 1 0 0.1911 0.8089 0.5102 0.4898 1 0
0.0685 0.93150 1 0.1424 0.8576 0.109 0.891 0.2043 0.7957 0.0167 0.9833 0.0208 0.9792 0.077 0.923 0.3381 0.6619 0.0336 0.9664
0.267 0.733 0.01520.9848 0.1618 0.8382 0.3188 0.6812 0.1816 0.8184 0.4776 0.5224 0.3498 0.6502 1 0 0.0685 0.9315 0.3636 0.6364
0.3136 0.6864 0.393 0.607 0.2448 0.7552 0.1566 0.8434 0.2043 0.7957 0.4469 0.5531 0.2892 0.7108 0.4442 0.5558 0.2448 0.7552 0.2899 0.7101
0.1233 0.8767 0.3009 0.6991 0.2899 0.7101 0.0208 0.9792 0.0374 0.9626 0 1 0.3498 0.6502 0 1 0.267 0.733 0.1618 0.8382
0.0864 0.9136 0.3009 0.6991 0.1046 0.8954 0.0421 0.9579 0 1 0.5831 0.4169 0.2608 0.7392 0.5413 0.4587 0.2023 0.7977 0.2232 0.7768
0.5452 0.4548 0.1638 0.8362 0.2899 0.7101 0.2608 0.7392 0.6538 0.3462 0.0509 0.9491 0.3188 0.6812 0.5985 0.4015 0.3136 0.6864 0.1618 0.8382
1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0.7258 0.2742 0.7681 0.2319 0.2222 0.7778 0.7258 0.2742 1 0
0.5452 0.4548 0.6866 0.3134 0.1233 0.8767 0.0639 0.9361 0.0964 0.9036 0 1 0.0639 0.9361 0 1 1 0 0.12330.8767
0.0685 0.9315 0.2797 0.7203 0.267 0.733 0.2608 0.7392 0.0185 0.98150 1 0.0208 0.9792 0 1 0 1 0.0864 0.9136
0.5452 0.4548 0.8019 0.1981 0.6715 0.3285 0.4921 0.5079 1 0 0.58310.4169 1 0 1 0 1 0 0.5831 0.4169
0.3901 0.6099 0.1286 0.8714 0.2232 0.7768 0 1 0.0763 0.9237 1 0 0 1 1 0 0.22320.7768 0.1233 0.8767
0.2899 0.7101 0.0462 0.9538 0.1424 0.8576 0.0639 0.9361 0.1595 0.8405 0 1 0.13250.86750.025 0.975 0.0336 0.9664 0.1046 0.8954
0.0336 0.9664 0 1 0 1 0.0639 0.9361 0.2519 0.7481 0.0685 0.9315 0.4921 0.5079 0.025 0.975 0.1424 0.8576 0.2448 0.7552
0.1818 0.8182 0.0621 0.9379 0.0509 0.9491 0.4166 0.5834 0.0566 0.9434 0.0509 0.9491 0.2608 0.7392 0 1 0 1 0.2023 0.7977
0.2448 0.7552 0.3453 0.6547 0.0509 0.9491 0.0639 0.9361 0.0374 0.9626 0.5831 0.4169 0.1566 0.8434 0.5985 0.4015 0.0167 0.9833 0.2023 0.7977
0.1818 0.8182 0.0782 0.9218 0.1046 0.8954 0.0208 0.9792 0.3295 0.6705 0.0167 0.9833 0.0421 0.9579 0.0507 0.9493 0.5831 0.4169 0.0509 0.9491
0.267 0.733 0.07820.9218 0.1424 0.8576 0.0862 0.9138 0.1595 0.8405 0.0864 0.9136 0.109 0.891 0.025 0.975 0.267 0.733 0.2448 0.7552
0.1046 0.8954 0.1638 0.8362 0.1424 0.8576 0.2608 0.7392 0.1379 0.8621 0 1 0.1566 0.8434 0.077 0.923 0 1 0.2448 0.7552
0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
0.2023 0.7977 0.3687 0.6313 0.1046 0.8954 0.0208 0.9792 0.0763 0.9237 0.2448 0.7552 0.0639 0.9361 0.5413 0.4587 0 1 0.28990.7101
0.1818 0.8182 0.1286 0.8714 0.2899 0.7101 0.3823 0.6177 0.1816 0.8184 0.1818 0.8182 0.1325 0.8675 0.0507 0.9493 0.5831 0.4169 0.3636 0.6364
0.3381 0.6619 0.5017 0.4983 0.1818 0.8182 0.0421 0.9579 0.1595 0.8405 0 1 0.13250.86750.025 0.975 0.2899 0.71010.267 0.733
0.0864 0.9136 0.1115 0.8885 0.2448 0.7552 0.3188 0.6812 0.3295 0.6705 0 1 0.3498 0.6502 0 1 0.267 0.733 0.1046 0.8954
0.3381 0.6619 0.3009 0.6991 0.3901 0.6099 0.1566 0.8434 0.4173 0.5827 0.7258 0.2742 0.2608 0.7392 1 0 0.2618 0.7382 0.3636 0.6364
0.2448 0.7552 0.3687 0.6313 0.2448 0.7552 0.207 0.793 0.3026 0.6974 0.5102 0.4898 0.2892 0.7108 0.4442 0.5558 0.267 0.733 0.4469 0.5531
0.2232 0.7768 0.1286 0.8714 0.1233 0.8767 0.2334 0.7666 0.2768 0.7232 0 1 0.0862 0.9138 0 1 0.0685 0.9315 0.1618 0.8382
0.2448 0.7552 0.182 0.818 0.2232 0.7768 0.0421 0.9579 0.2277 0.7723 0.2023 0.7977 0.1814 0.8186 0.025 0.975 0.4469 0.5531 0.1424 0.8576
0.4469 0.5531 0.5662 0.4338 0.6247 0.3753 0.4921 0.5079 0.4173 0.5827 0.3636 0.6364 0.2608 0.7392 1 0 0.2899 0.7101 0.2899 0.7101
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811-22
811-23
811-24
811-25
811-26
811-27
811-28
811-29
811-30
810-1
810-2
810-3
810-4
810-5
810-6
810-7
810-8
810-9
810-10
810-11
810-12
810-13
810-14
810-15
810-16
810-17
810-18
810-19
810-20
810-21
810-22
810-23
810-24
810-25
809-1
809-2
809-3
809-4
809-5
809-6
809-7
809-8
809-9
809-10
809-11
809-12
809-13
809-14
809-15
809-16
809-17

0.0685 0.9315 0.0462 0.9538 0.1233 0.8767 0.0208 0.9792 0.0964 0.9036 0.0167 0.9833 0.1566 0.8434 0.025 0.975 0.0167 0.9833 0.2023 0.7977
0.2448 0.7552 0.0462 0.9538 0.1424 0.8576 0.3188 0.6812 0.2519 0.7481 0.0864 0.9136 0.0639 0.9361 0.5413 0.4587 0.0509 0.9491 0.267 0.733
0.3136 0.6864 0.3009 0.6991 0.3381 0.6619 0.0421 0.9579 0.1816 0.8184 0.6247 0.3753 0.1325 0.8675 0.1322 0.8678 0.2232 0.7768 0.2448 0.7552
0.1818 0.8182 0.3687 0.6313 0.0509 0.9491 0.0421 0.9579 0.2768 0.7232 0.3381 0.6619 0.207 0.793 0.5985 0.4015 0.1424 0.8576 0.1818 0.8182
0.1424 0.8576 0.642 0.358 0.3381 0.6619 0.1566 0.8434 0.1379 0.8621 0.1424 0.8576 0.1814 0.8186 0.1042 0.8958 0.4178 0.5822 0.1818 0.8182
0.0336 0.9664 0.0462 0.9538 0.2023 0.7977 0.5808 0.4192 0.3866 0.6134 0 1 0.3823 0.6177 0.0507 0.9493 0.1046 0.8954 0.2899 0.7101
0.6247 0.3753 0.2196 0.7804 0.1424 0.8576 0.2608 0.7392 0.7111 0.2889 0.5452 0.4548 0.3188 0.6812 1 0 0.6247 0.3753 0.4178 0.5822
0.1618 0.8382 0.0782 0.9218 0.1233 0.8767 0.1566 0.8434 0.1169 0.8831 0.0509 0.9491 0.207 0.793 0 1 0.1233 0.8767 0.1046 0.8954
0.2232 0.7768 0.5017 0.4983 0.3901 0.6099 0.2608 0.7392 0.3295 0.6705 0.4178 0.5822 0.207 0.793 1 0 0.0864 0.9136 0.4178 0.5822
0.267 0.733 0.2196 0.7804 0.3901 0.6099 0.453 0.547 0.0964 0.9036 0.1424 0.8576 0.109 0.891 0.0507 0.9493 0.0864 0.9136 0.2023 0.7977
0.1233 0.8767 0.2797 0.7203 0.1424 0.8576 0.1566 0.8434 0.2277 0.7723 0 1 0.109 0.891 0.16110.83890.1818 0.8182 0.0509 0.9491
0 1 0.5017 0.4983 0.3636 0.6364 0.0421 0.9579 0.0374 0.9626 0.6247 0.3753 0.0862 0.9138 0.6649 0.3351 0.1424 0.8576 0.1233 0.8767
0.1046 0.8954 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0.0208 0.9792 1 0 0 1 0 1
0.5102 0.4898 0.6023 0.3977 0.6715 0.3285 0.2608 0.7392 0.484 0.516 O 1 0.4166 0.5834 0 1 0.4469 0.5531 0.3636 0.6364
0.3136 0.6864 0.0462 0.9538 0.1618 0.8382 0.3823 0.6177 0.3574 0.6426 0.0336 0.9664 0.207 0.793 0 1 0.3901 0.6099 0.3136 0.6864
0.3901 0.6099 0.6866 0.3134 0.2448 0.7552 0.2334 0.7666 0.3295 0.6705 0.5831 0.4169 0.5808 0.4192 0.7463 0.2537 0.4776 0.5224 0.2899 0.7101
0 1 0.0621 0.93790.1818 0.81820.109 0.891 0.0566 0.9434 0.0509 0.9491 0.1325 0.8675 0 1 0.1046 0.8954 0.1618 0.8382
0.267 0.733 0.41820.5818 0.2023 0.7977 0.0862 0.9138 0.3295 0.6705 0 1 0.109 0.891 0 1 0.1818 0.8182 0.2448 0.7552
0.1424 0.8576 0.1115 0.8885 0.0864 0.9136 0.0421 0.9579 0.0964 0.9036 0 1 0.0208 0.9792 0 1 0.2899 0.7101 0.0685 0.9315
0.1818 0.8182 0.0621 0.9379 0.3136 0.6864 0 1 0.2277 0.77230 1 0.0639 0.9361 0 1 0.0167 0.9833 0 1
0.0685 0.93150 1 0.0167 0.9833 0.207 0.793 0.3026 0.6974 0.5102 0.4898 0.2608 0.7392 0.7463 0.2537 0.6247 0.3753 0.2448 0.7552
0.1233 0.8767 0.0305 0.9695 0.2448 0.7552 0.2608 0.7392 0.2519 0.7481 0 1 0.1814 0.8186 0 1 0.4469 0.5531 0.0864 0.9136
0.0509 0.9491 0.0305 0.9695 0.1233 0.8767 0 1 0.0566 0.9434 0.5452 0.4548 0.0862 0.9138 0.2222 0.7778 0.1233 0.8767 0.2023 0.7977
1 0 0.0305 0.9695 0.0509 0.9491 0.109 0.891 0.1816 0.8184 0.0509 0.9491 0.0639 0.9361 0.2546 0.7454 0.0336 0.9664 0.0336 0.9664
0.2448 0.7552 0.3453 0.6547 0.1424 0.8576 0.109 0.891 0.0763 0.9237 0.0685 0.9315 0.1566 0.8434 0.077 0.923 0.2232 0.7768 0.0864 0.9136
0.1046 0.8954 0.1115 0.8885 0.1818 0.8182 0.0208 0.9792 0.2519 0.7481 1 0 0.1566 0.8434 0.6649 0.3351 0.267 0.733 0.12330.8767
0.1818 0.81820 1 0.0336 0.9664 0 1 0.0566 0.9434 0 1 0.0208 0.9792 0.4442 0.5558 0.0167 0.9833 0.2232 0.7768
0.2023 0.79770.182 0.818 0O 1 0.109 0.891 0.3866 0.6134 0.2899 0.7101 0.2608 0.7392 0.6649 0.3351 0.5831 0.4169 0.2023 0.7977
0.4178 0.5822 0.6866 0.3134 0.3636 0.6364 0.7681 0.2319 0.3295 0.6705 0 1 0.3498 0.6502 0 1 0.2232 0.7768 0.267 0.733
0.0336 0.9664 0.2005 0.7995 0.0685 0.9315 0.0208 0.9792 0.1169 0.8831 0.4178 0.5822 0.207 0.793 0.7463 0.2537 0.1046 0.8954 0.0685 0.9315
0.1424 0.8576 0.3687 0.6313 0.1618 0.8382 0.1566 0.8434 0.0964 0.9036 0.2023 0.7977 0.2608 0.7392 0.4442 0.5558 0.4178 0.5822 0.267 0.733
0.1424 0.8576 0.182 0.818 0.3381 0.6619 0.0421 0.9579 0.2277 0.7723 0 1 0.1814 0.8186 0 1 0.0509 0.9491 0.2899 0.7101
0.2899 0.7101 0.0462 0.9538 0.0509 0.9491 0.3188 0.6812 0.0566 0.9434 0 1 0.0862 0.9138 0 1 0.0509 0.9491 0 1
0.267 0.733 0.07820.9218 0.1818 0.8182 0.2334 0.7666 0.6538 0.3462 0.6715 0.3285 0.5343 0.4657 0.7463 0.2537 0.3381 0.6619 0.3901 0.6099
0 1 0.2005 0.7995 0.2899 0.7101 0 1 0.0964 0.9036 0.4469 0.5531 0.3188 0.6812 1 0 0.1424 0.8576 0.3136 0.6864
0 1 0.3453 0.6547 0.2013 0.7987 0 0.0763 0.9237 0.1424 0.8576 0.3823 0.6177 0.1911 0.8089 0.6715 0.3285 0.1818 0.8182
0.12330.8767 0 1 0.0864 0.9136 0 0.4173 0.5827 0 1 0.2334 0.7666 0.0507 0.9493 0 1 0.0864 0.9136
0.0864 0.9136 0.1286 0.8714 0.1233 0.8767 0 0.2043 0.7957 0 1 0 1 0.4904 0.5096 0.1046 0.8954 0.1046 0.8954

0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0.109 0.891 O 1 0 1 0.0864 0.9136

N N = = =

0 1 0 1 0.1424 0.8576 0 0 1 0 1 0 1 0.2546 0.7454 0 1 0.0336 0.9664
0 1 0 1 0.1618 0.8382 0 1 0.1169 0.8831 0.1424 0.8576 0 1 0 1 0 1 0 1

0.1618 0.8382 0.4447 0.5553 0.3901 0.6099 0.2334 0.7666 0.1379 0.8621 0.0167 0.9833 0.6331 0.3669 0.7463 0.2537 1 0 0.3901 0.6099
0.1818 0.81820 1 0.0864 0.9136 0.0208 0.9792 0.1595 0.8405 0.0509 0.9491 0.2334 0.7666 0.0507 0.9493 0.0509 0.9491 0.1424 0.8576
0.0685 0.9315 0.0621 0.9379 0.0336 0.9664 0.0208 0.9792 0.3295 0.6705 0.267 0.733 0.207 0.793 0.5985 0.4015 0.1424 0.8576 0.3636 0.6364
0.3136 0.6864 0.5017 0.4983 0.3636 0.6364 0.2608 0.7392 0.2277 0.7723 0.2448 0.7552 0.3188 0.6812 1 0 0.5102 0.4898 0.1046 0.8954
0.1046 0.8954 0.0152 0.9848 0.0864 0.9136 0.0639 0.9361 0.4173 0.5827 0.1618 0.8382 0.5343 0.4657 0.025 0.975 0.22320.7768 0.1233 0.8767
0.0167 0.9833 0.0621 0.9379 0.1046 0.8954 0.109 0.891 0.1379 0.8621 0.0167 0.9833 2.608 -1.608 0 1 0.1424 0.8576 0.1618 0.8382
0.7923 0.2077 1 0 0.7923 0.2077 0.5808 0.4192 0.6046 0.3954 1 0 0.6331 0.3669 1 0 0.6715 0.3285 0.7258 0.2742
0.1818 0.8182 0.0782 0.9218 0.1233 0.8767 0.1566 0.8434 0.3026 0.6974 0.0509 0.9491 0.0208 0.9792 0 1 0.0685 0.9315 0.1233 0.8767
0.0509 0.9491 0.1638 0.8362 0.3136 0.6864 0.2324 0.7676 0.3295 0.6705 0.6715 0.3285 0.3498 0.6502 1 0 0.0336 0.9664 0.1818 0.8182
0.0001 0.9999 1 0 0.7923 0.2077 1 0 1 0 0.79230.2077 1 0 0.59850.4015 1 0 1 0
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809-18
809-19
809-20
809-21
809-22
809-23
809-24
809-25
809-26
809-27
809-28
809-29
809-30
809-31
809-32
809-33
809-34
809-35
809-36
809-37
809-38
809-39
827-1

827-2

827-3

827-4

827-5

827-6

827-7

827-8

827-9

827-10
827-11
827-12
827-13
827-14
827-15
827-16
827-17
827-18
827-19
827-20
827-21
827-22

0.1233 0.8767 0.1115 0.8885 0.0685 0.9315 0 1 0.0763 0.9237 0.3381 0.6619 0.1814 0.8186 0.0507 0.9493 0.267 0.733 0.0685 0.9315
0.3636 0.6364 0.4447 0.5553 0.2232 0.7768 0.3498 0.6502 0.7111 0.2889 0.0864 0.9136 0.3823 0.6177 0.5985 0.4015 0.2232 0.7768 0.6715 0.3285
0.2899 0.7101 0.5662 0.4338 0.2899 0.7101 0.2608 0.7392 0.1816 0.8184 0.267 0.733 0.453 0.547 0.4014 0.5986 0.3901 0.6099 0.1818 0.8182
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APENDICE VI. Tablas de resumen AMOVA para diferente tipo de agrupamiento: a) entre

subespecies; b) entre razas; c) razas dentro de ssp. mexicana y d) razas dentro de ssp. parviglumis
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APENDICE VII

Proporcion de alelos que pertenecen a cada grupo en agrupamientos con alta verosimilitud (k=2 y k =5).

Poblacion 1 2

PAR1 0.978 0.022

PAR2 0.990 0.010

PAR3 0.987 0.013

PAR4 0.997 0.003

PARS 0.993 0.007

PARG6 0.008 0.992

PAR7 0.993 0.007

MEX1 0.004 0.996

MEX2 0.975 0.025

MEX3 0.984 0.016

Grupos

Poblacion | 1 2 3 4 5
PAR1 0.021 0.046 0.020 0.066 0.848
PAR2 0.007 0.010 0.007 0.969 0.006
PAR3 0.133 0.028 0.013 0.751 0.075
PAR4 0.015 0.006 0.003 0.013 0.963
PAR5 0.259 0.018 0.009 0.014 0.700
PARG6 0.011 0.006 0.968 0.006 0.009
PAR7 0.953 0.018 0.006 0.013 0.011
MEX1 0.007 0.004 0.981 0.003 0.004
MEX2 0.018 0.945 0.012 0.011 0.015
MEX3 0.824 0.017 0.013 0.059 0.087
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APENDICE VIII

Valores de probabilidad posterior para cada locus obtenidos mediante el programa BayeScan (Foll y
Gaggiotti, 2008). En rojo valores de probabilidad para loci candidatos a estar sujetos a seleccion natural.

841-1
841-2
841-3
841-4
841-5
841-6
841-7
841-8
841-9
841-10
841-11
841-12
841-13
841-14
841-15
841-16
841-17
841-18
841-19
841-20
841-21
841-22
841-23
841-24
811-1
811-2
811-3
811-4
811-5
811-6
811-7
811-8
811-9
811-10
811-11

prob
0.0642128
0.077015
0.085617
0.052611
0.053811
0.35947
0.052611
0.047009
0.077816
0.04961
0.095019
0.11242
0.09982
0.04801
0.053011
0.070614
0.066013
0.045609
0.054411
0.53991
0.04841
0.05001
0.046009
0.062412
0.9874
0.054611
0.05221
0.90238
0.074415
0.12262
0.05041
0.046809
0.055211
0.22384
0.057411

811-12
811-13
811-14
811-15
811-16
811-17
811-18
811-19
811-20
811-21
811-22
811-23
811-24
811-25
811-26
811-27
811-28
811-29
811-30
810-1

810-2

810-3

810-4

810-5

810-6

810-7

810-8

810-9

810-10
810-11
810-12
810-13
810-14
810-15
810-16
810-17

0.45009
0.05101
0.061812
0.045209
0.046609
0.05021
0.44729
0.071614
0.09762
0.060612
0.12903
0.05101
0.071414
0.055411
0.04981
0.077215
0.074615
0.44549
0.04861
0.067413
0.11502
0.15303
0.9808
0.10562
0.045209
0.05141
0.095019
0.05101
0.071014
0.064613
0.29986
0.047009
0.056811
0.17263
0.25785
0.04921
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810-19
810-20
810-21
810-22
810-23
810-24
810-25
809-1

809-2

809-3

809-4

809-5

809-6
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809-9
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809-11
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809-15
809-16
809-17
809-18
809-19
809-20
809-21
809-22
809-23
809-24
809-25
809-26
809-27
809-28

0.052611
0.059412
0.16283
0.043809
0.13723
0.044809
0.045809
0.04821
0.26385
0.19244
0.086217
0.04841
0.067814
0.062012
0.054211
0.18964
0.065813
0.05041
0.046009
0.061812
0.075415
0.092218
0.084817
0.067013
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827-8

827-9
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827-12
827-13
827-14
827-15
827-16
827-17
827-18
827-19
827-20
827-21
827-22

0.05021
0.062012
0.084417
0.055611
0.062813
0.059012
0.074615
0.084817
0.079616

0.05181

0.13223

0.66533

0.04881

0.05121

0.04801
0.097019
0.072014

0.05201
0.052611
0.068014

0.17744

0.83697
0.073615
0.067413
0.076215

0.14603

0.13403
0.046209
0.055211
0.061612

0.17784

0.23225
0.092418
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APENDICE IX. Escala de interpretacion de Jeffreys para distintos valores de
probabilidad posterior. Tomado y modificado de Foll y Gaggiotti (2008).

Pla=0) Bayes Factor (BF) | logl1O(BF) | Interpretacion de Jeffreys* ion
0.50 = 0.76 1 - 2 0 — 0.5 | Apenas merece mencion
0.76 = 0.91 3 = 10 0.5 - 1 Substancial
0.91 = 0.97 10 = 32 1 — 1.5 Fuerte
0.97 = 0.99 32 - 100 1.5 =2 2 Muy Fuerte
0.99 = 1.00 100 = oo 2 —» oo | Decisivo

*Modificado para traducir la interpretacion al espaiol
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